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OZET

YUKSEK LiSANS TEZi

Arabidopsis thaliana EPIGENETIK MUTANTLARINDA TUZ STRESININ
DNA METILASYONU UZERINDEKI ETKILERININ iINCELENMESI

Yagmur Vecide YESILDIREK

istanbul Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii

Molekiiler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dal

Damisman : Dog. Dr. Neslihan TURGUT KARA

Diinya niifusunun giderek artmasi gida ihtiyacin1 da arttirmaktadir. Ancak tarim alanlarinin
tahrip edilmesi ve iklimsel dalgalanmalar gibi nedenler bitkileri ¢esitli biyotik ve abiyotik stres
kosullarina maruz birakir. Bu durum mahsul verimliligini diisiirmekte ve aclik tehdidinin
artmasina sebep olmaktadir. Bitkilerin degisen ¢evre kosullarini tolere etmek i¢in epigenetik
diizenlemeler de dahil olmak tizere ¢esitli molekiiler mekanizmalar gelistirdigi bilinmektedir.
Bitkilerin strese karsi dayanikli hale getirilmesi ve bu dayanikliligi nesiller boyu
siirdiirebilmelerini saglamak icin Oncelikle molekiiler mekanizmalarin 1yi anlagilmasi
gerekmektedir.

Mahsul  verimliligini  diisliren en biiyiilk tehditlerden biri tuzluluk  stresidir.
NaCl uygulamasinin Arabidopsis thaliana Col-0 bitkilerinde hipometilasyona neden oldugu ve
DNA metilasyonu acisindan tiim bitki ve kallus dokular1 arasinda dikkate deger farkliliklar
oldugu bilinmektedir. Bu tez c¢alismasinda, A. thaliana bitkisinin MET1 enziminin
sentezlenmedigi null mutantlar1 olan met1-7 ve metl-3 in vitro kosullarda tuz stresine maruz
birakilmig ardindan morfolojik degisimleri gozlenmis ve genom diizeyinde metilasyon
seviyeleri karsilagtirtlmistir. Ayni zamanda mutantlara uygulanan tuz stresinin etkileri,
bitkilerde DNA metilasyonunda goérev aldiklar1 bilinen DRM2, Pol IV ve Pol V genlerinin
anlatimlarinin analizi ile test edilmistir. Gen anlatim analizleri ger¢cek zamanli PZR yontemi ile
yapilmis, bu yolla NaCl uygulamasiin sebep oldugu hipometilasyonun MET1 geni ile iligkisi
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anlagilmaya c¢aligilmistir. MET1 geninin homozigot mutantlari ile elde edilen sonuglar 6nceki
veriler ile karsilastirilarak bitkinin tuzluluk stresine verdigi cevapta metilasyonun rolii hakkinda
bilgi elde edilebilecektir.

NaCl uygulamasinin Col-0 bitkisine gére metl-7 ve metl-3 mutantlarini morfolojik olarak daha
cok etkiledigi goriilmiistiir. Bitkilerin yaprak sayisina, yaprak yiizey alanina ve kok
uzunluklarina bakilarak tim parametrelerde artan NaCl konsantrasyonunun negatif etkili
oldugu belirlenmistir. Bitkilerdeki morfolojik degisimlerin DNA metilasyonu, histon
modifikasyonlari, histon varyantlar1 ve siRNA'lar araciligi ile diizenleme gibi pek ¢ok
epigenetik diizenlemelere de bagli oldugu bilinmektedir. Bu sebeple, bu ¢aligmada tuz stresine
maruz birakilan Col-0, metl-7 ve metl1-3 bitkilerinin genom diizeyindeki metilasyon seviyeleri
ELISA tabanli bir kit ile 6l¢iilmiistiir ve tuz stresinin mutantlarda daha yiiksek oranda olmak
lizere tim gruplarda hipometilasyona sebep oldugu gorilmistiir. NaCl uygulamasinin
epigenetik diizenlemelerde gorev aldigi bilinen DRM2, Pol IV ve Pol V genlerinde yarattigi etki
de ger¢ek zamanli PZR yapilarak analiz edilmistir. Yapilan ¢alismalar sonucunda, incelenen
genlerin anlatimlarinin mutant bitkilerde farkli oranlarda arttig1 belirlenmistir.

Sonug olarak, bu tez ¢alismasi ile NaCl uygulamasinin MET1 enziminin sentezlenmedigi
mutantlar lizerindeki etkileri hakkinda elde edilen morfolojik ve molekiiler verilerin stres
mekanizmalarmin epigenetik temelini anlamamiza yardime1 olacag diisiiniilmektedir.

Ocak 2021, 87 sayfa.

Anahtar kelimeler: Arabidopsis thaliana, NaCl, gen anlatimi, epigenetik, metilasyon.
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The gradual increase in the world population increases the need for food. However, reasons
such as the destruction of agricultural lands and climatic fluctuations expose crops to various
biotic and abiotic stress conditions. This situation reduces crop productivity and causes an
increase in the hunger threat. It is known that plants develop various molecular mechanisms,
including epigenetic arrangements, to tolerate changing environmental conditions. In order to
make plants resistant to stress and sustain this resistance for generations, firstly molecular
mechanisms must be understood well.

One of the biggest threats to crop yields is salinity stress. It is known that NaCl application
causes hypomethylation in Arabidopsis thaliana Col-0 plants and there are considerable
differences between plants and callus tissues in terms of DNA methylation. In this thesis study,
the null mutants metl1-7 and metl1-3, in which the MET1 enzyme of A. thaliana plant was not
synthesized, were exposed to salt stress in vitro, morphological changes were observed and
methylation levels at the genome level were compared. At the same time, the effects of salt
stress applied to mutants were tested by analysis of the expressions of DRM2, Pol IV and
Pol V genes known to be involved play in DNA methylation in plants. Gene expression analyzes
were made by real-time PCR method, and the relationship between the hypomethylation caused
by NaCl application and the MET1 gene was tried to be understood. By comparing the results
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obtained with homozygous mutants of the MET1 gene with previous data, information about
the role of methylation in the plant's response to salinity stress can be obtained.

It was observed that NaCl application affected the met1-7 and met1-3 mutants morphologically
more than the Col-0 plant. By looking at the number of leaves, leaf surface area and root length
of the plants, it was determined that the increasing NaCl concentration has negative effect in all
parameters. It is known that morphological changes in plants are also connected to many
epigenetic regulations such as DNA methylation, histone modifications, histone variants, and
regulation via siRNAs. Therefore, in this study, genome-level methylation levels of Col-0,
metl-7 and met1-3 plants exposed to salt stress were measured with an ELISA-based kit, and
salt stress was found to cause hypomethylation in all groups, with a higher rate in mutants. The
effect of NaCl application on DRM2, Pol 1V and Pol V genes, which are known to be involved
in epigenetic regulations, was also analyzed by real-time PCR. As a result of the studies, it was
determined that the expressions of the examined genes increased at different rates in mutant
plants.

In conclusion, with this thesis, it is thought that the morphological and molecular data obtained
about the effects of NaCl application on mutants where MET1 enzyme is not synthesized will
help us to understand the epigenetic basis of stress mechanisms.

January 2021, 87 pages.

Keywords: Arabidopsis thaliana, NaCl, gene expression, epigenetic, methylation.
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1. GIRIS

Ekosistemin dengesi i¢in vazgeg¢ilmez bir unsur olan bitkiler, iklimsel dalgalanmalar, kuraklik,
sel gibi olumsuz kosullardan dogrudan etkilenerek, ¢evreleri ile olan iliskilerini buna goére
diizenlerler (Abdulkhair ve Alghuthaymi, 2016; Peck ve Mittler, 2020). Oniimiizdeki 50 y1l
icerisinde diinya niifusunun 10 milyara ulasabilecegi ve diinyadaki tiim ekilebilir arazilerin
%350'sinden fazlasinin toprak tuzlanmasindan olumsuz yonde etkilenecegi ongoriilmektedir

(Ngara ve Ndimba, 2014; UN DESA, 2019).

Popiilasyondaki artisa paralel olarak, ihtiya¢ duyulan gida miktariin karsilanabilmesi ve tarim
faaliyetlerinin siirdiiriilebilir olmasi i¢in tarim bitkilerinin maruz kaldiklar1 stres kosullarina
kars1 diren¢ kazanmasi gerekmektedir ki bu da bitkilerin abiyotik ve biyotik streslerle
etkilesiminin altinda yatan temel mekanizmalarini anlamamiza baglidir (Peck ve Mittler, 2020).
Bitkilerin en fazla karsilastig1 abiyotik streslerden biri tuzluluktur. Tuzluluk stresi altinda
bitkiler; yaprak boyutunda azalma, k6k uzamasmi ve biiyiimesini azaltma, su kullanim
verimliligini arttirma, gaz degisiminin kontrolii gibi morfolojik degisiklikler ile tuzlulugun bitki
biiylimesi ve tiremesi iizerindeki diger olumsuz etkilerini azaltmak i¢in uyarlanabilir molekiiler

mekanizmalar kullanir (Abobatta, 2020).

Genom boyutlarmin kiiciik olmasindan dolayr manipiile edilmesi kolay, ¢ok sayida dol veren
ve kisa siireli yasam dongiisiine sahip model organizmalar bilimsel ¢aligmalarin temelini
olusturmaktadir. En sik kullanilan model organizmalara; insan hastaliklari ile ¢alismak igin
Mus musculus ve Drosophila melanogaster, bitkiler ile calismak igin ise Zea mays,
Nicotiana tabacum ve bu ¢alisma i¢in segilen Araidopsis thaliana 6rnek verilebilir. Model bitki
olan Arabidopsis'in molekiiler biyolojisini inceleyerek, bitkiler hakkinda kapsamli bilgi
edinilebilir ve deney ortaminda elde ettigimiz bilgiler ile aragtirmalarda karsilastirmali olarak

ilerlenebilir (The National Science Foundation, 2002).

DNA metilasyonu, histon modifikasyonlari, bazi kodlanmayan RNAlar (ncCRNA) ve TE’ler
kromatin yapisini ve dolayisiyla genetik bilginin erisilebilirligini etkiler. Niikleotid dizilerini
bozmadan genlerin anlatimini degistiren bu tiir modifikasyonlar epigenetik degisikliklerdir. Bu
sekildeki diizenlemeler, DNA dizisinde degisiklik olmadigindan potansiyel olarak geri

dontistimli kromatin degisikligi olarak da tanimlanabilir (Molinier ve dig., 2006; Zhang ve dig.,



2018; Sudan ve dig., 2018). Bitkilerdeki DNA metilasyon paternleri, transkripsiyon, onarim ve
rekombinasyon dahil olmak iizere bitki gelisimi, genom yapis1 ve evrimi ile ilgili sayisiz
molekiiler mekanizmay1 etkiler. Bitkilerde DNA metilasyonunu gerceklestiren; MET1
(Metiltrasferaz 1), CMT3 (Kromoteilaz 3) ve DRM (“Domains Rearrenged Methylase™) olmak
lizere lic ana DNA metiltransferaz ailesi bulunur. Bunun haricinde bitkiler, spesifik olarak
RNA'ya bagimli DNA metilasyonu (RADM) ad1 verilen benzersiz bir de novo DNA metilasyon
yolu gelistirmistir. Bu RNA araciligit DNA metilasyonunda bitkilere 6zgii RNA Polimeraz IV
(Pol 1V) ve RNA Polimeraz V (Pol V) enzimleri gorevlidir (Quadrana ve Colot, 2016;
Brocklehurst ve dig., 2018). Epigenetik degisiklikler mitotik hiicre boliinmeleri sirasinda miras
alinir ve bazi durumlarda bir sonraki jenerasyona aktarilabilir. Bu sayede bitkilerdeki stres
hafizalar1 i¢in olasi bir mekanizma sunarlar (Kinoshita ve Seki, 2014; Alonso ve dig., 2019).
Bitki sistemleri epigenetik kalitimin arastirilmasi i¢in elverisli modellerdir. Bitkiler kullanilarak
bu alanda yapilan 6nemli kesiflerin 6rnekleri arasinda transpozonlar, paramutasyon, siRNA'lar
ve RNA'ya yonelik DNA metilasyonu sayilabilir (Henderson ve Jacobsen, 2007). Bitki
genlerinin promotdrlerindeki DNA metilasyonu bazen transkripsiyonel baskiya yol agar ve
metiltransferaz mutantlarinda DNA metilasyonunun kaybi, gen anlatiminin degismesi ve ciddi

gelisimsel kusurlarla sonuglanir (Ji ve dig., 2018).

Giintimiizde DNA metilasyonu analizleri genom diizeyinde veya tek gen diizeyinde yapilabilir.
Spesifik gen lokuslarinin metilasyon modellerini sorgulayan gen spesifik yontemler, tipik
olarak metilasyona duyarl restriksiyon enzimlerinin, sodyum bistilfit modifikasyonunun veya
her ikisinin birlikte kullanimina dayanir. Genom diizeyinde DNA metilasyonu genom ¢apindaki
degisiklikler, gen spesifik metilasyon modelleri ve genom stabilitesi arasindaki iliskiyi anlamak
icin ¢ok dnemlidir. Genom diizeyinde DNA metilasyonunun belirlenmesi i¢in HPLC (Yiiksek
Performansl Sivi Kromatografisi), TLC (ince Tabaka Kromatografisi), Gaz Kromatografisi ve
ELISA tabanli sistemler kullanilabilir (Song ve dig., 2005). Bu tez c¢alismasinda genom
diizeyinde DNA metilasyon tayini i¢in kromotografik yontemlere kiyasla daha hizli sonug

veren ELISA tabanli yontem tercih edilmistir.

Gen anlatim analizi i¢in “Northern” melezleme, Ger¢ek Zamanli PZR, RNA Dizileme gibi
yontemler kullanilir. PZR, az miktarlarda niikleik asidin saptanmasi i¢in en giiglii tekniktir.
Ger¢ek zamanli PZR, gergeklesirken PZR islemi boyunca ortaya c¢ikan floresan isimalar

sayesinde veri toplanabilir. Boylece amplifikasyon islem sirasinda anlik olarak takip edilebilir



(Ding ve Cantor, 2004; Wong ve Medrano, 2005; Fraga ve dig., 2008; Schmittgen ve Livak,
2008).

Bu tez calismasinda oncelikle CG dizilerinin metillenmesinden sorumlu oldugu bilinen MET1
enziminin sentezlenmedigi null mutantlar olan met1-7 ve met1-3 A. thaliana bitkilerine NaCl
uygulamasi yapilarak morfolojik degisimleri incelenmistir. Bunun i¢in bir haftalik yabani tip,
metl-7 ve metl-3 Arabidopsis bitkilerine sonraki 7 giin boyunca 0, 100 ve 150 mM NacCl
uygulanmistir. NaCl uygulamasinin bitkilerde genom diizeyinde DNA metilasyonu iizerine
etkisi 5-metilsitozin igerigi analiz edilerek belirlenmistir. Yine bu bitkilerde RADM metilasyon
mekanizmalarinda rol oynadiklar1 bilinen DRM2, Pol IV ve Pol V genlerinin anlatimlart gergek
zamanli PZR ile analiz edilmistir. Deneylerde kontrol grubu olarak yabani tip A. thaliana
Col-0 kullanilmistir. Laboratuvarimizda daha dnce yapilan ¢alismalarda NaCl uygulamasinin
bitkilerde hipometilasyona sebep oldugu belirlenmistir. Elde edilen biitiin sonuglar birbiri ile
karsilastirilarak MET1 geninin NaCl stresine karsilik ger¢eklesen hipometilasyon ile olan

iligkisi degerlendirilmistir.

Bitkiler dogal yasam dongiilerinde cesitli stres faktorleriyle karsilastiklarindan genetik
potansiyellerine ulasamaz ve bu durum mahsul verimliliginin diismesi ile sonuglanir. Olumsuz
kosullara kars1 bitkileri daha dayanikli hale getirmek, i¢in strese karsi verdikleri molekiiler
cevaplarin iyi anlasilmasi gerekir. Bu amagla ilgili tiim caligmalar da g6z Oniinde
bulunduruldugunda, DNA metilasyon Oriintiilerinin ayrintilarinin anlagilmasinin, bitki stres

toleransinin mithendisligine 6nemli katkilar saglayacag: diistiniilmektedir.



2. GENEL KISIMLAR

2.1. MODEL ORGANIZMA

Model organizmalar, genleri ve biyolojik islevleri kontrol eden siirecleri deneysel olarak
incelemek i¢in kullanilmaktadir (Klug ve dig., 2011a). Bu organizmalar biyogesitliligin sadece
kiictik bir kismini1 temsil etse de model organizmalar ile yapilan arastirmalar biyolojik bilginin
temelini olusturmaktadir (Hedges, 2002). Tarim ve sanayi alanlarindaki gelismeler de model
organizmalar lizerinde yapilan caligmalara dayanmaktadir. Mahsul iiretimini kisa siirede
arttirmak ve gereken adimlart atmak i¢in model organizmadan yararlanarak; ¢alismalarda hizli
bir sekilde ilerlenmeli, mevcut insan ve finansal kaynaklar miimkiin oldugunca verimli bir

sekilde kullanilmalidir (The National Science Foundation, 2002).

Biyolojik arastirmalarda siklikla kullanilan model organizmalara Ornek olarak; bakteri
(Escherichia coli), bakteriyofajlar, maya (Saccharomyces cerevisiae), nematod solucani
(Caenorhabditis elegans), meyve sinegi (Drosophila melanogaster), zebra baligi (Danio rerio),
kurbaga (Xenopus laevis) ve fare (Mus musculus) verilebilir (Fields ve Johnston, 2005).
Bitkilerde iistiinde en ¢ok calisma yapilan model organizmalar ise; fare kulagi teresi
(Arabidopsis tahliana), misir (Zea mays), asya pirinci (Oryza sativa), tiitiin (Nicotiana
tabacum), yonca (Medicago truncatula), Physcomitrella patens, Selaginella moellendorffii,

Lotus japonicus’dur (Reece ve dig., 2013).

Gegtigimiz yillarda, ‘Model Organizma’ terimi, kiiclik boyutlari, kolay manipiile
edilebilmeleri, kisa tiretim siireleri ve ¢cok sayida dol vermeleri nedeniyle deneysel laboratuvar
arastirmalarini kolaylastiran tiirler olarak dar bir tanima sahipti. Ancak, son yirmi yilda, genom
dizileme projelerinin sayisindaki artigla birlikte bu tanim degismistir. Klasik model
organizmalarin yani sira arastirmacilar, deneysel c¢alismalar igin fiziksel ozellikleri yerine
genomlarinin benzersiz yonleri nedeniyle farkli organizmalara da odaklandi ve bu tiir model
organizmalar ‘Genomik Modeller’ olarak adlandirildi. Bu baglamda, ekonomik ve tarimsal
acidan onemli tiirlerden olan piring ve insan sagligi ile ilgili olan sitma paraziti Plasmodium
tizerinde yapilan caligmalar model organizma tanimini genisleten organizmalara Ornek

verilebilir (Hedges, 2002).



2.1.1. Arabidopsis thaliana

16.yy’da botanik¢i Johannes Thal tarafindan Harz daglarinda (Almanya) kesfedilen
Arabidopsis thaliana ilk olarak Pilosella siliquosa olarak isimlendirilmistir (Sekil 2.1) (Wixon,
2001).

Sekil 2.1: Arabidopsis thaliana
(https://www.arabidopsis.org).

Arabidopsis thaliana, Avrupa, Asya ve Kuzey Amerika'da genis bir dagilima sahip hardal
ailesinin (Cruciferae veya Brassicaceae) iiyesi kiigiik dikotil bir bitkidir (Meinke ve dig., 1998).
Turp, lahana, brokoli ve kanola gibi ekonomik agidan 6nemli bitkiler ile yakindan iliskili olsa
da Arabidopsis ekonomik agidan 6nemli bir bitki degildir (The National Science Foundation,
2002).

Genetik model organizma olarak Arabidopsis’in kullanimi1, 1943 yilinda Laibach'in, bu bitkinin
kiigiik genom boyutu, az sayida kromozoma sahip olmasi, kisa yasam dongiisii (5-6 hafta),
kontrollii kosullarda hizli biiylime yetenegi, kendi kendine ve ¢apraz déllenme kolayligi, fazla
sayida tohum vermesi, mutagenez kolaylig1 gibi avantajlarinin oldugunu ortaya koymasiyla

baslamistir (Bowman, 1994; Meinke ve dig., 1998).


https://www.arabidopsis.org/

A. thaliana’nin haploid kromozom sayisi1 bestir ve ~135Mb boyutundaki genomu ~27.000 gen
barmdirir. Agrobacterium tumefaciens ile transfer DNA (T-DNA) araciligi ile gen aktarimina
elverislidir (EnsemblPlants, 2020). Az sayida kromozoma sahip oldugundan Arabidopsis
genomu dizilemesi tamamlanmus ilk bitkidir (Arabidopsis Genome Initiative, 2000). Tablo

2.1°de Arabidopsis’in sahip oldugu genlerin siniflandirilmasina dair bilgiler yer almaktadir.

Tablo 2.1: Arabidopsis thaliana genlerinin islevleri (Reece ve dig., 2013).

Gen Islevi Gen Sayis1  Toplam Yiizde*
islevi bilinmiyor 9,967 %36
Protein metabolizmasi 3,204 %12
Tasimim 2,253 %38
Transkripsiyon 2,039 %7
Strese yanit 1,811 %7
Gelisme 1,627 %6
Cevre ile ilgili algilama 1,627 %6
Hiicre boliinmesi ve organizasyon 1,207 %4
Sinyal iletimi 1,097 %4
Niikleik asit metabolizmasi 333 %1
Enerji yollari 304 %1
Hiicre ile ilgili diger siirecler 8,959 %33
Metabolizma ile ilgili diger siiregler 8,476 %31
Biyoloji ile ilgili diger siirecler 1,592 %6

*Toplam oran %100’den fazladir. Ciinkii listedeki genlerden bazilari birden fazla sinifta yer

almaktadir.

A. thaliana’nin tiim genomunun DNA metilasyon haritasinin ilk defa kapsamli olarak Zhang
ve dig., (2006) tarafindan 35 baz ¢ifti ¢ozliniirliikte ortaya konmasiyla gen kodlayan boélgelerin
metile olabilecegi ortaya konmustur. Yapilan galismalar, genomun %20’sinin metillenmis
halde oldugu bulunmus, aym1 zamanda bir dizi metillenmis transpozon tanimlanmis ve
transpozon bakimindan zengin heterokromatik bolgelerin yogun metillenmis oldugunu
gosterilmistir. Cokus ve dig. (2008) ise DNA bisiilfit dizileme (BS-Seq, “DNA bisulfite
modification”) yontemi ile yaptiklar1 ¢alismada Arabidopsis genomu genelinde yaklasik
% 24 CG, % 6,7 CHG ve % 1,7 CHH DNA metilasyon seviyeleri gézlemlemistir. Bu yontem
sodyum bisiilfit ile muamele edilen genomda metillenmemis sitozinlerin urasillere

dontstiiriiliip 5-metilsitozinlerin doniistiiriilmeden kalmasi esasina dayanir. Béylece polimeraz



zincir reaksiyonu (PZR) ile amplifikasyondan sonra, metillenmemis sitozinler timine

dontisiirken metillenmis sitozinler ise sitozin olarak kalir.

Temsili olarak bir bitki tiiriiniin tiim genlerinin tam sekanslanmasi, tiim yiiksek bitkiler
hakkinda daha fazla bilgi elde edilmesini saglayacak ve benzer sekilde, bir model tiirii
tarafindan iiretilen proteinlerin islevlerinin kesfedilmesi, tiim yiiksek bitkilerdeki proteinlerin
rolleri hakkinda daha fazla bilgi sunacaktir (Bowman, 1994). Bu agidan Arabidopsis ile yapilan
arastirmalar, modern biyolojinin tiim yonleri hakkinda degerli bilgiler saglamistir. Genlerinin
en az yarisi bakteri ve insanlarda bulunanlara benzerdir ve sikistirilmis genomu nedeniyle bitki
fizyolojisi ve biyokimyasinda uzun siiredir siiregelen sorular 6nce Arabidopsis mutantlarinin

genetik ve molekiiler analizi ile ¢oziilmiistiir (Meinke ve dig., 1998; Klug ve dig., 2011c).
2.1.1.1. Mutant Bitkiler

Gen mutasyonlari, geni olusturan DNA dizisinde meydana gelen kalict degisiklikler olarak
tanimlanabilir. Genomda olusan mutasyonlarin sonraki nesle aktarilabilirligi, meydana
geldikleri yere gore farklilik gosterebilirken, fenotipteki yansimalarinda degiskenlik olusabilir
(Genetics Home Reference, 2020). Mutasyonlarin yerine, molekiiler degisiklik tipine ve

fenotipik etkilerine gore ¢esitleri Tablo 2.2°de verilmistir.

Mutant analizleri Arabidopsis arastirmalarinin temelini olusturur. Baslangigta ileri genetik
taramalar araciligiyla belirlenen ayirt edici fenotipleri (geg ¢igeklenme, seffaf tohum kabugu,
yaprak trikomlarinin yoklugu) olan kiiciik mutant koleksiyonlarina odaklanilmistir ve bu
mutantlarin se¢ilmis 6rnekleri daha sonra Arabidopsis'in ilk genetik haritalarini olusturmak igin
kullanilmistir (Meinke, 2020). Olusturulan bu mutantlara ulasilabilecek Arabidopsis
koleksiyonlarindan bazilari; “Arabidopsis Biological Resource Center (ABRC)”, “German
Plant Genomics Research Program Kolner Arabidopsis T-DNA Lines, (GABI-Kat)”,
“Nottingham Arabidopsis Stock Centre (NASC)”, “RIKEN Bioresource Research Center
(BRC)” dir.



Tablo 2.2: Mutasyon tipleri (Klug ve dig., 2011b).

Yerine gore mutasyon tipleri

Otozomal cekinik mutasyonlar: Diploid
Somatik mutasyonlar: Gelecek nesillere aktarilmayan organizmalarda olustugunda tanimlanabilir.
mutasyonlardir. Otozomal baskin mutasyonlar: fenotipte gozlenen

mutasyon ¢esididir.
X’¢ Dbagli mutasyonlar: homogametik disilerin

Soy hatt1 mutasyonlart: Esey hiicrelerinde gametlerinde olusan X’e bagli ¢ekinik mutasyonlar
ger¢eklesen mutasyonlardir. etkilenmis X kromozomunu alan hemizigot erkeklerde
ifade edilebilir.

Molekiiler degisiklik tipine gore mutasyon tipleri

Nokta mutasyon Bir baz ¢iftinin baska bir baz ¢iftine doniismesidir.
Amino asit kodonundaki bir niikleotitin degisimi
sonucu yeni bir amino asit olugmasidir.
Kodonun durdurucu kodana doéniismesi sonucu
protein sentezinin sonlanmasidir.
Nokta mutasyonunun amino asit degisikligine sebep
olmamasidir.
Tek bir bazin kaybedilmesi veya eklenmesiyle tiim
kodonun degismesidir.
DNA’ya baska bir dizinin eklenmesi sonucu proteinin
diizgiin sentezlenememesidir.
DNA’dan bir par¢anin ¢ikmasi sonucu proteinin dogru
sentezlenememesidir. Kiigiik silmeler, bir gen i¢indeki
Silme (“Deletion”) mutasyonu bir veya birka¢ baz c¢iftini kaldirabilirken, silinen
biiylik DNA pargalari tiim bir geni veya birkag komsu
geni ortadan kaldirabilir.
Bir veya daha fazla kez anormal sekilde kopyalanan
Cogaltma (“Duplication”) mutasyonu bir DNA pargasi anlamina gelir. Bu tiir bir mutasyon,
ortaya ¢ikan proteinin islevini degistirebilir.

Yanlig anlamli (“Missense”) mutasyon
Anlamsiz (“Nonsense”) mutasyon
Sessiz (“Silent”) mutasyon

Cergeve kaymasi mutasyon

Yerlestirme (“InSertion”) mutasyon

Fenotipik etkilerine gore mutasyon tipleri

Gen bolgesinin ¢ikarilmasi ile gen {irlinliniin iglevini
yok eden mutasyonlardir.
Bir genin RNA’ya kopyalanamamasi ve/veya anlamli

Islev kayb1 (“Knockout™) mutasyonlari

Islev kayb1 (null) mutasyonlart bir protein olusturamamasi ile gen islevinin tamamen
ortadan kaldirildigi mutasyonlardir.
Islev kazanc1 mutasyonlari Gen liriiniine yeni bir islev kazandiran mutasyonlardir.

Bakteri veya mantarlarda tipik bir besinsel mutasyon
bir amino asit veya vitamini sentezlemedeki

Besinsel veya kimyasal etki gosteren mutasyonlar yetersizlige sebep olur. Insanlardaki orak hiicreli
anemi ise kimyasal etki gdsteren mutasyona Ornek
verilebilir.

Davranis mutasyonlars Organizmanin ~ davranis  kaliplarin1  etkileyen
mutasyonlardir.

Diizenleyici bir gendeki mutasyon genin normal

Diizenleyici mutasyonlar islevini bozabilir ve bir genin siiresiz olarak aktif veya

inaktif olmasina sebep olabilir.
Organizmanin yasadigi ¢evreye bagimli olarak ortaya

Kosull t 1
B cikan mutasyonlardir.



Diger bir¢ok hiicresel sinyal yolagi gibi, tuz stresine tolerans tepkilerinin pozitif diizenleme
kadar negatif diizenleme altinda da olmas1 beklenir. Tuza toleransli mutantlar, normalde bazi
tolerans yanitlarini1 baskilayan negatif diizenleyici mekanizmalari ortaya ¢ikarma potansiyeline
sahiptir. Stres kosullar1 altinda biiyliyen bitkilerde DNA metilasyon modellerinin nesiller arasi
kalitimi incelenmistir (Zhu, 2010; Sahu ve dig., 2013). Bu sebeple azaltilmis apikal hakimiyet,
degistirilmis yaprak sekli (kivrilmig yapraklar) ve degisen c¢iceklenme zamani gibi cesitli
gelisimsel anormalliklere sahip Arabidopsis mutantlari, metilasyon sistemi kusurlarinin
arastirilmasi i¢in uygun modeller haline gelmektedir. A. thaliana genomunun 5. kromozomu
tizerindeki 19932114-19938470 bazlar1 arasinda bulunan ve 12 eksondan olusan MET1
(AT5G49160) geni, genom diizeyindeki metilasyonun %80-%90'nindan sorumludur (NCBI,
2020; Zangi ve dig., 2020). MET1 enzimi biiylime agsamalarinda, morfolojik 6zelliklerin
gelistirilmesinde, gametofitlerin olusumunda ve embriyolarin gelisim asamasinda gorev
almaktadir. MET1 geninin kaybi, CG metilasyonunun neredeyse tamamen silinmesine yol agar
(Saze dig., 2003). Ayn1 zamanda DNA demetilasyon aktivitelerinin baskilanmasina, RNA'ya
yonelik de novo metilasyonun degismesine ve Lizin 9'da histon H3 dimetilasyon ve Lizin 27'de
trimetilasyon gibi diger baskilayici isaretlerin yeniden diizenlenmesine neden olur (Soppe ve
dig., 2002; Tariq ve dig., 2003; Mathieu ve dig., 2005; Kong ve dig., 2018). Diger yandan
Brocklehurst ve dig. (2018) yaptiklar1 ¢alismada MET1 genin asirt anlatimmin fenotipte
degisiklik yaratmadigini ve epigenetik diizenlemelerde dogrudan etkisinin olmadigin

belirtmislerdir.

MET1 geninin metl-1, metl-3, metl-4 ve metl-7 mutantlar1 basta olmak iizere 10 farkli
polimorfizm bulunmaktadir (TAIR, www.arabidopsis.org). Tiim metl mutantlar1 gen bolgesi
icine T-DNA yerlestirme (“insertion”) mutasyonu ile olusturulmustur. Bu tez ¢alismasinda
4284375 polimorfizm numarasina sahip metl-7 ve 4010745481 polimorfizm numarasina sahip
metl-3 mutantlar1 kullanilmistir. TAIR’de belirtildigi iizere metl-7 mutantinda T-DNA
2. eksonun basima 19933765 bp noktasindan girerek; Saze ve dig.’nin (2003) belirttigi iizere
met1-3 mutantinda ise 7,1 kb’lik T-DNA 7. eksonun basina girerek korunmus motif bolgeleri
bozar. Saze ve dig. (2003) 180 bp sentromerik tekrarlarda sitozin metilasyonunun bisiilfit
analizi ile lokusta CpG metilasyonunun homozigot metl-3 bitkilerinde neredeyse tamamen
silindigini gostermistir. metl mutantlarinin korunmus bolgelerini bozan T-DNA yerlesim

bolgeleri Sekil 2.2°de gosterilmistir.
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Sekil 2.2: metl-7 ve metl-3 mutantlarinin T-DNA eklenti bolgeleri.

2.2. BITKILERDE STRES

Bitki stresi; bitkinin biiylimesini ve iiremesini genotip potansiyelinin altina diisiiren herhangi
bir faktor olarak tanimlanabilir. Bitkilerde abiyotik ve biyotik stres olarak kategorize edilen iki
cesit cevresel stres ¢esidi vardir. Biyotik strese, patojenler (bakteri, mantar, viriis ve nematodlar
dahil) ve herbivorlar gibi canli organizmalar sebep olurken abiyotik strese; asir1 sicaklik,
tuzluluk, kuraklik ve radyasyon gibi cansiz faktorler sebep olur (Osmond ve dig., 1987;
Atkinson ve Urwin, 2012; Gull ve dig., 2019). Abiyotik ve biyotik strese sebep olan faktorler
Sekil 2.3’te verilmistir.

Bitkiler dogal yasam alanlarinda tek bir stres ¢esidine maruz kalmaz, abiyotik ve biyotik strese
birlikte maruz kalir. Ornegin abiyotik strese maruz kalan piring (Oryza sativa), arpa (Hordeum
vulgare), makarnalik bugday (Triticum turgidum ssp durum) ve ekmek bugday: (Triticum
aestivum) gibi tarim bitkileri genellikle kayiplari 6nemli 6l¢iide artiran patojenler, bocekler ve
yabani otlar gibi biyotik stres faktorleri ile de miicadele etmek zorundadirlar (Khan ve dig.,

2018; Alonso ve dig., 2019).
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Abiyotik Stres

slala

* Asin Soguk veya Don

* Yiiksek Sicaklik

* Tuzluluk

* Kuraklik

* Sel

* Radyasyon (UV ve Goriiniir Isik)

* Kimyasallar ve Kirletici Maddeler
(Pestisitler, Agir Metaller ve Aerosoller)

* Oksidatif Stres (Reaktif Oksijen Tiirleri)

* Topraktaki Besin Eksikligi

Biyotik Stres

* Patojenler
(Viriis, Bakteri, Mantar)
* Herbivorlar
* Bocekler
* Kemirgenler

Sekil 2.3: Abiyotik ve biyotik stres tipleri (Stoller, 2020).

Hayvan tiirlerinin ¢ogunun aksine, bitkiler hareketsiz organizmalardir ve bu nedenle ¢evresel
faktorlerden daha fazla etkilenirler. Son yillarda yapilan calismalarla; bitkilerin ¢evresel
uyaranlar1 nasil algiladigina dair bilgiyi 6nemli 6l¢lide artmis; epigenetik mekanizmalarin
gercekten stres hafizasi ve bitkilerdeki adaptasyon ic¢in gerekli oldugunu gosteren kanitlar
bulunmustur. Bitkilerin ge¢mis stres kosullarini hatirlayabildigi ve bu stres kosullari
tekrarlandiginda miicadele etmek i¢in mitotik hiicre boliinmeleriyle miras aldiklar stres

hafizalarini kullanabildigi gosterilmistir (Kinoshita ve Seki, 2014).

2016 yilinda kiiresel sicaklik 20.yy ortalarindan 0,99°C daha fazlaydi (NASA, 2018). 21.yy
sonlarinda da ortalama kiiresel yiizey sicakliginin 20.yy sonlarma gore 1-3,7°C daha fazla
olacagi tahmin edilmektedir (IPCC, 2014). Kiiresel 1sinmanin etkisiyle degisen iklim sartlar
sonucu 2050 yilina kadar, diinyadaki tiim ekilebilir arazilerin %50'sinden fazlasinin topraktaki
tuz orani artigindan olumsuz yonde etkilenecegi 6n goriilmektedir (Ngara ve Ndimba, 2014).
Diinya niifusunun 2050 yilina kadar 9.7 milyara, 2100 yilina kadar ise 10.9 milyara ulagsmasi
beklenmektedir (UN DESA, 2019). Popiilasyonun katlanarak artmasi, tarim arazilerinin ¢arpik
kentlesme sonucu giderek azalmasi ve kalan tarim arazilerinde yetisen bitkilerin gesitli stres
kosullarina maruz kalmasi ihtiya¢ duyulan gida miktarimin karsilanabilmesini ve tarim

faaliyetlerinin siirdiiriilebilir olmasini zorlastirmaktadir. Bu sartlarla miicadele etmek ve
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yasamin devamliligini saglamak i¢in tarim bitkilerinin kars1 karsiya geldikleri stres kosullarina

direng kazanmasi gerekmektedir.

Genel olarak, bitkilerde strese karsi verilen yanitlar; sinyal algisi, sinyal iletimi ve stres yaniti
olarak ii¢ adimda gergeklesir (Khan ve dig., 2018). Bu mekanizmalari detayli bigimde anlamak;
degisen ¢evre faktorlerinin olumsuz etkilerine hazirlikli olabilmek dolayisiyla bitkilerde verim
kaybinin Oniine gecebilmek icin gerekli biyoteknolojik manipiilasyonlara hedef belirlemek

adina son derece onemlidir.
2.2.1. Abiyotik Stres

Bitkilerin biiylimesinde ve verimliliginde azalmaya neden olan ¢evresel kosullar abiyotik stres
olarak tanimlanir. Bu kosullar arasinda uygun olmayan sicaklik, kuraklik, metal toksisitesi veya
tuzluluk stresi sayilabilir. Iklim degisikligi ile baglantili olarak, yiiksek sicaklik, kuraklik ve

tuzluluk giintimiizde karsilastigimiz en 6nemli abiyotik stres ¢esitleridir.

Herhangi bir abiyotik stres i¢in bir sinyal yolunun aktivasyonundaki ilk adim, stres sinyalinin
bitki hiicresinin zarinda bulunan reseptdrler vasitasiyla taninmasidir. Son yillarda COLD1
(Sogutma-Tolerans Uyusmazligr 1), OSCA1 (Azaltilmis Hiperosmolaliteye Bagli Kalsiyum
Artisil), MSL'ler (MscS Benzeri Proteinler), CNGC'ler (Siklik Niikleotid Kapili Kanallar),
GLR (Glutamat Reseptorii Benzeri) kanallari, histidin kinazlar, kalsiyum kanallari
(Ca Akislarindan Sorumlu) ve GPCR'ler (G-protein Bagli Reseptorler) gibi gesitli plazma
membran proteinlerinin abiyotik stres sinyalleri i¢in varsayilan sensorler olduklari
gosterilmistir (Swarbreck ve dig., 2013; Yuan ve dig., 2014; Ma ve dig., 2015). Sinyalin
taninmasindan sonra, bu sensorler Ca?* ve ROS (reaktif oksijen tiirleri) gibi ikinci haberciler ve
fitohormonlar yoluyla sinyalleri iletir. ROS gibi ikinci haberciler, MAPK (mitojenle
aktiflestirilen protein kinaz) yolu, CDPK'ler (kalsiyuma bagimli protein kinazlar), CBL'ler
(kalsinorin-B benzeri proteinler), CIPK (CBL ile etkilesen protein kinaz) ve diger birgok
protein kinaz’in yani sira baz1 PP2C'ler (protein fosfataz 2C'ler) gibi protein fosfatazlarin da
dahil oldugu baska ROS modiilasyonlu protein kinazlar (PK’lar) ve protein fosfatazlar (PP’ler)
grubunun aktivasyonunu tetikler. Daha sonra, bu PK'lar ve PP'ler bilgiyi asag1 yonde iletir ve
ozellikle transkripsiyon faktorlerininki de dahil olmak {iizere bir dizi fosforilasyon ve
defosforilasyon yolunu tetikler (Sekil 2.4). Boylece dogrudan hiicresel korumada gorev alan

fonksiyonel genlerin ifadesi ya da dolayli olarak sinyal yollarina ve gen ifadesinin



transkripsiyonel regiilasyonuna katilan diizenleyici genlerin ifadesi gerceklesmis olur (Khan ve

dig., 2018).

Bitkilerin stres kosullarina kars1 verdigi yanitlarin daha iyi anlasilmas1 bitkilere dayaniklilik
kazandirmak agisindan biiyiik 6neme sahiptir. Boylece stres kosullarina daha kolay uyum

saglayabilen ve mahsul verimliliginde kayip yasamayan bitkilerin {iretimi saglanabilir.

W

= Sinyal Algisi
=— Sinyal iletimi

NAC | bHLH | bZIP | WRKY Digerleri

0

e Rk Senier
l i i i Stres Yaniti

Sekil 2.4: Abiyotik stres sinyal yollarin1 diizenleyen transkripsiyon faktorleri i¢in
model (Khan ve dig., 2018).

2.2.2.1. Tuzluluk Stresi

Tuzluluk, toprakta ¢oziinen tuz igeriginin miktari olarak tanimlanir. Topraktaki tuzlarin yiiksek
konsantrasyonu, diisiik su potansiyeli nedeniyle bitkiler i¢in toprak suyunu erisilemez hale
getirir ve bitkiler tuzluluk stresine maruz kalir (Sanchez-Romera ve Aroca, 2020). Toprak
tuzlulugu diisiik yags, yiiksek ylizey buharlagmasi, siddetli riizgar ve kayalarin ayrigmasi gibi

uzun siireli doga olaylarinin sonucunda yeralt1 sularinda biriken tuz miktarinin artmasiyla
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olusabilirken, ayn1 zamanda yanlis sulama ve drenaj yapilmasi gibi topragin hidrolojik yapisini
bozan insan kaynakli sebepler ile de olusabilir (Yadav ve dig., 2011; Shrivastava ve Kumar,
2015; Duan, 2016).

Tuzluluk, tarimsal {iretimi etkileyen baskin abiyotik streslerden biridir. Tuzlulugun olumsuz
etkileri diinyadaki ekin yetistiriciliginin en az %20'sine zarar vererek ekonomik kayba sebep
olur. Ancak tiim tuz gesitleri bitki biiyiimesini engellemez. Ornegin, Potasyum (K*) bitki
hiicrelerinde en bol bulunan katyondur; stomalarmin acilip kapanmasi, ozmotik dengenin
korunmasi ve bir¢ok enzimin katalitik aktiviteleri i¢in gereklidir. Tuzluluk ile iliskili en yaygin
katyonlar Na*, Ca*, Mg*? iken, yaygin anyonlar C1-, SO4 2, HCO3™ 'tiir (Tester ve Davenport,
2003; Mahajan ve Tuteja, 2005; Abobatta, 2020). Dogal ortamlarda, tuz stresinin ¢ogu,
ozellikle en yaygin tuz olan NaCl'nin sodyum tuzlarindan kaynaklanmaktadir. Topraklardaki
yiiksek NaCl konsantrasyonlar, Na*, CI, K* ve Ca®" 'min iyonik dengesini bozar (Ngara ve
Ndimba, 2014; Liu ve dig., 2019; Yang ve Guo, 2018a). Seki ve dig. 2002 yilinda yaptiklari
caligmada 7000 Arabidopsis thaliana geninin cDNA mikrodizi analizini yapmis ve 194 genin
yuksek tuzluluk stresi altinda gen anlatiminin arttigini gostermislerdir. Bu durum birgok
transkripsiyonel diizenleyici mekanizmanin stres sinyali iletim yollarinda islev gordiigiinii
diigiindiirmektedir. Wull ve dig. (1996) ise bitkilerin tuz stresini algilamasi ile ilgili yaptigi
calismada SOS1, SOS2 ve SOS3 (tuz katmanina duyarli, “salt overlay sensitive”) genlerini
tamimlamistir. SOS3 geni (ayn1 zamanda AtCBL4 olarak da bilinir), Ca?* baglayici bir protein
olan CBL’yi (kalsinorin-B benzeri proteinler) kodlar ve sitozolik Ca?* konsantrasyonundaki

degisikligi algilar ve asag1 yonde sinyali iletir.

Tuzluluga verilen dogrudan bitki tepkileri iki ana asamaya ayrilmustir. {1k asama, dakikalar veya
giinler icinde gerceklesen bitkinin ozmotik strese girme durumudur. Iyon degisiminden
bagimsiz stomatal kapanmaya ve hiicre biiylimesinin inhibisyonuna neden olarak gencg
yapraklarin biiyiimesini engeller; artan tuz orani ile bozulan homeostaz membran reseptorleri
tarafindan algilanip gesitli pompalarin, iyonlarin ve Ca?* sensérlerinin koordineli etkilesimiyle
korunmaya calisilir. Ikinci asama ise iyonik strestir; giinler hatta haftalar i¢inde daha yiiksek
miktarda NaCl akisina bagl olarak gerceklesir. Cogu K* tasima sisteminin Na*’ya kars1 da
affinitesinin yiiksek olmasi kok g¢evresinde artan Na™nin hiicre i¢ine girmek i¢in K* ile
yarigmasina sebep olur ve K™’ nin hiicreye alinmasini engeller. Bu durum metabolik toksisiteye,

erken yaslanmaya ve son olarak hiicre 6liimiine neden olan sitotoksik iyon seviyelerinin
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olusmasiyla sonug¢lanir (Munns ve Tester, 2008). Tuz stresi, bitki hiicrelerinde hizli ROS
(reaktif oksijen tiirleri) tiretimi ile iligkili olarak fotosentez gibi birgok hiicresel siireci de bozar.
Onemli ROS sinyal iletim yollar1 olarak islev goren MAPK (mitojenle aktiflestirilen protein
kinaz) yolaklari, ROS homeostasisi, iyonik homeostasis ve bitki biiyiimesi ve gelismesini
diizenlemede gorev alir bu sebeple artan ROS seviyeleri biiylime ve gelismeyi etkileyen sinyal

gorevi goriir. (Sako ve dig., 2018; Yang ve Guo, 2018b).

Bitkiler tuz stresi ile basa ¢ikmak ve hayatta kalmak i¢in farkli uyarlanabilir mekanizmalar
gelistirmistir (Tanveer ve Ahmed, 2020). Karsilastig1 yiiksek tuz miktarina bitki; ozmotik stres
toleransi, iyonik tolerans ve doku toleransi kademelerinde cevap verir. Toprak tuzlulugundaki
ani artig, yaprak hiicrelerinin su kaybetmesine neden olur, ancak bu hiicre hacmi kaybi ve turgor
gegicidir. Suyu korumak igin stomatal iletkenlikte hizli bir diisiis yasanir. Saatler iginde,
hiicreler ozmotik ayarlama sayesinde kendi hacimlerini ve siskinliklerini yeniden kazanir,
ancak buna ragmen hiicre uzama oranlar1 azalir. Tuzun kok sistemine girmesi durumunda
iyonik tolerans olusturan SOS yolunu aktive eden bir kalsiyum sinyalini basglatir. Sinyal ilk
olarak, inositol trisfosfat (IP3) ve diasilgliserol (DAG) olusturmak icin fosfatidilinositol
bifosfat1 (PIP2) hidrolize eden fosfolipaz C'yi (PLC) aktive eder ve bu da Ca®" iyonlarinin
artmasina neden olur. Sitosolik Ca?* iyonlarindaki degisiklik, kalsiyum sensorlerinden biri olan
SOS3 (CBL4) tarafindan algilanip SOS2 (CTPK24) ile kompleks olusturmalarina neden olur.
Olusan SOS3-SOS2 (CBL4-CTPK?24) protein kinaz kompleksi, SOS1 genini aktive ederek bir
Na*/H" antiporter olan SOS1 proteininin {iretilmesini ve fosforilasyonunu saglar. Boylece
Na*"’nin membrandan ¢ikisi saglanir. Koklerden Na* digar1 atilmasi, Na*'nin yapraklarda toksik
konsantrasyonlarda birikmemesi i¢in 6nemlidir. SOS3-SOS2 kompleksi ayni1 zamanda diisiik
kapasiteli bir Na* tasiyicist olan HKT1 (“histidin kinaz transporter 1) inaktive ederek sitozole
Na* girisini kisitlar. Iyonik homeostazin saglanmasindan etkili yollardan biri olan Na*’un
vakuollere itilmesini saglayan NHX’in etkinlestirilmesinde SOS2’nin yam sira Ca*? bagh
proteinler (kalneksin, kalmodulin (CaM)) de etkilidir. CAX1 ise tiim bu yolakta sitozolik Ca?*
homeostazini eski haline getirerek SOS2 aktivitesi i¢in ek bir hedef olarak tanimlanir. Yiiksek
tuz stresine karsi gosterilen tolerans mekanizmalarindan bir digeri ise iyonik homeostazin
yeterli derecede saglanamamasi durumda meydana gelen siirgtinlerdeki doku toleransidir. Bitki
fazla tuzu ilk olarak yash yapraklarda biriktirerek dokularin islevini siirdiirmeye calisir. Diger
yandan hiicre i¢inde artan Na* miktari reaktif oksijen tiirlerinin de hiicre i¢inde birikmesine yol

acar. Biriken ROS’lar ise enzim inaktivasyonuna ve DNA hasarina sebep olarak hiicre
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homeostazin1 olumsuz yonde etkiler. Bu durumla basa ¢ikabilmek i¢in hiicrede cesitli
antioksidan mekanizmalar devreye girer (Sekil 2.5) (Tuteja, 2007; Munns ve Tester, 2008;
Isayenkov ve Maathuis, 2019).

Bitkilerin tuz stresine gosterdikleri tolerans farklilik gosterir. Tahillar arasinda piring
(Oryza sativa) en hassas, arpa (Hordeum vulgare) ise en toleransli olandir. Makarnalik bugday
(Triticum turgidum ssp durum) ise ekmek bugdayina (Triticum aestivum) gore daha az
toleranshidir (Munns ve Tester, 2008). Basta diisiik toleransa sahip bitkiler olmak {izere
bitkilerin tuz stresine olan toleranslarini artirmak i¢in ¢éztiimlerin belirlenmesi, diinya genelinde

siirdtiriilebilir tarimin devam etmesi i¢in dnemlidir.
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Sekil 2.5: Tuzluluk toleransinin SOS ve ilgili yollarla diizenlenmesi (Tuteja, 2007).
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2.3. EPIGENETIK

Epigenetik terimi ilk olarak Conrad H. Waddington'un 1942 yilinda 'Epigenotip' hakkinda
yazdig1 bir makalede kullanilmistir. Waddington bu terimi, genotip ve fenotip arasindaki
baglantinin kurulmasi ve bu baglantinin gelisimsel siireglerin bir karigimi oldugunu belirtmek
i¢in One siirmiistiir. Bu terimi kullanirken Waddington, 'fenotipin genotip ve ortama esit oldugu'
genetik kavramini, 'fenotipin genotip, epigenotip ve ortama esit oldugu' bir diisiinceye

genisletmistir (Gilbert, 2012).

Epigenetik diizenlemeye DNA metilasyonu, histon modifikasyonlari, histon varyantlari,
kromatin yeniden modellenmesi, siRNA'lar ve gen anlatiminin transkripsiyonel ve
posttranskripsiyonel kontroliinde yer alan transpozabl elementler (“transposable elements”, TE)
aracilik eder. Bu degisiklikler mitotik olarak kararlidir veya bir organizmanin DNA
sekanslarinda herhangi bir degisiklige neden olmamasina ragmen gelecek nesiller i¢in mayotik

olarak kalitilabilir (Sekil 2.6) (Tarhan ve Turgut-Kara, 2016; Sudan ve dig., 2018).

DNA RNA
modifikasyon modifikasyon

sSRNA v
IncRNA

ncRNA
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Modifikasyonu

Sekil 2.6: Epigenetik diizenlemelerin genel semasi (Tarhan ve Turgut-Kara, 2016).
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Epigenetik diizenlemelerde rol alan kodlanmayan RNA'lar (ncRNA'lar) ve siRNA’lar
degisiklige ugrayabilir ve RNA girisimi yollarinda islev gérebilir. Bu islemin bir sonucu olarak
kiigiik RNA molekiilleri olusur ve bu molekiiller olgunlasmamis bir RNA veya DNA molekiilii
ile etkilesime girerek gen anlatim siirecinin inhibisyonuna neden olabilirler. Ayrica, diger bazi
ncRNA molekiilleri, biiyiik kromozom segmentlerinin susturulmasina miidahale eder ve sonug
olarak bu segmentler, transkripsiyonel olarak inaktif hale gelir. Genetik materyalin
diizenlenmesinde etkili diger bir mekanizma da 1940’larda Barbara McClintock tarafindan
musir bitkisinde kromozomlara zarar verme egilimleri nedeniyle kesfedilen transpozabl
elementler (TE) veya transpozonlardir. Transpozonlarin genom igerisindeki rastgele
hareketinin genlerin diizenlenmesinde dogrudan ve dolayli olarak katkida bulundugu
bilinmektedir (Lisch, 2009; Tarhan ve Turgut-Kara, 2016).

Kalitsal molekiiliin kromozom diizeyinde yapisal olarak diizenlenmesi histon modifikasyonlari
ile saglamir. Okaryotik DNA; histonlarin etrafina sarilip, negatif yiikiinii notralize eden pozitif
yiiklii proteinler ile katlanmaya baglar. Histonlar (H2A, H2B, H3 ve H4) farkli pozisyonlarda
(¢cogunlukla lizin ve arjinin bakiyelerinde) farkli kimyasal i1saretlerle (metilasyon, asetilasyon,
ubikitinasyon, fosforilasyon, biyotinleme ve ADP-ribozilasyon) kovalent olarak modifiye
edilebilir. Farkli histon isaretleri farkli islevlere sahiptir ve ayni histon isareti bile farkl
organizmalarda farkli islevlere sahip olabilir. Asetilasyon, fosforilasyon ve ubikitinasyon gen
anlatimini arttirirken; H3K9 (histon H3 Lizin 9) ve H3K27 (histon H3 Lizin 27) demetilasyonu,
biyotinleme ve sumolasyon gen anlatiminin baskilanmasina neden olabilir (Clark, 2009; Chen
ve dig., 2010; Feng ve Jacobsen, 2011). Histon kuyruklarindaki bu kimyasal modifikasyon
modellerinin varlig1 ‘histon kod’ hipotezinin ortaya ¢ikmasina sebep olmustur. Bu hipoteze
gore modifikasyonlarin ortaya cikis siras1 kadar 6zel kombinasyonlarinin da kromatinin seklini
belirleyebilecegi ve bdylece genlerin transkripsiyon seviyelerinin degisebilecegi One

stiriilmektedir (Jenuwein ve Allis, 2001; De La Cruz ce dig., 2005).

En yaygin epigenetik diizenlemelerden biri olan DNA metilasyonu ise DNA replikasyonunda
dogru bir sekilde kopyalanan bdylece hiicre boliinmesi sirasinda epigenetik bilgiyi ileten
sitozinin kovalent modifikasyonu olarak tanimlanabilir (Park ve dig., 2016). DNA'nin sitozin

bazlarina bir metil grubunun eklenmesi ile 5 metilsitozin (5-mC) olusturulur (Sekil 2.7).
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Sekil 2.7: Sitozine metil grubunun eklenmesi ile 5-metilsitozin bazinin olusmasi.

DNA'daki sitozinlerin ve adeninlerin metilasyonu hem prokaryotlarda hem de okaryotlarda
onemli bir epigenetik isarettir. Bu durum protein-DNA iligkilerini etkiler ve genom stabilitesine
katkida bulunur. Bakterilerde sitozin metilasyonu genom DNA'sinin bakteriyi enfekte eden faj
DNA'sindan ayrilmasini ve bu sayede faj DNA'sinin konakg1 restriksiyon enzimleri tarafindan
pargalanmasmm saglar. Okaryotlarda ise sitozin metilasyonu diizenleyici proteinlerin
baglanmasini engelleyebilir, promotdr ve genlerin kodlayict sekanslarinin transkripsiyonunu

baskilayabilir (Finnegan ve dig., 1998; Iyer ve dig, 2011; He ve dig., 2011; Zangi ve dig., 2020).

1970’lerde yapilan calismalarda; susturulmus X kromozomunun kesfedilmesi ile bu durumun
somatik hiicrelerde klonal olarak miras alindig1 ve DNA sekansinin kendisinde bir degisiklik
olmadig1 goriilmistiir. Boylece 5 metilsitozin “susturucu” epigenetik bir isaret olarak

tanimlanmaya baslanmistir (Jones, 2012; Felsenfeld, 2014).

DNA metilasyonu; replikasyondan sonra metiltransferaz enzimleri tarafindan metil grubunun
S-adenosil metiyoninden (SAM) sitozinlere aktarilmasiyla gergeklesir. DNA'nin demetilasyonu
ise pasif ve/veya aktif olabilir. Pasif DNA demetilasyonu, DNA replikasyonunu takiben hiicre
dongiisii sirasinda metiltransferazlarin etkisiz kalmas1 durumunda meydana gelir ve bu durum
yeni sentezlenmis ipligin metillenmemis halde kalmasina sebep olur. Aktif DNA demetilasyonu
ise normalde DNA onarimu ile iligkili olan DNA glikozilazlarin 5-metilsitozini taniyarak metil
grubunu DNA'dan ¢ikarmasi ile gerceklesir. DNA demetilasyonu bazi baskili genlerin anlatim

yapilan alellerini aktive edebilir (Gehring ve dig., 2009; Zhu, 2009).
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2.3.1. Bitkilerde Metilasyon

Spesifik genlerin promotoriinde 5-metilsitozinin bulunmasi, transkripsiyon faktorlerinin ve
diger proteinlerin bitkilerde DNA'ya baglanma bigimini degistirir. Ayn1 zamanda, genin
transkripsiyon baslangi¢ bolgesi g¢evresinde kromatin yapisini degistiren DNA’ya metil
baglayici proteinleri ve histon deasetilazlar da ¢eker. Her iki sekilde de transkripsiyonu bloke

olur ve gen susturulmas: gergeklesir (Fraga ve Esteller, 2002).

Ciceklenme siiresi, gametogenez, stres tepkisi, 151k sinyali ve morfolojik degisim dahil olmak
tizere bitki gelisiminin bircok agamasi dogrudan veya dolayli olarak epigenetik isaretlerle
diizenlenebilir. Bitkilerdeki sicaklik, giin uzunlugu, UV ve tuz gibi abiyotik stres kaynaklari
ilgili genlerin kodlama bolgesindeki metilasyon diizeninde degisikliklere neden olur ve gen
anlatimini diizenler (Sudan ve dig., 2018). Bitkilerdeki DNA metilasyonu simetrik CG, CHG
ve asimetrik CHH (burada H; A, T veya C'yi temsil eder) seklinde iki tipte meydana gelir (Feng
ve Jacobsen, 2011; Kong ve dig., 2018). Tiirlere bagl olarak bitkilerde toplam sitozinin %6 ila
%25't metillenmis durumdadir. A. thaliana'daki sitozin metilasyonu ise tim DNA
metilasyonunun yaklasik %30'unu olusturur (Haag ve Pikaard, 2011; Sahu ve dig., 2013).
Sitozin metilasyonunun gergeklestigi bolgelerin dagilimi da bitki tiirleri arasinda farklilik
gosterir. Yapilan calismalar sonucu Arabidopsis yapraklarinda %30,5 CG, %10,0 CHG,
%3,9 CHH metilasyonu; Piring (Oryza sativa) yapraklarinda %58,4 CG, %31,0 CHG,
%5,1 CHH metilasyonu; Pancar (Beta vulgaris) yapraklarinda %92,6 CG, %81,2 CHG,
%18,9 CHH metilasyonu igerdigi bulunmustur (Bartels ve dig. 2018).

2000 yilinda A. thaliana genom dizilemesinin tamamlanmastyla bitkilerin DNA metiltransferaz
proteinlerini kodlayan ii¢ ana sitozin DNA-metiltransferaz genine sahip oldugu ortaya
ctkmustir. i1k enzim, CG dizilerinin metilasyonundan sorumlu ve memeli DNMT1 geninin bir
homologu olan Metiltransferazl (MET1) dir. Ikinci enzim bitkilere dzel olan Kromometilaz3
(CMT3) CHG dizileri ile az miktarda CHH dizisinin metilasyonundan sorumludur.
Memelilerdeki DNA Metiltransferaz3’iin (DNMT3) homologu olan iiciincii ana metilasyon
enzimi DRM2 (“Domains Rearrenged Methylase”) ise siRNA’larla birlikte esas olarak
asimetrik CHH metilasyonunun korunmasindan sorumludur. Bu enzim CHG metilasyonunun
korunmasinda kiigiik bir rol oynar ve ayrica sitozinlerin tim sekans baglaminda de novo
metilasyonu igin gereklidir (Sekil 2.8) (Ashapkin ve dig., 2002; Henderson ve Jacobsen, 2007,
Johnson ve dig., 2007; Law ve Jacobsen, 2010). Her DNA replikasyon dongiisiinden sonra
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asimetrik metilasyonun yeniden olusturulmasi gerekir, ¢iinkii belirli sitozinlerin yeniden
sentezlenmesi i¢in bir kilavuz gorevi gorecek tamamlayici bir dizi yoktur. Bu sebeple asimetrik
bolgelerin metilasyonu, 6nceden modifiye edilmemis DNA'y1 metilasyon yapabilen de novo

metiltransferazlarin siirekli aktivitesi ile saglanir (Cao ve Jacobsen, 2002).

RdDM
Yolag:

CG metilasyonu CHG metilasyonu CHH metilasyonu
= Tl el
G(‘Z GDE GDD

A e ;

C © Sitozin metilasyonu (C)
H : A, Tveya C (G degil)
D: A.Tveya G (C degil)

Sekil 2.8: Bitki metilasyon ¢esitleri (Erdmann ve Picard, 2020).

1994 yilinda viroidle enfekte tiitiin bitkilerinde kesfedilen RNA'ya bagimli DNA metilasyonu
da sitozin DNA metilasyonu yoluyla gen anlatimini kontrol eder. RNA aracili DNA
metilasyonunda Polimeraz II (Pol II)’den geligmis olan bitkiye 6zgii Pol IV ve Pol V gorev alir
(Chinnusamy ve Zhu, 2009b; Zhang ve Zhu, 2011). RNA polimeraz IV (Pol 1V) tarafindan
iiretilen uzun tek zincirli RNA (ssRNA)’lar énce RNA-BAGIMLI RNA POLIMERAZ 2
(RDR?2) ile ¢ift zincirli RNA (dsRNA)’lara doniistiiriiliir. Ardindan DICER-LIKE 3 (DCL3) ile
24 nt siRNA'lara doniistiiriilerek sitoplazmaya gonderilir. Sitoplazmaya gecen siRNA'lar
AGO4 proteinlerine baglanir ve daha sonra genom i¢indeki ayn1 kokenli DNA sekanslarinda
sitozin metilasyonunu hedeflemek i¢in tekrar niikleusa geger. Bu mekanizmada siRNA’larin
hedef bolgeleri bulmasina RNA polimeraz V (Pol V) rehberlik eder (Matzke ve Mosher, 2014;
Zhou ve Law, 2015; Gallego-Bartolomé ve dig., 2019).

A. thaliana'daki DNA metilasyonunun iki gorevi vardir. Genomu bencil “selfish” DNA

elementlerinden korur ve gen anlatimini diizenler. Genom savunmasinda DNA metilasyonunun
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birincil rolii ile tutarli olarak, transpozonlar ve diger daginik tekrar dizileri, metillenmis
DNA'nin ¢ogunu igerir. Bu diziler sentromerler etrafinda toplanir, fakat okromatinde de
bulunur. Bitkilerde, promotor bolgelerinin DNA metilasyonu genellikle transkripsiyonu inhibe
eder, ancak kodlama bolgelerindeki metilasyon genellikle gen anlatimini etkilemez (Chan ve

dig., 2005).
2.3.2. Metilasyon Belirleme Yontemleri

DNA metilasyonu bitki gelisimini diizenlemede ve genom diizenlenmesinde énemli bir rol
oynar. Epigenetik diizenlemeler bitkilerin strese karsi verdigi cevaplarin daha kararh
olabilmesini saglar (Chinnusamy ve Zhu, 2009a; Finnegan ve dig., 2000). Bu sebeple bitki
genomundaki epigenetik degisimleri saptamak bitkilerin strese verdigi cevaplarin anlasilmasi

acisindan biiyiik 6nem tasir.

5-metilsitozini (SmC) kantitatif olarak belirlenmesinde siklikla kullanilan yontemler; DNA
Bisiilfit Dizileme (“BS-Seq”), COBRA (Kombine Bisiilfit Kisitlama Analizi), HPCE (Yiiksek
Performansli Kapiler Elektroforez), HPLC (Yiiksek Performansli Sivi Kromatografisi),
MS-PZR (Metilasyona Ozgii PZR, “MS-PCR”), MSRE (Metilasyon Duyarli Restriksiyon
Endoniikleaz), TLC (ince Tabaka Kromatografisi), Radioaktif Etiketleme, DNA Mikrodizilim
(“DNA Microarray”) ve Immuno Céktiirmesi yontemleridir. HPLC ve TLC gibi baz1 yéntemler
sadece metillenmis sitozin kalintilarinin metillenmemis sitozin kalintilarina oraninin
Olciilebilmesini saglarken PZR temelli yontemler ise gene spesifik metilasyon oranlarinin
oOl¢iilebilmesini saglar (Fraga ve Esteller, 2002; Dahl ve Guldberg, 2003; Parle-Mcdermott ve
Harrison, 2011). Genom diizeyinde DNA metilasyonunun hizli ve pratik bir tayini olarak
5-metilsitozinin saptanmasi i¢in HPLC ve TLC gibi kromatografiye dayali ¢esitli teknikler
zaman alicidir ve yiiksek maliyetlerle diisiik verime sahiptir. Bu sorunu ¢6zmek igin enzim ve
enzim substurat1 kullanilarak elde edilen renk degisimi yoluyla antijen-antikor reaksiyonlarini
gosteren ve biyolojik sivilardaki molekiillerin varligin1 ve konsantrasyonunu belirlemeye
yarayan, ELISA olarak da bilinen “Enzyme-Linked Immunosorbent Assay” gibi yontemler son

yillarda siklikla kullanilmaya baslanmistir (Aydin, 2015).

ELISA yontemi temelde homojen ve heterojen olarak ikiye ayrilir. Homojen ELISA
yonteminde enzimler antikora baglandiklarinda inaktive olurlar ve dolayisiyla yikama

asamasina gerek yoktur. Ancak bu yontem pahalidir ve hassasiyeti disiiktiir, ancak kullanimi1
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kolaydir. Heterojen ELISA yoOnteminde ise antijen ve antikor baglandiktan sonra ortamdaki
diger molekiillerin kompleks ile etkilesiminin 6nlenmesi i¢in antijen-antikor kompleksi deney
tiiplerinin duvarlarina baglanir ve kompleks disindaki her sey yikama prosediirleri ile ortamdan
uzaklagtirilir. Diger yonteme nazaran hassasiyeti daha fazla oldugu i¢in daha yaygin bir sekilde
kullanilir. ELISA yoOnteminin yikama asamasma gore heterojen ve homojen olarak
adlandirilmasinin  yani1 sira antikor baglanma 6zelliklerine gore de dogrudan, dolayl,
“Sandwich” ve yarigmali olarak isimlendirilen tiirleri mevcuttur. Dogrudan ELISA yonteminde
Ol¢iim enzim ile etiketlenmis bir antikor veya antijen sayesinde gerceklesir. Duyarlilig1 az
oldugundan yiiksek molekiil agirlikli antijenlerin miktarin1 belirlemek i¢in uygundur. Dolayl
ELISA ise yiiksek hassasiyete sahip bir yontemdir ve ucuzdur. ikincil antikorla gapraz
reaktivite meydana gelebilme dezavantaji vardir. “Sandwich” ELISA diger yontemlerden
2-5 kat daha duyarlidir ancak zaman alic1 ve pahalidir. Adini iki antikor arasinda bir antijeni
sandvi¢ yapabilme diizeneginden alir. Yarismali ELISA yOnteminde etiketli ve etiketlenmemis
antijen veya antikor molekiilleri, kuyucuklardaki antikora veya antijene baglanmak icin
birbirleriyle rekabet eder. Diisiik verime sahiptir ve 6zgiilliigii de diisiik oldugundan seyreltik
numuneler i¢in kullanilmast uygundur. Numunedeki yiiksek miktarda antijen daha diisiik bir

sinyal verecek sekilde ters bir egri tiretir (Aydin, 2015; Shah ve Maghsoudlou, 2016).
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Sekil 2.9: ELISA yontemi gesitleri (Abnova, 2020).
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Bu tez calismasinda diger yontemlere nazaran pek ¢ok avantaja sahip olan dolayli ELISA
tabanli “MethylFlash™ Global DNA Methylation (5-mC) ELISA Easy” kit kullanilmistir. Bu
teknik, 1978 yilinda ortaya konan dogrudan ELISA yonteminden esinlenilerek gelistirilmistir.
Y 6ntemin dolayli olarak adlandirilmasinin nedeni, dlgiilecek antijeni belirleyip ayiran bilesenin
birincil antikor degil, ortama yerlestirilen ikincil bir antikor olmasidir. Bu yontemin esasina
gore ilk olarak DNA, antijen kapli kuyucuklara eklenir ve plaklar inkiibe edilir. Bu inkiibasyon
sirasinda uygulama serum plagindaki antijenlere karsi olusan antikorlar, bir antijen-antikor
kompleksi tiretir. Antijen-antikor kompleksini goriiniir kilmak i¢in, serumdaki antikoru taniyan
ve enzim ile etiketlenmis ikincil bir antikor ve ardindan enzimin substrati, renk tiretmek i¢in
ortama eklenir. Son olarak da spektrofotometre ile konsantrasyon belirlenir. Yiizde 6lgeginde
kesirli hale getirilebilen optimize edilmis pozitif kontroller, testin HPLC-MS analizine gore
daha dogru ve yiiksek oranda karsilastirilabilir olmasini saglar (Ross ve dig., 2001; Aydin,
2015; Epigentek, 2019).

Kullanilan kitin ¢alisma esasina gore tiim biyolojik numunelerin DNA'sindaki 5-mC seviyeleri,
genomdaki sitozinlerin igerigine gore metillenmis sitozinlerin miktar1 olarak rapor edilir.
Genom diizeyinde DN A metilasyon analizinde 5-mC i¢in yakalama antikorunun metillenmemis
sitozine kars1 capraz reaktivitesi yoktur veya ithmal edilebilir diizeyde olusur. Genom diizeyinde
DNA metilasyonu, metillenmemis sitozine ¢apraz reaktivite olmaksizin 5-mC seviyelerinin

spesifik olarak 6l¢iilmesiyle belirlenir (Tellez-Plaza ve dig., 2014; Epigentek, 2019).
2.4. GEN ANLATIM ANALIZLERI

Hiicrelerin, dokularin ve organizmalarin biyolojik aktiviteleri molekiiler biyolojinin santral
dogmasma dayanir. Francis Crick (1970) tarafindan tanmimlandigi sekliyle "molekiiler
biyolojinin santral dogmasi", yasam planimnin DNA icinde dijital olarak korundugunu ve bu
bilginin haberci RNA araciligiyla sirali olarak kopyalandigini ardindan biyolojik bir sistem
icinde proteine ¢evrildigini belirtir. Transkriptom veya genomik DNA'dan kopyalanan genlerin
caligmasi1 olan transkriptomik ise belirli bir gelisim asamasi veya fizyolojik durum igin bir
hiicredeki tiim transkript setini ve bunlarin miktarini ortaya ¢ikarir. Transkriptom, belirli bir
kosul altinda gen anlatimini yansittigindan, olduk¢a dinamiktir ve dis etkenlere duyarhdir.
(Raghavachari ve Garcia-Reyero, 2018). Temel olarak gen anlatim analizleri ise ilgili genin

belirli bir zaman ve kosulda anlatim yapan mRNA’sinin miktar tayinine dayanmaktadir.
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Biiylime, farklilasma ve hayatta kalma ile ilgili hiicresel kararlar genellikle degistirilmis gen
anlatim modellerinde yansitilir bu sebeple gen anlatim analizi, biyolojik arastirmalarin birgok
alaninda giderek daha da 6nem kazanmaktadir ve bu analizlerin gdrece kolayligi, DNA nin
duraganligi ve kararliligina nazaran RNA'nin dinamik yapisindan kaynaklanmaktadir. Yapilan
gen anlatim analizlerinin; ifade edilen genlerin kaliplarini ve transkriptomu anlamak, genomun
fonksiyonel 6gelerini yorumlamak, hiicrelerin ve dokularin molekiiler bilesenlerini ortaya
cikarmak ve karmagsik diizenleyici yolaklar hakkinda fikir vermesi beklenmektedir. Ayni
zamanda yeni biyolojik siireclerle ilgili veya hastalikta yer alan genlerin tanimlanmasina yol

acabilmektedir (Vandesompele ve dig., 2002; Raghavachari ve Garcia-Reyero, 2018).

Gen anlatimi ¢aligmalar1 1977 yilinda James Alwine ve dig.’nin RNA miktarini saptamak i¢in
Northern melezleme (“Northern Blotting”) yontemini kullanmasiyla baglamistir. Son yillarda
gelistirilen iki yontem olan Ger¢ek Zamanli PZR (“Real Time PCR”) veya RNA Dizileme
(“RNA-Seq”) popiilerlik kazanmistir ve siklikla uygulanmaktadir. Ger¢ek zamanli PZR sinirh
sayida gen i¢in bircok farkli 6rnekte gen anlatiminin es zamanli olarak saptanmasi saglanirken,
“RNA-Seq” ile anlik olarak tiim transkriptlerin analizi yapilabilir. Bununla birlikte duyarlilik,
reaksiyon ilerlemesinin gercek zamanli tespiti, analiz hizi ve numunedeki incelenen
malzemenin hassas Ol¢limii gibi avantajlara sahip olan Ger¢ek Zamanli PZR (“Real Time
PCR”) teknigi diger yontemlerle elde edilen verileri dogrulamasi agisindan en dogru ve
giivenilir yontem olarak degerlendirilmektedir. Siklikla kullanilan diger yontemler ise DNA
Mikrodizilim (“DNA Microarray”), Farklilik Gosterimi (“Differential Display”, DD) ile Gen
Anlatiminin Seri Analizi (“Serial Analysis of Gene Expression”, SAGE) yontemleridir
(Vandesompele ve dig., 2002; Ding ve Cantor, 2004; Kozera ve Rapacz, 2013; San Segundo-
Val ve Sanz-Lozano, 2016).

2.4.1. Gerg¢ek Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu

1984 yilinda Kary Mullis’in belirli bir DNA segmentinden birkag saat i¢inde milyonlarca kopya
elde edilmesini saglayan Polimeraz Zincir Reaksiyonu teknigini kesfetmesinin ardindan 1992
yilinda Higuchi ve dig. Kantitatif Polimeraz Zincir Reaksiyonunu (“qPCR”) gelistirmistir
(Higuchi ve dig., 1992). Gergek zamanli PZR ve gergek zamanli ters transkripsiyon PZR'nin
(“Gergek Zamanli RT-PCR”) ortaya ¢ikisi, gen anlatimimin belirlenmesini 6nemli 6lgiide
degistirmistir. Kantitatif gen anlatim ¢aligmalar1 ile genel olarak degisen sartlarda bir genin

anlatimindaki farkliligin incelenmesi gerceklestirilebilir. Ornegin, hiicre farklilagmasi ve
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gelisimi sirasinda gen ifadesindeki degisikligin veya kimyasal bir maddeye (ilag, toksik madde,
hormon veya sitokin vb.) maruz kalan hiicrelerin gen ifadesindeki degisikligin arastirilmasi

miimkiin olabilmektedir (Wong ve Medrano, 2005; Schmittgen ve Livak, 2008).

Klasik PZR’da reaksiyonun tamamlanmasinin ardindan PZR {irlinlerinin jel elektroforezi ile
kontrol edilip 6l¢iilmesi gerekir. Gergek zamanli PZR’de ise floresan tabanli teknoloji kullanir
ve her amplifikasyon dongiisii sirasinda iiretilen amplikon miktar1 ger¢ek zamanli olarak
ol¢iilir. Boylece gergek zamanli PZR, reaksiyon sonrasi agamalari azaltip deneysel hata payini
en aza indirir (San Segundo-Val ve Sanz-Lozano, 2016). Sekil 2.10’da gosterildigi gibi gergek
zamanli PZR iissel faz, lineer faz ve plato fazi olarak 3 fazdan olusur. Ussel faz, en verimli
amplifikasyonu nedeniyle verileri toplamak ve analiz etmek i¢in en uygun araliktir. Bununla
birlikte, baslangigta amplifikasyon arka plan diizeyinde kaldigindan, erken dongiilerde PZR
tirlinlerinin floresan sinyali her zaman diizensizdir. Arka plan floresan sinyalini ortadan
kaldirmak i¢in, esik ¢izgisi belirlenmistir. Esik dongiisii (“Cycle Threshold”, Ct),
amplifikasyon grafiginin esik ¢izgisiyle kesistigi dongii numarasidir ve hata pay1 az bir PZR
igin olabilecek en diisiik Ct degerini segmek gerekir. Optimal bir PZR reaksiyonunda, her
amplikon kopyalandiginda ve iiriin miktar1 her dongiiden sonra ikiye katlanacaktir (Fraga ve

dig., 2008; Cao ve dig., 2020).
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Sekil 2.10: Gergek Zamanli PZR fazlari1 ve temel adimlari (San Segundo-
Val ve Sanz-Lozano, 2016).
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Gergek zamanli PZR'nin geleneksel kantitasyon tekniklerine gore artan duyarliligi ve dinamik
aralig1 nedeniyle, GAPDH ve B-aktin gibi iyi bilinen genler referans olarak kabul edilir. Bu
diizenleyici genler hiicrenin hayatta kalmasi i¢in gerekli olduklarindan tiim niikleus hiicre
tiplerinde mevcuttur. Bu genlerin mRNA sentezinin, deneysel tedaviler altinda bile gesitli
dokularda stabil ve giivenli oldugu diistiniilmektedir (Pfaffl, 2001; Wong ve Medrano, 2005).

Gergek zamanli PZR’da floresan tabanli okuma floresan dedektdor molekiilleri sayesinde
gerceklestirilir. Hidroliz (“TagMan”) veya hibridizasyon iizerine floresan prob dizileri, floresan
sag tokalar1 (“Fluorescent Hairpins™) ve ara boyalar (SYBR Green) Ger¢ek Zamanli PZR’da en
yaygin kullanilan floresan belirleyicilerdir. “SYBR Green 1”7 (SG-I), kimyasal formiili
Cs2H37N4S olan organik bir bilesiktir. Ger¢cek Zamanli PZR sirasinda hedef dizinin primer
aracili replikasyonunu takiben, ¢ift sarmal DNA’nin kii¢iik oluklarina baglanip kolayca tespit
edilebilen gii¢lii bir floresan 1s1ma yayarak PZR iiriinlerinin ger¢ek zamanli olarak dogrudan
gorsellestirilmesini saglar (Sekil 2.11). SB-I diziye 6zgii problara kiyasla ucuzdur, kullanimi
kolaydir ve diziye 6zel olmadiklari i¢in herhangi bir reaksiyon i¢in kullanilabilirler. Fakat gen
dizileri arasinda ayrim yapamadiklari i¢in ¢oklu analizler i¢in kullanilamazlar (VanGuilder ve

dig., 2008; San Segundo-Val ve Sanz-Lozano, 2016).
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Sekil 2.11: GZ-PZR’de SG-I kullanimi; 1- Denatiirasyon fazinda SG-I serbest
haldedir. 2- Baglanma Fazinda primerler tek zincirli DNA’ya baglanir.
3- Uzama Fazinda c¢ift zincirli DNA olusmaya baglar ve SG-I gift
zincirli DNA’ya baglanir. 4-Cift zincirli DNA miktar arttikga SG-I’in
DNA’ya baglanma orani artar ve ayni anda daha yiiksek floresans
gbzlenir (Van der Velden ve dig., 2003).
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Stres kosullar1 altinda biiyiiyen bitkilerde DNA metilasyon motiflerinin nesiller boyunca
kalitilarak epigenetik hafizanin olustugu bilinmektedir. Bu sayede saglanan igsel epigenetik
plastisite, organizmalarin hizli tepkisinde ve stres altinda uzun vadeli adaptasyonun
saglanmasinda 6nemli bir rol oynar (Sahu ve dig., 2011). Bitkilerin vejetatif donemlerinde
cevresel etki altinda biriktirdikleri bu epigenetik hafiza, daha sonra gelisme sirasinda esey
hiicreleri tarafindan bir sonraki nesle aktarilir. Arikan ve dig.’nin (2018) yaptiklar1 ¢alismada,
tuz stresinin bitkilerde hipometilasyona sebep oldugunu ve bunun dogrudan MET1 geni ile
baglantili olmadigini, DRM2 baglantili de novo metilasyonun etkilendigini belirtilmistir. Tim
bu bilgiler gz oniine alindiginda bitkilerin karsilastiklari stres kosullarina karst daha dayanikli
hale getirilmesi ve bu dayanikliligi nesiller boyu siirdiirebilmelerinin saglanmasi i¢in 6ncelikle
molekiiler mekanizmalarin iyi anlasilmasi gerekmektedir. Bu ¢alismada ise Arikan ve dig.’nin
(2018) bildirdigi NaCl stresine bagli hipometilasyonun MET1 geni ile iliski oraninin ortaya
konulabilmesi igin MET1 enziminin sentezlenmedigi null mutantlar1 met1-7 ve metl1-3, farkli
konsantrasyonlarda tuz stresine maruz birakilmis ve genom diizeyinde metilasyon seviyeleri
karsilagtirilmistir. Ayn1 zamanda null mutantlarda bitkilerde RADM mekanizmasinda gérev
aldiklar1 bilinen DRM2, Pol IV ve Pol V genlerinin anlatimi1 ger¢cek zamanli PZR yontemi ile

analiz edilmis, hipometilasyondaki rolleri anlagilmaya calisilmistir.
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3. MALZEME VE YONTEM

3.1. BITKIi MATERYALI

Bu tez caligmasinda kullanilan MET1 (AT5G49160) genine ait null Arabidopsis thaliana
mutant met1-7 ve metl-3 tohumlarinin ve kontrol grubu olarak kullanilan A. thaliana Col-0

tohumunun kaynagi Tablo 3.1’de verilmistir.

Tablo 3.1: Kullanilan bitki materyali.

NASC

Mutant ismi isim Universite
! fverst Stok Numarasi

Columbia Col-0  Dr. Ralf Stracke Bielefeld Universitesi, Biyoteknoloji

Merkezi
met1-7 null - Fudan Universitesi, Biyokimya ve
Dr. Binglian Zhen ’ N576522
mutant gHan £0€NG - 1 olekiiler Biyoloji béliimii 5765
met1-3 null . . Okinawa  Bilim e  Teknoloji
N Dr. Hidetoshi Saze 'W S e e R N16394
mutant Enstitiisti, Bitki Epigenetik Birimi

Familya: Brassicaceae

Cins: Arabidopsis

Tiir: Arabidopsis thaliana

3.2. BESIYERI VE KULTURLEME KOSULLARI

Arabidopsis thalianalarin in vitro kiiltiirlenmesi i¢cin Murashige ve Skoog (MS) (Murashige ve
Skoog, 1962) besiyeri kullanildi. Cimlendirme besiyerinde kullanilan bilesenlerin miktarlari ve
markalar1 Tablo 3.2°de verilmistir. 250 ml MS besiyeri i¢in, yaklasik 200 ml distile suya MS
ve sukroz eklenerek manyetik karistirict yardimiyla tamamen ¢6zdiiriildii. Besiyerinin pH’s1
ayarlandiktan sonra 250 ml’e tamamlanip agar eklendi ve 121°C’de, 1.2 atmosfer basingta,
15 dk otoklavda steril edildi. 50-60°C’ye kadar sogumasi beklenen besiyerine 250 pl MS
vitamin ¢6zeltisinden 1 mg/l olacak sekilde (Sigma, M3900) ilave edildi.

Doku kiiltiirii ¢alismalar1 laminar hava akimli steril kabinde (Telstar Bio II Advance,
EN-12469) yapildi. Cimlendirme ve stres uygulamasi islemleri i¢in bitki biiyiime kabini
[2542°C, 16 saat 151k/8 saat karanlik, 1400 lux (Sanyo, MLR-352H)] kullanildi.
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Tablo 3.2: MS besiyeri hazirlamak igin kullanilan bilesenler ve miktarlar1 (250ml).

Besiyeri Bilesenleri Miktar Marka
MS mikro ve makro element karigimi 11g Duchefa Biochemie, M0221.0050
Sukroz 759 Multicell, 800-081-LG
Agar 2.25¢ Sigma, 05039-500G
5N NaOH pH’s15.6-5.8 Merck, 1.06462.1000
MS Vitamin (Img/ml) 250 pl Sigma, M3900

3.3. TOHUMLARIN YUZEY STERILiZASYONU

Col-0, met1-7 ve metl-3 tohumlarinin yiizey sterilizasyonu i¢in 3 mg tohuma 1 ml %70’lik etil
alkol eklendikten sonra 2 dakika 7500 rpm’de (ScanSpeed Mini, Labnet) santrifiij edildi. Etil
alkol uzaklastirildi ve bu islem 3 kez tekrar edildi. Son asamada 1 ml %100’liik etil alkol eklenip
yeniden santrifiij (NUVE, NF800R) ile uzaklastirildi. Steril tohumlar kurumasi i¢in laminar
hava akimli steril kabinde 15-20 dakika birakildi. Kuruyan steril tohumlar, MS besiyeri igeren
9 cm capli Petri kaplarina dokiildii ve hava temasinin kesilmesi i¢in parafilm ile sarildi. MS

besiyerine ekilen tohumlar ¢imlenebilmeleri i¢in bitki biiylime kabininde birakildi.
3.4. MUTANTLARIN TANIMLANMASI

met1-3 mutantinin MET1 transkript kontrolii i¢in Boliim 3.8.4°de anlatilacagi sekilde cDNA
sentezlenmis ve met1-3 polimorfiziminde T-DNA’nin giris bolgesine gore tasarlanan primerler
kullanilarak RT-PZR (BIO-RAD, T100 Thermal Cycler) yapilmistir. PZR’da kullanilan MET1
ve kontrol igin segilen Aktin geni primerleri Tablo 3.3’te, PZR kosullar1 ise Tablo 3.4’te

verilmistir.
Tablo 3.3: metl-3 mutantt T-DNA bolgesi i¢in RT-PZR primerleri.
Primerler Dizi Referans
Tleri 5’GATTGTGTCTCTACTACAGAGGC3’ .o
MET1 Geri 5’GTTAAGCTCATTCATAGCCTTGC3’ SEVERTIGIEALE
Aktin Ileri 5’-GCCAGTGGTCGTACAACCG-3 Séenz-Mata ve dig., 2012

Geri 5-TCATGAGGTAATCAGTAAGGTCAC-3’
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Tablo 3.4: RT-PZR kosullart.

Sicakhik Zaman
Denatiirasyon 94°C 2’
Denatiirasyon 94°C 30”
) 55°C (MET1)
Primer Baglanma ) 35 Dongii 30”
61°C (Aktin)
Uzama 72°C r
Final Uzamas1 72°C 5

PZR diriinleri agaroz jel elektroforezinde kontrol edildi. %1°lik agaroz jel Bolim 3.7.2°de
anlatilacagi sekilde hazirlandi ve 6rnekler 90 V’da 35 dakika yiiriitilerek Avegene-Xlite 30R

jel goriintiileme sisteminde jelin goriintiisii alindu.

met1-7 mutantimin MET1 transkript kontrolii Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri
tarafindan desteklenen ve laboratuvarimizda yiiriitilen FBA-2019-33713 numarali proje

kapsaminda yapilmistir.
3.5. NaCl UYGULAMASI

Arikan ve dig. (2018)’de belirtildigi gibi; MS besiyerinde ¢imlenen 7 giinliik Col-0 metl1-7 ve
metl-3 A. thaliana bitkileri 0, 100 ve 150 mM NaCl (EMSURE, 106404) iceren MS
besiyerlerine aktarildi. Besiyerleri Tablo 3.5’te verilen bilesenler ile verilen miktarlarda
hazirlandi. 0, 100 ve 150 mM NaCl stres besiyerlerine alinan bitkiler yedi giin daha bitki
biiylime kabininde kiiltiirlendi ve sonrasinda toplanan bitki 6rnekleri morfolojik analizler igin
kullanild1. Molekiiler analizler igin toplanan tiim bitki 6rnekleri ise s1v1 nitrojende dondurularak

kullanilacaklar1 zamana kadar -80°C’de muhafaza edildi.

Tablo 3.5: Stres besiyerlerinde kullanilan bilesenler ve miktarlar1 (250 ml).

Besiyeri Bilesenleri 0mM NaCl 100 mM NaCl 150 mM NaCl
MS mikro ve makro element karigimi 119 119 11g
Sukroz 7540 7540 7540
Agar 2.25¢9 2.25¢ 2.25¢

NaCl 1.46 g 2199
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3.6. MORFOLOJIK ANALIZLER
3.6.1. Bitki Yaprak Sayisi, Yaprak Yiizey Alani ve Kok Boyunun Belirlenmesi

Bir hafta boyunca 0, 100 ve 150 mM NacCl ig¢eren besiyerlerine maruz birakilan A. thaliana
bitkilerinin yaprak sayisi, yaprak ylizey alani ve kok boylar1 belirlenerek stres kosuluna maruz

kalmais bitkiler ile kontrol grubu arasindaki morfolojik degisimler belirlendi.

Carus ve Catal (2005) tarafindan da kullanilan Denklem 3.1 ile yapraklarin yiizey alanlar
hesaplandi.

yy.=(mr+2r)*A (3.1)
y.y. = yaprak yiizeyi, r = yapragin yarigapi, A = yapragin uzunlugu
3.7. GENOM DUZEYINDE DNA METILASYONU

Metilasyonun belirlenmesi amaci ile 0, 100 ve 150 mM NaCl konsantrasyonlarinda strese
maruz birakilan A. thaliana bitkilerinden DNA izolasyonu yapildi ve izole edilen DNA’lar

kullanilacaklar1 zamana kadar -80°C’de muhafaza edildi.
3.7.1. DNA izolasyonu Deney Protokolii

“GeneJET Plant Genomic DNA Purification” kit (Thermo Scientific, KO0792) ile iireticisi
tarafindan belirtildigi sekilde DNA izolasyonu yapildi. Kit i¢erigi Tablo 3.6’da verilmistir.

Tablo 3.6: “GeneJET Plant Genomic DNA Purification” Kit icerigi ve saklama kosullari.

Kitin Icerigi islevi Saklama Kosullari(°C)
“RNase A” Enzim (6 X 1.0 ml) Acildiktan sonra -20 °C
“Lysis Buffer A” Parcalama tamponu A (120 ml) 25°C
“Lysis Buffer B” Par¢alama tamponu B (15 ml) 25°C
“Precipitation Solution” Coktiirme ¢ozeltisi (40 ml) 25°C
“Plant gDNA Binding Solution” Bitki gDNA baglama ¢ozeltisi (120 ml) 25°C
“Wash Buffer I (concentrated)” Yikama tamponu I (40ml) 25°C
“Wash Buffer II (concentrated)” Yikama tamponu II (40ml) 25°C

“Elution Buffer (10 mM Tris-HCI,

pH 9.0, 0.1 mM EDTA)" Eliisyon ¢ozeltisi (150ml) 25°C
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Onceden sogutulmus olan havanda yaklasik 100 mg bitki &rnegi siv1 azot yardimiyla toz haline
getirildi ve 350 ul Lysis Buffer A eklenerek 1.5 ml’lik Eppendorf tiiplere aktarildi. 50 ul Lysis
Buffer B ve 20 pul RNase A eklenerek 20 sn vorteks yapildi. Ardindan 10 dk 65°C’ye ayarlanan
1s1 blogunda inkiibe edildi. 130 pul ¢oktiirme soliisyonu eklendi ve tiipler 2-3 kez alt-iist edilip
igerigin karigmasi saglandiktan sonra 5 dk buzda bekletildi. 14.000 rpm’de 5 dk santrifiij yapilip
siipernatant yeni 1.5 ml’lik Eppendorf tiiplere aktarildi. Ustlerine 400 ul bitki gDNA baglama
¢ozeltisi ve 400 ul %96’lik etanol eklendi. Tam karistirma saglandi ve ¢ézeltiden 700 pl kadari
kitin iceriginde bulunan filtreye yiiklendi. 8000 rpm’de 1 dk santrifiij yapilarak DNA’nin
filtreye tutunmasi ve kalan sivinin filtreden asagiya akmasi saglandi. Filtreden gegirilen sivi
atilarak ¢ozelti bitene kadar ayni filtre icin bu islem tekrarlandi. Cozeltinin filtreden
gecirildikten sonra filtrenin iistine 500 pl Yikama tamponu I eklenerek 10000 rpm’de 1 dk
santrifiij edildi. Asagiya gecen sivi atilarak 500 ul Yikama tamponu Il eklendi ve 14000 rpm’de
3 dk santrifiij yapildi. Filtrenin alt kism1 atilarak yeni Eppendorf tiiplere yerlestirildi. 40-100 pl
TE tampon filtreye eklenerek 5 dk bekletildi ve 10000 rpm’de 1 dk santrifiij yapilarak DNA’nin

filtreden geri kazanimi saglandi.
3.7.2. DNA’nin Kalitatif ve Kantitatif Analizi

DNA orneklerinin biitiinliiklerinin belirlenebilmesi i¢in %1 agaroz jel elektroforezinden
yararlanildi. DNA’nin jelde yiirimesi i¢in 50X TAE tamponunun distile su ile seyreltilmesi
sonucu elde edilen 1X TAE tamponu kullanildi. 50X/1 L konsantrasyonunda TAE tamponu
hazirlamak igin 242 g Tris-base (Sigma, T1503) 600 ml ddH>O’da ¢6zdiiriildiikten sonra
57.1 ml glasiyel asetik asit (Merck, 101830) ve 100 ml 0.5 M EDTA (pH 8.0) (Merck,
K03559321) eklenerek son hacim dH20 ile 1L’ye tamamlandi.

Agaroz jel, Maniatis ve dig. (1982) tarafindan belirtigi sekilde hazirlandi. 40 ml 1X TAE
tamponu i¢in 0,40 g agaroz (Sigma, A5073) tartilarak mikrodalga firinda siv1 hale getirildi ve
¢ozeltinin 50-60°C’ye kadar sogumasi beklendikten sonra iizerine 10 mg/ml EtBr’den 3 pl
(Sigma, E1510) eklendi. Jel karisiminin polimerize olabilmesi i¢in 6x9 cm boyutlarina sahip

jel kasete (Thermo, EC 320) dokiilerek polimerize olmasi i¢in sogumaya birakildi.

Icinde 1X TAE yiiriitme tamponu bulunan tanka polimerize olan jel yerlestirildi ve DNA
ornekleri (5ul) 1ul 6X yiikleme tamponu (Thermo Fisher, R0611) ile karistirilarak kuyucuklara
yiiklendi. DNA 6rnekleri 1 kb marker (Hibrigen, MG-LDR-1000) ile birlikte 90V sabit giicte
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40 dakika boyunca jelde yiiriitiildii ve Avegene-Xlite 30R jel goriintiileme sisteminde jelin

goriintiisii alindi.

DNA o6rneklerinin nanodrop spektrofotometre (Thermo scientific, nanodrop 2000) cihazi ile
260 ve 280 nm dalga boylarindaki absorbans degerleri 6lgiildii. DNA Orneklerinin saflik
kontrolii i¢cin A2e0/Az2g0 orani kullanildi. Azeo/A2so orani ~1.8 olan DNA o6rnekleri saf olarak
kabul edildi. Saflig1 belirlenen DNA 6rneklerinin konsantrasyonlar1 (ug/ml) temelde asagida

verilen Denklem 3.2°e gore cihaz tarafindan hesaplandi.
DNA (ng/ml) = Azeo x sulandirma katsayist x 50 (3.2)
3.7.3. Genom Diizeyinde DNA Metilasyonu Belirlenmesi Protokolii

“MethylFlash™ Methylated DNA Quantification” Kkiti (P-1034-96, Epigentek) calisma
prensibine gore (Sekil 3.1), genom diizeyinde DNA metilasyonu 6l¢iimiinde; DNA, yiiksek bir
DNA afinitesine sahip olmak i¢in 6zel olarak muamele edilen serit oyuklarma baglanir.
Metillenmis DNA fraksiyonu, yakalama ve saptama antikorlar1 kullanilarak saptanir ve daha
sonra mikroplaka spektrofotometresindeki absorbans okunarak kolorimetrik olarak olgiiliir.
Metillenmis DNA yiizdesi olglilen OD yogunlugu ile orantilidir. Kitin igerigi Tablo 3.7’de

verilmistir.

e
Py
Antijen Birincil Antikor Ikincil Antikor Enzim Substratin eklenmesiyle

gozlenen renk degisimi

Sekil 3.1: Dolayli ELISA yontemi (Bio Rad, 2020).
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Tablo 3.7: “MethylFlash™ Methylated DNA Quantification” kit (P-1034-96,
Epigentek) icerigi ve saklama kosullari.

Kit icerigi islevi Saklama Kosullar: (°C)

ME1 10x Yikama tamponu 4°C

ME2 Baglama ¢ozeltisi 25°C
ME3 Negatif kontrol (20 pg/ml) -20 °C
ME4 Pozitif kontrol (20 pg/ml) -20 °C.
ME5 Yakalama antikoru (1000 pg/ml) 4°C

ME6 Saptama antikoru (400 pg/ml) -20 °C
ME7 Giiglendirici ¢ozelti -20°C
MES8 Developer ¢ozelti 4°C

ME9 Durdurucu ¢ozelti 25°C

Yikama tamponu, 26 ml WB’in i¢ine 234 ml distile su eklenerek pozitif kontrol (PC) standart

cozeltileri ise asagidaki gosterildigi sekilde hazirlands,

Tablo 3.8: “MethylFlash™ Methylated DNA Quantification” Kit (P-1034-96,
Epigentek) kit pozitif kontrol konsantrasyonlari.

Tiip ME4 (10 ng/nL) 1XTE  Sonu¢ ME4 Konsantrasyonu

1 1,0 uL 19,0 uL 0,5 ng/uL
2 1,0 uL 9,0 uL 1,0 ng/uL
3 2,5 uL 2,5 uL 5,0 ng/uL

DNA baglama agsamasinda; Kullanilacak sayida kuyucuk plaka cergevesinden dikkatli bir
sekilde ¢ikarildi ve her kuyucuga 80 pL ME2 baglama ¢ozeltisi eklendi. 1 pL ME3, 1 pL ME4
standart ¢ozeltileri ve 100 ng érnek DNA ikiser tekrar olacak sekilde belirlenen kuyucuklara
eklendi. Plaka parafilm ile kaplandi ve 37°C’de 90 dk inkiibe edildi. Ardindan her kuyu ii¢ defa
150 pL seyreltilmis ME1 ile yikandi.

Metillenmis DNA’y1 yakalama asamasinda; MES5, 1: 1000 oraninda seyreltik MEL1 ile
seyreltildi. Ardindan her kuyucuga 50 pL seyreltik ME5 eklenerek oda sicakliginda 60 dk
inkiibe edildi. Seyreltik ME5 kuyucuklardan dokiildi ve her kuyucuk 150 pL seyreltik ME1
ile 3 kez yikandi. MEG6, 1: 2000 oraninda seyreltik MEL ile seyreltildi ve her kuyucula bu
seyreltik ME6°dan 50 pL eklenerek oda sicakliginda 30 dk inkiibe edildi. Seyreltik ME6
kuyucuklardan dokiildi ve her kuyucuk 150 pL seyreltik MEL ile 4 kez yikandi. Son olarak,
ME7, 1: 5000 oraninda seyreltik ME1 ile seyreltildi ve her kuyucuga 50 pL seyreltik ME7
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eklenerek oda sicakliginda 30 dk inkiibe edildi. Seyreltik ME7 kuyucuklardan dokiildi ve her
kuyucuk 150 uL seyreltik MEL1 ile 5 kez yikandi.

Sinyal tayini asamasinda; Her kuyucuga 100 uL. MES ilave edildi ve 1-10 dk karanlikta, oda
sicakliginda inkiibe edildi. Yeterli miktarda metile DNA bulundugunda MES8 ¢ozeltisinin rengi
maviye doneceginden 6rnek ve kontrol kuyularinda renk degisimi dikkatlice izlendi. Pozitif
kontrol kuyularindaki renk maviye dondiigiinde, enzim reaksiyonunu durdurmak i¢in her bir
kuyucuga 100 uL. ME9 ilave edildi. Mikro kuyucuklarin bulundugu ¢erceve hafifce sallanarak
¢ozelti karigtirildi ve renk reaksiyonunun tamamen durdurulmasimi saglamak igin 1-2 dk
beklendi. Reaksiyon durdugunda sar1 renge doniistii ve olusan rengin siddeti 450 nm’de
mikroplaka okuyuculu spektrofotometrede (“BioTek™ Eon Microplate Spectrophotometer™)

Olculdii.

Sonuglarin degerlendirilmesi asamasinda ise “MethylFlash™ Methylated DNA Quantification”
Kitte (P-1034-96, Epigentek) belirtildigi iizere pozitif kontrol standart ¢ozeltileri ile hazirlanan

ol¢ii egrisi yardimiyla DNA orneklerindeki metilasyon orani % olarak belirlendi.
3.8. GERCEK ZAMANLI POLIMERAZ ZINCIiR REAKSIYONU

Gergek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu ile se¢ilen DRM2, Pol IV ve Pol V genlerinin
anlatim analizleri gergeklestirilebilmesi i¢in dncelikle Boliim 3.4°te belirtilen stres kosullarinda
yetistirilen A. thaliana bitkilerinden RNA izolasyonu yapildi ve cDNA’ya ¢evrilerek RT-PZR

analizlerinde kullanildi.
3.8.1. Gen Anlatimlar1 Analiz Edilen Genler ve Ozellikleri

Bitkilerde stres kosullar1 altinda metilasyon mekanizmalart ile iliskileri oldugu bilinen ve daha
once Arikan ve dig. (2018) tarafindan tuzluluk stresi sonucu anlatimlari ¢alisilmis, bu ¢calismada
da MET1 geninin hipometilasyondaki roliiniin degerlendirilmesi i¢in DRM2, Pol IV ve Pol V
genleri secildi. Igsel kontrol olarak segilen Aktin geni ile segilen genlerin 6zellikleri Tablo
3.8’de ayrintili olarak verildi. Genlerin anlatimlarinin analizinde kullanilan primer dizileri ise

Tablo 3.9°da verildi.
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Tablo 3.9: Gen anlatimi ¢aligmalarinda kullanilan genler ve 6zellikleri.

Genler Ozellikleri Referans

Asimektik CpNpN bolgelerinin metilasyonu memelilerdeki Dnmt3
DRM2  enzimi ile homolog olan ve de novo metilasyonundan da sorumlu Lee ve Cho, 2016
DRM2 tarafindan gerceklestirilir.
Bitkilere 6zgii bir enzimdir. RNA aracili DNA metilasyonunda
siRNAlarin biyosentezinden sorumludur.
siRNA’larm RNA aracili DNA metilasyonundan etkilenen lokuslari
hedeflemesi igin gereklidir.
Hemen hemen tiim okaryotlarda bulunur. Hiicre yapisinda, hiicre
Aktin hareketliliginde ve hem kas hem de kas dis1 hiicrelerde kasilma Rubenstein, 1990
kuvveti olusumunda 6nemli rol oynayan bir proteindir.

Pol IV Haag ve Pikaard, 2011

Pol V Haag ve Pikaard, 2011

Tablo 3.10: Gen anlatim1 analizlerinde kullanilan primer dizileri.

Primerler Dizi Referans
fleri 5’ AAACAAAGCTGCCCCACTCG3’ -~
BRI Geri 5’ ATACGCCACAGTATCAACCTG3’ Naydenov ve dig,, 2015
fleri 5’GAAACGCATTCTCCACAGTTAC3’ N
Pol 1V Geri 5’GCGACCCGGATTCCTTTGACS’ Naydenov ve dig., 2015
fieri 5’CATCCGTCTGCGTACCCTG3’ N
Polv Geri 5"TCAACCGTGATGAAGTCAACG3’ INEEEAIT G5 2L
_ fleri 5'-GCCAGTGGTCGTACAACCG-3’ ) N
Aktin Geri 5 TCATGAGGTAATCAGTAAGGTCAC-3  Saenz-Mata ve dig., 2012

3.8.2. RNA izolasyonu Deney Protokolii

A. thaliana bitkilerinden TRIzol® (Hibrigen, MG-TRZ-01-100) kullanilarak RNA izolasyonu
yapildi. Yaklagik 50 mg bitki 6rnegi onceden sogutulmus havanda sivi azot yardimi ile
parcalanarak toz haline getirildi. Ardindan {izerlerine 1 ml TRIzol® eklendi ve 1.5 ml’lik
Eppendorf tiiplere aktarildi. Ornekler oda sicakliginda 5 dakika bekletildi. Her bir 6rnege
200 pl kloroform (ISOLAB, 910.033) eklenerek tiipler 10-15 saniye altiist edilerek karigtirildi.
Kloroform ile karismis olan ornekler 2-3 dakika oda sicakliginda bekletilip 4°C’de ve
12.000 g’de 15 dakika santrifiij edildi. Santrifiij sonrasinda siipernatant 1.5 ml’lik yeni
Eppendorf tiiplere alinarak her 1 ml TRIzol® igin 500 pl izopropanol (Sigma, 24137) eklendi
ve 10 dakika oda sicakliginda bekletildi. Daha sonra 4°C’de ve 12.000 g’de 10 dakika santrifiij
edildi. Santrifiijiin ardindan siipernatant atilarak pelletler 1 ml %75 EtOH (ISOLAB, 920.026)
ile yikand1 ve 4°C’de ve 7.500 g’de 5 dakika santrifiij edildi. Santrifiij sonrasinda etanol
dokiildii ve 1sitic1 blokta (Biosan, TS-100C) RNA pelletlerinin kurumasi saglandi. Kuruyan
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RNA pelletlerinin iizerine 20-50 ul niikleaz icermeyen dH20 ilave edildi ve 37°C’lik 1sitic

blokta 10-15 dakika tutularak RNA’larin tamamen ¢dziinmesi saglandi.
3.8.3. RNA’min Kalitatif ve Kantitatif Analizi

izole edilen RNA’larin biitiinliikleri agaroz jel elektroforezinde kontrol edildi. %1°lik agaroz
jel Boliim 3.6.2°de anlatildig: sekilde hazirlandi ve 6rnekler 90 V’da 35 dakika yiirtitiilerek jel

goriintiileme sisteminde jelin goriintiisii alind1.

izole edilen RNA’larin safliklar1 ve miktarlar1 ise Boliim 3.6.3’te anlatildig1 gibi nanodrop
spektrofotometre (Thermo scientific, Nanodrop 2000) cihaz ile 6lgiildii. A2eo/A2g0 orani ~ 2.0
olan RNA ornekleri saf olarak kabul edildi. RNA miktarlarinin 6l¢tilmesi i¢in ise formiilde ¢ift
zincirli DNA i¢in 50 olan katsay1 tek zincirli RNA icin 40 olarak cihaz tarafindan degistirilerek
hesaplandi.

RNA (ng/ml) = Azeo x sulandirma katsayis: x 40 (3.3)
3.8.4. cDNA Sentezi

Izole edilen RNA’lardan “High-Capacity cDNA Reverse Transcription” kiti (Thermo
Scientific, 4368814) kullanilarak iireticinin dnerdigi protokole gore PZR cihazinda (BIO-RAD,
T100 Thermal Cycler) cDNA sentezlendi. Sentez reaksiyonunun bilesenleri Tablo 3.10’da
kosullar1 ise Tablo 3.11’de verildi.

Tablo 3.11: ¢cDNA Sentez reaksiyonunun bilesenleri.

Bilesen Hacim
10x RT Buffer 2 ul

25x dNTP (100 mM) 0.8 ul
10x Random Primers 2l
Ters Transkriptaz (50 U/uL) 1ul

Kalip RNA 1000ng

ddH.0 20 pl tamamlanir
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Tablo 3.12: ¢cDNA sentez reaksiyonunun kosullar.

Asama Sicaklik Zaman
Primer Baglanmasi 25°C 10 dk
cDNA sentezi 37°C 120 dk
Enzim inaktivasyonu 85°C 5 dk
Saklama 4°C )

3.8.5. Gerg¢ek Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu

[k olarak gen anlatimlar1 incelenecek olan genlerin optimum baglanma kosullar1 belirlendi.
Ardindan “2X SYBR Green master mix” (Hibrigen, 0220-UB-775) kullanilarak gergek zamanli
PZR yapildi. Yapilan analizlerde kullanilan PZR bilesenleri Tablo 3.12’de reaksiyon kosullar
ise Tablo 3.13’te verildi. GZ-PZR reaksiyonunun bilesenleri.

Tablo 3.13: GZ-PZR reaksiyonunun bilesenleri.

Bilesen Hacim
“2X SYBR Green Master Mix” 12.5 pl
Primer (10 pM) 0.5 pul
cDNA 3yl
Niikleaz icermeyen dH,O 25 pl’ye tamamlanir

Tablo 3.14: Gergek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu kosullari.

Sicakhk Zaman
Bekleme 50°C 60>’
Denatiirasyon 94°C 30’
Primer 61°C (Aktin, Pol IV ve
Baglanma Pol V) 40 Dongl 30”
65°C (DRM2)
Uzama 72°C 30’
Bekleme 40°C 30

“LightCycler Nano” (Roche) cihazi kullanilarak yapilan Ger¢ek zamanli PZR analizlerinden
elde edilen Ct degerleri 224! yontemi ile rolatif olarak degerlendirilerek anlatim katsayilari

belirlendi.
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3.9. ISTATISTIKSEL ANALIZLER

A. thaliana metl-7 ve metl-3 bitkileriyle yapilan morfolojik deneyler, “MethylFlash™
Methylated DNA Quantification” kit (p-1034-96, EpiGentek) ile elde edilen sonuglarin
degerlendirilmesi ve gen anlatimi analizleri istatistiksel olarak GraphPad Prism® 7.0 bilgisayar
programi kullanilarak ¢ift yonlii ANOVA (“Two-Way-AVOVA- Ordinary three data sets”)
Tukey testi ile degerlendirildi. p<0.05 olan sonuglar anlamli kabul edildi. Morfolojik deneyler
3 biyolojik tekrarli, metilasyon seviyesi analizi ve gen anlatimi analizleri ise 3 biyolojik, 2

teknik tekrarli olarak yapildi.
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4. BULGULAR

4.1. TOHUMLARIN CIMLENDIRILMESI

Boliim 3.3’te anlatildigi gibi yiizey sterilizasyonu yapilan Arabidopsis thaliana tohumlari
¢imlenmeleri i¢in MS besiyeri iceren Petri kaplarina ekilerek bitki biiyiime kabininde birakildu.
Tohumlarin ekimleri yapildiktan yedi giin sonra ¢imlenmeye basladigi gozlendi ve stres
besiyerlerine aktarildi. Sekil 4.1°de Col-0, metl-7 ve metl-3 A. thaliana bitkilerinin kontrol

grubunu verilmistir.

Sekil 4.1: Col-0, metl-7 ve metl-3 Arabidopsis thaliana bitkilerinin MS besiyerinde 14 giinliik
kontrol grubu (0 mM NacCl) (Bar: 1cm).
4.2. MUTANTLARIN ANALIZI

metl-3 mutantlarindan izole edilen RNA’lar ile Bolim 4.5.1°de anlatilacagi gibi cDNA
sentezlendi ve pozitif kontrol olarak segilen Aktin geni ile birlikte RT-PZR yapildi. MET1 gen
tirtinleri Sekil 4. 2°de gosterildigi PZR sonrasi agaroz jel elektroforezinde kontrol edildi.

i
Col-0 metl-3

- - MET!I

_ - Aktin

Sekil 4.2: metl-3 mutantinda MET1 gen {iriinlerinin
kontrolii.
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met1-7 mutantinin MET1 transkript kontrolii istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri
tarafindan desteklenen ve laboratuvarimizda yiiriitilen FBA-2019-33713 numarali projede

yapilmis ve metl-7 homozigotlar olduklar belirlenmistir.
4.3. STRES UYGULAMASININ MORFOLOJIK ETKILERI
4.3.1. Bitki Yaprak Sayisi, Yaprak Yiizey Alam ve Kok Boyundaki Degisimler

Yedi giinliik Col-0, met1-7 ve met1-3 bitkileri 0, 100 ve 150 mM konsantrasyonlarinda NaCl
igeren besiyerine aktarildi. Yedi giin boyunca stres besiyerlerinde biiyiitiilen bitkiler morfolojik
olarak degerlendirilerek yaprak sayisi, yaprak yilizey alani, kék boyu degerlendirildi.
Sekil 4.3’te tuz uygulamasi sonrasinda Col-0, metl-7 ve metl-3 bitkilerin genel goriinimii

verilmistir.
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Col-0

0 mM 100mM / 150 mM
metl-7 metl-7 .~ metl-7—

150 mM
metl-3

Sekil 4.3: Yedi giin boyunca 0, 100 ve 150 mM NaCl konsantrasyonlarinda strese maruz birakilan
A. thaliana bitkileri. A- Kontrol grubu Col-0 bitkilerini, B- met1-7 mutant bitkilerini, C- met1-3
mutant bitkilerini temsil etmektedir (Bar: 1cm).

Sekil 4.3’te artan NaCl konstransyonunun Arabidopsis bitkilerinin morfolojisini olumsuz
olarak etkiledigi net bir sekilde goriilmektedir. Yapilan morfolojik analizlerde yaprak sayisina
bakildiginda kontrol grubu Col-0 ve metl-7, metl-3 epigenetik mutantlarina uygulanan farkli
NaCl konsantrasyonlarimin gruplar arasinda anlamli bir degisime neden olmadigi ancak
metl-3 mutantina uygulanan 100 ve 150 mM NaCl konsantrasyonlar1 hari¢ tiim bitki ve

kosullarda yaprak sayilarinin anlamli bir sekilde azaldigi gozlemlenmistir. Yaprak ylizey



44

alanlarinin sadece Col-0 bitkisine uygulanan 0 ve 150 mM NaCl konsantrasyonu ile met1-7 ve
metl1-3 epigenetik mutantlarinin 150 mM konsantrasyonlari arasinda anlamli olarak kii¢tildigii
goriilmistiir. Kok uzunlugunda; met1-7 nin kontrol grubu ile tuz uygulamasi yapilan bitkileri
arasinda ve metl-3’in kontrol grubu ile 100 mM NaCl konsantrasyonu uygulanan bitkileri
arasinda anlamli olarak kisalmadigi diger gruplarin kendi aralarinda anlamli olarak kisaldigi
gbzlenmistir. metl-7'nin kontrol grubu ile Col-0 kontrol grubu arasinda, metl1-3’e uygulanan
her NaCl konsantrasyonu ile Col-0’nun NaCl konsantrasyonlar1 arasinda ve mutantlarin kendi
aralarinda 100 ve 150 mM NaCl konsantrasyonlari arasinda kok uzunlugunun anlamli olarak

kisaldig1 goriilmiistiir.

Arabidopsis thaliana bitkilerine uygulanan farkli NaCl konsantrasyonlari sonrasinda meydana
gelen morfolojik degisimleri belirlemek i¢in bitkilerin yaprak sayilari, yaprak yiizey alanlari ve
kok uzunluklart GraphPad Prism® 7.0 bilgisayar programi kullanilarak degerlendirildi.
Istatistiksel analizler ¢ift yonli ANOVA (“Two Way AVOVA-Ordinary three data sets”)
Tukey testi ile yapildi. Sekil 4.4, Sekil 4.5 ve Sekil 4.6da verilen grafikler ¢izildi. p<0.05 olan

sonuclar anlaml1 kabul edildi.

fopogO
10 - 3k sk sk REAY olololo
4k ¥ 0 mM NacCl

8- i sk 100 mM NaCl
E» 150 mM NaCl
&‘ 6- ' -
N
-5
g
-~
o

2

0 T 1 1

Col-0 metl-7 metl-3

Sekil 4.4: Arabidopsis thaliana bitkilerine uygulanan farkli NaCl konsantrasyonlarinda yaprak
sayisinda meydana gelen anlamli degisimler.
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Sekil 4.5: Arabidopsis thaliana bitkilerine uygulanan farkli NaCl konsantrasyonlarinda yaprak yiizey
alaninda (cm?) meydana gelen anlamli degisimler.
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Sekil 4.6: Arabidopsis thaliana bitkilerine uygulanan farkli NaCl konsantrasyonlarinda kok
uzunlugunda (cm) meydana gelen anlamli degisimler. A- Col-0, metl-7 ve metl-3 gruplarinin
kendi aralarinda meydana gelen; B- metl-7 ve metl-3 mutantlar ile Col-0 arasinda meydana
gelen; C- metl-7 ve metl-3 mutantlar1 arasinda meydana gelen anlamli degisimleri
gostermektedir.
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Grafik verilerine ek olarak yapilan morfolojik analizlerin degerlerinin ortalamalar1 ve standart

hatalar1 Tablo 4.1, Tablo 4.2 ve Tablo 4.3’te verilmistir.

Tablo 4.1: Farkli NaCl konsantrasyonlarinin A. thaliana Col-0 bitkisi iistiindeki morfolojik etkilerinin
belirlenmesi. Her bir deger 3 deneyin ortalamasimi ve standart hatay1 (+SH) gostermektedir.

NaCl (mM) Yaprak Sayisi Yaprak Yiizeyi Alam (cm?) Kok Uzunlugu (cm)
0 9,047+0,216 0,405+0,032 4,097+0,169
100 7,195+0,235 0,346+0,029 2,984+0,141
150 5,787+0,215 0,269::0,020 1,560+0,090

Tablo 4.2: Farkli NaCl konsantrasyonlarinin A. thaliana metl-7 mutanti iistindeki morfolojik
etkilerinin belirlenmesi. Her bir deger 3 deneyin ortalamasini ve standart hatayr (+SH)

gostermektedir.
NaCl (mM) Yaprak Sayisi Yaprak Yiizeyi Alam (cm?) Kok Uzunlugu (cm)
0 8,455+0,261 0,409+0,033 2,922+0,152
100 6,936+0,238 0,328+0,026 2,800+0,124
150 5,605+0,265 0,292+0,034 2,023+0,120

Tablo 4.3: Farkli NaCl konsantrasyonlarinin A. thaliana metl-3 mutanti iistiindeki morfolojik
etkilerinin belirlenmesi. Her bir deger 3 deneyin ortalamasini ve standart hatayr (+SH)

gostermektedir.
NaCl (mM) Yaprak Sayis1 Yaprak Yiizeyi Alami (cm?) Kok Uzunlugu (cm)
0 8,313+0,362 0,266+0,023 2,124+0,144
100 6,682+0,297 0,234+0,031 1,600+0,197
150 5,500+0,336 0,137+0,020 0,640+0,092

4.4, GENOM DUZEYINDE DNA METILASYON ANALIZI

4.4.1. DNA lizolasyonu

“MethylFlash™ Methylated DNA Quantification” kit ile (Epigentek, P-1034-96), genom
diizeyinde DNA metilasyonunun o&lgiimii icin NaCl uygulamasi yapilan A. thaliana
bitkilerinden DNA izolasyonu yapilarak biitiinliikleri Sekil 4.7°de gosterildigi gibi 1 kb’lik
marker ile agaroz jel elektroforezi ile kontrol edildi. A2eo/A2g0 oran1 ~1.8 olan DNA’lar saf

olarak kabul edildi ve deneylerde kullanildi.
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Sekil 4.7: 0, 100 ve 150 mM konsantrasyonlarinda NaCl stresine maruz birakilan Col-0, metl-7 ve
metl-3 A. thaliana bitkilerinden izole edilen DNA’larin agaroz jel elektroforezindeki
goruntiisii.

4.4.2. ELISA Yontemi ile Genom diizeyinde DNA Metilasyonunun Belirlenmesi

Genom diizeyinde 5-mC igeriginin kantitatif tayini “MethylFlash™ Methylated DNA
Quantification” Kit ile gergeklestirildi. Boliim 3.6’da anlatildig1 sekilde %5-mC miktar kit ile

temin edilen pozitif kontroller ile hazirlanan standart egri tizerinden hesaplandi.

7 giin boyunca 0, 100 ve 150 mM konsantrasyonlarinda NaCl stresine maruz birakilan Col-0,
metl-7 ve metl-3 A. thaliana bitkilerinin %5 mC seviyeleri Sekil 4.8’de ve bu analizlerde
kullanilan 5-mC standartlarinin kalibrasyon egrisi ise Sekil 4.9’da verilmistir. Yapilan analizler
sonucu uygulanan NaCl konsantrasyonuna bagli olarak bitki gruplar arasinda hipometilasyon
oldugu gozlemlenmistir. Uygulanan her NaCl konsantrasyonunda Col-0’a oranla mutantlarin
daha az metilasyon durumda oldugu goriilmiistiir. 0 mM NaCl uygulamasinda met1-7°e kiyasla
metl-3 mutantinda daha az metilasyon oldugu ancak uygulanan NaCl konsantrasyonlari
arasinda metl-3’te anlamli bir degisim olmazken metl-7’de 0 ve 100 mM arasinda
hipometilasyon olustugu ardindan 100 ve 150 mM konsantrasyonlar1 arasinda hipermetilasyon

olustugu gorilmiistiir.
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Sekil 4.8: Col-0, metl-7 ve metl-3 Arabidopsis thaliana bitkilerinin NaCl uygulamasina gére DNA
metilasyonu degisiminin % olarak gésterilmesi.
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Sekil 4.9: Farkli konsantrasyonlarda hazirlanmig olan 5-mC standartlarinin
kalibrasyon egrisi.
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Grafik verilerine ek olarak yapilan DNA metilasyon degerlerinin (%) ortalamalar1 ve standart

hatalar1 Tablo 4.4°te verilmistir.

Tablo 4.4: Farkli NaCl konsantrasyonlarmin Col-0, metl-7 ve metl-3 Arabidopsis thaliana bitkileri
iizerindeki DNA metilasyonu degisiminin yiizde (%) olarak gosterilmesi. Her bir deger 3
deneyin ortalamasini ve standart hatay1 (+SH) gostermektedir.

NaCl (mM) Col-0 met1-7 met1-3
0 4,726+0,296 4,176+0,146 2,452+0,0,32
100 3,752+0,068 1,979+0,116 2,700+0,027
150 4,888+0,541 3,936+0,114 2,994+0,281

4.5. GEN ANLATIMI ANALIZLERI

Genomik metilasyon analizleri gerceklestirilen Col-0, met1-7 ve met1-3 A. thaliana bitkilerinin
epigenetik mekanizmalarda yer aldiklar bilinen ve daha 6nce Arikan ve dig., (2018) tarafindan
Col-0’da calisilmis olan DRM2, Pol IV ve Pol V genlerinin stres kosullarindaki anlatim

diizeyleri analiz edildi.
45.1. Toplam RNA Analizi

Gen anlatim diizeylerinin belirlenebilmesi i¢in 0, 100 ve 150 mM konsantrasyonlarinda NaCl
stresine maruz birakilan Col-0, metl-7 ve metl-3 A. thaliana bitkilerinin RNA izolasyonu
yapilarak biitiinliikleri Sekil 4.10°da gosterildigi gibi agaroz jel elektroforezi ile kontrol edildi.
A260/A2g0 orant ~ 2.0 olan RNA’lar saf olarak kabul edildi ve GZ PZR reaksiyonlarinda kalip
olmak tizere RNA’lardan cDNA sentezlendi.

] =
.. 9
- ok

0mM 100 mM 150 mM 0OmM 100 mM 150 mM O0mM 100 mM 150 mM

L J \ ) \ )
[ f I

Col-0 metl-7 met1-3

Sekil 4.10: 0, 100 ve 150 mM konsantrasyonlarinda NaCl stresine maruz birakilan Col-0, metl-7 ve
metl-3 A. thaliana bitkilerinden izole edilen RNA’larin agaroz jel elektroforezindeki
goriintiisii.
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45.2. Gercek Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu Analizleri

0, 100 ve 150 mM konsantrasyonlarinda NaCl stresine maruz birakilan A. thaliana Col-0,
metl-7 ve metl-3 bitkilerinde segilen DRM2, Pol 1V ve Pol V genlerinin anlatim diizeyleri
GZ-PZR reaksiyonu ile analiz edildi. Gen anlatimlarinin degisimi Sekil 4.11, 4.12 ve 4.13’te

verilen grafiklerde 6zetlenmistir.

7 3
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Sekil 4.11: GZ-PZR analizleri sonucunda Col-0, metl-7 ve metl-3 Arabidopsis thaliana bitkilerinin
DRM2 gen anlatimimin Aktin’e gore rolatif gen anlatimi seviyelerinin grafiksel gosterimi.
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Sekil 4.12: GZ-PZR analizleri sonucunda Col-0, metl-7 ve metl-3 Arabidopsis thaliana bitkilerinin
Pol IV gen anlatiminin Aktin’e gore rolatif gen anlatimi seviyelerinin grafiksel gosterimi.
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Sekil 4.13: GZ-PZR analizleri sonucunda Col-0, metl-7 ve metl-3 Arabidopsis thaliana bitkilerinin
Pol V gen anlatiminin Aktin’e goére rolatif gen anlatimi seviyelerinin grafiksel gosterimi.

Farkli NaCl uygulamalarina gore gen anlatimi degisiminin rolatif katsayilart Tablo 4.5°te
verilmistir. DRM2 geninin Aktin’e gére 100mM NaCl uygulanmasinda Arabidopsis Col-0
bitkisinde anlatiminin 0,4 oraninda azaldigi, metl-7 ve metl-3’te sirasiyla 1,4 ve 1,2 oraninda
arttig1; 150 mM konsantrasyonda ise Col-0’da degisime sebep olmazken metl-7 ve metl-3’te
sirastyla 1,65 ve 1,45 oraninda arttign goriilmistir. Pol IV geninin Aktin’e gore olan
degisiminde 100 mM NaCl uygulamasinin Col-0, metl-7 ve metl-3 gruplarinda sirasiyla
1-1,37 ve 2 oraninda; 150 mM NaCl uygulamasinda ise sirasiyla 1,7 - 2,73 ve 1,95 oraninda
artigsa sebep oldugu belirlenmistir. Son olarak 100 mM NaCl uygulamasinin Pol V geninin
anlatimmda Col-0, metl-7 ve metl-3 gruplarinda sirasiyla 1,3 — 2,1 ve 1,55 oranlarinda artisa
neden oldugu 150 mM NaCl uygulamasinin ise Col-0 bitkisinde 0,7 oraninda bir azalmaya

sebep olurken, mutantlarda sirasiyla 2,85 ve 1,8 oraninda artisla sonuglandigi goriilmiistiir.

Tablo 4.5: Col-0, metl-7 ve metl-3 A. thaliana bitkilerinde NaCl uygulamasi sonrasinda DRM2,
Pol IV ve Pol V gen anlatimlarindaki degisimlerin Aktin genine gore rolatif katsayilar.

DRM2 Pol IV Pol V

NaCl (mM)  Col-0 metl-7 metl-3 Col-0 metl-7 metl-3 Col-0 metl-7 metl-3
Kontrol 1 1 1 1 1 1 1 1 1
100 0,4 14 1,2 1 1,37 2 1,3 2,1 1,55
150 0,95 1,65 1,45 1,7 2,73 1,95 0,7 2,85 1,8
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NaCl stres uygulamasinin MET1 enziminin sentezlenmedigi null mutantlar olan metl-7 ve
met1-3 A. thaliana bitkilerinde Col-0 bitkisine oranla metilasyonda gorevli DRM2, Pol IV ve

Pol V genlerinin anlatiminda daha fazla artiga sebep oldugu gézlenmistir.
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5. TARTISMA VE SONUC

Stres organizmanin biiylimesi, gelismesi ve ¢ogalmasin1 olumsuz yonde etkileyen en 6nemli
faktordiir. Bu olumsuz etkiyi en aza indirmek i¢in organizmalar {i¢ farkl: strateji gelistirirler;
tolerans, diren¢ ve kagma. Hareketsiz yasam tarzlari nedeniyle karsilagtiklari biyotik ve
abiyotik streslere bitkilerin verdigi cevap yalnizca tolerans ve diren¢ mekanizmalariyla
sinirlidir. Bu sebeple ¢esitli molekiiler mekanizmalar gelistirmislerdir (Boyko ve Kovalchuk,
2008). Bitkilerin en ¢ok karsilastigi abiyotik streslerden biri olan toprak tuzlulugu, mahsul
verimini sinirladig1 ve dnceden islenmemis arazinin kullanimini kisitladigi i¢in gida tiretiminde
onemli kayiplara sebep olur. Ayni1 zamanda tarimsal iiretimin kalori ve beslenme potansiyelini
de sinirlar (Yokoi ve dig., 2002). Tiim bu sorunlarin ¢oziilmesi i¢in bitkilerin strese karsi

gelistirdikleri molekiiler mekanizmalarin daha iyi anlasilmasi gerekir.

Yapilan ¢alismalarda kiiclik boyutlari, kolay manipiile edilebilmeleri, kisa iiretim siireleri ve
fazla dol vermeleri gibi 6zelliklere sahip model organizmalar kullanilir. Arastirmalarin model
organizmalar lizerinden yiiriitiilmesinin zaman ve maliyet agisindan pek ¢ok avantaji vardir.
Bitkiler {izerinde yapilan arastirmalarda en hizli sekilde sonug¢ alip bu sonuglarin tarimsal
oneme sahip bitkilerin gelistirilebilmesi i¢in Arabidopsis thaliana siklikla model organizma

olarak kullanilmaktadir.

Gen anlatiminin diizenlenmesi, gen susturmasi Ve genom stabilitesinin korunmasi gibi pek ¢ok
onemli biyolojik siirecin DNA metilasyonu ile iligkili oldugu gosterilmistir. Ayn1 zamanda
DNA metilasyon kusurlarinin bitkilerde morfolojik kusurlara yol actig1 bilinmektedir (Law ve

Jacobsen, 2010; Kong ve dig., 2018).

Bu tez ¢aligmasinda ise NaCl uygulamasinin; CG dizilerinin metillenmesinden sorumlu oldugu
bilinen MET1 enziminin sentezlenmedigi A. thaliana null mutantlar olan metl-7 ve metl-3
bitkilerinde sebep oldugu morfolojik degisimlere bakilmis ve genomik diizeydeki metilasyon
farkliliklari incelenmistir. Ayni zamanda metilasyonda gérevli oldugu bilinen DRM2, Pol IV ve

Pol V genlerinin anlatimlar1 analiz edilmistir.

Toprak tuzlulugu suda ¢oziinebilen iyonlarm (Na*, Ca*, Mg*?, Cl-, SO4 2, HCO3") birikmesiyle
olusur. Tuz stresi, mahsul tiretimi i¢in en 6nemli siirlayici faktorlerden biridir. Tuz stresine

maruz kalmak bitkilerde; ¢imlenme ortaminin diisiik ozmotik potansiyeli nedeniyle tohumlarin
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su emilimini degistirir, niikleik asit metabolizmasinda gorevli enzimlerinin aktivitelerini
degistiren toksisiteye neden olur, hormonal dengeyi bozar ve tohum iiretimini azaltir (Parihar
ve dig., 2015). Chartzoulakis ve Klapaki (2000) sera biberine (“Capsicum annuum L.”) 0, 10,
25, 50, 100 ve 150 mM NaCl uyguladiklar1 calismalarinda; 100 ve 150 mM NacCl
konsantrasyonlarinin bitkilerin ¢imlenme oraninda, ¢imlendikten sonra ise kok uzunluklarinda
kayda deger bir azalmaya sebep oldugunu, fide yiiksekliginin ve yaprak yiizey alaninin ise 10
mM’den daha yiiksek konsantrasyonlarda onemli Ol¢iide azaldigin1 ancak kuru agirligin

degismedigini belirtmislerdir.

Bitkilerde sitozin metilasyonundan sorumlu temel enzimler MET1, CMT3 ve DRM2
enzimleridir. Bu tez c¢alismasinda bitkilerde CG dizilerini metilleyen ve genom diizeyindeki
metilasyonun %80-%90’nindan sorumlu oldugu bilinen MET1 geninin null mutantlar1 olan
metl-7 ve metl-3 kullanilmistir. metl-3 mutantinin analizi i¢in MET1 gen bolgesine giren
T-DNA bolgesine gore tasarlanan primerler kullanilarak RT-PZR ile kontrol edilmistir. met1-7
mutantinin analizi ise aym sekilde Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri tarafindan

desteklenen ve laboratuvarimizda yiiriitiilen FBA-2019-33713 numarali projede yapilmistir.

Bu tez ¢alismasinda bir haftalik Col-0, met1-7 ve met1-3 A. thaliana bitkilerine 7 giin boyunca
0, 100 ve 150 mM NaCl uygulanmis ve morfolojik degisimleri yaprak sayisi, yaprak yiizey
alam (cm?) ve kok uzunlugu (cm) olarak incelenmistir. Yapilan morfolojik analizler sonucunda
yaprak sayisinda kontrol grubu olan Col-0 ve met1-7, met1-3 bitkilerine uygulanan farkli NaCl
konsantrasyonlarinin anlamli bir degisime neden olmadigi belirlenmistir. Ancak, metl-3
mutantina uygulanan 100 ve 150 mM NaCl konsantrasyonlar: hari¢ tiim bitki ve kosullarda
yaprak sayilarmin anlamli bir sekilde azaldigi gdézlemlenmistir. Yaprak ylizey alanlarinin
sadece Col-0 bitkisine uygulanan 0 ve 150 mM NaCl konsantrasyonu ile metl-7 ve metl-3
bitkilerinin 150mM konsantrasyonlari arasinda anlamli olarak kiigiildiigi gériilmiistiir. Kok
uzunlugunda; metl-7°nin kontrol grubu ile tuz uygulamasi yapilan bitkileri arasinda ve metl-
3'tin kontrol grubu ile 100 mM NaCl konsantrasyonu uygulanan bitkileri arasinda anlamli
olarak kisalmadigi diger gruplarin kendi aralarinda anlamli olarak kisaldigi goézlenmistir.
met1-7nin kontrol grubu ile Col-0 kontrol grubu arasinda, metl-3’e uygulanan her NaCl
konsantrasyonu ile Col-0’nun NaCl konsantrasyonlar1 arasinda ve mutantlarin kendi aralarinda
100 ve 150 mM NaCl konsantrasyonlar1 arasinda kok uzunlugunun anlamli olarak kisaldig:

goriilmiistiir. Biitlin morfolojik analizler istatistiksel olarak degerlendirilerek p<0.05
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seviyesinde anlamli olduklar1 belirlenmistir. Elde ettigimiz verilere paralel olarak Arikan ve
dig. (2018)’de Col-0 bitkisine uygulanan tiim NaCl konsantrasyonlarinda, yaprak sayisinin
anlamli olarak azaldigini; yaprak yiizey alaninin sadece 100 ve 150 mM NaCl konsantrasyonu
arasinda anlamli olarak kii¢iilmedigini ancak 0-100 mM ve 0-150 mM arasinda anlamli olarak
kiiciildiigii; kok uzunlugunun ise yaprak sayisinda oldugu gibi tiim NaCl konsantrasyonlarinda
anlaml olarak kisaldigini bildirmistir. Yapilan morfolojik analizler sonucu metl-3 mutantinin
met1-7 mutantina kiyasla tuz stresine daha duyarli oldugu goriilmiistiir. Baek ve dig. (2011)’de
benzer sekilde metl-3 mutantinin NaCl'ye asir1 duyarli oldugunu, kok biiyimesinde tuza
duyarli bir fenotip gozlemlediklerini ve bu durumun AtHKTI1 promotoériindeki varsayilan
kiiciik RNA hedef bolgesindeki metilasyon kaybina baglanabilecegini belirtmistir. ilave olarak,
bu ¢alisma kapsaminda laboratuvarimizda yaptigimiz kendi kendine déllenme ile tohum alma

calismalar1 metl-7 mutantinda sonug verirken, metl-3 mutantinda sonugsuz kalmistir.

Epigenetik faktorler, DNA dizilerini degistirmeden gen ifadesinin degisimine neden olup bu
durumun hem kisa vadeli (mitotik) hem de uzun vadeli (mayotik) kalittimina katkida
bulunabilir. DNA metilasyonu, histon modifikasyonlari, siRNA'lar, paramutasyon, niikleozom
diizenlemesi ve digerleri gibi epigenetik kalittimda etkili olan igin ¢esitli mekanizmalar
bilinmektedir. Boyko ve dig. (2010) yaptiklart ¢alismada tuz stresine maruz birakilan
Arabidopsis bitkilerinin dollerinde Arikan ve dig. (2018)’in aksine hipermetilasyonla
karsilagtiklarin1 bildirmislerdir. Bitkilerde DNA metilasyonu bir¢ok epigenetik olgunun
diizenlenmesinde rol oynar. Bunlar arasinda transpozonlarin ve transgenlerin transkripsiyonel
susturulmasi, stres kosullarina kars1 savunma, ¢igeklenme zamani tohum olusmasi ve yaprak
morfolojisini kontrol eden genlerin susturulmasi gelmektedir (Chen ve dig., 2010; Bilichak ve
dig., 2012; Yao ve dig., 2012). Ornegin; hipometilasyon Arabidopsis’te ¢iceklenmede
gecikmeye (Jones ve Sung, 2014), elmada ise kii¢iik meyve olusumuna neden olurken (Daccord
ve dig., 2017); hipermetilasyon portakal meyvesinin gelisiminde ve olgunlagsmasinda kritik bir
rol oynar (Huang ve dig., 2019). Bununla birlikte metilasyon seviyelerinin bitki dokularinin
farkli asamalarinda da farklilik gosterdigi bilinmektedir. Seftalide, geng fidelerin siirgiin apikal
meristemi, yetiskinlere gére daha fazla metilasyona ugrarken (Bitonti ve dig., 2002); havugta
yetiskin yapraklarin metilasyon seviyesi fidelerden daha yiiksektir. Ancak fidelerin koklerinde

de yetigkinlere gore daha fazla metilasyon meydana gelir (Palmgren ve dig., 1991).
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Bu tez c¢alismasinda NaCl uygulamasinin A. thaliana MET1 geninin null mutantlar1 olan
metl-7 ve metl-3 polimorfizmleri tizerindeki metilasyon degisimleri arastirilmis ve genom
diizeyinde 5-mC iceriginin kantitatif tayini i¢in dolayli ELISA tabanli “MethylFlash™
Methylated DNA Quantification” Kiti kullanilmigtir. Yapilan analizler sonucu uygulanan NaCl
konsantrasyonuna bagli olarak bitki gruplar1 arasinda hipometilasyon oldugu gézlemlenmistir.
Uygulanan her NaCl konsantrasyonunda Col-0’a oranla mutantlarin daha az metillenmis
durumda oldugu goriilmiistiir. 0 mM NaCl uygulamasinda metl-7’ye kiyasla met1-3 mutantinin
daha az metillenmis durumda oldugu ancak uygulanan 0, 100 ve 150 mM NaCl
konsantrasyonlar1 arasinda metl-3’te anlamli bir degisim olmazken metl-7°de 0 ve 100 mM
arasinda hipometilasyon olustugu ardindan 100 ve 150 mM konsantrasyonlar1 arasinda
hipermetilasyon olustugu gorilmiistir. Karsilastigimiz bu durum metl-7 mutantinda tuz
stresinde farkli mekanizmalarin devreye girmis olabilecegini diisiindiirmektedir. Ayni sekilde
verilerimize paralel olarak Arikan ve dig. (2018) yaptiklari ¢alismada A. thaliana Col-0
bitkisine 7 giin boyunca 0, 100 ve 150 mM NaCl uygulanmasinin genom diizeyinde
hipometilasyona yol agtigini belirtilmistir. Zhong ve dig. (2009) ise ekmek bugdayina
(“Triticum aestivum L. ) 5 giin boyunca 0, 100 ve 150 mM NaCl uygulanmasi sonucu genomda
yer yer hipermetilasyona rastlansa da tuz stresinin hipometilasyona neden oldugunu

belirtmislerdir.

Diger bircok hiicresel sinyal yolagi gibi, tuz stresine tolerans tepkilerinin de gen anlatimlarinda
pozitif diizenleme kadar negatif diizenleme etkisinin olmasi beklenir. Tuza toleransli mutantlar,
normalde bazi tolerans yanitlarini baskilayan negatif diizenleyici mekanizmalari ortaya ¢ikarma
potansiyeline sahiptir (Zhu, 2000). DRM2 enzimi siRNA’lar ile birlikte bazi lokuslarda
asimetrik CHH metilasyonun siirdiiriilmesi ve diger DNA metilasyonlarinin baslatilmasi igin
gereklidir (Johnson ve dig., 2008). DRM2 geninin 100 mM NaCl uygulanmasinda Arabidopsis
Col-0 bitkisinde anlatiminin 0,4 oraninda azaldigi, metl-7 ve metl-3’te sirasiyla 1,4 ve 1,2
oraninda arttig1; 150 mM konsantrasyonda ise Col-0’da degisime sebep olmazken metl-7 ve
metl-3’te sirastyla 1,65 ve 1,45 oraninda arttig1 gortilmistiir. Elde ettigimiz verilerle paralel
olarak Gao ve dig. (2020) tarafindan yapilan ¢alismada 150 mM NacCl stresinde DMR2’nin gen
anlatimmin Ginkgo biloba ‘da diistiigii ancak nohut koklerinde arttig1 belirtilmistir. Bu sonuglar,
bilindigi gibi MET1 geninin aktif olmamasmin hipometilasyonda etkisi oldugunu ve bu
durumda met1-7, metl-3 mutantlarinda DRM2 iligkili de novo metilasyonun daha etkin bir rol

aldigim diistindiirmektedir.
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Bitkilerde DNA metilasyonu Pol IV ve Pol V enzimleri sayesinde RNA aracili (RADM) sekilde
de gerceklesebilir. De novo metillenecek hedef bolgeler, karmasik ¢ok asamali bir siiregte
RNA'ya yonelik DNA metilasyonunda (RdDM)), ilgili lokuslarin pargalarina tamamlayict olan
24 niikleotid uzunlugunda kiiglik miidahaleci RNA'lar (siRNA'lar) yardimiyla tanmnir
(Ashapkin ve dig., 2016). Bu tez calismasinda MET1 enziminin yoklugunda NaCl stresi
uygulamasinin RADM agisindan degerlendirilmesi igin Pol IV ve Pol V genlerinin anlatimlari
incelenmistir. Pol IV geni i¢in 100 mM NaCl uygulamasinin Col-0, metl-7 ve metl-3
gruplarinda sirastyla 1 - 1,37 ve 2 oraninda; 150 mM NaCl uygulamasinda ise sirastyla 1,7 -
2,73 ve 195 oraninda artisa sebep oldugu belirlenmistir. Son olarak 100 mM NaCl
uygulamasinin Pol V geninin anlatiminda Col-0, met1-7 ve metl-3 gruplarinda sirasiyla 1,3 —
2,1 ve 1,55 oranlarinda artisa neden oldugu 150 mM NaCl uygulamasinin ise Col-0 bitkisinde
0,7 oraninda bir azalmaya sebep olurken mutantlarda sirasiyla 2,85 ve 1,8 oraninda artigla
sonuglandigi gorillmiistiir. Genel olarak bakildiginda NacCl stres uygulamasinin DRM2, Pol IV
ve Pol V genlerinin anlatiminda; MET1 enziminin sentezlenmedigi null mutantlar olan met1-7
ve metl-3’te Col-0 bitkisine gore artisa neden oldugu goriilmiistiir. Arikan ve dig. (2018) A.
thaliana’ya 100 mM NaCl uygulamasinda Pol IV ve Pol V anlatiminin azaldigini, 150 mM’de
ise Pol IV anlatimmin 2 katina ¢iktigin1 fakat Pol V anlatiminin degismedigini bildirmistir.
Benzer sekilde Naydenov ve dig. (2015) Pol IV ve Pol V anlatiminin sicak stresi altinda da
arttigin1 gézlemlemis ve bu genlerin anlatiminin sadece RADM araciligiyla degil, ayn1 zamanda

diger diizenleyici siireclerde hareket ederek de degisebilecegini belirtmislerdir.

Onceki calismalar da gdz oniine alindiginda; A. thaliana MET1 geninin null mutantlar1 olan
met1-7 ve met1-3 polimorfizmlerinde NaCl uygulamasi sonrasi elde ettigimiz genom diizeyinde
hipometilasyon ve mutantlarin Col-0 bitkisine oranla morfolojik olarak geri kalmasi sonuglari;
MET1 geninin NaCl etkisinde bitkilerin morfolojik 6zelliklerini negatif yonde etkiledigini ve
ciceklenme zamanini diizenleyebilecegini gdsteren Onceki raporlarla tutarlidir. Ayni sekilde
genom diizeyinde DNA hipometilasyon oran1 da metl mutantlarinda Col-0’ya gore daha
yiiksektir. Gen anlatimi diizeyinde de metl-7 ve metl-3 mutantlarinda Col-0 bitkisine oranla
CHH metilasyonunda goérevli DRM2, Pol 1V ve Pol V genlerinin anlatiminda daha fazla artis
olmasi, hipometilasyonun dogrudan CG bolgeleriyle iligskili oldugunu ancak metl
mutantlarinda CG metilasyonunun eksikliginin RdDM ile giderilmeye c¢alisildigini

distindiirmektedir.
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Sonug olarak; NaCl uygulamasinin metl mutantlari iizerine etkisinin genomik metilasyon ve
gen anlatimlarinda yarattig1 degisimler diizeyinde inceledigimiz bu tez g¢alismasinda elde
ettigimiz verilerin; tuzluluk sebebiyle kullanilamaz haldeki topraklarda yetisebilecek yiiksek
verimlilik gosteren bitkilerin {iretilebilmesi igin tuz stresinin epigenetik mekanizmalar

tistlindeki etkisinin anlasilmasina temel olusturacag: diistindiirmektedir.
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