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SIMGE VE KISALTMA LIiSTESI

Simgeler

%
°C
ng
n
pM
atm
cm

KNO:
NH.NO:
MgS0..7H.0
CaCL.2H,O
KH:PO.
MnSO..4H.0
Kl

H:BO:
ZnS0..7H.0
CuSO..5H:0

Na:Mo0O4.2H:0 :
: Kobalt Klorid Hekzahidrat
: Demir Siilfat Heptahidrat

CoClL..6H:0
FeSO.4.7H:0
Mb

Mb¢

Aciklama

- Yiizde

. Yaklasik olarak

: Derece Santigrat

: Mikrogram

: Mikrolitre

: Mikromolar

. Atmosfer

. Santimetre

: Gram

. Litre

: Molar

: Miligram

: Mililitre

: Milimolar

: Unite

- Volt

: Potasyum Nitrat

: Amonyum Nitrat

: Magnezyum Siilfat Heptahidrat
: Kalsiyum Klorid Dihidrat

: Potasyum Dihidrojen Fosfat
: Manganez Siilfat Tetrahidrat
: Potasyum Iyodiir

: Borik Asit

: Cinko Siilfat Heptahidrat

- Bakar Siilfat Pentahidrat

Sodyum Molibdat Dihidrat

: Megabaz
: Megabaz cifti

Xi



B¢ : Baz ¢ifti

HCI : Hidrojen Kloriir

NaOH : Sodyum Hidroksit

N : Azot

2,4-D : 2,4-diklorofenoksiasetik asit
NOs~ : Azot nitrat

NH4* :Amonyum

Kisaltmalar Aciklama

ABA - Absisik asit

AGO : ARGONAT proteini

ARF : AUXIN RESPONSE FACTOR
cDNA : Komplementer DNA

Ct . Esik dongiisii

Col-0 : Columbia ecotype

DCL : DICER-LIKE protein

DEPC : Dietilpirokarbonat

dH:20 : Distile su

DNA : Deoksiriboniikleil Asit

dNTP : Deoksiriboniikleozid Trifosfat
EDTA . Etilendiamintetraasetik Asit
EtBr : Etidyum Bromiir

FW : Son agirhik

g : Rolatif Santrifiij Kuvveti, “RCF”
GRL : GROWTH REGULATION FACTOR
GZPZR : Gergek Zamanli Polimeraz Zincir Reaksiyonu
(WY : Baslangic agirligi

INCRNA : Uzun kodlanmayan RNA

MS : Murashige ve Skoog

MES : 2-(N-morfolino) etansiilfonik asit
MiRNA : MikroRNA

Mpa : Ozmatik Potansiyel

ncRNA - Kiiciik kodlanmayan RNA (“noncoding RNA™)

xii



NSI

NLA

NR

NSS
pre-miRNA
pri-miRNA
PEG

PHO2
RdRP
RISC

RNA
RTPZR
RWC
SiRNA
TAE
uv
ROS
Rpm

. Azot a¢lig1 uyarilmis (“N-starvation- induced”)

: Azot Sinirlama Adaptasyonu (“Nitrogen Limitation Adaptation”™)

: Nitrat Rediiktaz

. Azot aglig1 bastirilmis (“N-starvation-supressed”)

: Onciil miRNA (“precursor miRNA”)

: Birincil miRNA (“primary miRNA™)

: Polietilen glikol

: FOSFAT2 (“PHOSPHATE2”) proteini

: RNA’ya bagimli RNA Polimeraz

: RNA-Indiiklenmis Susturma Kompleksi (“RNA-Induced Silencing

Complex™)

: Riboniikleik Asit

: Ters Transkripsiyon-Polimeraz Zincir Reaksiyonu

: Bagil su icerigi (“Relative Water Content™)

: Kiigiik interferans RNA (“small-interferace RNA”)

: Tris-asetat EDTA

: Ultra Viyole

: Reaktif Oksijen Tiirleri (“Reactive Oxygen Species”)

: Dakikadaki Devir Sayis1 (“Roation per minute™)
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OZET

YUKSEK LiSANS TEZi

Arabidopsis thaliana’da AZOT ACLIGI ve KURAKLIK STRESLERININ
MIKRORNA ANLATIMLARI UZERINDEKI ETKILERININ
ARASTIRILMASI

Seda YASAR

istanbul Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii

Molekiiler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dal

Damsman : Dog. Dr. Ozgiir CAKIR

Kodlama yapmayan RNA’larin bir grubunu olusturan mikroRNA’lar (miRNA), genellikle 20-
22 niikleotit uzunlugundadirlar ve gen anlatiminin diizenlenmesinde 6nemli rol oynadiklar
bilinmektedir. MikroRNA’larin, hayvanlarin ve bitkilerin gelisiminde ve pek ¢ok biyolojik
stiregte 6nemli gorevleri vardir. miRNA aracilt gen anlatimi diizenlenmesi genel olarak iki
sekilde olur: Hedef mRNA’ nin translasyonunu inhibe ederek veya yikimina yol agarak. Ik
olarak bir nematod olan Caenorhabditis elegans’ta kesfedilmis olan miRNA’lar, bitkilerin
biiyiime ve gelisim siireglerinde gorev alan genleri ve transkripsiyon faktorlerini hedef alarak
onlarin ¢esitli kosullar altinda anlatimlarin1 diizenler.

Bitkilerde biiyiime ve gelismeyi etkileyen kuraklik, tuzluluk, besin agligi gibi gesitli stres
faktorlerinin miRNA’larin anlatimlarini degistirdigi ve bu sayede, hedef genlerin anlatiminin
diizenlendigi bilinmektedir. Bu tez kapsaminda bitki gelisimi ve biiyiimesini 6nemli derecede
etkileyen iki farkli stres kosulu olan kuraklik ve azot a¢liginin miRNA anlatimlarinda yol agtig1
degisimlerin incelenmesi amag¢lanmaistir.

Doku kiiltiiri ¢alismalariyla Arabidopsis thaliana bitkilerinden kallus dokular1 elde edildikten
sonra RNA izolasyonu gerceklestirilmis ve gesitli miRNA’lara 6zgii primerlerle cDNA sentezi
yapilmistir. Ger¢ek Zamanli Kantitatif Polimeraz Zincir Reaksiyonu (GZPZR) yontemi ile
hedeflenen miRNA’larin anlatimlarindaki degisimler analiz edilmistir. Ek olarak zar hasar1 ve
biiylime oranlar1 belirlenmistir. Zar hasar1 sonuglari, kontrol gruplar ile stres uygulamalari
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arasinda anlamli bir degisiklik olmadigin1 ortaya koymustur. Biiyime indeksi oranlarinda, 7.
glin kontrol 0Ornegi ile kuraklik (****p<0.0001) ve kombine (***p<0.0006) stres
uygulamasinda anlamli bir farklilik oldugu, azot aghigi stres uygulamasi sonucunda agirlik
degisiminin ise anlamli olmadig1 goriildii. Bununla birlikte, 14. glin kontrol 6rnegi ile azot aghigi
(*p<0.0124) ve kombine (**p<0.0024) stres uygulamalar1 arasinda anlamli bir fark oldugu
gortildi.

MiRNA anlatimlarinin Tek Yonli ANOVA Tukey Testi ile analizi sonucunda miR165a-3p,
miR165b orneklerinde 7 ve 14 gilin uygulamalarinin tamaminda anlamli azalma, miR167a-5p,
miR167b kallus orneklerinde 7 giin stres uygulamalarinin tamaminda azalma goriiliirken 14
giin uygulamalarinda degisimlerin anlamli olmadig1 goriilmiistiir. miR167c-5p’nin 7 giin stres
uygulamasi yapilan 6rneklerde kuraklik ve kombine uygulamalarinda azaldigi, 14 giin stres
uygulamasi yapilan o6rneklerde azot aghiginda anlamli olarak arttigi, kuraklik ve kombine
uygulamalarinda ise azaldigi goriilmiistiir. miR167d anlatimmin 7 ve 14 giin azot agligi
uygulamasinda anlamli olarak arttigi, 7 giin kombine ve 14 giin kuraklik ile kombine stres
uygulamalarinda ise anlamli olarak azaldigi belirlenmistir. miR169b-5p, miR169¢ anlatim
analizleri sonucunda 7 giin kombine ve 14 giin kuraklik ile kombine stres uygulamalarinda
anlamli  bir azalma oldugu, miR169h-n, miR169d,e,f-5p,g-5p {iyelerindeki stres
uygulamalarinin tamaminda anlamli bir degisiklik olmadigr goriilmiistiir. miR319a,b
anlatiminin 7 giin stres uygulamalarinin tamaminda azaldigi, 14 giin stres uygulamasi
sonucunda ise yalnizca kuraklik kosulu altinda anlaml1 olarak azaldig: goriilmiistiir. miR319¢
anlatiminin, kallus orneklerine 7 giin uygulanan kuraklik ve kombine streslerde anlamli
azaldigi, 14 giin stres uygulamasi sonucunda azot achiginda anlamli olarak arttig1, geri kalan
kuraklik ve kombinede ise anlamli olarak azaldig1 goriilmiistiir. miR396a-5p anlatiminin 7 giin
stres kosullar1 altindaki degisiminin anlamli olmadigi, 14 giin stres uygulamalarinin tamaminda
anlamli olarak azaldigi goriilmiistiir. miR396b’nin 7 giin stres uygulamalari sonucunda tiim
stres kosullar1 altinda azaldigi, 14 giin kombine stres uygulamasi sonucunda ise anlamli artig
gosterdigi belirlenmistir. miR399a anlatiminin 7 giin kuraklik ve kombine uygulamasinda
anlamli azaldigi, 14 giin kuraklik stresi uygulamasmin ardindan anlamli artis gosterdigi
belilrlenmigtir. miR399b’nin 7 giin stres kosullart altindaki degisiminin anlamli olmadigi, 14
giin stres kosullarinin tamaminda anlamli olarak azaldigi belirlenmistir. miR399d’nin 7 ve 14
giin uygulanan stres kosullarinin tiimiinde azaldig1 belirlenmistir. miR399e’nin 14 giin azot
acligi stresi uygulamasi sonucunda anlamli arttig1 belirlenirken, 7 ve 14 giin uygulanan kuraklik
ve kombine streslerde anlamli olarak azaldig: belirlenmistir. miR399f anlatiminin 7 giin azot
aclig1 ve kombine stres kosulu altinda anlamli azaldig1, geri kalan stres kosullar1 altinda anlaml
olarak degisim olmadig1 goriilmiistiir. miR827 anlatiminin 7 giin uygulanan stres kosullarinin
tamaminda anlamli olarak azaldigi, 14 giin azot agliginda anlamli olarak arttig1 belirlenmistir.

Bu c¢alismada anlatim analizleri yapilan miRNA’larin azot aghigi ve kuraklik streslerindeki
degisimin yani sira kombine stres kosulunda da anlatimlarinin farkli oldugu goriilmiis, buna ek
olarak 7 ve 14 giinliik uygulamalar ile stres yanitinda olusan degisimlerin miRNA’lar ile iliskili
molekiiler mekanizmalarin aydinlatilmasi i¢cin 6nemli olabilecegi diistiniilm{istiir.

Temmuz 2021, 100. sayfa.

Anahtar kelimeler: Arabidopsis thaliana, miRNA, kuraklik, azot aglig1.
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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 mMRNA
or degredation of target mMRNA. 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
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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. GIRIS

Bitkilerin bulunduklar1 ¢evrede karsilastiklar1 ¢evresel faktorler stres olarak tamimlanir ve
bitkinin gelisimini, bitylimesini, hayatta kalabilmesini etkileyebilirler. Biyotik ve abiyotik stres
olarak gruplandirilan stres faktorleri bakteri, mantar, yiiksek ya da diisiik sicaklik, tuzluluk,
kuraklik, agir metaller, besin eksikligi, radyasyon, sel gibi etkenler olabilir (Mahajan ve Tuteja,
2005; Fedoroff ve dig., 2010; Hacquard ve dig., 2017; Hussain ve dig., 2018).

Kuraklik ve azot aglig1 stresleri bitkiler i¢in en 6nemli faktorlerindendir (Clarkson, 1996). Bu
iki stres faktorii bitkinin gelisimini, verimini ve biiylimesini 6nemli 6l¢iide etkilemekle beraber
morfolojik ve fizyolojik olarak da degisikliklere sebep olmaktadir (Challinor ve dig., 2004;
Wang ve dig., 2004; Anithakumari ve dig., 2012). Kuraklik stresine maruz kalan bitki, anti-
oksidatif savunma sistemlerini aktif hale getirerek yanit olusturur (Duan ve dig., 2007; Praba
ve dig., 2009; Anjum ve dig., 2011). Anti-oksidatif savunma sistemleri, Reaktif Oksijen Tiirleri
(ROS; “Reactive Oxygen Species”) ile iliskilidir ve ROS tiretimi kuraklik stresine karsi verilen
ilk erken yanittir (Miller ve dig., 2010). Azot aglig1 stresine karst olusturulan yanitta ise nitrat
rediiktaz (NR) enziminin aktivitesinde diislis oldugu ve azotun farkli formlarinin bu stres
faktoriiyle iliskili oldugu goriilmiistiir (Scheible ve dig., 1997; Wang ve dig., 2004; Kant ve
dig., 2011).

Bitkiler sahip olduklari karmasik metabolizma sayesinde biyokimyasal arastirmalar i¢in diger
organizmalarin ¢oguna kiyasla daha fazla 6nem tasirlar. Arabidopsis thaliana bitkisinin
tohumlarmin kiigiik olmasi, kolay kiiltiirlenebilmesi ve hizli biiyiimesi gibi avantajlari
sayesinde arastirmalarda fazlasiyla tercih edilir (Leutwiler ve dig., 1984; Meyerowitz ve Pruitt,
1985; Provart ve dig., 2016; Woodward ve Bartel, 2018). Bu 6zelliklere ek olarak, genomunun
kiigiik olmasi, bes kromozomunun olmasi A. thaliana nin model organizma olarak se¢ilmesini
tesvik etmistir (Cheng ve dig., 2017). Model organizma olarak Arabidopsis thaliana’nin
kullanilmasi, bitki yapisi ve islevlerinin kesfini hizlandirmistir (Koornneef ve Meinke, 2010;
Woodward ve Bartel, 2018).

MikroRNA'lar (miRNA'lar), diizenleyici, kodlama yapmayan, tek iplikli, 20-24 niikleotit
uzunlugundaki kiigiik RNA'lardir (Llave ve dig., 2002; Dinger ve dig., 2008; Bustin, 2015;

Cheng ve dig., 2017). Hayvanlarda ve bitkilerde transkripsiyon sonrasi gen anlatiminin



diizenlenmesinde gorevli olan miRNA’lar ilk olarak Caenorhabditis elegans’ta kesfedilmistir.
Bu kesfin ardindan bitkilerde miRNA’lar ilk olarak Arabidopsis’te gosterilmistir (Lee,
Feinbaum ve Ambros, 1993; Llave ve dig., 2002; Reinhart ve dig., 2002). miRNA’lar evrimsel
olarak korunmusluga sahiptir ve miRNA biyogenezi sirasinda meydana gelebilecek bir

mutasyon, bitki i¢in hayati 6nem tasiyabilir (Yu ve dig., 2017).

Bitki miRNAlar1 transkripsiyon faktorlerini ve stres ile diizenlenen genleri hedefler (Llave ve
dig., 2002; Sunkar ve Zhu, 2004; Sunkar ve dig., 2006). Bu hedeflemeyi gen anlatimini
baskilayarak yaparlar (Tang ve dig., 2003; Mallory ve dig., 2004).

miRNA anlatim analizlerini yapabilmek icin geleneksel yontemler yetersiz kalmistir ve bu
sebeple miRNA’larin tespitinde kullanilmak iizere Gergek Zamanli Polimeraz Zincir
Reaksiyonu (GZPZR) teknigi gelistirilerek optimize edilmistir (Chen ve dig., 2005; Tang ve
dig., 2006).

Bu tez kapsaminda, Arabidopsis thaliana Col-0 bitkisinden kallus kiiltiirleri kurulmus, kallus
orneklerine azot agligi, kuraklik ve bu iki stresin 7 ve 14 giin boyunca birlikte uygulamasinin
bliylime indeksine etkisi, olusturdugu zar hasar1 ve stresle iligkili miRNA’larin anlatimlari
degerlendirilmistir. A. thaliana Col-0 tohumlar1 MS besiyerinde ¢imlendirildikten 2 hafta sonra
MS besiyerlerinde 14 giin boy uzamasi saglanmis ve ardindan 1 mg/1 2,4-Diklorofenoksiasetik
asit (2,4-D) iceren MS besiyerlerinde kok dokularindan kallus kiiltiirleri kurulmustur. ilk alt
kiiltiirlemenin ardindan kallus 6rnekleri azot agligi, kuraklik ve kombine stres uygulamasi i¢in

stres besiyerlerine aktarilmistir.

Biiylime indeksi ve zar hasari incelenen stres uygulanmis 6rneklerde zar hasarinda anlamli
degisim goriilmezken, kuraklik ve kombine stres uygulamalarinin kallus biiyiimesini anlamli

olarak azalttig1 goriilmiistiir.

Uygulama yapilan A. thaliana kallus 6rneklerinden RNA izolasyonu yapildiktan sonra cDNA
sentezi gerceklestirilmis ve uygulanan stres kosullariyla iliskili olan miRNA’larin GZPZR
yontemi ile anlatim analizleri incelenmistir. miRNA’larin anlatimlarinin stres kosullar altinda

farkli glin uygulamalarina bagl olarak da degisim gosterdigi belirlenmistir.



Yapilan bu tez calismasi, miRNA’lar ve hedefledikleri genlerin goérevli oldugu molekiiler
mekanizmalarin aydinlatilmasi i¢in farkli stres kosullarinin bir arada degerlendirilmesi ve strese

maruz kalinan siireyle iligkilendirilmesi bakimindan 6nem tasidig: diistiniilmektedir.



2. GENEL KISIMLAR

2.1. Arabidopsis thaliana

Dr. Johannes Thal tarafindan Almanya’nin Harz Daglari’nda kesfedilmis olan Arabidopsis
thaliana bitkisi, ilk kesfedildiginde Pilosella siliquata olarak isimlendirilmistir (Wagenitz,
2008; Woodward ve Bartel, 2018). Daha sonra Linnaeus bitkiyi taksonomik olarak Arabis
cinsine yerlestirirken, Thal’in anisina bitkiyi Arabis thaliana olarak yeniden isimlendirmistir
(Woodward ve Bartel, 2018). Ilerleyen zamanlarda farkli sekillerde de isimlendirilen bitki son
olarak Arabidopsis tiirleri arasinda siniflandirilmistir (Holl ve Heynhold, 1842; Casper, 1990;
Candolle ve Candolle, 2011). Friedrich Laibach, deneysel Arabidopsis arastirmalarinin
kurucusudur ve bitkiye ait kromozomlar1 tanimlamistir (Laibach, 1943; Steinitz-Sears, 1963;
Koornneef ve Meinke, 2010; Somssich, 2018). Laibach ayrica Arabidopsis’in genetik

caligmalar agisindan uygun olduguna dair veriler ortaya koymustur (Laibach, 1943).

Modern bilimin ve teknolojinin gelismesine ek olarak Arabidopsis thaliana’nin model
organizma olarak goriilmesiyle birlikte bitki yapist ve islevlerinin kesfi hizlanmistir. Buna ek
olarak, A. thaliana Franz Josef Kribben tarafindan 1964 yilinda botanigin Drosophila’si olarak

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

Bitkiler sunduklar1 bircok avantaj sayesinde c¢esitli arastirmalarda kullanilirlar. Diger
organizmalarin ¢oguna kiyasla metabolik karmasiklig1 sayesinde biyokimyasal aragtirmalar
icin biiyiik 6nem tagirlar. Diger bitki tiirleriyle karsilastirildiginda ise A. thaliana tohumlari ¢ok
kiiciiktiir, hizli biiyiir, kolayca yetistirilebilir ve kendi kendine tozlasabilir. Biiylime kosullarina
bagli olarak bir Arabidopsis thaliana tohumunun ¢imlendirilmesinden olgun ve tohum tasiyan
bir bitki halini almasina kadar gegen siire yaklagik alti haftadir (Sekil 2.1) (Leutwiler, ve dig.,
1984; Meyerowitz ve Pruitt, 1985; Provart ve dig., 2016; Woodward ve Bartel, 2018).
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Sekil 2. 1: Arabidopsis thaliana bitkisinin yagsam dongiisti (Woodward ve
Bartel, 2018).

Arabidopsis, biiyiime hizinin fazla olmasi ve boyutunun kii¢iik olmasi sayesinde genetik
aragtirmalara uygundur. Diger bitkilere kiyasla Arabidopsis genomu (132 Mbg) kiigiiktiir, bes
niikleer kromozomu ve bu kromozomlar arasinda dagilmis olarak 20.000 protein kodlayan gen
dahil olmak tizere 38.000 lokus bulunmaktadir (Leutwiler ve dig., 1984; Kaul ve dig., 2000;
Cheng ve dig., 2017).

Arabidopsis’in model organizma olmasi ve genetik arastirmalarin ilerlemesi, ortak gen
ailelerinin varlig1 sayesinde diger bitkilerin i¢ isleyisinin aydinlatilmasini saglamistir, bir¢ok
biyolojik siireg ilk olarak Arabidopsis’te gosterilmistir (Meyerowitz ve Pruitt, 1985; Provart ve
dig., 2016). Chang ve Meyerowitz (1986) tarafindan ilk Arabidopsis geninin klonlanmasi da
molekiiler genetik yaklasimlarinin sonu¢ vermeye basladiginin ispati olmustur (Chang ve
Meyerowitz, 1986). Bitki transformasyonundaki gelismeler ve Arabidopsis bitkisinin
Agrobacterium tumefaciens ile transformasyona elverisli olmasinin anlasilmasiyla

Arabidopsis’in bitki ¢aligmalarinda kullanilmasi yayginlasmistir (Koornneef ve Meinke, 2010).



Arabidopsis’te bulunan dort gen ailesinden {igii diger ¢igekli bitkilerle ortaktir (Sekil 2.2). Bu
sebeple Arabidopsis’te kesfedilen genler islevleri bakimindan diger bitkiler ile
karsilastirildiklarinda genellikle benzerdir (Meyerowitz ve Pruitt, 1985; Woodward ve Bartel,
2018).

Arabidopsis
13.144 gen ailesi
22,813 gen

Kavak Pitiric
15.288 879 1,153 S
15,1498
34,783
1,686 49 3,983
2,403 634 229 542
196 9,503 25
631 139
96

Sekil 2. 2: Arabidopsis thaliana, Populus trichocarpa (Kavak) agaglari ve tahil
bitkileri Sorghum bicolor ile Oryza sativa (Piring) karsilagtirmali
genomiklerinin Venn semasiyla gosterimi (Woodward ve Bartel, 2018).
Verilen tiirlerin birbirleriyle ortak ve benzersiz olan gen ailelerinin sayisini
gosterir. Arabidopsis ve Populus dikotil, Sorghum ve Oryza monokotil
bitkidir.
Genlerin islevlerini anlayabilmek igin tercih edilen mutant taramalari, normalde referans
(yabani tip) genotipi temsil eden bir kendilestirilmis hat ile gerceklestirilir. Arabidopsis igin
referans (yabani tip) olarak Columbia-0 (Col-0) ve Landsberg erecta (Laer-0) ve Wassilewskija
(Ws) tercih edilir ve en yaygin kullanilani ise Col-0 ekotipidir (Huala ve dig., 2001; Passardi

ve dig., 2007).



2.2. BITKILERDE STRES

Bitkinin biiylimesini, hayatta kalabilmesini, devamliligini siirdiirebilmesini ve gelisimini
olumsuz yonde etkileyen bu g¢evresel faktorler stres olarak tanimlanir. Abiyotik ve biyotik
olarak iki gruba ayrilan bu stres faktorleri, bitki i¢in tehdit olusturabilmektedir (Osmond ve
dig., 1987; Fedoroff ve dig., 2010; Hacquard ve dig., 2017; Gong ve dig., 2020). Bitkiler dogada
bakteri, mantar gibi biyotik stres faktorlerine ya da soguk, yiiksek sicaklik, tuzluluk, kuraklik,
agir metaller, besin eksikligi, radyasyon, sel gibi abiyotik stres faktorlerine maruz kalabilirler
ve bu stresler tarla bitkilerinin biiyiimesini, gelisimini ve verimliligini negatif yonde
etkilemektedir (Mahajan ve Tuteja, 2005; Fedoroff ve dig., 2010; Hacquard ve dig., 2017
Hussain ve dig., 2018).

Stres belli bir dinamige sahiptir; bitki stabilitesinin kaybedilmesi, strese karsi direng ve
iyilesmenin tesvik edilmesi asamalarindan olusur. Bu stres dinamigi bitkide ii¢ karakteristik
fazin gelisimini igermektedir. Bu fazlar sirasiyla alarm asamasi, diren¢ asamasi ve son asama
olarak isimlendirilir. Ilk asama olan alarm asamasinda bitki stres faktorii ile karsilasarak
stabilitesini kaybeder, yasamsal faaliyetlerini siirdiirmesi engellenir. Stres faktoriiniin
ortamdaki hizli artigi, savunma mekanizmalarinin bitkide o sirada aktif olmamas1 sebebiyle
hiicresel biitiinliiglin ¢ok hizl1 bir sekilde zarar gérmesine ve ¢okiisiine sebep olur. Bu durumda,
alarm asamasinda katabolizma faaliyetleri anabolizma faaliyetlerine baskin gelerek stres
cevabinin baglamasimna neden olur. Stres faktoriiniin yogunlugu onarimda gorevli olan
proteinlerin sentezini etkilemezse, onarim islemi hizlica baslatilir. Direng asamasina gegis, stres
faktoriine maruz kalma siiresi ile iligkilidir. Siirekli strese maruz kalan bitki, ikinci agsama olan
diren¢ agamasina gecerek bu duruma adaptasyon saglamaya baglar. Son asamada, bitkinin
maruz kaldig stres faktoriinlin yogunlugunda artis olursa ya da bu faktore maruz kalma siiresi
¢ok uzunsa bu durum bitkide bitkinlige sebep olarak savunmanin azalmasina ve ortaya ¢ikan
enfeksiyonlara kars1 duyarli hale getirebilir. Duyarli hale gelmis olan bitkide, savunmanin
azalmasi sebebiyle erken ¢okme ya da bitki 6liimii goriilebilir. Bununla birlikte, eger stres
faktoriine maruz kalinan siire ve yogunluk az ise, durumun gegici olmasi sayesinde bitki eski
islevselligini onarim mekanizmalar1 sayesinde geri kazanir (Etherington ve Larcher, 1996;
Carmo ve dig., 2012).



2.2.1. Kuraklik Stresi

Kuraklik stresinin temel sebepleri, beklenen ortalama yagisin diisiik olmas1 veya hi¢ olmamasi,
normalin {izerinde buharlagsmanin olmasi sebebiyle olusur (Praba ve dig., 2009; Alghabari ve
dig., 2016). Arastirma sonuglar1 21. ylizyilin baglarinda toplam arazinin %10’ unun kuraklik
stresine maruz kaldigini1 ve bu oranin yiizyilin sonuna dogru %40 gibi endise verici bir orana
¢ikacagim ongoérmektedir (Burke ve dig., 2006). Kuraklik bitkilerde fizyolojik, morfolojik ve
molekiiler degisikliklere neden olur. Ayrica bitki biyokiitlesinin ve mahsul veriminin topraktaki
su miktarinin sinirli olmasindan dolayr azalmasma sebep olur (Challinor ve dig., 2004,
Anithakumari ve dig., 2012). Fotosentez, solunum, pigment igerigi, su alimi, zar biitiinliigi
kuraklik stresinden etkilenmektedir (Praba ve dig., 2009; Anjum ve dig., 2016). Bitkiler
kuraklik stresine maruz kaldiklarinda hayatta kalabilmek i¢in biiyiime hizlarini yavaslatir, hiicre
ve dokulardaki su dengesini ayarlar, anti-oksidatif savunma sistemlerini aktif hale getirirler
(Duan ve dig., 2007; Praba ve dig., 2009; Anjum ve dig., 2011). Bitkinin siirgiin kismu1 ile kok
bliylimesi kiyaslandiginda, siirgiin bliylimesinin daha fazla engellendigi goriilmiistiir

(Anithakumari ve dig., 2012).

Bitkilerin kuraklik stresine duyarliliklart tiirlerine, maruz kaldiklari stresin derecesine ve
sliresine, hangi gelisim asamasinda bulunduklarina baghdir (Demirevska ve dig., 2009).
Bitkilerin kuraklik stresine dayanikliligini degerlendirmek i¢in kok ve yaprak ozellikleri, su
potansiyeli, hiicre zar stabilitesi ve absisik asit (ABA) igerigi gibi parametreler kullanilmistir
(Ha ve dig., 2012). Bagil su igerigi (RWC; “Relative Water Content™) bitki ile su arasindaki
iliskinin anlagilmas: i¢in stoma iletkenligi, terleme hizi, yaprak sicakligi ve yaprak su
potansiyeli gibi karakteristik bir 6zelliktir. Bitkilerin ¢ogunlugu kuraklik stresine yanit verirken

RWC’de diisiis goriiliir (Ings ve dig., 2013).

Kuraklik stresi, ROS iiretimiyle iliskilidir ve oksidatif patlama olarak da bilinen ROS {iretimi,
bitkilerde su stresine kars1 erken savunma yanitidir. ROS iiretiminin artig1 ikincil haberci gorevi
goriir ve bitkinin savunma mekanizmasini tetikler (Miller ve dig., 2010). Hiicresel bilesiklerle

etkilesime giren ROS, hiicre 6liimiine sebep olabilir (Scandalios, 2002).



2.2.2. Azot Ac¢hg Stresi

Bitki biiytimesi ve gelisimi i¢in Azot (N), en énemli makro besin olmasinin yaninda, sudan
sonra en dnemli ikinci gereksinimdir. Proteinlerin, niikleik asitlerin, klorofillerin sentezi igin
azot gereklidir (Clarkson, 1996). Azotun bitki verimi i¢in 6nemli oldugunun anlagilmasinin
ardindan N igeren sentetik giibre iiretimi yaygin hale gelmistir, optimum N kosullar1 saglanarak
bitkiler yetistirilmistir ve tarim arazilerinde verim artmistir (LU ve Tian, 2017). Azot igeren
sentetik giibre uygulamasi sonucunda, uygulanan azotun ¢ogunda buharlasma, mikrobiyal
tilketim, gaz halinde kayiplar meydana gelir. Toplam azot miktarinin %40’imndan daha azi
bugday, piring, misir gibi bitkiler tarafindan alinabilir (Raun ve Johnson, 1999; Good ve Beatty,
2011; Kant ve dig., 2011).

Azot, nitrat (NO3"), amonyum (NH4") gibi farkli formlarda bulunabilir (Kant ve dig., 2011).
Nitrat formu ¢ogu tarim topraginda bulunabilirligi bakimindan sinirlidir. Bu sebeple bitkiler N
yakalama mekanizmalarimi degisken toprak konsantrasyonlarina goére hizlica adapte
edebilmelidirler. Dolayisiyla nitrat elde etme siireci ve bu siirecin diizenlenme mekanizmalarini

anlamak, bitkilere N igeren giibrelerin uygulanmasi sonucu verimi artirmak agisindan énemlidir

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

Bitkide azota kars1 verilen tepkilerin anlasilmasi diisiik nitrat rediiktaz (NR) aktivitesi gosteren
genotiplerle yapilan ¢alismalar sonucu kesfedilmistir. NR enziminin eksikligi olan genotiplerin
biriktirdigi nitrat seviyesinin yiiksek olmasinin yaninda diisiik seviyelerde amino asitler ve azot
iceren diger metabolitlerin oldugu, biliylime oranlarinin ve protein miktarlarinin az oldugu

gosterilmistir (Scheible ve dig., 1997; Scheible, ve dig., 1997; Wang ve dig., 2004).

Nitrat, bitki i¢in besin molekiilii olmasinin yaninda hiicre i¢i tasima ve asimilasyonda goérevli
genlerin anlatimlarmi tesvik etme (Medici ve Krouk, 2014), yaprak gelisimi (Chiu ve dig.,
2004), ciceklenme zamani (Marin ve dig., 2011), yan kok gelisimi (Remans ve dig., 2006) gibi
stireclerde bulunan 6nemli bir sinyal molekiiliidiir ve organik asit ve glikoz metabolizmasi basta
olmak iizere bitki canlilig1 i¢in 6nemli olan mekanizmalarla iligkili genlerin anlatimini etkiler

(Scheible ve dig., 1997; Wang ve dig., 2004; Marin ve dig., 2011).
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2.3. MIKRORNA’LAR

MikroRNA'lar (miRNA'lar), ¢ok hiicreli organizmalarda ¢oklu biyolojik yollar1 diizenleyen,
kodlama yapmayan, tek iplikli, 20-24 niikleotit uzunlugunda endojen kii¢iik RN A'lardir (Llave
ve dig., 2002; Dinger ve dig., 2008; Bustin, 2015; Cheng ve dig., 2017). miRNA’lar,
hayvanlarda ve bitkilerde gen anlatiminmi post-transkripsiyonel olarak diizenlemekle gorevli
olan kii¢iik RNA’lardir. ilk olarak 1993 yilinda Lee ve dig. tarafindan bir nematod olan
Caenorhabditis  elegans’ta  kesfedilmis  olan ~ miRNA’larin gen  anlatimini
diizenleyebildiklerinin anlasilmasiyla birlikte bu alanda calismalar artmistir ve ilk bitki
miRNA’lar1 Arabidopsis’te kesfedilmistir (Lee ve dig., 1993; Llave ve dig., 2002; Reinhart ve
dig., 2002). RNA-indiiklenmis Susturma Kompleksi (RISC; “RNA-Induced Silencing
Complex”) olarak adlandirilan ve miRNA’lar tarafindan etkilenen bu kompleksin 6nemli bir
bileseni olan ARGONAT (AGO) proteininin agol mutantindaki miRNA diizenlenmesinde
meydana gelen eksiklik sebebiyle yapraklarinda goriilen sekil bozuklugu sayesinde ilk olarak
Arabidopsis’te kesfedilmistir (Bohmert ve dig., 1998).

2.3.1. Bitki miRNA Biyogenezi

Bitkilerde bulunan miRNA’larin, RNA polimeraz II (Pol II) tarafindan, olgun miRNA yapisini
elde etmeden 6nce daha uzun transkriptleri yapilir (Achkar ve dig. 2016; Yu ve dig. 2017).
mMiRNA’lar, bu birincil transkriptlerin kollarindan birine gémiilii sekilde bulunurlar ve birincil
transkriptler miIRNA/miRNA* baz eslesmesi yapacak sekilde kusurlu bir geri katlama yapisi
olustururlar (Sekil 2.3). Bitkilerde miRNA oOnciilii i¢inde gomiilii halde bulunan bu olgun
miRNA’y1 serbest birakma islemlerinin tamami nukleus i¢inde ve DICER-LIKEL (DCL1),
HYPONASTIC LEAVES] (HYLI) ve SERRATE (SE) gibi proteinlerin yardimiyla
olusturulan kompleks tarafindan gergeklestirilir (Achkar ve dig. 2016; Yu ve dig., 2017).
DCLI, olgun miRNA dizilerini ¢evreleyerek 2 niikleotitlik 3’ ¢ikintili kesim yapar. Bu sayede
~21 niikleotitlik eslestirilmis iki RNA zinciri (miRNA/miRNA* dubleks yap1) serbest birakilir.
Bu kii¢clik RNA’lardan biri, bir AGO proteinine dahil edilerek hedef RNA’larin tanimlanmasi
icin dizi ozgilligi saglar (Sekil 2.4) (Fang ve Qi, 2015; Ma ve Zhang, 2018). Arabidopsis
genomu, on adet AGO proteini kodlamaktadir (Fang ve Qi, 2015; Ma ve Zhang, 2018).
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Sekil 2. 3: Bitki miRNA 06nciiliiniin sematik gosterimi. Mavi renk miRNA/miRNA* dubleks
yapisini, yesil renk DCL1 kirpilma bolgelerini ifade etmektedir (Rojas ve dig., 2020).

Olgun miRNA’larin miRNA Onciiliinden kusursuz bir sekilde ¢ikarilmast miRNA
biyogenezinin belirleyici 6zelligidir ve bu 6zellik hedef RNA’larla baz eslesmesi yaparak
spesifik olarak diizenlenmesi ile iligkilidir (Bustin, 2015; Yu ve dig., 2017). miRNA’larin ¢ogu
evrimsel olarak iyi korunmustur ve hormon sinyal iletimi, bitki gelisimi gibi bitki canliliginin
devamui i¢in 6nemli rollere sahip olan transkripsiyon faktorlerini diizenlemekle gorevlidirler.
Bu nedenle, miRNA biyogenez mekanizmasinda meydana gelebilecek herhangi bir mutasyon,
bitki biiylimesinde dnemli bir hataya sebep olabilir, hatta dldiiriicli etki olusturabilir ve dig.
2017). Bitki miRNA onciillerinin boyutlar1 ve sekilleri dnemli 6lglide degiskenlik gosterir,
spesifik miRNA dizilerini dogru sekilde serbest birakabilmeleri igin islenirler (Bologna ve dig.,
2013; Zhu ve dig., 2013; Moro ve dig., 2018).

Cogu miRNA onciiliinde, Sekil 2.3’teki miRNA/miRNA* dubleks yapisinin sol tarafinda
sematize edilen ve 15-17 bg’lik dsRNA (gift iplikli RNA; “double stranded RNA”) segmentine
sahip olan ilmek (“loop”) kismi, DCL1 i¢in kilavuz islevi goriir ve ilk ayrilma bu bolgeye yakin
kisimdan baglar (Song ve dig., 2010; Zhu ve dig., 2013). Diger miRNA onciillerinde ise
miRNA/miRNA* dubleks yapisinin sag tarafinda sematize edilmis ve dSRNA segmentine sahip
olan terminal loop bdlgesi ayni islevi goriir (Bologna ve dig., 2013; Chorostecki ve dig., 2017).
Bu ikinci ¢esit 6nciil grubunda kompleks yap1 dnce terminal loop bolgesini ayirir ve sonrasinda
miRNA/miRNA* dubleks yapisina dogru ilerleyerek ilk kesimi yapar (Addo-Quaye ve dig.,
2009; Zhu ve dig., 2013). Her iki durumda da, ilk kesimi yaptiktan sonra DCL1
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miRNA/miRNA* dubleksini ayiracak sekilde ~21 bg uzaklikta ikinci kesimi yapar (Zhu ve dig.,

2013).
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Sekil 2. 4: miRNA biyogenezinin basitlestirilmis taslagi ve bitkilerdeki etki mekanizmasi (Krishnatreya
ve dig., 2021). Siyah oklar, miRNA biyogenezi siirecine dahil olan sirali adimlari gostermektedir.
RdARP (RNA’ya bagimli RNA Polimeraz), pri-miRNA (birincil miRNA) transkriptlerini kopyalar.
RNAz 11 aktivitesine sahip DCL (DICER-LIKE) proteini dnce pri-miRNA’y1 keserek pre-
miRNA (6nciil miRNA) yapisinin olusumunu saglar, daha sonra miRNA/miRNA* dubleksini
serbest birakmak i¢in pre-miRNA ’lar1 parcalar. Dubleksin her iki zincirinin de 3’ ucu bu uglardaki
son niikleotitin ribozunda HEN1 (HUA artiric1 1) tarafindan metillenir. Dubleks (mavi okla
gosterildigi gibi) HASTY yardimiyla nukleustan sitoplazmaya dogru hareket eder. Sitoplazmaya
gecen dubleks yapi, AGO (ARGONAT) proteinine sahip olan RISC’ye (RNA-indiiklenmis
Susturma Kompleksi) yiiklenir. Yolcu iplik (miRNA*) kompleksin digina ¢ikar ve kilavuz iplik
hedef mRNA’nin béliinmesini ya da tamamlayici olma derecesine bagli olarak translasyonunun
inhibisyonunu saglar.
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2.3.2. GEN ANLATIMININ miRNA ARACILI DUZENLENMESI

Kodlama yapmayan RNA’lar (ncRNA; “noncoding RNA™) gen anlatim seviyesinin
diizenlenmesinde, epigenetik, kirpilma ve translasyon ile iliskilidir (Frith ve dig., 2006; Dinger
ve dig., 2008). ncRNA’lar uzun kodlama yapmayan RNA’lar (IncRNA; “long noncoding
RNA”) ve kii¢iik kodlama yapmayan RNA’lar (sncRNA; small noncoding RNA”) olarak ikiye
ayrilir. Niikleotid uzunluklar1 200°den fazla olanlar IncRNA ’lar, kisa olanlar ise sncRNA olarak
siiflandirilmiglardir (Tomari ve Zamore, 2005). sncRNA’lar ise kiigiik interferans RNA’lar
(SIRNA; “small interfering RNA”) ve miRNA’lar olarak ayrilmaktadirlar. Diger kiiglik
RNA’lardan farkli olarak yalnizca miRNA’larin sap-ilmek (“stem-loop”) onciillerinden
transkripsiyonlarinin yapildigi tanimlanmis ve karakterize edilmistir (Grimson ve dig., 2008).
miRNA ve siRNA’lar post-transkripsiyonel diizenlemelerde 6nemli role sahiptir. Bu kiiciik
RNA’lar, sayilar tiirler arasinda gesitlilige sahip olan genlerin transkripsiyon iirlinleridir ve
aynt zamanda AGO ve Dicer (DCR) ailesine ait proteinlerin olusturdugu kompleksleri
tamamlayarak mRNA hedeflerine yonlendirir (Vaucheret ve dig., 2004; O’Carroll ve dig.,
2007).

Gen anlatimimin diizenlenmesinde miRNA’lar temel olarak iki farkli mekanizma ile ¢aligir:
Eger miRNA hedefle yiiksek tamamlayiciliga sahipse boliinme mekanizmasini, kismi ya da
kiiciik tamamlayiciliga sahipse translasyonel baskilama yontemini kullanir (Tan ve dig., 2009).
Bununla birlikte, AGO proteinleri, miRNA o6nciilii (pre-miRNA), uzun yapilandirilmamis tek
sarmalli RNA ve DNA ile bir araya gelerek RISC’i olusturabilir (Wang ve dig., 2008; Janas ve
dig., 2012). Olusturulan bu kompleks ile olgun miRNA mRNA’y1 hedefleyerek sitoplazmada
MRNA’nin degredasyonunu saglar (Ledda ve dig., 2020).
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2.4. mMiRNA ANLATIMININ GZPZR iLE ANALIZLERIi

Bitki miRNA’lar1 genellikle bitki gelisimi i¢in 6nemli olan transkripsiyon faktorlerini (Llave
ve dig., 2002; Rhoades ve dig., 2002) ve stres ile diizenlenen genleri hedefler (Sunkar ve Zhu,
2004; Sunkar ve dig., 2006). Bitki miRNA’lar1 hedef genlerin aktivitelerini ortadan tamamen
kaldirmak yerine, bu hedef genleri baskilayarak islevlerini yerine getirirler (Tang ve dig., 2003;
Mallory ve dig., 2004).

miRNA-aracili gen diizenlenmesinin anlagilabilmesi i¢in anlatim analizlerinin glivenilir bir
yontem ile yapilmasi ihtiyact dogmustur. Bol miktarda transkript sinifin1 temsil eden
miRNA’lar, hiicre ve doku farkliliklarina bagli olarak ekspresyon seviyelerinde de degisiklikler
gostermektedir. Hiicre i¢inde az miktarda bulunan ve kisa dizilerden olusan miRNA’larin
anlatim analizlerinin yapilabilmesi icin geleneksel teknolojiler arasinda yer alan klonlama,
Nothern hibridizasyonu, mikrodizileme (“microarray”) analizi gibi teknikler yeterli hassasiyete
sahip olmayabilir. Bununla birlikte, bitki miRNA’lari, son derece karmasik kiigilk RNA
fraksiyonlarina sahiptir (Llave ve dig., 2002; Lu ve dig., 2005).

Geleneksel teknolojilerin duyarliliginin zayif olusu, veriminin diisiikligii gibi sorunlarin
bulunmas1 sebebiyle hassas bir yontem olan Ters Transkripsiyon Polimeraz Zincir Reaksiyonu
(RTPZR) yontemi kullanilabilir. miRNA’larin boyutunun kiigiik olmasi sebebiyle Polimeraz
Zincir Reaksiyonu (PZR) ile miRNA’lar tespit etmek zordur, bundan dolayr miRNA’larin
tespit edilebilmesi i¢in kantitatif RTPZR (qRTPZR) teknigi gelistirilerek optimize edilmistir
(Chen ve dig., 2005; Tang ve dig., 2006).
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Sekil 2. 5: “Stem-loop” RT-PZR miRNA analizinin sematik gosterimi (Varkonyi-
Gasic ve dig., 2007).

GZPZR, Higuchi ve dig. tarafindan 1992 yilinda tanitildi ve kullanima bagsland: (Higuchi ve
dig., 1992). Ger¢cek Zamanli Polimeraz Zincir Reaksiyonu, floresan boya teknolojisini
kullanarak diisiik konsantrasyonda bile niikleik asitlerin kesin olarak Ol¢limiine izin verir

(Varkonyi-Gasic ve dig., 2007).

RNA’larn analizi i¢in diziye 6zgii TagMan gibi problar ya da spesifik olmayan SYBR Green
gibi 151ma yapan boyalar kullanilir (Higuchi ve dig., 1992; Livak ve Schmittgen, 2001,
Varkonyi-Gasic ve dig. 2007). Laboratuvarlarda maliyetinin diisiik olmasi ve spesifik problara
gore kullaniminin daha kolay olmasi sebebiyle SYBR Green daha fazla tercih edilir (Fraga ve
dig., 2008). RTPZR ile sentezlenen cDNA’daki hedef bolgenin amplifikasyonuyla es zamanli
tiretilen floresan 1s1ma GZPZR ile saptanir (Higuchi ve dig., 1992). Amplifikasyon ve 1gima es
zamanl olarak gozlenebildigi i¢in jel elektroforezine ihtiya¢ kalmamasi sayesinde de klasik

PZR’ye gore avantajl bir yontemdir (Stanton, 2001).

Amplifikasyon sonucu olusan iirlin miktarin1 gérebilmek i¢in 1s1manin esik dongiisiinii (“cycle

treshold”, Ct) gecmesi gerekir. Ct degeri arka plan floresans yogunlugunu ifade eder. Arka plan
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floresans yogunlugunu gectigi noktaya zaman noktasi denir. Hedef kopya sayisi ne kadar
fazlaysa Cidegeri o kadar diistiktiir, bunun sebebi Ctdegerinin PZR reaksiyonunun tissel fazinda
belirlenmesidir (Sekil 2.6).

o0a 14— Ussel faz —p |+ —Pp
o Plato fazi
0.2 =
Floresan 4
: Crdegeri
0.1 —
J  Esik cizgisi

Dongii sayisi

Sekil 2. 6: Gergek zamanli polimeraz zincir reaksiyonunda amplifikasyon egrisi
(Bio-Rad Laboratories, 2006).
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3. MALZEME VE YONTEM

3.1. BITKIi MATERYALI

Bu tez calismasinda, Istanbul Universitesi, Molekiiler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dali’ndan
Prof. Dr. Neslihan Turgut Kara’nin Biefeld Universitesi, Biyoteknoloji Merkezi, Genom
Arastirma Boliimii’nde gorevli Dr. Ralf Stracke’ten temin ettigi Arabidopsis thaliana Columbia
(Col-0) tohumlar1 kullanildu.

Familya: Brassicaceae

Cins: Arabidopsis

Tiir: Arabidopsis thaliana

3.2. BITKI BESIYERI VE DOKU KULTURU KOSULLARI
3.2.1. MS Besiyerinin Hazirlanmasi

Arabidopsis thaliana tohumlarmin ¢imlendirilmesinde, biiyiitiilmesinde ve kallus kiiltiirii
calismalarinda Murashige ve Skoog (MS) (Murashige ve Skoog, 1962) besiyeri kullanildi. MS
besiyeri temel tuz karigimi icerigi Tablo 3.1°de, MS besiyerinin hazirlanmasi i¢in gerekli
bilesenler ve konsantrasyonlari ise Tablo 3.2°de verilmistir. Besiyerleri hazirlanirken mikro ve
makro elementlerin karisimindan olusan toz halindeki MS (Caisson, MSP09), sukroz (Sigma,
84097) ve katilastiric1 ajan olarak agar (Sigma, 05039) kullanildi. 250 ml besiyeri hazirlamak
icin, yaklasik 200 ml distile suya 7.5 g sukroz ve 1.1 g MS tozu ilave edildikten sonra manyetik
karistiricida tamamen ¢6zdiiriildii. C6ztinmenin ardindan 5 N NaOH (Merck, 1.06462.1000) ile
pH’s1 5.7 olacak sekilde ayarlanip ¢6zeltinin hacmi distile su ile 250 mI’ye tamamlandi. Son
olarak 2.25 g agar (Sigma, 05039) ilave edilerek hazirlanmis olan besiyeri otoklavda (Niive,
OT 012) 15 dakika boyunca 1.2 atm basingta 121°C’de steril edildi. Steril edilmis besiyerlerinin
sicakligr 50-60°C’ye kadar diistiikten sonra laminar hava akiml steril kabinde (Telstar Bio 11
Advance, EN-12469) 1000X MS vitamin ¢ozeltisinden (Sigma, M3900) 250 pl eklendi.



18

Tablo 3. 1: MS temel tuz karigimi bilesenleri (Murashige ve Skoog, 1962).

Bilesenler
KNO3
NH4sNO3
MgS04.7H.0
CaCl».2H,0
KH2PO4
MnSQO4.4H>0
Kl

HsBO3
ZnS04.7H,0
CuS04.5H,0
Na;Mo00,.2H,0
CoCl,.6H.0
FeSO4.7H,0
Na,;EDTA
Nikotinik Asit
Pridoksin-HCI
Thiamin-HCI
myo-inositol
Glisin

Sakkaroz

Konsantrasyon (mg/L)
1900
1650
370
440
170
22.3
0.83
6.2
8.6
0.025
0.25
0.025
27.8
37.3
0.5
0.5
0.1
100
2.0

30000



19

Tablo 3. 2: MS besiyeri bilesenleri ve konsantrasyonlari.

Bilesenler Miktar
MS Temel Tuz Karisimi 4,4 g/L
Sukroz 30 g/L
Agar 9g/L
MS Vitamin Cozeltisi 1000X

Kallus kiiltiirii ¢aligmalarinda kullanilan MS besiyerlerinde bitki biiyiime diizenleyicisi olan
2,4-D (2,4-diklorofenoksiasetik asit) (Sigma, D7299) kullanildi. 1 mg/l 2,4-D hazirlamak igin
etil alkolle (Isolab, 920.026.2500) 2,4-D ¢6zdiiriildiikten sonra distile su ile hacmi tamamlandi.
250 ml MS besiyeri i¢in 125 ul 2,4-D (1 mg/l) besiyerlerine eklendi ve karistirildi. Hazirlanan
besiyerleri 9 cm g¢aplh petri kaplarina ve magentalara dokiildiikten sonra katilagsmasi beklendi.
Tamamen katilagsmasinin ardindan parafilmle hava almasi engellendi ve +4°C’de muhafaza

edildi.
3.2.2. Azot Achi@1 Besiyerinin Hazirlanmasi

Azot aglig1 stres ortaminin hazirlanmasi i¢in MS Besiyeri hazirlanirken NH4NO3 icermeyen toz
halindeki MS (Sigma, M2909) kullanild1. 250 ml azot ag¢lig1 stres besiyerini hazirlamak igin 7.5
g sukroz ve 0.675 g NH4NOs igermeyen MS tozu, manyetik karistiricida ¢6zdiiriildii. Tamamen
¢oziindiiktiikten sonra ¢ozeltinin pH’s1 5.7 olacak sekilde 5 N NaOH ile ayarlandi ve distile su
ile 250 ml’ye tamamlandi. 2.25 g agar eklendikten sonra besiyeri 15 dakika 1.2 atm basingta
121°C’de otoklavlanarak steril edildi. Steril edilmis olan besiyerinin sicakligi 50-60°C’ye
diistiikten sonra 125 ul MS vitamini ve 250 ul 2,4-D eklendi. Petrilere aktarilan besiyerleri
katilastiktan sonra parafilm ile kapatildi ve kullanilana kadar +4°C’de muhafaza edildi.

3.2.3. Kuraklik Besiyerinin Hazirlanmasi

Kuraklik stresi besiyeri protokolii (Van Der Weele ve dig., 2000; Verslues ve Bray, 2004) 0.7
Mpa (Ozmotik Potansiyel) olacak sekilde hazirlandi. Kuraklik ortamini olusturmak ig¢in iki
katmanli besiyeri hazirlandi ve Polietilen Glikol 8000 (PEG 8000) (Sigma, P2139) kullanildu.
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250 ml kuraklik besiyerinin alt katmani1 %2 MS besiyeri olarak hazirlandi. 200 ml distile su
igerisinde 0.3 g MES (2-(N-morfolino) etansiilfonik asit) (Sigma, M-8250), 0.55 g MS tozu ve
7.5 g sukroz manyetik karistirict yardimiyla sirayla ¢ozdiirtildii ve pH’s1 5.7 olacak sekilde 5 N
NaOH ile ayarlandiktan sonra 250 ml’ye tamamlanip 3.75 g agar eklendi. Hazirlanan besiyeri
15 dakika 1.2 atm basingta 121°C kosullarinda otoklavlanarak steril edildi ve uygun sicakliga
geldikten sonra 125 pl MS vitamini ve 250 ul 2,4-D eklendi. Hazirlanan %2 MS besiyeri 20 ml
olacak sekilde steril meziir yardimiyla laminar hava akimli kabin i¢cinde 9 cm capli petri

kaplarina dagitildi.

250 ml PEG iist katmaninin hazirlanmasinda steril edilmis beher kullanildi. Beher igerisinde
0.55 g MS ve 0.3 g MES 200 ml distile su igerisinde tamamen ¢6zdiiriildii. pH’s1 5.7 olacak
sekilde ayarlandiktan sonra 250 ml’ye distile su ile tamamlandi ve aliminyum folyo ile iyice
kapatilip otoklavlanarak steril edildi. Steril edilen iist katmanin sogumasi beklenmeden 0.7 Mpa
olmasi i¢in 100 g PEG 8000 kademeli olarak eklendi ve steril laboratuvar kasig: ile hizlica
karistirilarak ¢ozdiiriildii. Coziinen PEG iist katmani tamamen donmus olan 20 ml 2 MS
besiyerlerinin her birine 30 ml olarak paylastirildi. Besiyerleri dikkatlice parafilm ile sarildiktan
sonra PEG {ist soliisyonunun alt katmana difiize olmasi i¢in oda sicakliginda en az 12-15 saat
bekletildi. Ardindan iist soliisyon dikkatli bir sekilde dokiildii ve parafilmlenerek +4°C’de

saklandi.
3.2.4. Azot Ach@1 ve Kuraklik Kombine Besiyerinin Hazirlanmasi

Azot agligr ve kuraklik kombine stres besiyeri hazirlanirken kuraklik besiyeri protokoliine
uygun olacak sekilde iki katmanli besiyeri, NH4sNO3 icermeyen MS tozu ve PEG 8000 ile

hazirlandi.

250 ml kombine besiyerinin alt katmani1 2 MS besiyeri olarak hazirlandi. 200 ml distile su
igerisinde 0.3 g MES, 0.3375 g NHsNO3 icermeyen MS tozu ve 7.5 g sukroz manyetik
karistirict yardimiyla sirayla ¢ozdiiriildii ve pH’st 5.7 olacak sekilde 5 N NaOH ile
ayarlandiktan sonra 250 ml’ye tamamlanip 3.75 g agar eklendi. Hazirlanan besiyeri 15 dakika
1.2 atm basingta 121°C kosullarinda otoklavlanarak steril edildi ve uygun sicakliga geldikten
sonra 125 ul MS vitamini ve 250 ul 2,4-D eklendi. Hazirlanan 2 MS besiyeri 20 ml olacak
sekilde steril meziir yardimiyla laminar hava akimli kabin i¢inde 9 cm ¢aph petri kaplarina

dagitildi.
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250 ml PEG iist katmaninin hazirlanmasinda steril edilmis beher kullanildi. Beher icerisinde
0.3375 g NH4NOs3 igermeyen MS tozu ve 0.3 g MES 200 ml distile su igerisinde tamamen
¢ozdiiriildii. pH’s1 5.7 olacak sekilde ayarlandiktan sonra 250 ml’ye distile su ile tamamlandi
ve aliiminyum folyo ile iyice kapatilip otoklavlanarak steril edildi. Steril edilen {ist katmanin
sogumasi beklenmeden 0.7 Mpa olmasi i¢in 100 g PEG 8000 kademeli olarak eklendi ve steril
laboratuvar kasig1 ile hizlica karistirilarak ¢ozdiiriildii. Coziinen PEG iist katman1 tamamen
donmus olan 20 ml %2 MS besiyerlerinin herbirine 30 ml olarak paylastirildi. Besiyerleri
dikkatlice parafilm ile sarildiktan sonra PEG iist soliisyonunun alt katmana difiize olmasi i¢in
oda sicakliginda en az 12-15 saat bekletildi. Ardindan iist soliisyon dikkatli bir sekilde dokiildii

ve parafilmlenerek 4°C’de saklandi.
3.3. Arabidopsis thaliana TOHUMLARININ YUZEY STERILIZASYONU

Yiizey sterilizasyonu i¢in 40 adet Arabidopsis thaliana Col-0 tohumlarma %70°lik 1 ml etil
alkol eklendi ve 2 dakika 600 rpm’de (ScanSpeed Mini) santrifiij edilerek etil alkol uzaklastirdi.
Bu islem 3 kez tekrarlandi. Ardindan %100’liikk 1 ml etil alkol eklendi ve 2 dakika 600 rpm’de
santrifiij edilerek alkol uzaklastirildi. Steril edilmis tohumlar laminar hava akimli kabin
igerisinde kuruyana kadar yaklasik 20-25 dakika beklendi ve MS besiyeri igeren petrilere ekildi.
Parafilm ile hava almasi engellenerek bitki bilyilitme kabininde [25+2°C, 16 saat 151k/8 saat
karanlik (Niive, TK 252)] ¢cimlenmeye birakildi.

3.4. BITKILERIN CIMLENDIRILMESI

MS besiyeri igeren petrilere ekilen tohumlarin ¢imlenmesi i¢in dort hafta beklendi. Cimlenmis
olan A. thaliana bitkileri MS besiyeri igeren magentalara aktarilarak bitki biiylitme kabininde

14 giin boyunca boy uzamasi i¢in birakildi.
3.5. KALLUS KULTURLERININ OLUSTURULMASI

In vitro kiiltiirlenen 3 haftalik A. thaliana bitkilerinin kok kisimlar1 eksplant olarak se¢ildi ve
kallus kiiltiirii kurmak i¢in kullanildi. Bitkinin kok kisimlari bistiiri yardimiyla 1’er cm’lik
pargalara boliindii ve kallus olusumunu tesvik etmek i¢in kullanilan 1 mg/1 2,4-D igeren yeni
MS besiyeri bulunduran petrilere aktarildi. Bitki eksplantlarindan kallus elde etmek igin bitki
biiyiitme kabininde bir ay bekletildikten sonra elde edilen kalluslar yeni 1 mg/l 2,4-D igeren
MS besiyerlerine aktarildi ve bu alt kiiltiirleme islemi ayda bir olacak sekilde devam ettirildi.
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3.6. STRES UYGULAMASI

1 mg/l 2,4-D igeren MS besiyerinde bulunan kalluslar stres uygulamasi i¢in 1 mg/1 2,4-D igeren
kontrol, azot agligi, kuraklik ve kombine MS besiyerlerine aktarildi. Kalluslar bitki biiylitme
kabininde 7 ve 14 giin bekletilerek uygulama sonunda 6rnekler toplandi. Toplanan 6rnekler
fizyolojik analizler i¢in kullanildi. Molekiiler analizler i¢in kullanilmak iizere toplanan kallus
ornekleri 100 mg’lik porsiyonlara ayirilarak sivi azot yardimiyla kullanilacak zamana kadar

muhafaza etmek i¢in donduruldu ve -80°C’de saklandi.
3.7. FIZYOLOJiK VE MORFOLOJIK ANALIZLER
3.7.1. Biiyiime Indeksinin Belirlenmesi

Farkli stres kosullarina maruz birakilan A. thaliana kallus 6rneklerinin morfolojik olarak analizi
kapsaminda baslangi¢ agirliklar1 (IW) ile 7. giin ve 14. glin uygulama sonras1 agirliklar1 (FW)
tartildi. Asagida verilen Denklem 3.1 ile biiylime indeksi yiizde degeriyle hesaplandi
(Mendonga ve dig., 2012).

%Biiytime = (FW-IW)/FW)) x 100 (3.1)
FW: Son agirlik, IW: Baslangi¢ agirlig1
3.7.2. Hiicre Zar1 Hasar1 Analizi

Fizyolojik analiz kapsaminda zar iyon s1zintisindaki degisimin dl¢limiiyle zar hasar1 belirlendi.
Iyon sizintisinin 8lgiimiinde iyon sizintist iletkenlik dlger [“conductivity meter” (HORIBA B-
137)] kullanildi. Azot a¢higi, kuraklik ve kombine streslerine maruz birakilan A. thaliana Col-
0 kok kallus 6rneklerinin iyon sizintisi analizi i¢in 7. giin ve 14. giin kallus 6rnekleri toplanarak
belirtilen yonteme gore yapildi ve asagida verilen denkleme gore hesaplandi (Wang ve dig.,
2009).

Farkli stres kosullarina maruz birakilmis olan kallus 6rnekleri 0.5 g tartildi ve 3 kez distile su
ile yikandi. Cam tiiplere alinan her bir kallus 6rneginin iistiine 10 ml distile su eklendi ve 25°C
sicaklikta 2 saat bekletildi. Inkiibasyon sonunda, yikama soliisyonundan 100 ul 6rnek almarak
kondaktivite degeri (C1) ol¢iildii. Soliisyon 95°C’de 30 dakika bekletildi ve 100 pl 6rnek
alinarak kondaktivite tekrar dlgiildii (C2). Zar hasar yilizdesi Denklem 3.2’ye gore hesaplandi.
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Zar Hasar1 = (C1/C2) x 100 (3.2)
3.8. RNA IZOLASYONU

RNA izolasyonu icin -80°C’ye kaldirilmis kontrol grubu kallus 6rnekleri ile azot agligi,
kuraklik ve kombine stres kosullarina maruz birakilan 6rnekler kullanildi. 100 mg kallus 6rnegi
sivi azot ile steril edilmis soguk havanda havan eli yardimiyla mekanik olarak parcalandi.
Parcalanip ezilmis kallus orneklerine 1 ml Trizol (Hibrigen, Hibrizol) eklenerek homojenize
edildi ve eppendorf tiiplere aktarilarak 5 dakika oda sicakliginda inkiibe edildi. Ardindan 0.2
ml kloroform (Isolab, 910.033.2500) eklenerek 15 saniye yavasca ters diiz edildi ve 3 dakika
oda sicakliginda bekletildi. Ornekler +4°C’de 12000 x g’de 20 dakika santrifiij edildi (Niive,
NF 800R). Santrifiij sonras1 supernatant dikkatlice yeni bir tlipe aktarildi ve {izerine 0.5 ml
izopropanol (Sigma, 24137) eklendikten sonra 15 saniye yavasca ters diiz edilerek karistirildi.
Oda sicakliginda 10 dakika inkiibasyonun ardindan +4°C’de 12000 X g’de 10 dakika santrifiij
edildi. Bu asamadan sonra supernatant kismi uzaklastirilarak pelletler %75’lik etil alkol ile
yikandi. Ornekler +4°C’de 7500 X g’de 5 dakika santrifiij edildi ve supernatant yeniden
uzaklastirildi. RNA pelletleri 35-45 ul DEPC’li su ile 37°C’de ¢6zdiiriildii (Biosan, TS-100
Thermo Shaker).

3.9. RNA’LARIN KONSANTRASYON VE SAFLIGININ BELIRLENMESI
3.9.1. Spektrofotometre ile Ol¢iim

RNA ornekleri DEPC’li su ile c¢ozdiriildiikkten sonra saflik ve konsantrasyonlarinin
belirlenmesi i¢cin 260 ve 280 nm dalga boylarindaki absorbans degerleri nanodrop
spektrofotometre (Thermo Scientific, Nanodrop 2000 Spectrophotometer) cihazi ile 6lgiildi.
RNA o6rneklerinin safliginin belirlenmesinde A2eo/A2g0 orant kullanildi. A2eo/A2go orant =2.0
olan RNA’lar saf kabul edildi ve konsantrasyonlar1 Denklem 3.3’e gore hesaplandi.

Konsantrasyonu ve saflik oran1 uygun goriilen RNA 6rnekleri -80°C’de saklandi.

RNA (ng/ul) = A260 x sulandirma kat sayis1 x 40 (3.3)
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3.9.2. Agaroz Jel Elektroforezi

RNA o6rneklerinin nanodrop spektrofotometre cihazi ile safliklarinin ve konsantrasyonlarinin
belirlenmesinin ardindan biitiinliiklerinin degerlendirilmesi i¢in kalitatif analiz yontemi olarak
agaroz jel elektroforezi tercih edildi. Agaroz jel elektroforezi ve 50X Tris-asetat-EDTA

tamponu Tablo 3.3’te belirtilen yonteme uygun olarak yapildi (Koontz, 2013).

Tablo 3. 3: 50X TAE hazirlanis1 (Koontz, 2013).

Bilesen Son Konsantrasyon Stok Miktar

Tris-base 2M N/A 242 ¢

EDTA pH 8.0 1X 0.5M 100 ml

Glasiyel asetik asit N/A N/A 57.1 mil

dH-0 1000 ml tamamlanir.

Agaroz jelin hazirlanmasinda ve yliriitiilmesinde kullanilacak olan 50X TAE tamponunu
hazirlamak igin 242 g Tris-base (Sigma, T-8524) yaklasik 750 ml distile su igerisinde
¢ozdiiriildii. pH degeri 8.0 olan 0.5 M EDTA (Merck, 324503) eklenerek manyetik karistiricida
¢ozdiiriildii ve 57.1 ml glasiyel asetik asit (Merck, 101830) eklenerek karistirildi. Soliisyonun
hacmi 1000 ml’ye tamamlandi. Agaroz jel elektroforezi icin 50X TAE tamponu 1X’e
seyreltilerek kullanildi. 1X TAE tamponundan 1000 ml hazirlamak igin 20 ml 50X TAE

tamponuna 980 ml distile su eklendi ve karigtirildi.

%1.2’lik agaroz jel, RNA orneklerini yiiriitmek amaciyla protokole uygun olarak hazirlandu.
Agaroz jeli hazirlamak icin 40 ml 1X TAE tamponuna 0.48 g agaroz (Sigma, A5073) eklendi
ve mikrodalga firinda 1sitilarak ¢6zdiirtildi. Sicakligi 50-60°C’ye diistiikten sonra ¢ozeltiye 3
ul Etidyum Bromiir (EtBr) (10 mg/ml) (Sigma, E7637) dikkatlice eklendikten sonra karistirildi.
Jelin dokiilecegi 6x9 cm boyutundaki agaroz jel kasetine (Thermo, EC 320) tarak ve lastik
yerlestirildi, hava kabarcigi kalmayacak sekilde kasete agaroz jel dokiildii ve polimerize olmasi
icin sogumaya birakildi. Soguduktan sonra lastikler ve tarak cikarilarak TAE tamponu ile

doldurulan yiiriitme tankina yerlestirildi.

RNA ornekleri ~200-300 ng/pl olacak sekilde DEPC’li su ile sulandirildi. 0.7 pl 6X yiikleme
boyasi (Thermo Fisher, R0611) ile 3.5 ul 6rnek karistirilarak kuyulara yiiklendi. 120 mA 70



25

Volt giigte 30 dakika boyunca yiiriitiildii ve UV goriintiileme cihaziyla (Avenegene-Xlite 30R)

jelin fotografi alindi.
3.10. cDNA SENTEZI

Kallus o6rneklerinden izole edilen RNA’larin cDNA sentezi TagMan™ MicroRNA Reverse
Transcription Kit (Applied Biosystem, 00575529) kullanilarak Thermal Cycler (BIORAD,
T100) cihazinda yapildi.

MiRNA cDNA sentezi i¢in 10 uM Primer Havuzu miRNA “stem-loop” primerlerinden
hazirlandi. Primer havuzunu hazirlamak igin 10 pl hacimde 100 uM miRNA stem-loop
primerleri ile 20 pl hacimde 50 uM oligodT23 eklendi ve primer havuzunun hacmi ddH20 ile

100 pl’ye tamamlandi, CDNA sentezi i¢in hazirlanan primer havuzlari Tablo 3.4’te verilmistir.

Tablo 3. 4: cDNA sentezi igin “stem-loop” primerleri ile hazirlanan primer havuzlari.

Primer Havuzu 1 Primer Havuzu 2 Primer Havuzu 3 Primer Havuzu 4
ath-miR169b-5p ath-miR165a-3p ath-miR167c-5p ath-miR396b-5p
ath-miR169c¢ ath-miR165b

ath-miR169d ath-miR167a-5p ath-miR167d ath-miR399f
ath-miR169e ath-miR167b

ath-miR169f-5p
ath-miR169g-5p

ath-miR169h ath-miR319a ath-miR319c ath-miR827
ath-miR169i ath-miR319b

ath-miR169j

ath-miR169k

ath-miR169I

ath-miR169m

ath-miR169n

ath-miR396a-5p ath-miR399d ath-miR399e
ath-miR399a

ath-miR399b
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Kitin protokoliine uygun olacak sekilde tiim RNA’larin konsantrasyonlart 500 ng/ul’ye
sabitlendi. Tablo 3.5’te yer alan bilesenler kullanilarak sentez i¢in 15 pl son hacimli reaksiyon
olusturuldu. Buzda 5 dakika inkiibasyonun ardindan Tablo 3.6’da yer alan cDNA sentezi
reaksiyon kosullarina uygun olarak cDNA sentezlendi. Sentezin ardindan cDNA’lara 80 pl

niikleaz icermeyen dH20 eklendi ve -20°C’de saklandi.

Tablo 3. 5: cDNA sentez reaksiyon bilesenleri.

cDNA Reaksiyon Bilesenleri 1 6rnek icin hacimleri

RT Primer Pool (10 pM) 6.00 pl
dNTPs with dTTP (100 mM) 0.30 ul
MultiScribe™ Reverse Transcriptase (50 U/ul) 3.00 ul
10X RT Buffer 1.50 ul
Rnase Inhibitor (20 U/ ul) 0.20 ul
Nuclease-free water 1.00 pl
Toplam Hacim 15 pl

Tablo 3. 6: cDNA sentezi reaksiyon kosullari.

Zaman Sicakhk
30 dakika 16°C
30 dakika 42°C
5 dakika 85°C

® 4°C
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3.11. GERCEK ZAMANLI POLIMERAZ ZINCiR REAKSiYONU

Gergek Zamanl Polimeraz Zincir Reaksiyonu (GZPZR) analizi i¢in BIORAD CFX96 cihazi
kullanildi. miRNA anlatimlarinin analizleri i¢in kontrol grubu, azot a¢ligi, kuraklik ve kombine
stres uygulanan 7. ve 14. giin kallus 6rneklerinden elde edilen cDNA’lar kalip olarak kullanildu.
GZPZR igin kullanilan bilesenler ve miktarlar1 Tablo 3.7°de, reaksiyon kosullar1 ise Tablo
3.8°de verildi.

Tablo 3. 7: Gergek Zamanl Polimeraz Zincir Reaksiyonu bilesenleri.

Reaksiyon bilesenleri Hacimleri
SYBR Green Master Mix (2X) 10 pl
10 uM miRNA Forward Primer 1 ul
10 uM miRNA Universal Reverse Primer 1 ul
cDNA 2 ul
Niikleaz igermeyen dH,O 6 ul
Toplam Hacim 20 pl

Tablo 3. 8: Gergek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu kosullari.

Asamalar Sicakhik Zaman
ilk denatiirasyon 95°C 10 dakika
Denatiirasyon 95°C 15 saniye
45
Baglanma 62°C 1 dakika déngii
Erime egrisi 60°C 5 saniye
95°C

GZ PZR ile cihazdan elde edilen C; degerleri kullanilarak Denklem 3.4’e gore AAC: degerleri
hesapland: ve ardindan 222" formiilii kullanilarak miRNA anlatim katsayilar belirlendi (Livak

ve Schmittgen, 2001).

AAC: = [C; (uygulama) — C; (aktin)] — [Ct (kontrol) — C; (aktin)] (3.4)
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3.11.1. Gen Anlatim1 Analizinde Kullamilan miRNA’lar, Genler ve Ozellikleri

GZPZR ile A. thaliana kallus orneklerinde, stres kosullariyla iligkili olan miRNA’larin anlatim
analizleri gergeklestirildi. Bu tez kapsaminda anlatim analizinde kullanilan miRNA’lar ve
erisim numaralari dizileriyle birlikte Tablo 3.9°da, “stem-loop” ve ileri primerleri evrensel geri
primerle birlikte Tablo 3.10°da, anlatimlari arastirilan miRNA’lar, etkilendikleri stres kosullari,
potansiyel rolleri ve hedefleri Tablo 3.11°de verildi. Referans genin ileri ve geri primerleriyse
Tablo 3.12°de verildi. igsel kontrol i¢in Aktin segildi.

Tablo 3. 9: GZPZR igin anlatim analizi yapilmis olan miRNA’lar, erisim numaralar1 ve dizileri.

mMiRNA Erisim numaralari MiRNA Dizisi

ath-miR165a-3p
ath-miR165b
ath-miR167a-5p
ath-miR167b
ath-miR167d
ath-miR167c-5p
ath-miR319a
ath-miR319b
ath-miR319c
ath-miR396a-5p
ath-miR396b-5p
ath-miR399a
ath-miR399b
ath-miR399d
ath-miR399e
ath-miR399f
ath-miR827
ath-miR169b-5p

ath-miR169c

MIMAT0000187

MIMAT0000188

MIMAT0000196

MIMAT0000197

MIMATO0000905

MIMAT0001018

MIMAT0000511

MIMATO0000512

MIMATO0001016

MIMAT0000944

MIMAT0000945

MIMATO0000951

MIMATO0000952

MIMATO0000954

MIMATO0000955

MIMATO0000956

MIMAT0004243

MIMATO0000906

MIMATO0000907

TCGGACCAGGCTTCATCCCCC

TGAAGCTGCCAGCATGATCTA

TGAAGCTGCCAGCATGATCTGG

TAAGCTGCCAGCATGATCTTG

TTGGACTGAAGGGAGCTCCCT

TTGGACTGAAGGGAGCTCCTT

TTCCACAGCTTTCTTGAACTG

TTCCACAGCTTTCTTGAACTT

TGCCAAAGGAGATTTGCCCTG

TGCCAAAGGAGAGTTGCCCTG

TGCCAAAGGAGATTTGCCCCG

TGCCAAAGGAGATTTGCCTCG

TGCCAAAGGAGATTTGCCCGG

TTAGATGACCATCAACAAACT

CAGCCAAGGATGACTTGCCGG



Tablo 3.9 (devam):

ath-miR169d
ath-miR169e
ath-miR169f-5p
ath-miR169g-5p
ath-miR169h
ath-miR169i
ath-miR169j
ath-miR169k
ath-miR169I
ath-miR169m

ath-miR169n

MIMAT0000908

MIMATO0000909

MIMAT0000910

MIMATO0000911

MIMATO0000913

MIMATO0000914

MIMATO0000915

MIMATO0000916

MIMATO0000917

MIMATO0000918

MIMAT0000919
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TGAGCCAAGGATGACTTGCCG

TAGCCAAGGATGACTTGCCTG

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

primerleri.
miRNA
ath-miR165a-3p
ath-miR165b

ath-miR167a-5p
ath-miR167b

ath-miR167d

ath-miR167c-5p

ath-miR169b-5p
ath-miR169c

ath-miR169d
ath-miR169e
ath-miR169f-5p
ath-miR169g-5p

“Stem-loop” ve fleri Primer Dizileri

SL:GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACGG
GGGA
F: GCGGCGGTCGGACCAGGCTTCATC

SL:GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACTA
GATC
F: GCGGCGGTGAAGCTGCCAGCATG

SL:GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACCC
AGAT
F: GCGGCGGTGAAGCTGCCAGCATG

SL:GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACCA
AGAT
F: GCGGCGGTAAGCTGCCAGCATG

SL:GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACCC
GGCA
F:GCGGCGGCAGCCAAGGATGACTTG

SL:GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACCG
GCAA
F:GCGGCGGTGAGCCAAGGATGAC



Tablo 3.10 (devam):

ath-miR169h-n

ath-miR319a

ath-miR319b

ath-miR319c¢

ath-miR396a-5p

ath-miR396b-5p

ath-miR399a

ath-miR827

Evrensel geri
primer
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SL:GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACCA
GGCA
F: GCGGCGGTAGCCAAGGATGACTTG

SL:GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACAG
GGAG
F: GCGGCGGTTGGACTGAAGGGAG

SL:GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACAA
GGAG
F: GCGGCGGTTGGACTGAAGGGAG

SL:GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACCA
GTTC
F: GCGGCGGTTCCACAGCTTTCTTG

SL:GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACAA
GTTC
F: GCGGCGGTTCCACAGCTTTCTTG

SL:GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACCA
GGGC
F: GCGGCGGTGCCAAAGGAGATTTG

SL:GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACAG
TTTG
F: GCGGCGGTTAGATGACCATCAAC

5" ATCCAGTGCAGGGTCCGAGG 3



Tablo 3. 11: Tez kapsaminda, stres kosullart altinda degisimleri incelenmis olan miRNA aileleri,

31

etkilendikleri stres faktorleri ve bitkideki potansiyel gorevleri.

mMiRNA

miR165

miR167

miR169

mir319

miR396

mir399a-f

miR827

Stres Kosullar:

Tuz,
4°C
Kuraklik,

NaCl

Kuraklik

Tuz,

4°C

Kuraklik,
NaCl,

4°C

Azot Acligt

Azot Aglig

Potansiyel Rolleri ve

Hedefleri
Geligim,
HD-ZIP Il

Disi ve erkek organ
gelisimi,

ARF6 ve ARF8

Nitrojen Homeostazisi,

NFYA5

Morfogenez ve  kok
lateral organlar,

TCP TFs

Ciceklenme,

GRL

Fosfat Homeostazisi,

Ubikitin Konjugaz E2,
PHO2

Nitrojen/Fosfor
Metabolizmasi,

NLA

Referanslar

(Liu ve dig., 2008a)

(Jones-Rhoades ve Bartel, 2004)
(Liu ve dig. 2008a)
(Covarrubias ve Reyes, 2010)
(Hsieh ve dig., 2009)

(Pegler ve dig., 2019)

(Liang ve dig., 2012)

(Liu ve dig., 2008a)

(Covarrubias ve Reyes, 2010)

(Jones-Rhoades ve Bartel, 2004)
(Liu ve dig., 2008a)
(Covarrubias ve Reyes, 2010)
(Pegler ve dig., 2019)
(Jones-Rhoades ve Bartel, 2004)
(Covarrubias ve Reyes, 2010)
(Liang ve dig., 2012)

(Pegler ve dig., 2019)
(Arteaga-Vazquez ve dig., 2006)

(Liang ve dig. 2012)
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Tablo 3. 12: GZPZR igin kullanilan Aktin referans geninin forward ve reverse primerleri (Saenz-Mata
ve dig., 2014).

Aktin 2/8 ileri Primer 5’"GCCAGTGGTCGTACAACCG’3
AT1G49240 Geri Primer 5" TCATGAGGTAATCAGTAAGGTCAC’3
AT3G18780

Uriin boyutu 142

3.12. ISTATISTIiKSEL ANALIZ

Istatistiksel analizler GraphPad 9.1.2 demo siiriimii kullamlarak yapildi. MiRNA anlatim
analizlerinin istatistiksel olarak analizi i¢in Tek Yonli (“One Way”) ANOVA Tukey testi
uygulandi ve p <0.05 olan degerler anlamli olarak kabul edildi. miRNA anlatimi1 deneyleri 3
biyolojik ve 3 teknik tekrar olacak sekilde yapildi. miRNA anlatimlariyla hazirlanan HeatMap
icin Iki Yénlii (“Two Way””) ANOVA Tukey Testi yapildi. Zar hasarinin ve biiyiime indeksinin
analizi i¢in Tukey analizi yapildi ve p<0.05 olan degerler anlaml kabul edildi. Zar hasari i¢in
2 biyolojik tekrar ve 3 teknik tekrar, bilylime indeksinin hesaplanmasi i¢in 2 biyolojik tekrar

olacak sekilde 6l¢iim alindi.
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4. BULGULAR

4.1. TOHUM CIMLENMESIi VE KALLUS KULTURLERININ ELDE EDIiLMESI

A. thaliana Col-0 tohumlar yiizey sterilizasyonlarinin ardindan MS besiyeri bulunan petri
kaplarinda 16 saat aydinlik, 8 saat karanlik periyotta bitki biiyiitme kabininde ¢imlendirildi.
Bitkiler uygun biiytikliige geldikten sonra (Sekil 4.1) kok ve boy uzamasini saglamak igin MS
besiyeri igeren magentalara aktarildi (Sekil 4.2). Bitki biiyiitme kabininde 14 giin biiylimesi
beklendikten sonra (Sekil 4.3) steril hava akimli laminar kabinde bitkilerin kokleri 1’er cm
olacak sekilde steril bistiiri ucu ile pargalara ayrildi. Bitki eksplantlari, kallus olusumunu tegvik

eden ve bitki biiyliime diizenleyicisi 2,4-D i¢ceren MS besiyerlerine aktarildi (Sekil 4.4).

Sekil 4. 1: 3 haftalik A. thaliana bitkileri.
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Sekil 4. 2: Boy ve kok uzamasi icin MS besiyeri igeren magentalara aktarilan {i¢
haftalik A. thaliana bitkileri.

Sekil 4. 3: MS besiyeri iceren magentalarda 14 giin biiyiitiilen 5 haftalik
A. thaliana bitkileri.
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Sekil 4. 4: Bitki kok eksplantlarindan kallus kiiltiirlerinin kurulmasi.

Kallus olusumunun indiiklenmesi i¢in bir ay boyunca 2,4-D’li MS besiyerinde tutulan bitki
eksplantlar1 Sekil 4.5’teki gibi kallus olusumu goériildiikten sonra 2,4-D igceren MS besiyeri
kullanilarak alt kiiltiirleme islemine ayda bir olacak sekilde devam edildi (Sekil 4.6).

Sekil 4. 5: 1 mg/l 2,4-D iceren MS besiyerinde 30 giiniin sonunda
gozlenen kallus olusumu.
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Sekil 4. 6: Alt kiiltiirlenen kalluslarin 2,4-D iceren MS besiyerinde 30 giinliik biiyiimesi. A: Kallus
indiiklemesi baslangici. B: 30 giin sonunda kalluslardaki degisim.

4.2. STRES UYGULAMASININ MORFOLOJIK VE FiZYOLOJIK ETKIiLERI

Deneyler i¢in yeterli miktarda kallus alt kiiltiirlendikten sonra kalluslar 7 giin ve 14 giin sonunda
toplanmak tiizere kontrol, azot ac¢hgi, kuraklik ve kombine (azot aclhigi ve kuraklik stres
kosulunun saglandigi) 1 mg/l 2,4-D iceren MS besiyerilerine aktarilarak bitki biiylitme
kabininde tutuldu (Sekil 4.7).

Stres uygulamasi yapilmis olan 7 ve 14 giin kallus 6rneklerinde kontrol grubuna gore renk
degisimi gozlendi. Kombine stres uygulanmis olan kalluslarin renginin azot a¢hig1 ve kuraklik
uygulanmis olan kallus orneklerine kiyasla daha sar1 renkli oldugu goézlendi. 7 ve 14 giin
uygulamalarina bakildiginda 14 giin stres uygulamasi yapilmis olan kalluslarin, 7 giin stres

uygulamasi yapilmis olan kallus 6rneklerine gore daha fazla sar1 renkli oldugu gozlendi.

Kombine ve kuraklik stresi uygulanmis 7 ve 14 giin kallus drnekleri, kontrol grubu ve azot
acligi stresi uygulanmis olan 7 ve 14 giin kallus 6rneklerine kiyasla daha kuru bir yapiya sahip

olduklar1 ve bu kallus doku parc¢alarinda kolaylikla dagilmalar oldugu gozlendi.
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Sekil 4. 7: Stres besiyerlerine aktarilan kalluslar. A: 2,4-D MS kontrol besiyeri, B: 2,4-D Azot aghig1
MS besiyeri, C: 2,4-D Kuraklik MS besiyeri, D: 2,4-D Kombine (Azot aghigi ve kuraklik) MS
besiyeri.
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Sekil 4. 8: 7 giin stres uygulamasi yapilmis kalluslar. A: 7 giin 2,4-D MS kontrol besiyeri, B: 7 giin 2,4-
D azot agligt MS besiyeri, C: 7 giin 2,4-D kuraklik MS besiyeri, D: 7 giin 2,4-D kombine (azot
acligi ve kuraklik) MS besiyeri.
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Sekil 4. 9: 14 giin stres uygulamasi yapilmis kalluslar, A: 14 giin 2,4-D MS kontrol besiyeri, B: 14 giin
2,4-D azot aghigi MS besiyeri, C: 14 giin 2,4-D kuraklik MS besiyeri, D: 14 giin 2,4-D kombine
(azot aghig ve kuraklik) MS besiyeri.

4.2.1. Kuraklik ve Azot A¢hgimin Biiyiime indeksine EtKisi

Kallus 6rnekleri stres besiyerlerine ve kontrol besiyerine 0,5 g tartilarak aktarildi. Ornekler 7
ve 14 giin stres uygulamasinin ardindan tekrar tartildi ve % Biiyiime oranlar1 hesaplandi. Stres
uygulamalari kiyaslandiginda 7 giin 6rneklerinin tamaminda agirlik azalmasi gézlendi, en fazla
agirhik diislisiiniin kuraklik stresinde oldugu belirlendi. 14 giin uygulamalarinda ise kontrol
grubundaki agirlik artisina kiyasla kuraklik uygulamasinda artig, kombine stres uygulamasinda

ise baslangic¢ agirligina gore azalma oldugu belirlendi (Tablo 4.1).
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Tablo 4. 1: 7 ve 14 giin boyunca azot aghgi, kuraklik ve kombine stres uygulanmis
olan kallus 6rneklerinin kontrol gruplariyla birlikte agirliklarindaki degisim.

Uygulamalar Baslangi¢ Son Agirhk (g) % Biiyiime
Agirhg (g)
7. Giin Kontrol 0,5 0,49 -2,04
0,49 0,48 -2,08
7. Giin Azot Achigi 0,5 0,49 -2,04
0,51 0,5 -2,00
7. Giin Kurakhk 0,49 0,24 -104,17
0,5 0,25 -100,00
7. Giin Kombine 0,5 0,3 -66,67
0,5 0,31 -61,29
14. Giin Kontrol 0,5 0,65 23,08
0,5 1,05 52,38
14. Giin Azot Achg 0,5 0,49 -2,04
0,5 0,5 0,00
14. Giin Kurakhk 0,5 0,59 15,25
0,5 0,61 18,03
14. Giin Kombine 0,5 0,44 -13,64
0,5 0,45 -11,11

GraphPad programi ile yapilan Tukey testi sonucunda 7. giin kontrol 6rnegi ile kuraklik
(****p<0.0001) ve kombine (***p<0.00006) stres uygulamasinda anlaml1 bir farklilik oldugu,

azot aclig1 stres uygulamasi sonucunda agirlik degisiminin ise anlamli olmadig1 goriildii.

Bununla birlikte, 14. giin kontrol 6rnegi ile azot a¢hig (*p<0.0124) ve kombine (**p<0.0024)
stres uygulamalari arasinda anlamli bir fark oldugu goriildii. Ornekler 7. giin ve 14. giin olarak
kiyaslandiginda azot achigi streslerinde anlamli bir degisimin olmadigi, kontrol gruplari,

kuraklik gruplar1 ve kombine gruplar arasinda anlamli degisim oldugu gézlendi (Sekil 4.10).
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Sekil 4. 10: 7 ve 14 giin stres uygulanmis olan kallus 6rneklerinin kontrol grubuyla
birlikte agirliklarindaki degisimin grafigi. p<0.1234 (ns), p<0.0332 (*),

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

Azot aghigi, kuraklik ve kombine stresine, 7 ve 14 giin maruz birakilan kallus 6rneklerinde zar
hasar1 olustugu (Tablo 4.2), ancak 7. giin uygulamalarindaki zar hasarindaki degisim ile 14.

giinlerin uygulamalarindaki zar hasar1 degisiminin anlamli olmadigi belirlendi (Sekil 4.11).

Tablo 4. 2: 7 ve 14 giin stres uygulanmis kallus 6rneklerinin kontrol grubuyla
birlikte % Zar Hasar1 degerleri.

Uygulamalar Cl(ns/cm) C2(pus/cm) % Zar Hasari
7. Giin Kontrol 126,5 164 77,13
90,5 120,5 75,10
7. Giin Azot A¢hgr 86 118 72,88
64,5 90 71,67
7. Giin Kurakhk 150,3 200 75,15
182 240 75,83
7. Giin Kombine 136 165,5 82,18
137,5 179,5 76,60
14. Giin Kontrol 185 200 92,50
156,5 171 91,52
14. Giin Azot A¢hgr 94 105 89,52
115,5 126,5 91,30
14. Giin Kurakhk 120,5 137,5 87,64
80 92 86,96
14. Giin Kombine 71 83 85,54

134 1545 86,73
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Sekil 4. 11: 7 ve 14 giin azot a¢hgi, kuraklik ve kombine stres
uygulanmis kallus 6rneklerinin kontrol gruplariyla birlikte % Zar
Hasar1 grafigi.

4.3. KURAKLIK VE AZOT ACLIGI STRESLERININ MiRNA ANLATIMLARINA
ETKIiSi

4.3.1. RNA Izolasyonu

miRNA anlatim analizlerinin yapilabilmesi i¢in azot ac¢ligi, kuraklik ve kombine streslerine 7
ve 14 giin maruz birakilmis olan kallus dokular1 ve kontrol 6rneklerinden RNA izolasyonu ti¢
biyolojik tekrarli olacak sekilde yapildi. Izole edilen RNA’larin spektrofotometrik dlgiimleri
yapilarak konsantrasyon ve saflik degerleri incelendi ve Tablo 4.3’te verildi. Azso/A2g0 orani
~2.0 olan RNA’larin saflig1 uygun olarak kabul edildi. Uygun saflikta oldugu kabul edilen
RNA’larin biitlinligiiniin tespiti i¢in agaroz jel elektroforezi yontemiyle RNA’lar gdzlendi
(Sekil 4.12). Agaroz jel elektroforezinde biitiinligli belirlenen RNA’lar GZPZR

reaksiyonlarinda kullanilmak {izere primer havuzlariyla hazirlanmis cDNA’lar sentezlendi.



44

Tablo 4. 3: Stres uygulamasi yapilmis kallus 6rneklerinden izole edilen RNA'larin spektrofotometre

degerleri.
Deney Gruplari Konsantrasyon (ng/pl) Aazeol Azso
1. Tekrar 1511,2 2,09
7. Giin Kontrol 2. Tekrar 1517,8 2,1
3. Tekrar 1711 1,94
1. Tekrar 4248 2,14
7. Giin Azot Achgl 2. Tekrar 917,8 2,09
3. Tekrar 532,2 2,02
1. Tekrar 307,2 2
7. Giin Kurakhk 2. Tekrar 266,5 1,9
3. Tekrar 440,5 1,76
1. Tekrar 329,5 1,98
7. Giin Kombine 2. Tekrar 2195 1,82
3. Tekrar 393,1 1,96
1. Tekrar 6004,5 2,09
14. Giin Kontrol 2. Tekrar 371,4 2,08
3. Tekrar 3888,8 2,09
1. Tekrar 403,6 1,87
14. Giin Azot Achg 2. Tekrar 409 2
3. Tekrar 998,3 2,08
1. Tekrar 583 1,99
14. Giin Kurakhk 2. Tekrar 182,6 1,98
3. Tekrar 2037 2,13
1. Tekrar 4634,9 2,09
14. Giin Kombine 2. Tekrar 21179 2,1

3. Tekrar 1339,5 2,13
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Sekil 4. 12: Stres uygulamasi yapilmis kallus 6rneklerinden izole edilen RNA'larin agaroz jel goriintiisii.

4.3.2. Ger¢ek Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu Analizleri

Azot achgi, kuraklik ve kombine stres kosullarina 7 ve 14 giin boyunca maruz birakilan
Arabidopsis thaliana kallus dokularindan izole edilen RNA’larin ¢cDNA’ya ¢evriminin
ardindan, Tablo 3.10’da verilmis olan miRNA’larin anlatim analizleri Tek-yonlii (“One Way™)

ANOVA Tukey Testi ile analiz edildi ve p<0.05 olan degerler anlaml1 kabul edildi.
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miR165a-3p, miR165b’nin azot agligi, kuraklik ve kombine stres kosullarinda anlatimi Sekil
4.13’te verildi. Kontrol grubuna kiyasla, 7 giin stres uygulamasi yapilan 6rneklerin tiimiinde
anlamli bir azalma oldugu (****p<0.0001), 14 giin stres uygulamalarinda ise kontrol grubuna
gore azot achginda (***p=0.0004), kuraklikta (***p=0.0003) ve kombine streste
(****p<0.0001) azalma oldugu goriildii (Sekil 4.13).
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miR165a-3p, miR165b

Sekil 4. 13: Azot aghigi, kuraklik ve kombine stres kosullarinin 7 ve 14 giin uygulamalarinda miR165a-
3p, MiR165b anlatim grafigi. p<0.1234 (ns), p<0.0332 (¥*), p<0.0021 (**), p<0.0002 (**%*),
<0.0001 (****).
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miR167a-5p, miR167b’nin azot agligi, kuraklik ve kombine stres kosullarinda anlatimi Sekil
4.14’te verildi. Kontrol grubuna kiyasla, 7 giin azot a¢ligi (**p=0.0055), kuraklik (**p=0.0010)
ve kombine (**p=0.0018) stres uygulamasi yapilan orneklerin tiimiinde anlamli bir azalma
oldugu goriiliirken, 14 giin stres uygulamalarinda ise kontrol grubuna gore stres kosullar

altinda anlamli bir degisim olmadig1 goriildii (Sekil 4.14).
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Sekil 4. 14: Azot aghgi, kuraklik ve kombine stres kosullarinin 7 ve 14 giin uygulamalarinda miR167a-
5p, miR167b anlatim grafigi. p<0.1234 (ns), p<0.0332 (*), p<0.0021 (**), p<0.0002 (***),
<0.0001 (****).
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mMiR167c-5p’nin azot agligi, kuraklik ve kombine stres kosullarinda anlatimi Sekil 4.15’te
verildi. Kontrol grubuna kiyasla, 7 giin azot agligi uygulamasinda anlamli bir degisim yokken,
kuraklik (**p=0.0097) ve kombine (**p=0.0066) stres uygulamasi yapilan 6rneklerin tiimiinde
anlamli bir azalma oldugu goriildii. Bununla beraber, 14 giin stres uygulamalarinda ise kontrol
grubuna gore azot agligi stresinde anlamli bir artis (**p=0.0018) oldugu, kuraklik (*p=0.0356)
ve kombine (*p=0.0204) stres kosullar1 altinda ise anlamli bir azalma oldugu gorildii (Sekil
4.14). miR167c-5p’nin 14 giin stres uygulamasinda azot aghigmin tek basina uygulandigi
orneklerle kombine orneklerindeki anlatimlar kiyaslandiginda anlamli sekilde (***p=0.003)

azaldig gorildii.
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Sekil 4. 15: Azot aghigi, kuraklik ve kombine stres kosullarinin 7 ve 14 giin uygulamalarinda miR167c-
5p anlatim grafigi. p<0.1234 (ns), p<0.0332 (*), p<0.0021 (**), p<0.0002 (***), <0.0001 (****).
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miR167d’nin azot achigi, kuraklik ve kombine stres kosullarinda anlatim1 Sekil 4.16’da verildi.
Kontrol grubuna kiyasla, 7 giin azot achigi uygulamasinda anlamh bir (****p<0.0001) artis
varken, kurakliktaki azalmanin anlamsiz ve kombine stres uygulamasi yapilan 6rneklerdeki
miR167d anlatiminin anlamli (*p=0.0191) bir azalma oldugu goriildii. Bununla beraber, 14 giin
stres uygulamalarinda ise kontrol grubuna gore azot achigi stresinde anlamli bir artis
(***p=0.0001) oldugu, kuraklik (*p=0.022) ve kombine (*p=0.0025) stres kosullar1 altinda ise
anlamli bir azalma oldugu goriildii. MiR167d’nin 7 ve 14 giin stres uygulamalarinda azot
acligiin tek bagina uygulandigi 6rneklerle kombine drneklerindeki anlatimlari kiyaslandiginda

her iki grupta da anlamli sekilde (****p<0.0001) azaldig1 goriildii (Sekil 4.16).
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Sekil 4. 16: Azot agligl, kuraklik ve kombine stres kosullarinin 7 ve 14 giin uygulamalarinda miR167d
anlatim grafigi. p<0.1234 (ns), p<0.0332 (*), p<0.0021 (**), p<0.0002 (***), <0.0001 (****).
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mMiR169b-5p, miR169c¢’nin azot agligi, kuraklik ve kombine stres kosullarinda anlatimi1 Sekil
4.17°de verildi. Kontrol grubuna kiyasla 7 giin uygulanan streslerde kombinede anlamli
(*p=0.0138) azalma varken, diger stres uygulamalarindaki azalmanin anlamli olmadigi
goriildii. Kontrol grubuyla kiyaslandiginda 14 giin stres uygulanmis 6rneklerde ise 7 giin
uygulanan stres kosullar1 ile paralellik gosterecek sekilde azaldigi, ek olarak kuraklikta

(*p=0.0317) ve kombinede (**p=0.0064) anlaml1 oldugu goriildi (Sekil 4.17).
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Sekil 4. 17: Azot a¢higi, kuraklik ve kombine stres kosullarmin 7 ve 14 giin uygulamalarinda miR169b-
5p, miR169c anlatim grafigi. 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 agligi,
kuraklik ve kombine stres kosullarinda anlatimi Sekil 4.18’de verildi. Bu miR169 ailesi
tiyelerinin anlatimlarindaki degisimin stres kosullar1 altinda anlamli olmadig1 gorildii (Sekil

4.18).
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Sekil 4. 18: Azot achigi, kuraklik ve kombine stres kosullarinin 7 ve 14 giin uygulamalarinda miR169h,
miR169i, miR169j, miR169k, miR1691, miR169m, miR169n anlatim grafigi. p<0.1234 (ns),
p<0.0332 (*), p<0.0021 (**), p<0.0002 (***), <0.0001 (****).



52

miR169d, miR169e, miR169f-5p, miR169g-5p grubunun azot aglig1, kuraklik ve kombine stres
kosullarinda anlatimi Sekil 4.19°da verildi. Kotrol grubuna kiyasla 7 ve 14 giin stres uygulamasi
yapilmis kallus 6rneklerindeki miRNA anlatimlarinda anlamli bir degisimin olmadigi, 7 giin
stres uygulamasi yapilan 6rneklerde ise azot acligi ve kombine stresleri arasinda anlamli bir

(*p=0.0279) azalma oldugu goriildii (Sekil 4.19).

ns
ns
*
I ns
ns I
£ ns * | ns =
- 8- — .
= i =
= =
= =
= G-
S 6 S
=Ti] =11]
E =
o 4 S
o -
H=] H=]
=T1] =T1]
2 o
s 27 =
=T1] =T1]
o ©
= =
£ o- £
R A <
S c§‘ > N
o X 3 &
A N A o)
- v N N~
o > BN N

f\oqﬂ Q'Q égé 0.;} e

Al A A N

miR169d, miR169e, miR169f-5p, miR169g-5p

Sekil 4. 19: Azot aghigi, kuraklik ve kombine stres kosullarinin 7 ve 14 giin uygulamalarinda miR169d,
miR169e, miR169f-5p, miR169g-5p anlatim grafigi. p<0.1234 (ns), p<0.0332 (*), p<0.0021 (**),
p<0.0002 (***), <0.0001 (****).
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miR319a, miR319b’nin azot agligi, kuraklik ve kombine stres kosullarinda anlatimi Sekil
4.20°de verildi. Kontrol grubuna kiyasla 7 giin stres uygulanan orneklerde azot agliginda
(*p=0.101), kuraklikta (**p=0.094) ve kombinede (**p=0.0010) azalma oldugu, 14 giin stres
uygulamasinda ise kontrol ve kuraklik arasinda (*p=0.0488) yine bir azalma oldugu goriildi

(Sekil 4.20).
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Sekil 4. 20: Azot agligi, kuraklik ve kombine stres kosullarinin 7 ve 14 giin uygulamalarinda miR319a,
miR319b anlatim grafigi. p<0.1234 (ns), p<0.0332 (*), p<0.0021 (**), p<0.0002 (***), <0.0001

(****) .
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miR319c¢’nin azot aghigi, kuraklik ve kombine stres kosullarinda anlatim1 Sekil 4.21°de verildi.
Kontrol grubuna kiyasla 7 giin stres uygulamasi yapilan kuraklik (*p=0.0010) ve kombinede
(*p=0.0009) anlamli bir azalma oldugu, 14 giin stres uygulamasinin ardindan ise kontrol
grubuna kiyasla azot agliginda anlamli (*p=0.0308) artis, kuraklikta (*p=0.0028) ve kombine
streste (**p=0.0018) anlamli azalig gorildii (Sekil 4.21). Bu sonuglara ek olarak, kombine
stresin 7 ve 14 giin uygulamalarinda kontrole gore azalmanin diger streslere oranla daha fazla

oldugu ancak 14 giin sonunda bu azalmanin 7 giine gore daha az oldugu goriildii.
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Sekil 4. 21: Azot achgi, kuraklik ve kombine stres kosullarinin 7 ve 14 giin uygulamalarinda miR319c¢
anlatim grafigi. p<0.1234 (ns), p<0.0332 (*), p<0.0021 (**), p<0.0002 (***), <0.0001 (****).
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miR396a-5p’nin azot agligi, kuraklik ve kombine stres kosullarinda anlatimi Sekil 4.22°de
verildi. Kontrol grubuna kiyasla 7 giin stres uygulamasindaki degisimin anlamli olmadigi, 14
giin stres uygulamasinda ise kontrol ile azot achigi (*p=0.0443), kuraklik (*p=0.0466) ve
kombine (**p=0.0070) stres uygulamalarinda anlamli bir diislis oldugu gortildii (Sekil 4.22).
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Sekil 4. 22: Azot agligi, kuraklik ve kombine stres kosullarinin 7 ve 14 giin uygulamalarinda miR396-
5p anlatim grafigi. p<0.1234 (ns), p<0.0332 (*), p<0.0021 (**), p<0.0002 (***), <0.0001 (****).
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miR396b’nin azot aglig1, kuraklik ve kombine stres kosullarinda anlatim1 Sekil 4.23°te verildi.
Kontrol grubuna kiyasla 7 giin stres uygulamasi yapilan azot aglig1r (*p=0.0134), kuraklik
(**p=0.0046) ve kombine (**p=0.0046) streste anlamli azalma, 14 giin stres uygulamasi
sonunda ise kontrol grubu ile kombine arasinda anlamli (*p=0.0222) artma gorildii (Sekil

4.23).
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Sekil 4. 23: Azot aglig1, kuraklik ve kombine stres kosullarinin 7 ve 14 giin uygulamalarinda miR396b
anlatim grafigi. p<0.1234 (ns), p<0.0332 (*), p<0.0021 (**), p<0.0002 (***), <0.0001 (****).
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mMiR399a’nin azot aclig1, kuraklik ve kombine stres kosullarinda anlatimi Sekil 4.24°te verildi.
Kontrol grubuna kiyasla 7 ve 14 giinlerde azot acligindaki degisimin anlamli olmadigi, 7 giin
stres uygulamasinda kontrol ile kuraklik (*p=0.0191) ve kombine (**p=0.0060) arasinda
anlamli diislis, 14 giin stres uygulamasi sonrasinda kontrol ile kuraklik arasinda amlaml

(*p=0.0430) artis oldugu goriildii (Sekil 4.24).
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Sekil 4. 24: Azot achgi, kuraklik ve kombine stres kosullarinin 7 ve 14 giin uygulamalarinda miR399a
anlatim grafigi. p<0.1234 (ns), p<0.0332 (*), p<0.0021 (**), p<0.0002 (***), <0.0001 (****).
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miR399b’nin azot aglig1, kuraklik ve kombine stres kosullarinda anlatim1 Sekil 4.25°te verildi.
Kontrol grubuna kiyasla 7 giin stres uygulamasi yapilan 6rneklerdeki miR399b anlatimindaki
degisim anlaml degilken, azot aclig1 ile kombine arasinda anlamli azalma (*p=0.0478) oldugu
goriildii. Uzun siireli yanit incelendiginde ise, 14 giin stres uygulamasi sonucunda kontrol
grubuna kiyasla azot aghginda (*p=0.0296), kuraklikta (*p=0.0341) ve kombine streste
(**p=0.0068) anlamh diisiis oldugu goriildi (Sekil 4.25).
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Sekil 4. 25: Azot agligi, kuraklik ve kombine stres kosullarinin 7 ve 14 giin uygulamalarinda miR399b
anlatim grafigi. p<0.1234 (ns), p<0.0332 (*), p<0.0021 (**), p<0.0002 (***), <0.0001 (****).
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miR399d’nin azot achigi, kuraklik ve kombine stres kosullarinda anlatim1 Sekil 4.26’da verildi.
Kontrol grubuna kiyasla 7 ve 14 giinlerdeki tiim stres kosullarinda anlamli (****p<0.0001)

azalma oldugu goriildii (Sekil 4.26).
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Sekil 4. 26: Azot aglig1, kuraklik ve kombine stres kosullariin 7 ve 14 giin uygulamalarinda miR399d
anlatim grafigi. p<0.1234 (ns), p<0.0332 (*), p<0.0021 (**), p<0.0002 (***), <0.0001 (****).
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miR399¢’nin azot aghigi, kuraklik ve kombine stres kosullarinda anlatim1 Sekil 4.27°de verildi.
Kontrol grubuna kiyasla 7 giin stres uygulamasi sonrasi kuraklikta (**p=0.0044) ve kombinede
**p=0.0043) anlaml1 bir azalma varken 14 giin stres uygulamasi sonrasi kontrole kiyasla azot
aclhiginda anlamli (**p=0.0047) artis, kuraklikta (***p=0.0006) ve kombinede (***p=0.0007)

ise anlamli bir azalma oldugu gorildii (Sekil 4.27).
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Sekil 4. 27: Azot achgi, kuraklik ve kombine stres kosullarinin 7 ve 14 giin uygulamalarinda miR399e
anlatim grafigi. p<0.1234 (ns), p<0.0332 (*), p<0.0021 (**), p<0.0002 (***), <0.0001 (****).
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miR399f nin azot aglig1, kuraklik ve kombine stres kosullarinda anlatimi Sekil 4.28°de verildi.
Kontrol grubuna kiyasla 14 giin sonrasindaki miR399f anlatimlarinda anlamli bir degisim
gbzlenmezken, 7 giin stres uygulamasi sonrasi azot agliginda (**p=0.0112) ve kombinede

(**p=0.0049) diists goriildii (Sekil 4.28).
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Sekil 4. 28: Azot agligi, kuraklik ve kombine stres kosullarinin 7 ve 14 giin uygulamalarinda miR399f
anlatim grafigi. p<0.1234 (ns), p<0.0332 (*), p<0.0021 (**), p<0.0002 (***), <0.0001 (****).
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miR827°nin azot aglig1, kuraklik ve kombine stres kosullarinda anlatimi Sekil 4.29°da verildi.
Kontrol grubuna kiyasla azot achiginda (**p=0.0025), kuraklikta (***p=0.0003) ve kombinede
(***p=0.0001) anlamli bir azalma goriliirken, 14 giin stres uygulamasi yapilmis kallus

orneklerinde kontrole kiyasla azot agliginda anlamli (*p=0.0356) artis goriildi (Sekil 4.29).
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Sekil 4. 29: Azot achgl, kuraklik ve kombine stres kosullarinin 7 ve 14 giin uygulamalarinda
miR827 anlatim grafigi. p<0.1234 (ns), p<0.0332 (*), p<0.0021 (**), p<0.0002 (***), <0.0001

(****) .

miRNA anlatimlarina ait degisim katsayilar1 Tablo 4.4’te, bu degisim katsayilar1 ile hazirlanan

HeatMap Sekil 4.30’da verildi.
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Tablo 4. 4: miRNA anlatimlarinin 7 ve 14 giin azot aghig1, kuraklik ve kombine stresleri uygulamasi
sonrast degisim katsayilar1. (=SH): Standart hatay1 gostermektedir.

mMiRNA 7. Giin 14. Giin
Azot achgr  Kurakhk Kombine Azot A¢chgi  Kurakhk  Kombine

miR165a-3p, 0,19+0,023 0,12+0,081 0,08+0,006 0,31+0,147 0,3+0,147  0,14+0,096
miR165b

miR167a-5p, 0,37+0,076 0,23+0,179 0,22+0,139 0,37+0,350  0,45+0,312 2,38+1,761
miR167b

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 0,542,928

miR169b-5p, 0,65+0,236  0,3+0,231 0,1+0,046 0,6+0,132 0,42+0,146  0,15+0,138
miR169c

miR169d, 4,13+1,867  0,35+0,150 0,19+0,066 0,44+0,312  0,82+0,211 0,31+0,292
miR169¢,
miR169f-5p,
miR169g-5p
miR169h-n 0,640,210  0,95+0,315 0,17+0,050 1,65+0,162 1,04+1,480 0,44+0,425
miR319a, 0,43+0,068  0,42+0,245 0,05+0,003 0,29+0,112  0,35+0,146 0,42+0,503
miR319b
miR319c 0,650,249  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  02140,171  0,1+0,070  0,49+0,193  3,24+0,690 0,45+0,178
miR399b 2,08+0,822 0,160,113  0,12+0,029  0,43+0,013  0,45+0,192 0,19+0,131
miR399d 0,251,939  0,04+0,049  0,02£0,222  0,2140,162 0,130,050 0,120,119
miR399¢ 0,65+2,867 0240119  0,1+3458  1,63+0,872 0,190,139 0,111,497
miR399f 02141196 1,130,685  0,04+1590 2,250,474  144+0,464 4,93+2,800

miR827 0,51+2,830 0,24+1,076 0,09+2,191 5,84+3,142 1,2242,246  3,67+3,282
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miR165a-3p, miR165b
miR167a-5p, miR167b
miR167¢-5p

miR167d
miR169b-5p, miR169¢

miR169d, miR169¢, miR169f-5p, miR169g-5p

miR169h, miR169i, miR169i, miR169j, miR169k, miR169], miR169m, miR169n
miR319a, miR319b

miR319¢
miR396a-5p
miR396b-5p
miR399a
miR399b
miR399d
miR39%e
miR399f

miR827

Sekil 4. 30: Azot agligi, kuraklik ve kombine stres kosullarinda kontrol grubuna gore 7. ve 14. giin
miRNA anlatimlarini ifade eden sematik gdsterim.
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5. TARTISMA VE SONUC

Bitkilerin maruz kaldig1 ve abiyotik stres olarak isimlendirilen azot aglig1 ve kuraklik stresleri
bitkilerin gelisimini, bliylimesini ve verimini énemli diizeyde etkiler (Clarkson, 1996; Wang ve
dig., 2004). Bitkilerdeki bu yasamsal siireglerin devam edebilmesi i¢in nitrat 6nemli bir besin
molekiilii olmasinin yaninda hiicrede farkli gorevleri olan genlerin anlatimimi tesvik eden
onemli bir sinyal molekiiliidiir (Wang ve dig., 2004; Marin ve dig., 2011; Medici ve Krouk,
2014). Bununla beraber, bitkiler kuraklik stresine maruz kaldiklarinda fotosentez, solunum,
pigment igerigi ve zar bitiinliigiini etkiler, hayatta kalabilmek i¢in biiyiime hizlarmi
yavaglatirlar, anti-oksidatif savunma sistemlerini aktif hale getirirler (Duan ve dig., 2007; Praba
ve dig., 2009; Anjum ve dig., 2016). Bitkiler bu streslerle bas edebilmek i¢in fizyolojik,
morfolojik ve molekiiler degisikliklerle stres yaniti olustururlar (Challinor ve dig., 2004;
Anithakumari ve dig., 2012).

Bu tez caligmasinda, Arabidopsis thaliana kallus 6rneklerine 7 ve 14. giinlerdeki azot agligi,
kuraklik ve bu iki stresin birlikte uygulamasinin biiylime indeksine etkisi, olusturdugu zar
hasar1 ve stresle iliskili miRNA’larin anlatimlart degerlendirilmistir. A. thaliana Col-0
tohumlarmin ¢imlendirilmesinin ardindan MS besiyerlerinde biiyiimesi saglanmis ve ardindan
1 mg/l 2,4-D igeren MS besiyerlerinde kok kallus kiiltiirleri kurulmustur. ilk alt kiiltiirlemenin
ardindan kallus 6rnekleri azot agligi stresini olusturmak icin NH4NO3 icermeyen 2,4-D’li MS
besiyerine, 0.70 Mpa olacak sekilde kuraklik stresini olusturmak icin PEG 8000 iceren 2,4-D’li
MS besiyerine aktarilmigtir. Kuraklik besiyeri hazirlanirken ozmatik potansiyeli stres ortami
olusturmak icin 0.70, 1.2, 1.7 Mpa degerleri arasindan kuraklik stresi i¢in ¢ogunlukla
kullanilmig olan oran secilmistir (Van Der Weele ve dig., 2000; Verslues ve Bray, 2004).
Kombine stres uygulamast i¢in 2,4-D’li MS besiyeri NH4NO3 icermeyen MS ve PEG 8000 ile
hazirlanmistir.  Stres uygulamalari maruz kalinan siire ile kallus Orneklerinin miRNA
anlatimlar {izerindeki etkileri ve degisimi gorebilmek i¢in uygulama yapilacak stireler 7 ve 14

giin olarak secilmistir.

Kuraklik stresi, tarimsal iiretimi olumsuz etkileyen en onemli abiyotik stres faktdrlerinden
biridir. Haitao Shi ve dig.’nin (2015) yaptig1 ¢alismada, kuraklik stresine maruz birakilan
Arabidopsis thaliana bitkilerinin yabani tipinde zar hasarinda artis oldugu gosterilmistir (Shi
ve dig., 2015). Bitkiler abiyotik stresle karsilagtiklarinda stres yaniti olarak ABA
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biyosentezinde artig goriilir. ABA biyosentezi i¢in tamimlanmis olan ZEP geninin ozellikle
bitkilerin yapraklarinda bulundugu bilinmektedir (Xiong ve dig., 2002). Zar hasarinin
belirlenmesinde iyon sizintis1 miktarinmn 6lgiimii dnemlidir. Iyon sizintisinda goriilen artis
hiicre zarmin gegirgenligiyle iliskilidir (Jiang ve dig., 2014). Bu tez ¢alismasinda, uygulanan
streslerin kontrol grubundaki zar hasar1 yiizdesiyle anlamli bir farklilik ortaya koymadigi
goriilmiistiir. Zar hasarinda anlamli sonu¢ elde edilememesi, onceki g¢alismalarla birlikte
incelendiginde bitki materyali olarak kallus dokusu kullanilmasindan kaynaklanan farklilik ile

iligkili oldugunu diistindiirmiistiir.

Bitkinin bulundugu ortamda kuraklik stresine maruz kalmasi bitki biiylimesini ve gelisimini
etkiler, liretkenligi azaltir, dolayisiyla ekonomik olarak ciddi kayiplara neden olur. Kuraklik
stresi ile miicadele edebilmek icin fizyolojik ve gelisimsel adaptasyon saglayan sinyal yollar1
aktive edilir (Roca Paixao ve dig., 2019). Cevresel faktorlerin varligindaki degisim bitkide ani
ve gegici yanit olusturabilir. Bununla beraber, azot kaynaginin az olmasi siirgiin gelisimini

etkilemektedir (Gastal ve Lemaire, 2002)

Arabidopsis thaliana Col-0 kallus 6rneklerinde 7 ve 14 giin stres uygulamasi sonucunda 7. giin
kallus 6rneklerinde kontrol ve azot aglig1 stresi arasinda anlamli bir degisiklik gozlenmezken,
kuraklik stresinde agirlik azalisinin baglangi¢ agirliginin yarist oldugu ve kontrol grubuna gore
biiylime indeksinde anlaml1 bir azalma oldugu gériilmiistiir. Bu sonug, Roca Paixdo ve dig.’nin
2019’da yaptig1 ¢alismada ifade edilen kuraklik stresinin bitki biiylimesine olan etkisini
destekledigi goriilmektedir. Ayn1 zamanda, kombine stres uygulanmis olan 7. giin kallus
orneklerinde de %63,98 + 3,80 azalma goriilmesi, azot aghigi stresinin kallus biiylimesine
tizerindeki etkisinin kisa siireli yanitta kurakliktan daha az etkili oldugunu diistindiirmiistiir. 14.
giin kallus 6rneklerinde ise kontrol grubunda biiylime go6zlenirken, azot aghigi stresinde
biiylimenin olmadig, kuraklik stresinde kontrole gore agirlik artisinin daha az olmasina ragmen
artis oldugu ve kombine stres uygulamasinda ise kallus 6rneklerinde uzun siiresi stres altinda
%12,37 + 1,78 oraninda azalma oldugu gozlenmistir. Bu sonuglar, azot aglig1 stresinin uzun
stireli yanitta etkili oldugunu kuraklik stresinin ise erken yanitta bitki biiyiimesini etkiledigini

diistindiirecek niteliktedir.

Arabidopsis thaliana molekiiler modifikasyonlar i¢in uygun olmasi yoniiyle abiyotik stres
toleransi fenotiplerinin gozlenebilmesi agisindan genetik model bitkidir (Pegler ve dig., 2019).

Bitki miRNA’lar1, ilk olarak Arabidopsis’te tanimlanmis ve protein kodlamasi yapmayan bu
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kiiciik diizenleyici RNA’larin bitki gelisiminde gorevli gen anlatimlarinin diizenlenmesinde
kilit 6neme sahip olduklar1 defalarca gosterilmistir (Palatnik ve dig., 2003; Chen, 2004). Bu
miRNA’lar genlerin anlatimin1 diizenlemek i¢in biyotik strese sebep olan viral, fungal ya da
bakteriyel patojenlere kars1 savunma yaniti olusturabildikleri gibi (Kasschau ve dig., 2003; Yan
Li ve dig.,2010), abiyotik stres olan kuraklik, tuz, sicaklik gibi faktorlere kars1 da savunma
yanitin1 yonlendirebilirler (Sunkar ve Zhu, 2004; Liu ve dig., 2008b). Her bir Arabidopsis
miRNA’s1, RNA Polimeraz II (Pol II) tarafindan 6zgiil MIKRORNA (MIR) genlerinden kendi
tizerine katlanarak “stem-loop” yapisi olusturmus olan 6nciil miRNA transkriptlerinden iglenir
(Bartel, 2004; Vazquez ve dig., 2004). Protein kodlamasi yapan lokuslarda oldugu gibi, cogu
MIR geninin promotdr bolgeleri abiyotik stres gibi hiicre disi sinyallerden etkilenerek gen
anlatiminin diizenlenmesinde etkili olan cis-elementlerini bulundurur (Megraw ve dig., 2006;
Zhao ve Li, 2013; Pegler ve dig., 2018). MIR gen anlatiminin degismesi, olgun miRNA
miktarmin da degisimini saglar. Bu degisim, miRNA-Indiiklenmis Susturma Kompleksine
(miRISC; “miRNA-induced silencing complex”) yiiklenen miRNA’nin hedefledigi genin
mRNA’sin1 (haberci RNA; “messenger RNA”) keserek ya da RNA susturma mekanizmasinin
translasyonel baskilanmasiyla gergeklesir (Baulcombe, 2004; Chen, 2004; Baumberger ve
Baulcombe, 2005; Reis ve dig., 2015).

Arabidopsis te miRNA/hedef gen anlatim modiillerinin abiyotik strese bagli olarak degistigini
ve bu sayede strese karsi uyum saglayabildigi gosterilmistir (Sunkar ve dig., 2007; Khraiwesh
ve dig., 2012). Pegler ve dig. (2019), A. thaliana bitkisinde kuraklik, sicaklik ve tuzluluk
streslerinin belli miRNA’lar ve bu miRNA’larin hedefledigi genler iizerindeki etkisini Col-0
ekotipi kullanarak incelemistir. Tohumlar 8 giin besiyerinde ¢imlendirildikten sonra stres
uygulamasi yapilacak olanlar stres besiyerlerine aktarilarak 7 giin tutulmus ve 15 giinliik
kontrol grubuna goére miRNA’lar ve hedeflerinin gen anlatimlar1t GZPZR ile analiz edilmistir.
Kuraklik stresinin 111 miRNA iizerinde anlatimini artirici, 2 miRNA {izerinde ise azaltici etkisi
oldugunu ortaya koymuslardir. miR169g’nin tuz stresi altinda 8,7 kat kontrole gore azaldigini
gostermisglerdir. Ek olarak miR169f ve miR169h’nin uygulanan {i¢ abiyotik strese karsi
anlatimlarinda azalma oldugu goézlenmistir. Bu sonug, miRNA’larin kodlama lokuslarinda
bulunan promotor bolgelerinin, farkli stres kosullar1 altinda anlatim etkinligini degistirmesine
neden olacak olan MIR gen anlatimlarini degisiklige yonlendiren coklu cis elementlerini
icerdigini gostermektedir (Megraw ve dig., 2006; Zhao ve Li, 2013; Pegler ve dig., 2018).
GZPZR ile, miR169’un 7,4 kat azaldig1 gosterilmistir. miR169 seviyelerindeki diisiis
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Arabidopsis’te daha once yapilan ¢alismalarda da raporlanmistir (Li ve dig., 2008; Zhao ve
dig., 2011). Kuraklik stresinde ise NFYA5 (“NUCLEAR FACTOR Y, SUBUNIT A5”;
AT1G54160) anlatimimnin etkilendigi gosterilmistir (Li ve dig., 2008). NFYA5’in asiri
ekspresyonu, bitki hatlarinda stoma agikliginin azaldigin1 ve yaprak su kaybina neden oldugu
gosterilmistir (Pegler ve dig., 2019). Tez kapsaminda 7 ve 14 giin olarak uygulanan ti¢ farkli
stres kosulunun etkileri miR169 ailesinde incelenmistir. Ayn1 “stem-loop” ve ileri primerlere
sahip olan miR169 ailesi iiyesi miRNA’lar birlikte degerlendirilmistir. miR169b-5p, miR169c
anlatimlarina bakildiginda, 7. giin kontrol ve kombine drnekleri kiyaslandiginda anlamli bir
azalma (*p<0.0138) oldugu goriilmiistiir. Uzun siireli etkisi incelendiginde ise kontrol érnekleri
ile kuraklik (*p<0.0317) ve kombine (**p<0.0064) stres uygulanmis 14. giin 6rnekleri arasinda
anlamli bir diisiis oldugu goriilmiistiir. Pegler ve dig. (2019) yaptig1 calisma ile bu agidan
paralellik gosteren bu miR169 ailesi miRNA’larinin kuraklik stresinden etkilendigini
diistindiirmektedir. miR169d, miR169e, miR169f-5p ve miR169g-5p grubuna 7 giin stres
uygulanan 6rneklerde azot achig ile kuraklik ve kombine stresleri arasinda anlamli bir diisiis
oldugu goriiliirken uzun siireli stres yanitinda anlamli bir degisiklik gdézlenmemistir.
miR169h,j,k,1,m,n miRNA’lar1 arasinda ise herhangi bir anlamli degisiklik gdzlenememistir.
Arabidopsis’te miR169’un genel olarak kuraklik stresi (Yanjie Li ve dig., 2010), fosfat
kosullarinin smirl olmasi (Hsieh ve dig., 2009) ve azot aghig1 (Li ve dig., 2008) streslerinde
azaldig1 gosterilmistir. Yapilan bu calismalar (Hsieh ve dig., 2009; Yanjie Li ve dig., 2010;
Zhao ve dig., 2011; Pegler ve dig., 2019), Arabidopsis’in biitiin fide, kok ve siirgiin kisimlarinda
miR169 anlatimlarinin azaldigin1 ve NFYAS anlatiminin baskilandigini gostermektedir. Bu
veriler, miR169 ailesinin abiyotik stres yaniti olusturmasi ve karmasik molekiiler aglar
baglama bakimindan potansiyel baglanti noktas1 “crosstalk junction” olabilecegi Pegler ve dig.
tarafindan belirtilmis, kilit bir rol oynadigimi diisiindiirmiistiir. Tez calismasinda incelenen
miR169 ailesi arasinda anlamli farklilik olmadigi goriilen miR169h,j,k,1,m,n grubunun doku

farkliligr ile iliskili olabilecegi diistiniilebilir.

miR319 A. thaliana’da kuraklik ve tuzluluk stresleriyle iligskilendirilmistir ve miR319 ailesi
TCP transkripsiyon faktorlerini hedeflemektedir (Liu ve dig., 2008b; Zhou ve Luo, 2014). Tez
caligmasinda miR319a,b’nin GZPZR ile anlatim analizi yapildiginda 7 giin stres uygulamasi
yapilan orneklerde kontrole gore anlamli bir azalma goriiliirken 14 giin uygulama yapilan
ornekler arasinda yalniz kontrol ve kuraklik arasinda diislis oldugu goriilmiistiir. miR319¢’de

ise 7 giin uygulamalar arasinda azot agliginda anlamli bir degisim yokken, uzun siireli stres
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uygulamasi sonucunda artig olmustur. miR319’daki siireye bagli olarak anlatim profilindeki bu

degisiklik yanitin erken ya da ge¢ olusmasiyla iliskilendirilebilecegini diisiindiirmiistiir.

miR396 tuzluluk ve kuraklik streslerinden etkilenmektedir ve GRL (“GROWTH
REGULATION FACTOR”) genlerini hedeflemektedir (Covarrubias ve Reyes, 2010). Pegler
ve dig. (2019) yapmis oldugu ¢alismada, kuraklik stresi uygulanan Arabidopsis bitkilerinde
GZPZR ile miR396’nin 2,9 kat arttig1 gosterilmistir (Pegler ve dig., 2019). Bu tez ¢alismasinda
7 giin stres uygulamasi yapilmis olan kallus 6rneklerinde anlamli bir degisim gézlenmemesine
ragmen, uzun siireli etkide kontrol grubuna kiyasla uygulanan ii¢ stres faktoriinde de azalma
oldugu goriilmiistiir ve azot acligi ile kuraklik arasindaki azalma miktar1 neredeyse esittir.

miR396b ise 7 giin stres uygulamasi sonucunda anlamli bir diisiis sergilemistir.

Arabidopsis’te, miR165/166 stirgiin apikal meristemde (SAM) ve vaskiiler dokularda lokalize
olmaktadir (Kidner ve Martienssen, 2004; Li ve dig., 2005; Williams ve dig., 2005) ve HD-ZIP
I11 genlerini hedeflemektedir (Tang ve dig., 2003; Kim ve dig., 2005). HD-ZIP 111 genlerinde
meydana gelecek fonksiyon kaybi mutasyonlarinin bitkide biiyiime ve gelisimini etkiledigi
gosterilmistir (Caruana ve dig., 2020). Caruana ve dig.’nin yaptig1 bu ¢alismada, miR165’in
fazla anlatimmin bitki gelisimi, biiylimesi, yaprak ve kokleri iizerindeki etkilerinin hedef
genlerle birlikte arastirilmasi hedeflenmistir. Calisma verileri miR165’in anlatiminin artisinin
bitki gelisimi i¢in 6nemli olan genlerle ilgili oldugunu gostermistir. Yapilan bu tez ¢aligmasinda
farkli stres kosullarina maruz birakilan A. thaliana kallus 6rneklerinde kontrol gruplariyla

karsilastirildiginda her bir stres grubunda anlamli bir azalma oldugu gézlenmistir.

Azot achigr stresi bitki koklerini etkilerken yan kok gibi daha giiclii bir kok sisteminin
olugmasina neden olur. miR167 nin kok sistemindeki degisim ile iligkili oldugu diisiiniilmiistiir
ve sonrasinda kok sistemi mimarisini, ARF6 (“AUXIN RESPONSE FACTOR6”) ve ARFS8
transkripsiyon faktorlerinin anlatimini degistirdikleri gosterilmistir (Caruana ve dig., 2020).
Liang ve dig. (2012), azot achg stresinde 10 giin tuttuklart bitkilerin yan koklerinde artis
oldugunu ve azot eksikliginde miR 167 nin anlatiminin azaldigini raporlamistir ve dig., 2012).
miR 167 nin kuraklik stresine de yanit olusturdugu bilinmektedir (Covarrubias ve Reyes, 2010).
Bu tez calismasinda incelenen miR167 anlatim analizlerinde, miR167a-5p,b grubunun 14 giin
stres uygulanmis 6rnekler arasinda anlamli bir sonug goriilmezken, 7 giin stres uygulamalarinda
azot aglig1 stresine ek olarak kuraklik ve kombine streslerin de kontrol grubuna kiyasla anlaml

bir azalma gosterdikleri gozlenmistir. miR167c-5p’de ise 7 giin stres uygulamalarinda azot
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aclig1 ile kontrol arasinda anlamli bir sonu¢ goériilmezken, kuraklik ve kombine streslerde
mMiR167c-5p anlatiminda kontrole gére azalma olmustur. Bunlara ek olarak miR167¢-5p 14 giin
stres uygulamasi sonucunda kontrol grubuna gore kuraklik ve kombine streslerde anlatiminin
azaldig goriiliirken, azot acliginda anlamli bir artis oldugu goriilmektedir. Son olarak miR167d
anlatimlar degerlendirildiginde ise her iki giindeki uygulama sonuglarinda da kontrol grubuna
gore azot aclig1 stresinde anlamli bir artis goriilmiistiir ancak 14 giin uygulanan stres yanitinin
7 gline gore nispeten daha az arttig1 goriilmektedir. Bu sonuglar incelendiginde, miR167a-
5p,b’nin 7 giin uygulamalarindaki degisim Liang ve dig. nin ¢alismas1 (2012) ve Covarrubias
ve Reyes’in (2010) calismasiyla uyumlu oldugu sdylenebilir. miR167c-5p ise, 7 giin stres
uygulamasinin ardindan azot achigindaki degisim anlamli degilken 14 giin sonrasinda artig
gbzlenmesi uzun siireli strese maruz kaldiginda geg¢ yanit olusturdugu, diger stres kosullarinda
ise yine bu iki calismaya paralel sonuclarin elde edildigi goriilmiistiir. miR167d’nin uygulanan
stres kosullar1 altinda 7 ve 14 giin uygulamalarinda 6nceki ¢caligsmalarla uyumlu olacak sekilde
degisim oldugu gozlenmisken, 7 giin stres uygulamasi sonrasi kuraklik stresinin heniiz yanit
olusturmadigi disiindiirmiis, uzun siireli strese maruz kalmanin ardindan kontrole kiyasla
azalma oldugu gorilmiistir. miR167 ailesinin A. thaliana bitki materyali tizerindeki
anlatimlarinin, kallus dokularinda da paralel sonuglarin goriilmesi sebebiyle kok sistemi
tizerinde etkili olan ve bu ailenin hedefledigi ARF6 ve ARFS8 transkripsiyon faktorlerinin
anlatimlarinda degisim olusup olusmayacaginin goriilmesinin ardindan, bagka sistemleri de

etkileyip etkilemedigi ile ilgili fikir verebilecegini diistindiirmiistiir.

Azot acligl stresinin Liang ve dig. tarafindan 2012°de yapilan c¢alismada gesitli miRNA
anlatimlar lizerimde etkili oldugu ve miR399 ve miR827’nin anlatiminda azalma oldugunu
gostermislerdir ve azot acligina yanit veren miRNA’lar1 Azot Ac¢higr Bastirilmig (NSS; “N-
starvation-suppressed”) ve Azot Ag¢ligi Uyarilmig (NSI; “N-starvation-induced”) olarak iKki
gruba ayirmiglardir (Liang ve dig., 2012). Bitki miRNA’larinin fonksiyonlari, hedef genlerin
anlatiminda negatif yonde etkilemeleri nedeniyle miRNA/hedef gen iliskisini ortaya koymak
onemlidir. Bitki miRNA’lar1 hedef genleriyle tamamlayict baz eslesmesi yaptiklari i¢in
belirlemek kolaydir (Liang, He ve Yu, 2012). miR399a-f Arabidopsis’te, ubikitin konjugaz E2
ailesini hedefler ve bu aile fosfat homeostazisinde rol oynar. Fosfat agligina maruz kalan
bitkide, miR399 uyarilarak PHO2 transkriptlerini hedefler ve fosfat alimini destekler (Chiou ve
dig., 2006).
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miR827 Arabidopsis’te Nitrojen/Fosfor Metabolizmasi ile iliskilendirilmis ve azot aghigi
stresinden etkilenmektedir (Chiou ve dig., 2006; Hsieh ve dig., 2009; Kant ve dig., 2011). Azot
achigr stresi altinda miR827’nin NLA’y1 (“NITROGEN LIMITATION ADAPTATION”)
hedefledigi gosterilmistir (Kant ve dig., 2011). Yabani tip bitkiler azot eksikliginde nla
mutantlari ile kiyaslandiginda, nla mutantlarinin daha fazla fosfat biriktirdigi, fosfat-toksik
etkilerin gozlendigi ve antosiyanin sentezinin distiigii gosterilmistir. miR399 ve miR827 nin
azot achigi stresi altinda anlatimlarinda diislis oldugu ve hedefledigi PHO2 ve NLA’da ise
anlatimin arttig1 ortaya konmustur (Liang ve dig., 2012). Ayrica daha Onceki calismalar,
miR399 tarafindan hedeflenen PHOZ2 nin tuz stresi altinda kok sisteminde degisikliklere neden
oldugu belirtilmistir (Bari ve dig., 2006; Kawa ve dig., 2016). Tez ¢alismasinda, 7 ve 14 giin
stres uygulanan miR399 ailesi ayr1 ayr1 incelenmistir, azot aglhigina ek olarak kuraklik stresinin
ve kombine stres uygulamasinin da anlatimlarina etkisi oldugunu diisiindiiren anlamli sonuglar
elde edilmistir. miR399a’nin kontrol grubuna kiyasla 7 giin stres uygulanan kuraklik ve
kombine 6rneklerinde anlamli bir azalma oldugu gézlenmistir. Bununla birlikte 14 giin stres
uygulanan 6rneklerde ise kontrol ve kuraklik stresi uygulamasi arasinda anlamli bir artig oldugu
gbzlenmistir. Bu durum, bitkilerin stres kosullarina karsi olusturduklari savunma cevabinin
asamalarindaki gen anlatiminin degisimi ile iliskilendirilebilir (Etherington ve Larcher, 1996;
Carmo ve dig., 2012). miR399b, 14 giin stres uygulamasi yapilan 6rneklerde kontrol ile azot
acligi, kuraklik ve kombine stresleri arasinda anlamli bir diisiis oldugu goriilmiistiir. miR399d,
miR399¢ ve miR399f’de 7 giin stres uygulamasi sonucunda kontrol ile azot aglig1 stres kosulu
arasinda anlamli bir azalma oldugu ancak miR399e 14. giin 6rneklerinin kontrol ile azot agligt
stresi arasinda anlamli bir artig oldugu gorilmiistir. PHO2 ve NLA genlerini hedefleyen
miR827’nin, kisa stireli ve uzun siireli yanitlarinda azot acligi profilinde farklilik gézlenmistir.
7 giin stres uygulamasi yapilan 6rneklerde kontrol grubuna kiyasla miR827 anlatiminda anlaml
bir azalma goriiliirken, 14 giin stres uygulamasinda kontrol grubuna gore azot aglig1 stres
uygulamasinda anlamli bir artis oldugu gorilmistir. Bu durum, farkli stres siirelerinin
arastirtlmasi gerektigi ile ilgili goriis bildiren Liang ve dig.’nin (2012) diistincesini destekler

nitelikte oldugu sdylenebilir.

Bitkilerde miRNA’lar gelisim, biiylime ve stres yanit1 gibi biyolojik siireglerde etkili olan
genleri diizenleyici molekiillerdir. Bu sebeple hiicresel siireclerde rol oynayan miRNA’larin
stres kosullarma verdikleri yanitlarin ve hedefledikleri genlerin belirlenmesiyle molekiiler

mekanizmalarin aydinlatmasma katki saglayabilir. Bu calisma ile elde edilen verilerin
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bitkilerde kuraklik ve azot acligr stres yanitlarinin ag¢iklanmasinda katkisi olacagi
diistiniilmektedir. Dogada bitkiler ayni1 anda birden fazla strese maruz kalabilirler ve bunun
sonucunda miRNA anlatimlarinda degisim goézlenebilir. Bu ¢alismada kuraklik ve azot aclig
streslerinin kombine uygulanmasi sonucunda bitkilerin bu iki stres kosulu altinda verdikleri
molekiiler yanitlardaki farkliliklar bu goriisii destekleyici niteliktedir. Buna ek olarak, bitkilerin
stres kosuluna maruz kalma siiresinin erken ve gec¢ yanit iizerinde etkili oldugu ve ilerleyen
calismalarda stres kosulunun uygulama siiresindeki degisim ile hedeflenen genlerin molekiiler
mekanizmalar  lizerindeki etkilerinin  aydinlatilmas1  agisindan  6nemli  oldugunu

diistindiirmektedir.
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