TUZ STRESI ALTINDAKI EKMEKLIK BUGDAY
(TRITICUM AESTIiVUM) GENOTIPLERINDE
TOLERANS VE miRNA HEDEF GENLERINIiN
iFADE SEVIYELERI

Gokce KARADAYI

Doktora Tezi
Biyoloji Anabilim Dah
Molekiiler Biyoloji Bilim Dal
Prof. Dr. Giileray AGAR
2017
Her hakki sakhdir



ATATURK UNIVERSITESI
FEN BIiLIMLERI ENSTITUSU

DOKTORA TEZi

TUZ STRESI ALTIN]?AKi EKME_KLIK BUGDAY
GENOTIPLERINDE (TRITICUM AESTIVUM) TOLERANS VE
miRNA HEDEF GENLERININ IFADE SEVIYELERI

Giileray AGAR

BiYOLOJi ANABILIM DALI
Molekiiler Biyoloji Bilim Dah

ERZURUM
2017

Her hakki sakhdir



\ o FEN
ToC- \»\?«5 B/(/,‘

ATATURK UNIVERSITESI il Y
en Bilimleri Enstitiisii Miidiirliigii :, ? k:\d\,o?
TEZ ONAY FORMU  eroa0 055

TUZ STRESI ALTINDAKi EKMEKLIK BUGDAY GENOTIPLERINDE (TRI TICUM
AESTIVUM) TOLERANS VE miRNA HEDEF GENLERININ iFADE SEVIYELERi

Prof. Dr. Giilleray AGAR danigmanhiginda, Gokge KARADAYI tarafindan hazirlanan bu calisma,
02/06/2017 tarihinde asagidaki jiiri tarafindan Biyoloji Anabilim Dali Molekiiler Biyoloji Bilim

Dali’nda Doktora tezi olarak oybirligi / oy coklugu (.../...) ile kabul edilmistir.

ShEE . ST
Bagkan: Prof. Dr. Gilleray AGAR Imza : @k/\,\
Uye : Prof. Dr. Medine GULLUCE Imza
Uye : Prof. Dr. Hasan TURKEZ Imza
Uye : Dog. Dr. Hatice OGUTCU imza eh

Uye : Dog. Dr. Mahmut Sinan TASPINAR Imza

Yukaridaki sonug;

Enstitii Yonetim Kurulu’nun 22/09201% tarih ve . oilss SZ ... nolu karar ile onaylanmustir.

M-%f

Prof. Dr. Cavit KAZAZ
Enstitii Miidiirii

Not: Bu tezde kullamlan 6zgiin ve baska kaynaklardan vapilan bildiris, cizelge, sekil ve fotograflarm kaynak olarak kullanimi, 5846
sayilt Fikir ve Sanat Eserleri Kanunundaki hiikiimlere tabidir.

Atatiirk Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii Mudiirliigii 25240 ERZURUM Telefon: +90 (442) 2314742 Faks: +90 (442) 2314741
FORM-40



OZET

Doktora Tezi

TUZ sTREsi ALT_INDAKI EKMEKLIK BUGDAY GENOTIPLERINDE
(TRITICUM AESTIVUM) TOLERANS VE miRNA HEDEF GENLERININ
iFADE SEVIYELERI

Gokge KARADAYI

Atatiirk Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dali
Molekiiler Biyoloji Bilim Dali

Danisman: Prof. Dr. Giileray AGAR

Bugday bitkisi tuz stresi gibi abiyotik streslere siirekli maruz kalmakta ve verimi
diismektedir. Calismamizda, 11 ekmeklik bugday genotipi (Tir, Karasu 90, Haymana
79, Kirmizikilgik, Bayraktar 2000, Es 26, Miifitbey, Conkesme, Kocabugday, Gerek 79
ve Akbugday) 200 mM tuzluluk stresine maruz birakilmis ve tuz toleransi ile ilgili
genler (GRP, CIPK29, SOS1, SOD2 ve SAP1) ve miRNA hedef genlerinin (b HLH135-
benzeri transkripsiyon faktorii, PI-4 proteaz inhibitor benzeri protein, SQUAMOSA
promotdr baglama protein benzeri, 70 kDa HSP geni, AP2/EREBP transkripsiyon
faktorii/RAP2-7 benzeri etilen cevap transkripsiyon faktorii, Got1/Sft2 benzeri vezikiil
iletim protein ailesi izoform 1, Rab15B protein/ABA cevap geni) genomdaki ifade
seviyeleri arastirilmistir. Toleransla ilgili ve miRNA hedef genlerinin seviyeleri
hesaplanarak tuzluluk stresinde etkili olan genler ve toleransli genotipler belirlenmistir.
Genlerin ifade seviyeleri bugday genotiplerinin kokiinde govdeye gore daha yiiksek
upregiilasyon gosterdigi bulunmustur. Hem fizyolojik hem de gen ifadesi analizleri
sonucunda en fazla tolerans meydana gelen genotipin Karasu 90 oldugu tespit
edilmistir. Bugday genotiplerinde tuzluluk toleransina en fazla katki saglayan genler
olarak miR482 hedef geni olan Rab15B proteini ile SOS1 geni bulunmustur. Ayrica,
CIPK29 ve SOD2 genlerinin tuz stresi altindaki ayni genotiplerde upregiilasyon
gosterdikleri tespit edilmistir.

2017, 106 sayfa

Anahtar Kelimeler: Bugday, Tuzluluk stresi, Gen ifadesi ve miRNA hedef genleri



ABSTRACT

Ph. D. Thesis

EXPRESSION LEVELS OF TOLERANCE AND miRNA TARGET GENES IN
BREAD WHEAT GENOTYPES (TRITICUM AESTIVUM) UNDER SALT
STRESS

Gokce KARADAYI

Atatiirk University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology
Science of Molecular Biology

Supervisor: Prof. Dr. Giileray AGAR

The wheat plant is constantly exposed to abiotic stresses such as salt stress and the yield
is reduced. In our study, expression levels of genes relative to salt stress tolerance
(GRP, CIPK29, SOS1, SOD2 and SAP1) and miRNA target genes (bHLH135-like
transcription factor, PI-4 protease inhibitor like protein, SQUAMOSA promoter binding
protein-like, 70 kDa HSP gene, AP2/EREBP transcription factor/RAP2-7-like ethylene
response transcription factor, Got1/Sft2-like vesicle transport protein family isoform 1,
Rab15B protein/ABA response gene) in the plant genomes were investigated when 11
genotypes (Tir, Karasu 90, Haymana 79, Kirmizikilgik, Bayraktar 2000, Es 26,
Miifitbey, Conkesme, Kocabugday, Gerek 79 and Akbugday) of Triticum aestivum
plants exposed to 200 mM salinity stress. Moreover, the genes effective in salinity stress
and tolerant genotypes were determined by the calculation of expression levels of
miRNA targets and genes relative to tolerance. According to the results, related genes in
the roots of wheat varieties were more upregulated than the genes in the stem samples.
Besides, both physiological and gene expression results showed that Karasu 90 was the
most tolerant genotype. Furthermore, miR482 target gene Rab15B protein and SOS1
were most effective contributors to salinity tolerance in wheat genotypes. CIPK29 and
SOD2 genes were upregulated in the same genotypes under salt stress.

2017, 106 pages

Keywords: Wheat, Gene Expression, miRNA Target Genes and Salinity stress
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1. GIRIS

Son yiizyilda diinya niifusu hizli bir sekilde artmakta, 2050 yilinda ise 9,3 milyara
ulasacagi tahmin edilmektedir (Anonymous 2017). Bunun bir sonucu olarak yakin
gelecekte insanoglunun aglikla kars1 karsiya kalmasi kaciilmaz goriilmektedir. Bu
noktada primer besin {reticileri olarak yeryiiziindeki canliligin devaminin
saglanmasinda biiyiik rolii olan bitkiler, ilgili arastirmalarin en temel &gelerini

olusturmaktadirlar (Faydaoglu ve Siiriictioglu 2011).

Tahillar insanlik icin en 6nemli bitki grubudur. Tahillar icersinde yer alan bugday,
Diinya ¢apinda tiiketilen karbohidratlarin %55’ini, kalorinin ise %20’sini saglamaktadir
(Breiman and Graur 1995). Bununla birlikte, kiiresel iklim degisikliginin yanisira ¢esitli
cevresel streslerin de tahil tiretimini olumsuz sekilde etkiledigi bilinmektedir. Abiyotik
stresler grubunda yer alan yiiksek tuz stresi, diinya lizerindeki sulama alanlarinin en az
%?20’sinde tahil iiretimini azaltan g¢evresel stresler igerisindeki en etkili olanlardan
birisidir (Flowers 2004).

Diinya tizerinde sulama alanlarinin 45 milyon hektarindan daha fazlasi tuz tarafindan
zarar gormekte ve her yil yaklasik 1,5 milyon hektar toprak, yiiksek tuzluluk seviyesinin
bir sonucu olarak tiretimden ¢ikarilmaktadir. Bu durum her yil yiizlerce milyon dolarin
kaybedilmesine sebep olmaktadir (Munns and Tester 2008). Boyle oldukga kritik
ekonomik kayiplarin yaganmasina sebep olan toprak tuzlulugunun ortaya ¢ikist yanlis
su yonetimi, yiiksek buharlasma ve deniz suyu uygulanmasinin bir sonucudur (Tuteja
2007). Genelde sulama suyu, kalsiyum (Ca*?), magnezyum (Mg*?) ve sodyum (Na")
icermektedir. Uygulamanmn ardindan su buharlastiginda toprakta Na® baskimn hale
gelmektedir (Mahajan and Tuteja 2005). Boyle durumlarda toprak ¢ozeltisindeki yiiksek
Na* konsantrasyonunun besin-iyon aktivitelerini ve Na*/Ca*® veya Na'/K**un oranini
degistirdigi bilinmektedir. Ayrica toprakta katyon konsantrasyonundaki artislar koklere
suyun girigini azaltmaktadir. Dolayisiyla topraktaki katyon konsantrasyonundaki artisa
bagli olarak bitkilerde ortaya ¢ikan olumsuzluklar, kuraklik sonucu ortaya cikan

olumsuzluklarla birbirine benzerdir (Batool et al. 2014).



Bitkiler tuza olan tepkileri bakimindan iki grupta incelenmektedir. Birinci grupta yer
alan glikofitler 200 mM altindaki tuz konsantrasyonlarinda biiyiiyebilmekte ve pekgok
tahil tiirii bu grup igerisinde siiflandirilmaktadir. Bu gruba ait bitkiler, seker, prolin ve
glisin betain gibi ¢oziinen maddelerin sentezini artirarak osmotik dengeyi korumaya ve
topraktan tuz alimmi engellemeye calisirlar (Tuteja 2007). Ikinci grupta ise tuza
toleranshi bitkiler olan halofitler yer almaktadir. Bu gruptaki bitkiler 250 mM tuz
konsantrasyonunun {izerindeki degerlere sahip topraklarda biiyiiyebilmekte, hiicre
vakuollerinde tuzu biriktirme ve ayirma kapasitesine sahip oldugu bilinmektedir.
Béylece sitozoldeki tuz artigim &nledikleri ve hiicrelerinde yiiksek K*/Na* oranini

koruduklari 6ne stiriilmektedir (Hu and Schmidhalter 2005).

Tuzluluk stresi, bitkilerde birbirinden karmasik ve isleyisleri heniiz tam olarak
aydinlatilamamis mekanizmalarla su ve iyon toksisitesine, besin element
diizensizliklerine, oksidatif strese, metabolik siireglerin degisimesine, membran
hasarina, hiicre boliinmesinde azalmaya ve diizensizliklere ve de genotoksiteye neden
olmaktadir (Hasegawa et al. 2000; Zhu 2007). Bunlarin bir sonucu olarak tuz stresinin
bitkilerin biiyiime, gelisme ve hayatta kalma olasiliklarini azalttigi 6ne siiriilmektedir.
Ayrica bir bitkinin gelisim esnasindaki tuz stresi bitkideki yag metabolizmasi, protein
sentezi, fotosentez, stoma kapanmasi gibi metabolik siire¢clerde olumsuz etkiler ortaya

¢ikmasina neden olmaktadir (Parida and Das 2005).

Tuzlulugun bitkilerdeki ilk etkisi osmotik stres seklindedir. Yani tuz stresinden dolay1
toprakta su olmasma ragmen bitki sudan yeterince yararlanamamaktadir (Culha ve
Cakarlar 2011). Tuz stresinin ikinci etkisi ise bitkilerde yapisal bozukluk ve bir¢ok
toksik maddelerin sentezlenerek bitki biinyesinde birikmesi seklinde goriilmektedir.
Tuzluluktan dolayr bitkilerde bircok fonksiyon, ozellikle fotosentezde aksamalar
olmakta, klorofil miktarinda azalma ve zarar gOrme, potasyum ve bazi besin

elementlerinin aliminda sikintilar yasanmaktadir (Botella et al. 2005; Hong et al. 2010).

Tuzlulugun bitkiler iizerindeki etkisi iki farkli fazda incelemektedir (Munns 2005).

Bunlardan birincisi, osmotik etki nedeniyle ortaya ¢ikan hizl faz (ozmotik stres), digeri



ise bitkilerde tuz toksisitesine neden olan yapraklarda tuz birikimi nedeniyle olusan

yavas fazdir. Bu faz tuzun spesifik etkilerinin gortildiigi fazdir.

Faz-1, bitkiler strese kisa stireli maruz kaldiklarinda olusur ve bitki kéklerinin disindaki
tuzlu ¢ozeltinin osmotik etkilerinden kaynaklanmaktadir. Kok ¢evresindeki yiiksek tuz
konsantrasyonu su alimini daha da zorlastiran bir seviyeye ¢ikartmaktadir. Bunun
sonucunda ise yaprak ve kdok biiylimesinde azalma gozlenir. Gévde osmotik strese
neden olan yiiksek tuz konsantrasyonuna kokten daha duyarlidir. Bu 6zellik toprak
neminin tutulmasina izin vermekte ve topraktaki tuz konsantrasyonunun artisi

onlenmektedir (Munns and Tester 2008).

Faz-2 ise bitkinin strese uzun siireli maruz kalmasindan sonra olusmaktadir. Bu faz
tuzun toksik etkisine kars1 bitkinin gosterdigi bir cevaptir. Tuzlar hizli bir sekilde birikir
ve enzim aktivitesini inhibe ederler. Duyarli bitkilerde bitkinin fotosentetik kapasitesini
azaltir ve yash yapraklarda 6liim meydana gelir. Faz 2’de iyonlar, 6zellikle de Na*
iyonu koklerden ziyade terleme akisina gore yaprak ayalarinda birikir. Ozellikle yash
yapraklarda Na* birikmesi toksik etki yapar. Yash yaprakllarin 6lme oranmin, yeni
yapraklarin {iretilen oranindan daha fazla olmasi durumunda, bitki gen¢ yapraklarin
karbonhidrat gereksinimi karsilayamamakta ve biiyiime oranini daha da azaltmaktadir

(Munns and Tester 2008).

Fotosentetik dokuda Na® birikimi fotosentez bilesenlerini etkiler (Munns 2005).
Bitkilerde yiiksek Na® birikimi, reaktif oksijen tiirlerinin (ROT) {iretimini artirabilir.
ROT antioksidatif mekanizmalarla hizla uzaklastirilir (Foyer and Noctor 2003).
Normalde ROT’lar bitkilerin abiyotik strese karsi olan cevaplarinda hem stres
metabolizmasinin toksik yan iriinleri olarak hem de kalsiyum, hormon ve protein
fosforilasyonu temelli stres cevaplarinin ortaya ¢ikmasindan sorumlu olan karmasik
metabolik siireclerde dnemli bir sinyal iletim molekiilii olarak ikili rol oynamaktadirlar

(Miller et al. 2010).



Bitki hormonlari, bitkide liretilen ve c¢ok diisilk konsantrasyonlarda bulunan sinyal
molekiilleridir. Absisik asit (ABA), bitkilerin tuza tepkisinde Onemli bir rol
oynamaktadir. Ca*? ve ABA, tuz stres sinyalleri olan Ge¢ Embriyogenez Bagimli (Late
Embriyogenesis Abundant, LEA) genlerinin ekspresyonuna aracilik etmektedirler.
Yapilan ¢alismalarda LEA tipi genlerinde meydana gelen aktivasyonun hasarli tamir
yollarimi belirledigini bildirilmistir. Tuz ve osmotik streste LEA gen ekspresyonunun
diizenlenmesi hem ABA-bagimli hem de ABA-bagimsiz sinyal yollar1 tarafindan
gergeklestirilmektedir. Bu durum ABA-bagimli ve bagimsiz transkripsiyon faktorlerinin
stres toleransini gelistirmede ve cevabi olusturmak i¢in sinerjik bir etki gosterdiklerinde

birbirleriyle karisabilecegine isaret etmektedir (Xu et al. 2006; Batool et al. 2014).

Tuz stresi, bitkileri birgok fizyolojik ve molekiiler diizeyde etkilemektedir. Bitki
biliylime dongiisiiniin en hayati safthasi tohum ¢imlenmesidir. Bitkiler {izerine yapilan
bir¢ok calismada tuz stresinin tohum c¢imlenmesini olumsuz etkiledigi belirlenmistir
(Akbari et al. 2011; Khodarahmpour et al. 2012). Tuz stresi tohumun su alimini,
niikleik asit metabolizmasinda gorev alan enzimlerin etkilerini, protein metabolizmasini

ve hormonal dengeyi olumsuz etkileyerek ¢imlenmeyi azaltmaktadir (Khan and Weber

2006; Othman et al. 2006; Dantas et al. 2007; Gomes-Filho et al. 2008).

Kloroplastlardaki yiiksek Na® ve klor (CI) birikimi fotosentezi kisitlamaktadir

(Fisarakis et al. 2001). Tuz stresi karbon metabolizmasi ve fotofosforilasyonunu yiiksek
oranda etkilemektedir (Sudhir and Murthy 2004).

Tuzluluk stresine uzun siireli maruz kalan bitkilerin olgun yapraklarinda erken
senesense yol acabilen iyonik stres olusmaktadir. Iyonik stres, enzim aktivitesinin
degismesi, protein sentezinin bozulmasi, yiiksek Na“’dan dolay1 olgun yapraklarda
toksisite meydana gelmesi ve daha yash yapraklarin doneminden 6nce dokiilmesine
sebep olmaktadir. Bununla birlikte, fotosentetik alandaki azalmaya karsi bitkinin
bliylimesinin devamim1  desteklemek i¢in tolerans mekanizmanin oldugu ileri
striilmistiir (Carillo et al. 2011). Ayrica, asir1 kloroid, bitki enzimlerini etkileme

potansiyeline ve hiicrelerin sismesine neden olur. Bu durum enerji iiretiminin



azalmastyla sonuglanir. Bitkiler kloridin neden oldugu bu olumsuzluklarla
basacikabilmek icin hiicrelerden disartya tuzu ¢ikarmak ya da hiicrelerde mevcut olani

tolere etmek igin gesitli mekanizmalar gelistirmistir (Hasegawa et al. 2000).

Tuza duyarh bitkilerde yiiksek Na* birikimi ROT iiretimini arttirabilir. ROT’larin bitki
bliylime, gelisme, gravitropizma, hormon fonksiyonlar1 ve diger bir¢ok fizyolojik
olaylarda yer alan sinyal yollar1 etkiledigini bildiren pek ¢ok ¢alisma sunulmustur (Apel
and Hirt 2004; Foyer and Noctor 2005; Miller et al. 2008). Bu durumlarin ¢ogunda,
ROT iiretimi genetik olarak programlanmakta ve {iiretilen ROT’lar ikincil mesajlar
olarak kullanilmaktadir. Bu nedenle ROT’larin hayvanlarda oldugu gibi bitkilerde de
pleiotropik etkiye sahip olduklari goriilmektedir. ROT’lar fazla {iretildiklerinde
meydana gelen kontrolsiiz oksidasyon, hiicresel hasara ve sonugta hiicre liimiine yol
acmaktadir. Bitkinin bu durumdan hasar gérmesini 6nlemek i¢in mevcut antioksidant
mekanizmas1 aktif oksijeni kontrol altinda tutmaktadir (Bose et al. 2014). Tuz stresi
tarafindan bitkiler zarar gormediginde ROT’lar hizli bir sekilde antioksidant
mekanizmalar tarafindan yok edilmektedir (Ahmad et al. 2010). Yapilan ¢alismalarda
ROT sinyallerinin tuzluluk stresine cevapta da onemli bir rolii oldugu gosterilmistir.
ROT’lar hiicre temel bilesiklerini, Ozellikle antioksidantlar tarafindan detoksifiye
olmayan membran lipitlerini oksitleyebilirler ve hiicre membran hasarina neden olurlar.
Siiperoksit dismutaz, katalaz ve askorbat-glutatyon dongiisii ROT detoksifikasyonunun
onemli yollarindan bazilaridir. Bu enzimler tuzluluk gibi diger abiyotik stresler altinda

uyarilmaktadir.

Tuz stresine maruz kalmis bitkiler bu stresin neden oldugu olumsuz etkilere karsi
biyokimyasal ve molekiiler diizeyde tolerans mekanizmalari gelistirmektedir. Gen
ekspresyonunun diizenlenmesinin sebeplerinden biri de, bitkilerin tuz stresine uyum
saglamaya calismasidir (Xiong et al. 2002). Tuz stresi altinda tuz toleransina katkida
bulunan proteinleri kodlayan genler veya tuz stresi altinda hiicrelerin korunmasina ve
onarilmasina yol agan yolaklarda bulunan enzimlerin aktivitesini diizenleyen genler ve
bu genleri aktivite eden transkripsiyon faktorleri ifade olmaktadir. (Flowers 2004;

Munns 2005).



Transkriptomik analizler strese cevapta rol alan aday genler ve gen ifadesinin
gosterilmesinde kullanilan mRNA seviyesi hakkinda detayli bilgi saglamaktadir.
Genomik yaklagimlar ilgili genlerin karakterizasyonu, kodlanmasi ve klonlanmasinda
onemli rol oynamaktadirlar. Tuzluluk stresine cevap c¢alismalarinda ya upregiile ya da
downregiile olan genler ve transkripsiyon faktorlerinin biiylik oraninda transkriptomik
ve genomik yaklagimlarin kullanimi karakterize edilmekte ve belirlenmektedir.
Transkripsiyon faktorleri gen ekspresyonunu kontrol eden en onemli diizenleyiciler
olarak diisiiniilmektedirler. bZIP (Temel Losin Fermuar1), WRKY (WRKY DNA
baglama proteini), AP2 (Aptela 2), NAC (Nitrojen Asimilasyon Kontrolii), CZH2
(DOCK; sitokinesize adanan protein) Cinko parmak geni ve DREB (Dehidrasyon Cevap
Elementi) familyalar1 stres cevap iiyelerinin biiyiik bir kismini i¢cermektedirler. Bu
transkripsiyon faktorleri genlerin promotdrlerinde 6zel cis-aktin elementine baglanarak
hedef genlerin genis bir dizisinin ekspresyon kontroliinii yapma yetenegine sahiptirler
(Gupta and Huang 2014). Tuza duyarli bugday genotiplerinde tuz stresinin bZIP geninin
upregiile ederek dormansiye neden oldugu, fakat tuza toleransli varyetelerde gen
ifadesinin azaldig1 gozlemlenmistir (Johnson et al. 2002). Ayrica hem bugday hem de
celtikte NAC transkripsiyon faktoriiniin asir1 ekpsresyonu tuz toleransini saglamis ve
boylece bu faktoriin stresi hafifletmedeki role sahip olabilecegi belirlenmistir
(Nakashima et al. 2007). Celtikte transkripsiyonel diizenlemeler ile yapilan ¢aligmalar
DREBI1/CBF, DREB2, AREB/ABF’yi kapsayan genlerin abiyotik strese cevapta dnemli
bir rol oynadig1 kanmitlanmistir (Fujita et al. 2011; Mizoi et al. 2012; Fujita et al. 2013).
Halofit bitki tiirlerinden olan Spartina alterniflora tuz stresine maruz birakildiginda
osmotik diizenleme ile ilgili 10 genin upregiilasyon sergiledigi belirtilmistir (Baisakh et
al. 2006).

Tuzluluk stresinde rol oynayan Calcineurin B benzeri protein (CBL) CBL-etkilesen
protein kinaz (CIPK) kompleksleri, hiicre i¢i kalsiyum sinyallerini ¢bzen ve bitki
hiicresinin ~ strese  transkripsiyonel ve  translasyonel yanmitin1  diizenleyen
mekanizmalardan biridir. CBL veya CIPK’larin asir1 ekspresyonu ¢imlenme, fide ve
biyomas tiretimi yoluyla gesitli bitki tiirlerinde tuz toleransinin artmasina neden

olmustur. Yine CIPK’larin tuz stresi meydana gelen bitkilerde Na® iletiminde, ROT



metabolizmasinda ve ABA duyarliliginda rol aldigi gosterilmistir (Kennedy et al.
2015). Zhang et al. (2013) Populus euphratica bitkisinde PeCBL1'in tuzlu kosullar
altinda hiicreden dis ortama Na" akisin1 olumsuz etkiledigini belirtmis, fakat bu olaya
neden olan mekanizmalar agiklanmamistir. Ancak, CBL ve CIPK komplekslerinin ABA
bagimli oldugu diisiiniilmektedir (Zhang et al.2013). Bezelyede, tuzluluk stresi ile
indiiklenen helikaz 45 (PDH45) transkriptinin upregiilasyonu ABA-bagimli yolu, CBL
ve CIPK genlerinin ise ABA-bagimsiz yolu takip ettigi bildirilmistir (Mahajan et al.
2006). ABA-bagimsiz yollar osmotik stres gen ekspresyonunda énemli role sahiptirler.
Stres indiikleyici genlerin promotorleri, transkripsiyonel faktorler tarafindan diizenlenen
MYB tantyan sekans (MYBRS), ABRE, BRE/CRT gibi cis-regiilatdr elementlerini
icerir. ABA-bagimli tuzluluk stresi sinyallerinin stres cevap genini arttirmak i¢in ABRE
elementine baglanan AREB denilen temel 16sin fermuar transkripsiyon faktoriinii aktive

ettigi bilinmektedir (Mahajan and Tuteja 2005).

Tuzluluk stresinde rol alan bir baska tolerans geni ise A20/AN1 ¢inko parmak domaini
iceren stresle iligkili protein (SAP) genidir. Oryza sativa’da SAP11 geninin, su
eksikligini ve tuz stres toleransini birka¢ ortak endojen genin ekspresyonunu etkileyen

bir sinyal yolunu kullanarak artirdig1 bildirilmistir (Giri et al. 2011).

Stiperoksit dismutaz (SOD) tuzluluk stresinde rol alan antioksidant savunma
genlerinden biridir. Bu enzim mayalarda tuz toleransinin plazma membran antiporter
olarak teshis edilmistir (Shi et al. 2003b). Diger taraftan, Na'-ATPaz aktivitesinden
yoksun bir Saccharomyces cerevisiae susunda (RH16.6) SOD2 ekspresyonunun, tuza
tolerans yetenegini geri kazandirdigi belirlenmistir (Zhao et al. 2006). Ayrica transgenik
Arabidopsis bitkisinde SOD2 geninin tuz stresi altinda asir1 ekspresyonu tohum

¢imlenmesini tesvik etmistir (Gao et al. 2003).

Tuz stresinin en Onemli genlerinden biri ise Salt Overly Sensitive 1 (SOS1)’dir.
Membran Na’/H" antiporteri olarak Na™*u disa aktaran bir proteindir. SOS1 kokten

gdvdeye Na' iletimini diizenler ve kok yiizeyinde Na® disa aktarimma aracilik



etmektedir. Pek c¢ok calismada tuz stresi ile SOS1 geninin upregiile oldugu
gozlemlenmistir (Sandhu et al. 2017; Zhao et al. 2017).

Bir baska tolerans geni olan bitki GRP'leri tekrarlayict glisin kalintilar1 ile karakterize
edilen bir protein grubudur. Bu proteinin ¢esitli abiyotik streslerde bitkiye tolerans
kazandirdig1 gozlemlenmistir. Ayrica transgenik Arabidopsis bitkisinde tuz ve ABA
uygulamasi sonrasinda GRP geninin tohum ¢imlenmesini olumlu etkiledigi

bildirilmistir (Long et al. 2013).

Son yillardaki arastirmalar bitkilerin stres kosullar1 altinda bitki biiylimesini ve
gelismesini saglamak icin kritik post transkripsiyonel gen ekspresyonu diizenleyicileri
olarak miRNA’larin rol oynadiklarini belirtmislerdir (Ku et al. 2015). miRNA’lar
miidahaleci RNA’ya (RNAi=RNA interference) dayali gen sessizlestirme
mekanizmasinda gorev alan kiiciik RNA’lardan biridir (Bodur and Demirpence 2010;
Xin et al. 2010). miRNA’lar kiigiik (20-24 nt) endojen RNA’larin bir sinifin1 temsil
etmekte ve DNA metilasyonu, kromatin yeniden modellenmesi, translasyonel baskilama
ve dogrudan mRNA ayrilmasi yoluyla gen ekspresyonunu diizenlemektedirler (Zhang
2015). Genellikle, stresle upregiile olan miRNA’lar hedef mRNA’lar1 downregiile
ederken, bu miRNA’larin baskilanmast pozitif regiilatorlerin birikmelerine ve

islevlerine baglidir (Chinnusamy et al. 2007).

Giincel ¢aligmalarda tahillarda tane gelisimi ve fitohormon sinyalizasyonunun yani sira
karbohidrat protein metabolizmasi, hiicresel tasinim ve sinyal iletimi gibi olaylari
kapsayan besin biyosentezi gibi metabolik yolaklari hedef alan ¢ok sayida miRNA
tanimlanmistir (Sunkar and Zhu 2004; Zhao et al. 2007; Zhang et al. 2013; Zhang and
Wang 2015). Bir chemocyanin-like protein geni (TaCLP1) olan tae-miR408'in hedef
geninin yiiksek tuzluluk ve c¢izgili pasina karsi bugday bitkisinde diizenleyici bir rol

oynadigi bulunmustur (Feng et al. 2013).



Tuz stresi uygulanan Medicago bitkisinde AP2/EREBP ve bHLH transkripsiyon
faktorleri, a-tubulin ve Rabl1 proteinlerinin toleransta rol aldiklar1 bildirilmistir. Ayn1
sekilde Arabidopsis bitkisinde ERF ile bHLH transkripsiyon faktorleri, Rabl18 ve
receptor-like protein kinazlarin yiiksek tuzluluk stresinde toleransa katkida
bulunmuslardir (Zahaf et al. 2012). Yine AP2 / ERF TF ailesindeki proteinlerin, bugday
ve transgenik celtikde tuz stresine tolerans kazandirdigi gosterilmistir (Chen and Guo
2008). Nitekim Eren et al. (2015) tarafindan yapilan bir ¢alismada bugday bitkisine
uygulanan tuz stresinin bu genleri hedef alan miRNA ’lar1 belirlemislerdir. Buna ek
olarak, bugday bitkisinde zma-miR482-5p'nin varsayilan hedefi olan ve su eksikligi ile
baglantili bir dehidrin proteini rabl5B geni tolerans siirecinde varoldugu tespit

edilmistir (Hassan et al. 2014).

Yiiksek tuz stresinin molekiiler mekanizmasmin anlasilmasi ve sonrasinda tuza
toleransh tahillarin gelistirilmesi odakli g¢aligmalara agirlik verilmesinin, giiniimiizde
tahil trlinlerinde tuz stresi etkisi ile meydana gelen azalma problemini ¢ézmede
kullanilabilecek 6nemli bir yaklasim oldugu diisiiniilmektedir. Bu bilgiler 1s18inda
bakildiginda, hazirlanan mevcut ¢calismamizda, bugday bitkisinde tuzluluk stresine karsi
toleransli ¢esitlerin belirlenmesi, tuzluluk stresi ile ilgili genlerin (GRP, CIPK29, SOS1,
SOD2 ve SAP1) ve miRNA’larin (miR156a, miR482, miR12b, miR6108f, miR5655,

miR164 ve miR159c) hedef genlerinin ifade diizeylerinin aragtirilmasi amaglanmistir.
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2. KURAMSAL TEMELLER

2.1. Bugday ve tuz stresi

Bugday, 2n=14 kromozomlu Diploit (AA), 2n=28 kromozomlu Tetraploit (AABB) ve
2n=42 kromozomlu Hekzaploit (AABBDD) olmak iizere 3 gruba ayrilir. Ekmeklik
bugday, Triticum aestivum’dur. T.durum ve T.compactum ise diger énemli bugday
tirleridir (Briggle and Reitz 1963). Bugday Diinyada yaygin olarak iiretilen (%55)
tahillar arasinda en ¢ok tiiketilen tahillardan birisi olup tuza yiiksek derecede toleransi
olmayan glikofit bir bitki tiiriidiir. Aynm1 zamanda morfolojik ve fizyolojik 6zellikler
dikkate alindiginda yeryiiziinde 3000 bugday ¢esidi tespit edilmistir. Yalniz Tiirkiye’de
bulunan ¢esitlerin sayis1 500°den fazladir. Bugday bitkisindeki bu zengin ¢esitlilige
ragmen Ozellikle topraktaki yiiksek tuz orami biitlin Diinya’da bulunan bugday
kiiltiirlerinde biiyiik diisiise neden oldugu bildirilmistir (Ayolie et al. 2011). Toprak ve
suda yiiksek tuz konsantrasyonunun bugday iiretimine zararl etkilerinden dolay1 birgok
tilkede bilim adamlarinin dikkatini ¢ekmistir (Poustini and Siosemardeh 2004; Vaziri et
al. 2004). Bu nedenle, bugday bitkisinde tuz stresi toleransinin gelistirilmesi, yeterli
gidanmn saglanmasi igin bir gérev olarak benimsenmistir. Ulkemizde de bugday
cesitlerinde fizyolojik arastirmalar yapilmistir. Bir arastirmada tuza tolerans indeksi
hesaplanarak bugday c¢esitlerinin tuza toleranslar1 belirlenmis ve bdylece bugday
genotiplerinde fizyolojik olarak ¢ok hassas ve toleransli fenotipler gruplandirilmigtir
(Senay vd 2005). Ayrica bugdayda gelisen tuzluluk toleransinin 6zelliklerini veya
genleri tanilamay1 amaglayan arastirmalar da bulunmaktadir (Vaziri et al. 2004). Bu
arastirmalar sonucunda tuzlu topraklarda yetistirilen bugday {riinlerinde %20 artis
meydana gelmistir. Fakat bugday bitkisinin tamamlanamayan genomik sekans bilgisinin
yani sira biiyiik ve karmasik genomundan dolay1r fonksiyonel genomiks arastirmalari

geciktirmektedir.
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2.2. Tuz stresine Bitkilerin Cevabi

Bitkiler, c¢evresel degisikliklere duyarli olma (Vij and Tyagi 2007), kosullara
adaptasyon saglama ve cevap verme yetenegine sahiptirler (Matsui et al. 2008). Gen
ifadesinin diizenlenmesi tuz stresine adapte olan bitkilerde Onemli anahtarlardan
birisidir. Bitkilerde tuzlulugun indiikledigi gen diizenlenmesinin en ilgi c¢ekici
mekanizmalarindan biri ¢esitli transkripsiyon faktorlerin aktivasyonunu takip eden
fosforilasyon/kinaz dizisinin uyarilma aktivasyonudur (Xiong et al. 2002). Tuz stresi
altinda bulunan bitkiler normal fonksiyonlarini ve hiicre dengesini yeniden kurmak igin
aktif olan transkripsiyon faktorleri, tuz toleransina katkida bulunan proteinleri kodlayan
genlerin ekspresyonunu veya tuz stresi altindaki hiicrelerin tamir ve korunmasina yol
acan ilgili enzimlerin aktivitesini diizenlemektedirler (Munns 2005). Hiicrelere tuz
alinimi ve iletimi gesitli membran proteinleri tarafindan kontrol edilir. Hiicrelere Na*"’un
girisi ya katyon kanallar1 tarafindan ya da yiiksek veya diisiik afiniteli K tasiyicilart
yoluyla meydana gelmektedir (Demidchik et al. 2002). Saccharomyces cerevisiae’da
Na® alimma aracilik eden yiiksek afiniteli K* tasiyicis1 (HKT1) ve bugdayda plazma
zar1 iginden Na' iletimine aracilik eden diisiik afiniteli katyon tasiyicis1 (LCT)’nin
varhigt bildirilmistir (Amtmann et al. 2001). Ayrica, tuz kosullar1 altinda membran
icinden disa Na* akisi mekanizmasinda LCT nin rolii Ca*®’a duyarlilig1 artirmak oldugu
diisiiniilmektedir. Yine ayn1 caligmada Na"un yiiksek konsantrasyonlarinin tiim bitki
hiicrelerinde (halofitlerde bile) toksik oldugu ve pek ¢ok bitki tiirlinde normal biiylime
ve gelisme icin K'/Na* oraninin korunmasi temel oldugu ifade edilmistir (Zhang et al.

2010). Genellikle 3 mekanizma iyon dengesinin korunmasini saglar. Bunlar;

1) Plazma zarindaki her bir Na'/H" antiporter yoluyla Na"”un cikarirmi (SOS1
antiporteri)

2) NHX1 geni gibi vakuolar Na*/H" antiporterler yoluyla ¢ikarimi

3) Yiiksek ve diisiik K" kanallarinin farkli fonksiyonlar1 yoluyla hiicrelerde K* tutulmasi

ile gergeklesir.
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2.3. Tuza Toleransh Tahillarin Gelisimi

Tarimda tuzlulugun zararli etkilerini en aza indirmek igin iki biiyiikk yaklasim
bulunmaktadir. Birincisi yiiksek kaliteli sularla sulama, kanalizasyon ve 1slah
caligmalarin1 gelistiren teknolojik yaklagimdir. Bu yaklagim etkili olmasina ragmen
masraflar yiikseltir ve probleme bolgesel bir ¢oziim saglamaktadir. Ikinci yaklasim ise,
yiiksek seviyedeki tuz konsantrasyonuna tolerans yetenegi gosteren bitkilerin
gelistirilmesine ve arastirilmasina odaklanan biyolojik stratejileri kapsamaktadir. Tuza
toleranshi bitkilerin gelistirilmesi tuzlu kosullar altinda tahil iiretimini yiikselten
ekonomik bir yaklagimdir (Ashraf and Akram 2009). Flowers and Yeo (1995) tuz

kosullar1 altinda tahil iiretimini artiran 5 temel genetik yaklasim sunmuslardir.

1) Alternatif tahillar olarak halofitlerin yayilmasi

2) Mevcut tahil tiirlerinde bulunan tuz toleransi i¢in genetik varyasyonlarin arastiriimasi
3) Ticari kiiltiirlerin tuz toleransini artirmak i¢in hibridizasyonun kullanilmasi

4) Genetik mutasyon yoluyla mevcut tahillarla varyasyon iiretimi

5) Tuz ve diger abiyotik streslere karsi daha yiiksek toleransl: iiriinlerin yetistirilmesi

seklindedir.

Genetik haritalama, QTL (Kantitatif Karakter Lokus) analizi, transkripsiyon faktorleri
ve genetik formasyon gibi molekiiler genetik tekniklerdeki son ilerlemeler, bitki tuz
toleransinin genetik, fizyolojik ve biyokimyasal temellerinin anlagilmasina daha fazla
katkida bulunmaktadirlar. Son birkag yildir, hiicre ve organizma seviyelerinde meydana
gelen bitki tuz toleransinda rolleri olan bilesiklerin, enzimlerin veya genlerin
karakterizasyonu ve tanilanmasi yapilmaya ¢alisilmistir (Cuartero et al. 2009; Plett and
Moller 2010). Cesitli tiirlerde gen ekspresyonu veya transgenik yaklasimlar yoluyla
elementlerin olusumu tuz toleransini yiikselterek bitkilerin daha verimli hale geldigi
gosterilmistir (Zhang and Blumwald 2001). Stres-tolerans genleri genellikle iki
kategoriye ayrilir; strese karst dogrudan hiicreleri koruyan enzim ile proteinleri
kodlayan yapisal genler ve sinyal iletimi ile diizenlenmesini iceren genler seklindedir.

Ornegin; zarlarin icinden Na' iletimini diizenleyen genler farkli bitki tiirlerinde tuz
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toleransini artirmak i¢in kullanilmigtir (Silva and Geros 2009). Yang et al. (2009) tuz
stresine maruz birakilan transgenik Arabidopsis’te farkli SOS genleri ve AtNHX1’in

(Arabidopis Na'/H" antiporteri) asir1 ekspre edildigini bildirmislerdir.

Tuz toleransi ¢alismasindaki transgenik bitkilerde SOS1 ve SOS3 genlerinde 6nemli
artiglar gergeklestigi belirlenmistir. Li et al. (2008) Chenopodium glaucum halofitik
tiriinden tanimlanan NHX1 geninin c¢eltik bitkisinde asir1 ifade edildigi ve tuz
toleransini yiikselttigini gozlemlemislerdir. Genelde, glikofitlerde tuz toleransi igin
ifade edilen genlerin halofitlerdeki gibi benzer sekilde gergeklestigine inanilmaktadir.
Ancak pek cok glikofitte bu genlerin normal kosullarda ekspresyonlarinin azaldigi
gortilmistiir (Zhu 2000).

Cesitli bitki tiirlerinde tuz toleransinin ylikselmesine yol acan osmolitler ve
osmoprotektanlarin olusumunda genlerin rol aldigi onerilmistir. Ancak, tuzlu kosullar
altinda transgenik yaklagimlar ile tahil iiretiminde bu bitkilerin kullanilmasinin daha

uygun oldugunu bildiren ¢alismalar bulunmaktadir (Li et al. 2008; Yang et al. 2009).

2.4. Tuz Stresi Tolerans Genleri

Stres cevap genleri erken ve ge¢ indiiklenen genler olarak genis bir sekilde kategorize
edilmiglerdir. Erken indiiklenen genler dakikalik stres sinyallerinin algilanmasiyla
uyarilmakta ve siklikla kisa zamanli eksprese olmaktadirlar. Cesitli transkripsiyon
faktorleri bir genin yeni proteinleri sentezlemesine gerek duymaz ve sinyallerde rol alan
bilesiklerin ¢esitli islemlerden gegirilmesine neden olmaktadirlar. Daha yavas sekilde
stres tarafindan aktive edilen genlerin cogu saatlerce strese maruz kaldiktan sonra

indiiklendikleri i¢in ge¢ uyarilan kategoride siniflandirilmaktadirlar.

Tuz stresi, oncelikle bitki hiicrelerinin membranlart lizerindeki reseptorler tarafindan
algilanmakta, ondan sonra sinyal sitoplazmaya iletilmekte ve inozitol fosfatazlar, ROT
ve kalsiyumu kapsayan ikincil mesajcilarim iiretimi seklinde gergeklesmektedir. Inozitol

fosfatazlar gibi bu ikincil mesajcilar daha uzaktaki hiicrelerarasi kalsiyum seviyesini
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diizenlemektedirler. Sitozolik kalsiyum seviyesindeki degisimler kalsiyum sensorleri
olarak da bilinen kalsiyum baglayici proteinler tarafindan algilanmaktadirlar. Bu sensor
proteinler, baz1 molekiillerle etkileserek fosforilasyon basamagini baslatmakta ve biiyiik
stres cevap genleri veya bu genleri kontrol eden transkripsiyon faktorlerini hedef
almaktadirlar. Bu stres genlerinin {irlinleri bitki adaptasyonuna yol agmakta ve bitkinin
hayatta kalmasina yardim etmektedirler. Boylece, bitki uygun olmayan kosullarin
iistesinden gelmis olur. Bu nedenle, bitki sinerjik bir sekilde tiim bir organizma olarak
veya bireysel hiicreler olarak strese cevap vermektedir. Ayrica gen ekspresyonundaki
degisiklikleri indiikleyen stres ABA, salisilik asit ve etilen gibi hormonlarin da
tiretilmesine katki saglayabilirler. Bu molekiiller, baslangi¢ sinyallerini amplifiye
edebilmekte ve ayni yollar1 takip edebilen veya sinyal yollarmin farkli bilesiklerini
kullanabilen ikinci bir seviyede baslatabilmektedir (Mahajan and Tuteja 2005). Bu
nedenle Cizelge 2.1’de gosterildigi gibi tuz stresinde rol oynayan genler merak

uyandirmis ve kesfedilmistir.

Cizelge 2.1 Tuz stresinde rol alan diizenleyici genler

TURLER GENLER OZELLIKLERI
Arabidopsis MsGRP Glisince zengin proteinleri kodlar
CTR1 Etilen Reseptorlerini kodlar
EIN 1
EIN 3
SOS 1 Na* ve H" antiporterlerini kodlar
SOS 2 Serin ve treozintipi protein kinazi kodlar
AtHKT 1 Yiiksek afiniteli K+ transporterini kodlar
TPS Trehaloz fosfat sentetazi kodlar
AVP 1 Vakuolar asitlenme gibi islev géren H* - profosfataz kodlar
NKS 1 Ozellikle iyon dengesinde islevi bilinmeyen bir proteini
kodlar
Triticum (Bugday) TaHIR1 Pas mantar1 enfeksiyonlartyla ekspresyonlar1 gerceklesir
TaHIR3
Triticum durum TaNACG69-1 | Tuz stresinde 24 ve 48. saatlerde ekspresyonlari artmstr.
(Durum Bugdayn) TINAMB-2
Nicotiana tobacum AISAP Bir ¢inko-parmak proteinin kodlar
(Transgenik tiitiin) Imt1 Ononitol kodlar
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Cizelge 2.1. (devam)

Triticum durum TaCIPK29 | CBL-etkilesen protein kinaz kodlar
(Durum bugdayn)
Hordeum vulgare KORCs korC proteinini kodlar
(Arpa) PKABA1 Tuz stresinde protein kinazi kodlar
Gossypium hirsitum DREB dehydration-responsive element-binding proteinini kodlar
(Pamuk) GhHL 1 Tuza cevapta rol oynayan bir fosfatazi kodlar
GhNHX 1 | Varsayilan Na*/H" antiporter kodlar
Oryza sativa OsNHX 1 Vakuolar Na'/H" antiporter kodlar
(Piring) SKC 1 Na" transporterini kodlar
katE H,0,’yi yok eden katalazi kodlar
OSISAP 1 | Tuz stresinin olusturdugu bir ¢inko-parmak proteinin kodlar
SOD 2 Na" transporrterini kodlar
Atriplex hortensis BADH Betaine kodlar
(Hayat Siiptirgesi)
Brassica napus BnNHX 1 | Vakuol Na*/H" antiporterlari kodlar
(Kanola)
Peamut (Yer Fistig1) Mt10 Mannite kodlar

Phragmites australis PhaHKT1 Yiiksek dayanakli K" tasiyicilarin kodlar
(Kamis)

Zea mays (Misir) P5CS Prolini kodlar
Thellungiella TsVP Na" birikimini hafifletmeye yardim etmek i¢in vakuol
salsuginea pyrofosfatazi kodlar
Thellungiella ThHKT 1 Iyon antiporter1 kodlar
halophila
Trifolium repens L. TrNHX 1 Iyon dengesini ve tuz toleransini tesvik etmek i¢in vakuol
Na'/H" antiporter kodlar
Muz MaGSTU 1 | Glutathione S-transferases (GST) kodlar
MaGSTU 2
MaGSTU 3
MaGSTF 1
MaGSTL 1

2.4.1. Asir1 Tuza Duyarh (Salt Overly Sensitive -SOS) Genleri

Hem glikofit hem de halofit bitkiler sitoplazmalarinda bulunan tuzun yiiksek
konsantrasyonunu tolere edemezler. Bu nedenle onlar ya vakuolde tuzun asir1 miktarini
smirlarlar ya da farkli dokularda temel iyonlar1 kompartmanlastirirlar. Na“’un, CI

yapimi Oncesinde toksik bir konsantrasyona ulasabildigi kesfedildikten sonra pek c¢ok



16

calisma Na" iletiminin kontrolii ve ¢ikarimu {izerine yogunlagmistir. Béylece hiicrelerin
sitozoliinde biriken Na® miktar1 minimize edilerek bitkiler iizerindeki iyonik stresin
azaltilmas1 diger bir temel mekanizmay1 olusturmustur. Bu siire¢ doku toleransinin yani
sira bitki hiicresi igerisindeki Na' iletiminin kontroliine izin veren tastyicilar ve 6zel
iyon kanallarim1 kontrol eden ekspresyonunun up veya down regiilasyonu ile
saglanmaktadir (Munns and Tester 2008; Rajendran et al. 2009). Vakuoler Na*/H*
antiporterleri; etkili bir sitozolik Na* ¢ikarimini, icsel asiditenin dengelenmesini ve
sitozolden zararli iyonlarin tasinmasini gergeklestirirler. Antiporterler, vakuoler H-
translokasyon enzimi, H-adenozin trifosfataz ve H*-inorganik pirofosfataz (PPiaz)
tarafindan iiretilen proton tasima giiciinii kullanirlar. Bitki Na* ¢ikarimini K™ alimi ile
karsilayamazsa osmotik diizenleme igin organik c¢oziiclilere daha biiylik bir istek
olusturur. Ekstrasellular Na’ bir membran reseptorii tarafindan algilanabilir, oysaki
intrasellular Na* ya membran proteini tarafindan ya da sitoplazmadaki pek cok Na*

duyarli enzimlerin herhangi biri tarafindan algilanabilir.

Na’ sensorlerinden olan plazma membran Na'/H" antiporteri SOS genlerinin duruma
bagli olarak dogrudan sentezlenir. SOS yolu 3 anahtar bilesikten olusur; Ca*? sensorii
olarak aktive gosteren SOS3, bir serin/treonin protein kinazi olan SOS2 ve bir plazma
membran Na'/H* antiporteri olan SOS1 geni seklinde tanimlanmaktadir (Silva and
Geros 2009). Sekil 2.1°de tuz stresinde meydana gelen SOS yolu dzetlenmistir. SOS1
geni, Arabidopsis SOS1 mutantlarindaki genetik analizler sonucunda hedef SOS3-SOS2
yolunda belirlenmistir. Tuz stresi uygulanan yabani tiplerin yani sira osmotik SOS1
mutantlarinda da iyonik denge bozulmus ve tuz stresine asir1 duyarlilik sergilemislerdir.
Boylece SOS genlerinin tuz toleransinda fonksiyon gosterdigi genetik olarak
dogrulanmistir (Zhu et al. 1998). Arabidopsis’te koklerde SOS2’nin mRNA seviyesi tuz
stresine cevapta upregiile oldugu gosterilmistir. SOS2/CIPK24 kompleksinin ise C
terminal diizenleyici domain ve N terminal katalitik ile yeni bir serin/threonin protein
kinazi kodladigi kanitlanmistir (Liu et al. 2000; Albrecht et al. 2001). SOS3 geni ise 4
EF hand Ca*? baglayan motifler ve bir miristoilasyon sekansi ile Ca*? baglayici proteini
kodlamaktadir. Ca*® sensorleri Ca*#’a baglandiklart i¢in farklilik gdsterir ve bu farklilik

cesitli Ca*? sensorlerinin sifrelerini ¢ozmek ve ayirt etmede onemli bir parametre olarak
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kullanilabilmektedir.  Kalmodulin ve kaltraktin gibi Ca™ sensorleri ile
karsilastirildiginda SOS3’iin nispeten daha diisiik bir afinite ile Ca*®a baglandigi
gbzlemlenmistir (Ishitani et al. 2000).

Transporter (SOS1 & ?)
Gen Ekspresyonu

Bt H* Na*
HKT1& NCS

Sekil 2.1. Tuz stresinde SOS yolu

SOS proteinleri K'/Na™un ayirt edilmesi ve Naun disa verilmesi olaym
gerceklestiren mekanizmaya geri donen Ca* sinyalleri igin bir sensordiir. Ozellikle
SOSI1, koklerden govdeye uzun mesafede Na iletiminin kontrolinde ve Na'
¢ikariminda kritik bir rol oynamaktadir (Shi et al. 2002). Bu antiporter sitosolde Ca*?
igeriginin artis1 ile tuz stresinin algilanmasindan temellenen mekanizmada bir bilesik
olusturmaktadir. SOS2 ve SOS3 olarak bilinen diger iki protein ile uyumlu olan
SOS21’in aktivitesinde meydana gelen fosforilasyon ise geri doniisiimliidiir (Oh et al.
2010). Saccharomyces cerevisiae AXT3K susunda yapilan bir ¢aligmada tuz tolerans
artisinin SOS1, SOS2 ve SOS3’iin ko-ekspresyonunun SOS2/SOS3 kompleksine bagli
olarak gerceklestigini 6nermektedir (Quintero et al. 2011).

Bu SOS genlerinin kesfinden birkag yil sonra ise SOS4 ve SOS5 genleri karakterize
edilmistir. SOS4; Vitamin B6’nin aktif bir formu olan pyridoksal-5-fosfat (PLP)’nin
biyosentezinde rol alan pyridoksal kinaz (PL) kodlar. Ayrica, pek ¢ok hiicresel enzimler
icin temel kofaktor olan PLP ve onun tlirevleri, hayvan hiicrelerinde iyon

transporterlerinin aktivitesini diizenleyen ligandlardir. Yapilan bir ¢aligmada, sos4
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mutantlar tuz stresi altinda yabamil tip bitkiler ile karsilastirildiginda ¢ok daha fazla Na*
biriktirdigi ve daha az K"*u korudugu rapor edilmektedir. Bu nedenle, SOS4 bitkilerde
Na* ve K* dengesinin yeni bir diizenleyici bilesigi olarak tanimlanmaktadir (Shi et al.
2002). SOS5; normal hiicre uzamasi i¢in gereken olasi bir hiicre ylizeyine baglh protein
oldugu goriilmiistiir. Ayrica SOS5 hiicre-hiicre adhezyonunda fonksiyonu oldugu, hiicre
duvar biitiinliigiinii korudugu ve tuz stresi kosullart altinda bile hiicre genislemesinin

elde edilmesinde gorev aldigi 6nerilmistir (Shi et al. 2003a).

NAPDH oksidaz tarafindan iiretilen ROT’un, SOS1 mRNA’larinin (transkriptlerinin)
kararliligint meydana getirdigi bilinmektedir. Boylece NAPDH oksidaz aktivitesinin
SOS1 mRNA aktivitesini biiylik oranda artirmistir. Pek ¢ok calisma, SOS1 mRNA
kararliligini diger stres indiikleyeci aract olan bilesikleri bulmak i¢in kullanilarak birkag
abiyotik streste yaygin olan bir sinyal iletim yolunun erken sinyal adiminda SOS1 ‘in

muhtemel rolii hakkinda bazi 6nemli ipuglar1 vermistir (Turkan and Demiral 2009).

2.4.2. Siiperoksit Dismutaz (SOD) Genleri

ROT veya Reaktif Nitrojen Tiirleri (RNT) ile biyolojik antioksidant sistemler arasindaki
dengenin sebep oldugu oksidatif stres DNA, lipitler ve proteinler gibi
makromolekiillerin modifikasyonlarina yol agabilir (Chen et al. 2008; Xie et al. 2008).
Hiicrenin redoks durumunun transkripsiyon faktorlerinin/aktivatorlerin diizenlemesiyle
iligkili oldugu bilinmektedir. Bu c¢ercevede hiicresel hedef gen ekspresyonunun
etkilenmesi, uygun ROT ve RNT seviyeleri ve hiicresel sinyal yollarinin ayarlanmasi
canl1 organizmalarin normal fizyolojik fonksiyonlar1 i¢in gereklidir. Ancak, asir
redoks-aktif tiirler, DNA hasarina, hiicresel enzimlerin aktivitelerinin bastirilmasina ve
kaspaz ile kinaz dizilerinin aktivasyonu yoluyla hiicre liimiiniin uyarilmasina sebep
olabilmektedirler (Giannattasio et al. 2008; Archer et al. 2008). Bitkilerin ROT’larin
bertaraf edilmesinden sorumlu mekanizmalara ek olarak bu molekiillerin olusumlarini
da simirlayan iyi gelismis savunma sistemlerine sahip olduklar1 bilinmektedir. Bu
sistemlerin etkisiyle bitkilerde stres altinda olmayan kosullarda reaktif oksijen

olusumunun bertaraf edilmesinin dengeli oldugu bilinmektedir. Ancak, stres kosullar
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altinda ROT olusumu arttiginda savunma sistemi bastirilabilir. Bitkilerde enzimatik
veya enzimatik olmayan antioksidant siirecin bertaraf edilmesini saglayan savunma
sistemi ROT’larin artisina karsi bir cevap olmaktadir. Fakat bu siirecin gergek

mekanizmasi halen tam olarak anlasilamamistir (Alscher et al. 2002).

Bir hiicrede SOD, ROT’a kars1 savunmanin ilk hattini olusturmaktadir. O bir elektron
iletim zincirinin varoldugu herhangi bir yerde iiretilmekte ve bu nedenle O, aktivasyonu
sitozol, apoplastlar, peroksizomlar, glikozomlar, mikrozomlar kloroplastlar, mitokondri
gibi hiicrenin farkli boliimlerinde meydana gelebilmektedir (Elstner 1991). Yapilan
caligmalarda siiperoksit dismutaz ailesinin elektron iletme zinciri yoluyla oksijen
metabolizmasinin {iriinleri gibi mitokondrial matriksle tiretilenler ile iyonize radyasyon
iceren ekstraselliiler uyaricilardan kaynaklanan siiperoksit anyon radikallerini yok
etmede Ozellestigi gozlemlenmistir (McCord and Fridovich 1969). Yine SOD genlerinin
ROT konsantrasyonunun dengelenmesinde esas rolii oynadigi bildirilmistir. ROT’larin
hem ekspresyonunda hem de aktivitesinde SOD’larin kontrolii diizenlemeye katkida
bulunmaktadir (Forman 2007; Liu et al. 2008). SOD’un 3 farkli izoformu karakterize
edilmis ve belirlenmistir. Cu-Zn SOD; SODI1 geni tarafindan, MnSOD; SOD2 geni
tarafindan, ekstraselliiler siiperoksit dismutaz (ECSOD); SOD3 geni tarafindan
kodlanmaktadir. Genetik kiyaslamalar sonucunda amino asit homolojisi seviyesinde
SOD1 ve SOD3 genlerinde bulunan benzerlikler belirlenmistir. Ote yandan SOD2 geni
ne SOD1 ne de SOD3 geni ile 6nemli amino asit homolojisi géstermemistir (Parge et al.

1992). Sekil 2.2°de siiperoksit dismutazin hiicre igerisindeki aktiviteleri gosterilmistir.
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Sekil 2.2. Tuz stresinde siiperoksit dismutaz aktivitesi

SOD1 geni (Cu-Zn SOD); bu genin sekans benzerligi, Ozellikle de kodlama
bolgesindeki eksonlarin boyutlari, tiim tiirlerde 6nemli bir sekilde benzerlik gosteren 4
intron tarafindan ayrilan 5 ekson igerir. SOD1 geninin promotor bolgesi CCAAT ve
TATA kutusunun yanisira yliksek derecede GC-zengin bolgeye sahiptir (Miao and Clair
2009).

SOD2 geni (Mn-SOD); hiicre igerisinde 0% seviyesindeki artis ve buna bagli olarak
mevcut olan Fe (II)’nin miktarinin azalmasi, Mn-SOD yapisindaki mevcut metalde (Mn
III) degisikliklere sebep olmaktadir. Mn-SOD’lar peroksizomlar ve mitokondrilerde
olugmaktadir. Peroksizomal ve mitokondrial Mn-SOD’larin  varligi karpuzda
immunolokasyon testleri kullanilarak gosterilmistir (del Rio et al. 1992). Bu enzimler
aktif bolgede Mn atomunun varligi olmadig: siirece fonksiyonel olamazlar. Yine bir
peroksizomal Mn-SOD’un, ksantin oksidaz fonksiyonunun bir sonucu olarak 07
olusumunu bertaraf ettigi bezelyede rapor edilmistir. Ancak yapilan ¢alismalarda bilinen
Mn-SOD sekanslarinin hicbirinde peroksizomal hedef i¢in transit bir peptit sekansina

rastlanamamistir  (Bowler et al. 1994). Mn-SOD sadece bitki hiicrelerinin
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peroksizomlarinda ve mitokondrisinde vardir. Mn ve Fe-SOD’lar primer, sekonder ve
tersiyer yapilarinda yiiksek bir benzerlige sahip olmalarina ragmen, bu enzimler Fe
(II)’nin Mn-SOD aktivitesini diizenlemesinde veya bunun tam tersi durumunda oldukga
farkli etkinlik gosterirler. Okaryotlarda ve prokaryotlarda bulunan bu enzimler,
potasyum siyanid (KCN) veya H;0, tarafindan inaktive edilemezler (Alscher et al.
2002).

SOD3 (ECSOD) genin yapisinda transkripsiyon baslama bolgelerinde bulunan 5 bp
uzunlugundaki 1 ekzon boélgesi ile birlikte toplamda sadece 2 ekzon bulunmaktadir. Bu
nedenle giincel caligmalarda, bu kisa ekzonlarin fonksiyonlarmin anlagilmasi ve ilk
ekzonun tam yerinin bulunmasina ¢alisilmaktadir. Klasik TATA kutusu olmayan 2
CAAT kutusu elementi SOD3’ilin promotor bolgesinde bulunmaktadir. Ayrica, Fe-SOD
kloroplastlarda, Mn-SOD mitokondriyum ve peroksizomda, Cu-Zn SOD kloroplast,
sitosol ve ekstraselliiler bosluklarda yer almaktadir (Folz and Crapo 1994).

2.4.3. CBL-Etkilesen Protein Kinaz (CBL-Interacting Protein Kinases-CIPK)

Genleri

Ca'? bitkilerde hemen hemen tiim biyolojik siireglerde rol alan ikincil bir mesaj olarak
hizmet etmektedir (Kim et al. 2009). Cevresel ve gelisimsel uyarilara cevapta bitki
hiicreleri sitozolik Ca*® konsantrasyonunda 6zel gegici degisimlere ugrarlar. Bu durum,

Ca?’un farkli siireglere 0zgiil bir regiilator oldugunu gostermektedir (Hetherington and
Brownlee 2004).

Bitki hiicrelerindeki Ca*? iizerine yapilan ¢alismalarda, Ca* gecislerinin mekansal ve
zamansal miktarlarinin uyaranlara 6zel karakteristik gosterdigini ve bu durumun her bir
uyarana karst 6zel bir cevabin nasil olustugunu anlamada anahtar rol oynayabilecegini
gostermistir (Sanders et al. 2002). Sitozolik Ca*? konsantrasyonlarinda uyarmaya ozel
yiikselmeler “kalsiyum isaretgileri” olarak tanimlanirlar. Kalsiyum isaretgilerinin gegici
dagilimi ve sekilleri uyari-cevap baglantisinda rol aldiklarini gostermektedir. Uyari-

cevap diizenlenmeleri sinyal sensor proteinleri olarak fonksiyon gdsteren Ca+2-baglay1c1
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proteinler tarafindan gergeklestirilir. Bu proteinler Ca*? isaretcileri tarafindan kodlanan
bilgiyi terciime eder ve diger yapilara iletirler (Batistic and Kudla 2004). Sekil 2.3’de

abiyotik streslere maruz kalan bitkilerde Ca*? etkisi ile olusan yapilar belirtilmistir.

Stimulus Tuzluluk, sicak, soguk, patojenler, hormonlar, yaralanma, herbivorlar, gelisimsel olgular

-— _—
2+
‘ [Ca ]CYt / Ca2+ \
Sensorler CaM CMLs CDPKs CBL/CIPKs
- transporterler - transporterler - transporterler - transporterler
- kinazlar / - kinazlar - Hucre iskeleti
fosfatazlar - DNA baglayici proteinleri
Hedefler -transkripsiyon faktorleri proteinler - metabolik
- metabolik enzimler enzimler

- transkripsiyon faktorleri

Fizyolojik Cevap  Iyon homeostazisi, gen ekspresyonu, hormon sentezi ve taginimi, hiicresel devamlilik,
hiicre bélinmesi, ROS bilesenlerinin bertaraf edilmesi, patojenlere karsi savunma

Sekil 2.3. Abiyotik streslerde kalsiyum mekanizmasi

Bitki hiicrelerindeki Ca*? sensér proteinleri ayri bir dizi ile donatilmislardir. Diger
Skaryotlarda bulunan Ca**-baglayici proteinler olarak bilinen kalmodulin (CaM) ve
CaM-benzeri proteinlere (CML) ek olarak, bitkilerde Ca*? sinyalleri igin Ca**-baglayic
proteinlerin 6zel aileleri bulunmaktadir. Bunlar arasinda bulunan Ca**-bagimli protein
kinazlar (CDPKS) bir protein ile kinaz aktivitesi yapar ve Ca*-baglayici ile birlesirler,
boylece sensor-cevap modiillerini olustururlar (Harper and Harmon 2005). Buna karsin,
kalsinorin B-benzeri (CBL) protein ailesi ve onlarin etkilesim kinazlar1 (CIPKs), Ca*?
baglama fonksiyonu (sensor-yerini alma fonksiyonu) ve kinaz aktivitesi (cevap
aktivitesi) denilen 2 olay1 gergeklestirirler. Bu 6zellik, karmasik ve etkin bir yapiya
sahip Ca'? sifre ¢oziicii sinyal aginin olugsmasina olanak saglamaktadir (Batistic and
Kudla 2009). Uyaran-cevap mekanizmasinda rol alan CBL-CIPK sisteminin karmagsik

bir yapisi bulunmaktadir. CBL-CIPK sinyal sisteminin degiskenliginin en biiyiik nedeni
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birbirlerini etkileyen “spesifik faktdrlerin” kombinasyonlarinin esnek olmasindan
kaynaklanmaktadir. Boyle spesifik faktorlerin kendilerine 6zgii olan gen ekspresyonu,
farkli Ca* baglayict ve CBL-CIPK kompleksinin farkli hiicresel lokalizasyonu ile
gergeklestirilmektedir. CBL’ler ve CIPK’lar arasindaki karmasik olusum Ca*? sensor
proteinlerinden kinazlara sinyallerin iletilme mekanizmasina odaklaniimasini
saglamaktadir (Albrecht et al. 2003).

Diger pekcok Ca*? baglayici proteinler gibi, CBL’lerde kisa bir baglayici domaininin
ayirdigr iki globular yapidan olugsmaktadir (Nagae et al. 2003). Her bir CBL proteini,
yapisinda en az 4 Ca*? iyonun baglanmasini saglayacak 4 EF-kol motifi igersede hicbir
CBL proteininde kanonik EF-el motifi bulunmaz. Arabidopsis’in 5 CBL proteini
(CBL2, CBL3 CBL4, CBL5 ve CBLS8) kanonik EF kolu igermez. Buna karsin CBL6,
CBL7 ve CBL10 proteinlerinde 1 tane, CBL1 ve CBL9 proteinlerinde ise iki tane
kanonik sekans motifi olan EF kolu vardir. Diger biitiin EF kolu motiflerinde dort kol
tizerinde dagilim gosteren birbirinden farkli sekans varyasyonlari vardir. Bu yiizden EF
kollarindaki kompozisyon farkliliklarinin CBL proteinlerinin farkli Ca*? baglama
potansiyellerini agiklamada 6nemli bir neden olarak disiiniilmektedir (Batistic et al.
2004). Biyokimyasal farkliliklarin nedeni CBL-CIPK etkilesiminin Ca*®a bagl etkileri
de olabilir. Ancak, CBL’lere asir1 Ca*? baglanmasi CIPK etkilesimini veya asir1 CIPK
etkilesimi CBL’lerin Ca*%a baglanma afinitesini etkiler, bu nedenle daha detayl
caligmalara ihtiya¢ duyulmaktadir. CBL1 ve CIPK1’in etkilesimini arastilan in vitro
deneylerde Ca**’un mikromolar konsantrasyonlarinin varhgma bagimli bir kompleks
olusumunun meydana geldigi gozlemlenmistir (Shi et al. 1999). Buna karsin,
CIPK24/SOS2 ile CBL4/SOS3’iin etkilesimi bagimsiz bir sekilde Ca* olusumunu
tetiklemis, fakat CBL4’iin tek bagina Ca"®’a baglanma yetenegini olumsuz etkilemistir
(Sanchez-Barrena et al. 2007). Ayrica EF kolunun fonksiyonuna yo6nelik ¢alismalar da
mevcuttur. EF kolu motifinin baglanma bolgesindeki 2 amino asitlik bir uzamadan
dolay1 biitiin CBL proteinlerindeki bu EF kolunun Ca*? baglama yeteneginde olmadigi
one siiriilmektedir (Luan et al. 2002). Bununla birlikte CBL2 ve CBL4’iin kristal yap1
analizleri EF1 kolunun ilave amino asitlerine ragmen Ca*? iyonu baglayabildigini

gostermistir. Dahasi, non-CIPK etkilesimli sathada CBL2, EF1 ve EF4 kollan



24

vasitastyla 2 Ca*? iyonunu baglar (Sanchez-Barrena et al. 2007). Bu molekiil CIPK 14
ile baglandiginda 4 EF kolu birden Ca*? iyonlarma baglanir (Akaboshi et al. 2008).
CBL4 molekiilii ise CIPK ile etkilesimde degilken 4 Ca* iyonunu EF kollar ile baglar
(Sanchez-Barrena et al. 2007). Ancak bu protein CIPK24 ile etkilesime girdiginde
yalnizca 2 Ca*? baglamaktadir. Bu sonuglar, yalnizca CBL proteinlerinin Ca*? baglama
yeteneklerinde sekanslarin roliiniin oldugunu gostermekle kalmaz ayrica bu siirecte
CBL-CIPK etkilesimlerinin olduk¢a 6nemli oldugunu ortaya koymustur. Sekil 2.4’te

CBL-CIPK sinyal sisteminde rol alan domainlerin yapilar1 gosterilmistir.

GMLH N W W|-17kDa

- Metilasyon bélgesi (112-117. kalintilar)
- 4 EF-el motifleri

o[l W W W]-~935kDa

- Degisken N-terminal ucu
- 1-6 EF-el motifleri

- CaaX-kutu motifleri

- Miristolasyon motifleri

caL | B B ]-23-26kDa

- Degisken N- ve C-terminal uclar
- EF | bélgesi (14 aminoasit uzunlugunda)
- Lipit modifikasyon motifleri

Ot0|nh|b|tor domaini

copk[__ | Kinaz domaini - - | B B | ~40-90kDa

- Degisken N-terminal ucu (21-185. kalintilar)
- 1-4 EF-el motifleri
- Lipit modifikasyon motifleri

CaM benzeri domain

Sekil 2.4. CBL-CIPK sinyal sisteminde rol alan domainlerin yapisi

CBL-CIPK komplekslerinin hedefleri ve fonksiyonlar1 da arastirilmistir. CBL-CIPK-
substrat olusumunun 6zel 6rnegi SOS yoludur. Kalsindrin B-benzeri Ca*? sensérii SOS3
(AtCBL4) ve CIPK-tip kinaz SOS2 (AtCIPK24) calisilmistir. Bu proteinler 6zel bir
sekilde tuz stres sinyallerine aracilik etmekte ve Na'/H" antiporteri SOS1’i
diizenleyerek adaptasyonunu saglayan Ca*% diizenleyici sinyal yollarinin bir boliimiinii
olustururlar (Liu et al. 2001). SOS sinyal yollarinin daha detayli analizleri, zara yerlesen
Ca*? sensorii CBLA ile etkilesen CIPK24 kinazin plazma membraninda gézlemlenmesi

ile yiiksek Na® konsantrasyonuna cevapta rol alan SOS1’in Ca+2-bagh aktivasyonu ile
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ortaya c¢ikmaktadir. Aktive olan SOS1 ekstraselliiler bosluklara Na™"u ¢ikararak tuz
detoksifikasyonunu yiikseltmektedir. CBL4’iin ekspresyonu kok dokulartyla sinirh
olmast bitkinin diger organlarinda SOS yolunun fonksiyonun olusumunu
diistindiirmektedir (Guo et al. 2001).

Bazi ¢alismalarda Ca*? sensorii CBL10’un CIPK24 kinaz ile iliskili oldugu ve birlikte
aktive gosterdikleri rapor edilmistir (Kim et al. 2007; Quan et al. 2007). ilging bir
sekilde, cbl10 mutantlar1 tuz stresi sartlar1 altinda yabanil formlara gore daha az Na*
iyonu biriktirmiglerdir. Buna karsin, CBL10’un fonksiyonunu kaybetmesi tuza hassas
bitkilerin olugmasiyla sonuglanmistir (Kim et al. 2007). Bu bulgu CBL10-CIPK24
kompleksinin fonksiyonu CBL4-CIPK24 kompleksinin fonksiyonundan daha agik bir
sekilde farkli oldugunu ortaya koymaktadir. [n vivo analizler CBL10-CIPK24
kompleksini tonoplastta lokalize oldugunu gostermistir. Bu durum CBL10-CIPK24
kompleksinin Na® iyon akismin vakuoler yapilara ydnlendirilmesi vasitasiyla Na*
detoksifikasyonuna katki sagladigini isaret etmektedir. Bu bulgular, tuz toleransinin
meveut diizenlenmesi modeliyle Ortiismektedir. Ayrica mevcut veriler CIPK24
kinazlarin hem CBL10 hem de CBL4 ile etkilesime giren ¢ift fonksiyonlu kinazlar
oldugu yoniindeki goriisiine de destek saglamaktadir. CBL-CIPK24 kompleksi plazma
membranindaki H'/Na®  antiporter SOS1’in  diizenlenmesi  yoluyla Na"’un
dengelenmesine katki saglarken CBL10-CIPK24 kompleksinin olusumu bilinmeyen
hedeflerin diizenlenmesi sonucunda Na® iyonlariin hapsedilmesine neden olur.
Hiicresel seviyedeki bu alternatif kompleks olusumu birbiriyle Ortiisen doku spesifik
ekspresyon profillerinin olugsmasini saglamaktadir. CIPK24 kinaz ifadesi bitkilerde tiim
dokularda meydana gelirken Arabidpsis’te CBL4 ekspresyonu koklerde, CBL10 ifadesi
ise siirglin dokularinda gergeklesmektedir. Bu ekspresyon farki koklerden SOS-1
yardimhi Na* atimni, siirgiin dokularinda ise SOS1°den bagimsiz kofullarda Na* iyonu
biriktirilmesini miimkiin kilmaktadir. Bununla birlikte hem koklerde hem de siirgiin
dokularda eksprese olan CBL1, Ca*? sensériiniinde CIPK24 bagimli SOS1 regiilasyonu

ile tuz toleransi sagladigi unutulmamalidir (D’ Angelo et al. 2006).
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Tonoplast membranindaki CBL-CIPK24 komplekslerinin vakuoler Ca*?/H+ antiporteri
CAX1’i CBL4’ten bagimsiz olarak aktive ve regiile edildigi gosterilmistir (Cheng et al.
2004; Batelli et al. 2007). Yine bu ¢alismalarda, V-ATPaz kompleksleri CIPK24’iin
etkilesimlerindeki alt tiniteler olarak tanimlanmistir. Vakuole V-ATPaz bagimli proton
akiginin uyarilarak diizenlenmesi ile tonoplast tasiyicilart olan CAX1 ve NHX
antiporterlerinin aktivitesi CIPK24’iin vakuoler iyon mekanizmalarini iyi bir sekilde

diizenlemektedir.

Vakuoler V-ATPaz’a ek olarak plazma membrani H'-ATPaz’1 olan Arabidopsis H*-
ATPaz2 (AHA2)’de CBL-CIPK sinyal kompleksinin hedefi olarak tanimlanmistir
(Fuglsang et al. 2007). AHA2’nin C-ucu igindeki serin kalintisinin fosforilasyonu 14-3-
3 grubu proteinlerin bu domaine baglanmasin1 engeller ve AHA2’nin proton tagima
aktivitesini azaltir. Mayalarda ikili hibrit etkilesim ¢alismalart AHA2 nin CIPK11’den
bagimsiz regiilasyonunda CBL2’nin potansiyel bir fonksiyonunun oldugunu
gostermistir (Fuglsang et al. 2007). Bununla birlikte bitkisel hiicrelerdeki CBL2
ozellikle tonoplastta lokalize oldugu i¢in bitkilerdeki AHAZ2’nin Ca*? bagh
reglilasyonun gercekte hangi CBL proteini tarafindan saglandigi bilinmemektedir.
Yinede CIPK11 tarafindan bir plazma membran1 H'-ATPaz’in regiilasyonu Ca*?
bagimli fosforilasyonun hem vakuoler hem de plazma membraninda yer alan proton

tastyicilarin etkinliklerini diizenledigine isaret etmektedir (Batistic et al. 2008).

CBL-CIPK kompleksleri tarafindan diizenlenen transport siireclerin nitrat cevabi ve
alinimi fonksiyonlar1 da etkilemistir (Hu et al. 2009). CIPKS8 inaktif mutantlarinin
analizi nitrat uygulamasi sonrasinda nitrat cevap genlerinin ekpsresyonlari ve nitrat
aliminda diisiis oldugunu gostermistir. Her ne kadar bu calisma nitrat tasiyicilar ve
CIPKS arasinda fiziksel etkilesimler olduguna dair bir kanit sunmus olmasa da boyle
diizenleyici bir dongiiniin varlig1 ¢ogu bilim insani tarafindan kabul edilmektedir. Ek
olarak, bir diger calismada CIPK’larin bitkilerin diizgiin biiyiimesinde ve gelismesinde
kritik roller oynadigimi gostermistir (Tripathi et al. 2009). AtCIPK6’da meydana
getirilen bir lezyon silirglinden kdke dogru ve kok boyunca oksin tasimini Snemli

derecede azaltmis ve mutant bitkilerde bir¢ok gelisimsel bozukluk olusturmustur.
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Ayrica bu bitkilerde oksin taginimi ve abiyoik strese cevap mekanizmalari ile ilgili ¢ok
sayida genin ekspresyonununda da ciddi azalmalar olmustur. Buna ek olarak,
Arabidopsis mutantinin yabanil formuna gore tuz stresine hassasiyetinin de arttigi
yapilan c¢alismalarda go6zlemlenmistir. Bu durum CIPK6 proteinin birden fazla

fonksiyonunun olabilecegine isaret etmektedir.

Bu caligmalara ek olarak yapilan analizlerden elde edilen protein-protein
etkilesimlerinin fonksiyonel veya fizyolojik sonuglarin hala eksik olmasi ROT-uyarici
stiregler ile CBL-CIPK agmin bir baglantist oldugunu onermektedir. Bunlar dikkate
alindiginda, iki hibrit mayada proteinlerle etkilesimi olan katalaz 2 (CAT2) ve CAT3’iin
yanisira niikleosit difosfat kinaz 2 (NDPK2) belirlenmistir (Verslues et al. 2007). Bu
proteinler stres-uyaran ROS sinyallerini de kapsar ve H,O, katabolizmasinda biiyiik bir
rol oynamaktadir. Bu veriler ROS-aracili sinyal yollarinda CIPK’larin muhtemel

diizenleyici fonksiyonlart oldugunun bir kanit1 olarak diigiiniilmiistir.

2.4.4. Glisince Zengin Protein (Glycine Rich Protein-GRP) Genleri

Bitkilerde glisince zengin proteinler (GRPs) yapilarinda yiiksek glisin bulundurmalari
(%20-70) ile karakterize edilirler. ilk kesfedilen GRP’lerden biri petunya geni GRP-
1’dir. 384 amino asit igeren bu proteinin %67’s1 glisinden olusur ve GRP-1 tarafindan
kodlanmaktadir. Petunya GRP-1’inin glisince zengin domaini 8 antiparalel zincir igeren
B-katlanmis bir tabakadan olusur. Sekil 2.5’de glisince zengin proteinler ve rolleri
gosterilmistir. Siklikla serin ya da alanin tarafindan temsil edilen bir X grubu ile Gly-X
tekrar serilerini icermektedir. GRP-1 ¢ogunlukla tomurcuklar ve vaskiiler dokularda
ifade edilmektedir (Condit et al. 1990). Normal biiylime i¢in gereken glisinin hiicre
duvar plastititesinde yiiksek oranda olmasi gerektiginden dolay1 Petunya GRP-1 proteini
diger GRP’ler boyunca hiicre duvarinda bulunmaktadir. Yapilan ¢aligmalarda GRP
proteinleri arasinda yapisal ve fonksiyonel heterojenitenin biiylik 6neme sahip oldugunu
acikca gosterilmistir. Bu proteinlerin hiicre alt1 yerlesimleri ve yiiksek orandaki

degisken ekspresyon durumlari, GRP proteinlerinin sadece hiicre duvari plastitisinde
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degil birkag farkli fizyolojik siirecte de dnemli roller iistlenebilecegine isaret etmektedir

(Sachetto-Martins et al. 2000).
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Sekil 2.5. Glisince zengin proteinler

Glisince zengin domain igeren proteinler baslangigta bir siiperfamilya olarak
gruplandirilmigtir.  Ancak, son zamanlarda GRP’ler bir superfamilya kapsamina
girmeyen basit proteinler olarak tanimlanmaktadir. Bu kapsamda GRP’ler en az 4
sinifta gosterilmistir. Bir sinyal peptiti olan ve glisince zengin bir domaine sahip olan
smnif 1 GRP’ler (GlyGlyX), tekrarlarini igerirler. Bu sinifta bulunan GRP’lerin ¢ogu
hiicre duvarlarina kanalizasyonlarindan dolay1r yapisal bir fonksiyona sahiptirler. Bu
smifin 6rnegi, petunya GRP-1 olarak tanimlanmistir. Sinif 2 GRP’ler C-terminal
sisteince zengin bir domain tarafindan takip edilen glisince zengin bir domaine
sahiptirler. Bu Glisince zengin domain (GlyGlyXXXGIlyGly), tekrarlarin1 igerir. Sinif 3
GRP’ler ise diger siniflarla karsilastirildiklarinda daha diisiik glisin igerigine sahiptir.
Onlar yapisal farkliliklarin daha yiiksek dereceleri olan (GlyXGlyX) tekrarlarinin
varlig1 ve siklikla korunan oleosin domaini (oleosinler su alimini saglayan poleni i¢eren
asirt kuruma altinda bitkilerin kisimlarinda bulunan proteinlerdir) tarafindan karakterize

edilirler. Sinif 1 ile 3 GRP’ler genellikle amino ucunda bir sinyal peptiti icerirler.
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Aksine sinif 4’1 ayiran 6zellik niikleik asit baglama domainlerini igermesidir (Kar et al.

2012).

Siif 4 GRP’lerde RNA baglanma domainlerinin iki ana tipi vardir;

- RRM (RNA diizenleyen motif)
- CSD (soguk sok domaini)

Sinif 4’teki proteinlerin glisince zengin domaini ya RNA’ya baglanir ya da protein-
protein etkilesimine katkida bulunan bir veya iki CCHC ¢inko parmaga gémiiliir. RRM,
SR proteinleri (serin-arginince zengin domainler ile birbirine ekleyen faktorler),
heterojen RNP’ler, kloroplast RNA-baglayici proteinler, poly(A) baglayici protein ve
kiigiik niiklear ribontikleoprotein (SnRNP)’lerle iligkili proteinleri igeren RNA baglayici
proteinlerin genis bir dizisinde bulunur. Hem RRM hem de CSD tek zincirli RNA’ya
baglanabilmektedir (Lunde et al. 2007).

Glisince zengin domainler ayrica ikincil yapilara da sahip olabilirler. Ornegin bir glisin
lobu 6zel bir yap1 olusumuyla yiikleme eylemi ve tamamlama yoluyla etkilesen iki
paralel bitisik sarmal arasinda bir sarmal-sarmal etkilesimine sebep olabilir. Ikinci bir
ornek ise antiparalel zincirlerin degisik sayili B-tabakasi i¢erebilmesidir. Non-glisin
amino asitlerin yan zincirleri de etkilesimde olduklari proteinlerinde varolan diger
hidrofobik bolgelerle etkilesime girme yetenegindeki gii¢lii hidrofobik domainleri
iceren bir yiizey olan B-tabaka ayni alanina maruz kalirlar. Glisince zengin domainler
cok esnektir, makromolekiiller ve diger proteinler ile GRP’lerin iliskilerine esneklik

katarlar (Steinert et al. 1991).

Calismalarin biiyiik bir kismi1 Smif 4 GRP’lerin su stresi veya kuraklik, salisilik asit,
ABA ve soguk uygulamalar1 sonrasinda ekspresyonun arttigini gostermistir. Bu durum
bu molekiillerin stres cevap mekanizmalarinda rol oynadigina isaret etmektedir. MhGR-
RBP1 diger GRP’lerle Oryza sativa (OsGRP-%81), Malus prunifolia (MpRBP1-%96)

sekans benzerligi yiiksek seviyelerdeki Malus hupehensis’den izole edilmis bir sinif 4
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GRP’dir. MhGR-RBP1 kok ve govde ile karsilastirildiginda yapraklarda yiiksek oranda
ekspre edilir. MhGR-RBP1’in ekspresyon seviyesi kuraklik stresi, H,O; ve yiiksek tuza
maruz kalindiginda artar (Wang et al. 2012). Aksine agaglara ABA ve jasmonik asit
uygulandiginda MhGR-RBP1’in ekspresyon seviyesinin 24 saat siireyle diistiigi
gozlenmistir. Bu nedenle, smmif 4 GRP’lerin 6nemli tahil bitkilerinde ve elma

agaclarinda cevresel strese adaptasyonda yardimci olabilecegi 6ne siiriilmiistiir.

Yine Arabidopsis’te yapilan c¢alismalarda AtGRP7’nin osmotik strese cevapta ve
ABA’nin diizenlenmesinde 6nemli bir rol oynadigi goriilmiistiir. Atgrp7 nakavt (knock-
out) bitkiler ile yapilan deneylerde stres indiikleyici genler olan RD29A ve RABI18’in
iki  transkript seviyesinin arttigt  ve AtGRP7’nin ABA indiiklenmesinin
diizenlenmesinde rol alabilecegi gozlemlenmistir (Cao et al. 2006). Benzer bir diger
caligmada yine atgrp7 nakavt hattt Kim et al. (2008a) tarafindan kullanilmis ve nakavt
mutantlarin yabani bitkilerle ya da AtGRP7’nin asir1 ekspre oldugu bitkilerle
karsilastirildiginda yiiksek tuz ve mannitol konsantrasyonlarinda da ¢imlenebilecegi ve
hayatta kalabilecegi gosterilmistir. Yine bu ¢alismada AtGRP2’nin AtGRP7’nin aksine
tuza maruz kalmis tohumlarin ¢imlenmesini etkiledigi fakat osmotik stresi etkilemedigi
gozlemlenmistir. Tohumlarin biiylimesi ve bitki gelisimi AtGRP2’nin varligindan veya
yoklugundan etkilenmez. AtGRP2’nin tohum ¢imlenmesi {izerine etkileri ancak ABA-
bagimsiz yol ile ortaya ¢ikabilir. Bu bulgular AtGRP2 ve AtGRP7’nin benzer abiyotik
streslere cevapta ayni yollarda c¢aligmadiklarini agik¢a gostermektedir. 10mM H0,
kullanarak oksidatif strese maruz kalan Arabidopsis hiicre kiiltiirinde AtGRP2,
AtGRP7 ve AtGRP8 up-regiilasyon gostermistir. Bu bulgu, bu 3 proteinin
koordinasyonlu sekilde hedef mRNA’larin ekspresyonlarint diizenleyerek oksidatif

strese hizli bir cevap sagladiklarina isaret etmektedir (Schmidt et al. 2010).

AtGRP7 giinlik diizenlemede gece en yiiksek protein seviyesinde oldugu goriilen
bitkilerde ilk RNA-baglanma proteini olarak belirlenmistir (Fankhauser and Staiger
2002). Bitkiler giines 15181inda en 6nemli kaynaklarmin degisimine katki saglamak i¢in
gelisen bir i¢ saate sahiptirler. Bitkiler karanlik-151k dongiistiniin optimal fazda daima

meydana gelsin diye 24 saatlik bir ritimde canl fizyolojik siireglerini diizenlemektedir.
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Bitkilerin verimi; ¢icek agmasini, yaprak hareketini ve bilyiime siireglerini kapsar. I¢
saat tarafindan yoOnetilen siirecler birka¢ genin aktivitesi tarafindan diizenlenir.
Transkriptom’un 9%30’dan fazlasi saat tarafindan diizenlenir. Saatin diizenlenmesi
promotorlerde saat-cevap elementleri yoluyla transkripsiyonel seviyede yiiriitiliir

(Staiger 2002).

RNA; cok kompleks 3 boyutlu yapilara katlanabilme yetenegine sahip ¢ok yonli bir
molekiildiir. Bu 3 boyutlu yapilara katlanma olay:r Arabidopsis genomu tarafindan
kodlanan ribozimler olarak bilinen RNA temelli enzimlerle ve translasyona yardimci
olan rRNA ve pre-mRNA’larin eklenmesine yardimci olan small nuklear RNA
(snRNA)’da gerceklesen katalitik aktivitelerle en iyi sekilde agiklanmaktadir (Przybilski
et al. 2005). Ancak kinetik olarak uygun ¢oklu yapilar varligindan dolayt RNA kolayca
yanlis katlanmalar yapabilir. Bu durumu diizelterek dogru katlanma siirecini
gerceklestiren RNA saperonlari olarak bilinen proteinlerdir (Semrad 2011). RNA
saperonlart Ozellikle stres adaptasyonunda oOnemlidir (Kang et al. 2013). Soguk
kosullarda RNA, translasyonu engelleyebilen ikincil yapilart olusturma egilimine
sahiptir (Jiang et al. 1997). Biiyiik prokaryotik cold-shock proteins (CSP)’ler (bir 70
amino asit cold-shock domain (CSD) igeren kiigiik proteinler) ikincil yapilari
kararsizlastirdiklar1 igin RNA saperonlar1 olarak tasarlanmaktadirlar. Onlar mRNA
translasyonunu kolaylastirmak i¢in MRNA’lar1 tek zincirli olarak tutmaktadirlar.
Ayrica, CSD'yi igeren proteinler, bitkilerde soguk toleransinda da rol oynamaktadirlar
(Sasaki and Imai 2012). Soguga duyarli bir E. coli’de AtGRP7’nin ekspresyonu
CSP’lerin fonksiyonlariin eksikliginde soguga adaptasyon saglama yetenegini yeniden
olusturmaktadir. Bir sa¢ tokasi molekiili AtGRP7'nin niikleik asit erime yetenegini
degerlendirmek igin kullanilmigtir. Saflastirilmis AtGRP-GST eklentisi DNA-temelli
sa¢ tokas1 molekiiliiniin ¢oziilmesine neden olmustur ve tek zincirli riboniikleaz T1’e
daha duyarli olan bir RNA olusur. Bu nedenle AtGRP7 E. coli’de ekspre edildiginde tek
zincirli RNA’larin orani artirdigi bildirilmistir (Kim et al. 2008a).



32

2.4.5. Stresle Iliskili Protein (Stress Associated Protein) SAP Genleri

Stresle ilgili proteinler (Stress Associated Proteins SAP) olarak isimlendirilen SAP’lar
farkli bitki tiirlerinde yapisal koruma ve fonksiyonel benzerlikte 6nemli rolleri olduklari
gosterilmistir. Bu proteinler zinc-finger protein (ZFP) domainlerinin 6zel tiplerini
olusturur ve ¢oklu stres cevap genlerinin {iriinleri olarak piringte ilk kez belirlenmigtir
(Mukhopadhyay et al. 2004). Bitkilerden baska, insanda dogal bagisikligin anahtar
diizenleyicisi olarak aktivasyon gosterirler. Bunun nedeni bitkiler ve hayvanlarin
milyonlarca y1l 6nce ayrilmalarina ragmen hem hiicresel hem de molekiiler seviyelerde

birka¢ cevap mekanizmasinda benzerlik gdostermelerinden kaynaklanmaktadir (Beyaert

et al. 2000).

ZFP’ler hem bitkiler hem de hayvanlarda hiicresel cevap mekanizmalarinda anahtar
oyuncular olarak hizmet veren proteinlerdir. Bu proteinler g¢evresel streslere cevap
gelistiren bitki stireglerini diizenlemektedirler. Cesitli transgenik bitkilerde abiyotik
strese kars1 ZFP’lerin koruma rolleri SAP’larin asir1 ekspresyonu ile ger¢eklesmektedir.
Simdiye kadar ¢alisilan tiim SAP’larin bitkilerde gesitli biiylime durumlarinda abiyotik

stres toleransina pozitif etkileri oldugu gosterilmistir (Beyaert et al. 2000).

Ik kez celtikte toplam 18 ve Arabidopsis’te 14 SAP geni belirlenmistir. Bu genlerin
cogu abiyotik stresle uyarilan genler olarak saptanmistir. Bagka bir ¢alismada, misir ve
populus (Salicaceae) bitkilerinde sirasiyla 11 ve 19 tane SAP geni ve
Chlamydomonas’ta ise sadece 2 gen bulunmustur (Jin et al. 2007). Aralarinda protista,
mantar, hayvan, insan ve bitkilerin bulundugu 22 organizmanin genomu {izerinde
yapilan kapsamli bir calismada 1’den 19’a kadar c¢esitli SAP genleri tespit edilmistir
(Vij and Tyagi 2008). Bu galismalar siniflandirma arasinda bir multigen ailesi olarak
SAP’larin  evrensel varligin1 ortaya koymuslardir. Tim genomun ve gen
duplikasyonlarinin  canli  organizmalarda oOnemli evrimsel kuvvetler oldugu
bilinmektedir. Ozellikle cigekli bitkilerde, evrim bilgisi tiim genom duplikasyonlarmnin
en az biri ile belirlendigi gibi tiim sekanslarda meydana gelen genom duplikasyonlariyla

da belirlenebilmektedir (Jiao et al. 2011).
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SAP genlerinin 6nemli bir 6zelligi de intronsuz veya az intronlu bolgeler igermeleridir.
11 ¢eltik ¢esidinin SAP1 geninde intron gézlemlenmemis ve diger bitkilerde ise 6nemli
bir derecede intronsuz genlerin yiiksek oranda oldugunu gostermistir (Gimeno-Gilles et
al. 2011; Sreedharan et al. 2012). Intronsuz SAP genleri prokaryotlarda da yaygindir
(Jain et al. 2008). intronsuz SAP genlerinin varlig1 eski orjinlerini yansitir ve post-
transkripsiyonel siireclerde hizli transkript birikimleri olugmaktadir. Simdiye kadar
calisilan SAP’larin higbiri tipik niiklear lokalizasyon sinyaline (NLS) sahip degildir.
Ancak, OsSAP1 ve AtSAP5 ilk once ¢ekirdekte yerlesmislerdir (Giri et al. 2011; Kang
etal. 2011).

SAP’lar ¢oklu abiyotik stresler tarafindan hizli bir sekilde uyarilmaktadirlar. Bitki
SAP’larinin gen ekspresyon analizleri abiyotik strese cevap mekanizmalari ile bu
genlerin giiclii baglantilar1 oldugu saptanmustir. ilk karakterize edilen bitki iiyeleri
OsSAPI1 tuz, kuraklik, soguk, mekanik kuraklik ve ABA gibi ¢oklu streslere cevapta
ifadeyi giiglendirdigini gostermistir (Mukhopadhyay et al. 2004). Karakterize edilen
bagka bir SAP olan OsSAP9, c¢eltik yaprak ve koklerinde ekspre edilmis ve onun
ekspresyonu H,0,, sicak ve soguk stresleri tarafindan artinlmistir. Fakat tuz stresi
tarafindan bastirilmis ZFP177 geni kuraklik stresi altinda etkisiz bir sekilde kalmistir
(Huang et al. 2008). Benzer bir sekilde, misir ve Arabidopsis SAP genleri bir dokuda ve
strese 6zel durumlarda soguk, tuz, osmotik ve kuraklik streslere cevap vermistir. Yine,
transkripsiyon faktorleri gibi sinyal ve diizenlemede rol alan genler de bitki abiyotik
stres cevabinda erken ifade olmaktadirlar (Nakashima et al. 2009). Bu genler hafif
streslerde ilgili genlerin ekpresyonunu diizenler ve baslatirlar. Bu nedenle, bitkilerde
SAP genleri bitki stres adaptasyonlarini olusturan yollarda erken cevabin temel
elementlerinden biri olarak tanimlanmistir (Yamaguchi-Shinozaki and Shinozaki 2006).
Hayvanlarda boyle proteinlerin karakterizasyonu bitki SAP’larina olan benzerlikleri ve

farkliliklarina 151k tutmaktadir.

Transgenik bitkilerde ¢esitli SAP genlerinin ifadeleri stres toleransini arttirmak suretiyle
tohum olusumuna neden oldugu gosterilmistir. Bazi SAP’lar en onemli ozellikleri

bitkilerin tarimsal 6zelliklerini korumalaridir. Tiitiin, durum bugdayi, ¢eltik ve halofit
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bir ¢cimde AISAP’in asir1 ekspresyonu stres olmayan kosullar altinda verim veya
bliyiimede gerileme gostermedigi gibi stres kosullari altinda daha yiiksek verim
almalarin1  saglamistir (Ben Saad et al. 2012). Benzer sekilde, Arabidopsis’te
OsSAP11’in asir1 ekspresyonu tuz stresi ve su eksikligine karst verimi korudugu

goriilmiistiir (Giri et al. 2011).

Redoks bagimli proteinlerin yapisal degisimleri ters gevrilebilir, boylece cevresel
degisikliklere karsi hizli bir cevap olusturmada yardim ettikleri diisiiniilmektedir
(Stroher and Dietz 2008). AtSAP12 geni bir hiicrenin redoks mekanizmasindaki
degisimler esnasinda yiiksek agirliktaki oligomerlerin olusumunu ters ¢evirebilmektedir
(Stroher et al. 2009). Korunan A20/AN1 domaini disindaki sistein kalintilart
AtSAP12’nin redoks duyarlilik yetenegine katkida bulunur. Gelecekte yapilacak olan
farkli SAP’lardaki arastirmalar SAP’larin  redoks duyarliliginda ekstra sistein

uygunlugunu anlamaya yardimei olabilir.

Stressiz sartlarda transgenik Arabidopsis bitkisinde OsSAP11’in asir1 ekspresyonu diger
genlerin ekspresyonlarinda degisikliklere yol agmaktadir. Birkag uyarilan hedef genlerin
abiyotik stres tolerans: ile ilgili olabilecegi bilinmektedir. Benzer sekilde, Arabidopsis
ve pamukta yapilan ¢aligmada AtSAPS5 geninin asir1 ekspresyonu bilinen abiyotik
stresle ilgili genlerin transkript birikimini etkilemistir (Kang et al. 2011; Hozain et al.
2012). Yine transgenik celtikte AISAP geni stresle iliskili genlerin ekspresyonunu
etkilemistir. Bu genler DREB (kuraklik stresi ile ilgili bir transkripsiyon faktorii), HKT1
(tuz stresi ile ilgili zar transporteri), SOS1 (tuz toleransiyla ilgili bir gen), PSCS (prolin
biyosentez geni), ProT (Prolin transporteri), SOD (superoksit dismutaz), APX1
(askorbat peroksidaz), MYB domaini transkripsiyon faktorleri ve seker-amino asit
metabolizma genlerini igerirler (Ben Saad et al. 2012). Boyle ¢alismalar gosterir ki
SAP’lar 6zellikle stres birikimiyle ilgili olan genlerin ekspresyonunu diizenleyebilirler.
Ancak, SAP’larin dogrudan transkripsiyonu diizenledigi, DNA’ya baglanip
baglanmadig1 veya gozlemlenen transkriptom degisimlerinin SAP’lar tarafindan olup

olmadiginin belirlenmesi gerekmektedir.
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SAP’larin eylem mekanizmasina bagka yeni bir yaklasim da tiitinde MtSAP1’in asirt
ekspresyonu nitrik asit (NO") birikimine yol agtig1 i¢in sinyalleri ile SAP’larin iliskili
oldugunu gostermistir. NO™ hayvan ve bitkilerde 6nemli bir sinyal molekiiliidiir ve
biyotik ve abiyotik strese cevabi diizenlemektedir. Transgenik tiitiin bitkileri MtSAP1
yabani tip bitkilerle karsilastirildiginda daha iyi biiylime, gelisme ve stres toleransi
gostermistir (Charrier et al. 2012). SAP’lar baz1 NLS-igeren protein ile etkilesime
girerek nukleusa tasinabilir ve ondan sonra modifiye hedef diizenleyici proteinler veya
stres cevap genlerinin cis-aktin elementlerine baglanabilirler. Tiim bu olaylar strese
tolerans saglayan pekgok stresle ilgili genlerin ekspresyonunu uyaran veya NO™ gibi

cesitli sinyal molekiillerinin birikimine yol agmaktadir.

2.5. miRNA’lar ve hedef genler

Bitkilerde hedef genin ifade seviyesinin artiritlmasinda/azaltilmasinda pek ¢ok yontem
kullanilmaktadir (Kang et al. 2012). Hedef genin ifadesinin baskilanmasinda kullanilan
yontemlerden birisi de miRNA’lardir (Bartel 2004; Ambros and Chen 2007; Khraiwesh
et al. 2012; Unver ve Budak 2009). miRNA’lar miidahaleci RNA’ya (RNAi=RNA
interference) dayali gorev alan kiiciik RNA’lardandir (Bodur and Demirpenge 2010; Xin
et al. 2010).

Stres sartlarina bagli olarak hedef genlerin ifadelerinin degismesinde dogrudan miRNA
yani miR genlerinin rol oynadigi bilinmektedir (Lui 2002). miRNA’larin hem bitkilerde
hem de hayvanlarda gen diizenleyici olarak énemli rol aldiklar1 bilinmektedir (Karakurt
ve Karakurt 2008). Bugday, arpa ve geltik gibi monokotil bitkilerde post-
transkripsiyonel susturmada (PTGS = Post Transcriptional Gene Silencing) miRNA’lar;
ozellikle gen fonksiyonlarinin tespit edilmesi amaciyla uygulanmaktadir (Reinhart et al.

2002; Lacombe et al. 2008; Gupta et al. 2012).

miRNA’lar yaklasik olarak 21 niikleotid uzunlugundadirlar ve DICER-benzeri niikleaz
enzimler tarafindan Oncii pre-miRNA’larin  kalip olarak kullanilmasiyla islev

kazanmaktadirlar (Kang et al. 2012). Bitki miRNA’lar1 genellikle protein kodlanmayan
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genom bdlgelerinde bulunurlar ve kendi genlerinden yani miR genleri tarafindan
tiretildigi distiniilmektedir (Li et al. 2005; Yu et al. 2005; Ramachandran and Chen
2008). Bitki miRNA transkriptleri RNA polimeraz II ile olusturulur ve Ooncil
transkriptler (pri-miRNA) stem—loop yapisiyla karakterize edilmektedir (Lee et al.
2004). Bir kilobaz (kb)’a kadar uzun stem—loplara sahip olan pri-miRNA transkriptleri
bitkilerde Dicer Like 1 (DCL1) tarafindan islenen ¢ift iplikli yapilar haline katlanirlar.
Bitkide dort ve daha fazla DCL proteini vardir (Khraiwesh et al. 2012).

Cift iplikli olgun ve metillenmis miRNA; RNA tarafindan indiiklenmis gen susturma
kompleksine (RISC)’e katilir. Bu kompleks Argunat (AGO) proteininden olusur. RISC
kompleksi olgun miRNA’ya katilarak hedef mRNA transkriptini par¢alamakta veya
durdurmaktadir. Boylece hedef genin ifadesi baskilanmigs olur (Hammond 2000;
Ronemus et al. 2006; Atalay 2007; Mi et al. 2008).

Sonug olarak bitkilerde fonksiyonel miRNA’nin olusumu 4 temel adim i¢cermektedir:1.
Cift sarmalli RNA (dsRNA=double strand RNA)’yla miRNA isleminin baglatilmasi, 2.
sRNA’lara (kiigiik RNA) dsRNA’nin islenmesi, 3. sRNA’nin 3’-O-metilasyonu, 4.
Sessizlestirme efektér komplekslerine metillenmis sSRNA’nin birlesmesi (Yang et al.

2006; Eldem et al. 2013).

miRNA’larin gen ifadesinin diizenlenmesinde rol aldiklar1 belirlendikten sonra gesitli
tahil trtinlerinde calisilmaya baslanmigtir. Triticum aestivum bitkisinde yapilan bir
calismada tuz stresine duyarli ve toleransh iki ¢esit kullanilmistir. Bu ¢esitlerde 11 862
adet miRNA belirlenmistir. Bunlarin 16 tanesi ilk kez tuza cevap miRNA olarak
belirlenmistir. 3 miRNA’nin ekspresyonunda 260 kat upregiilasyon gézlemlenmistir.
Gen ontolojisi arastirmalarinda ise 565 olast miRNA hedef geni rapor edilmistir (Eren
et al. 2015). Yine arpa bitkisinde tuzluluk stresine cevap veren miRNA ve hedef genleri
calisilmistir. 126 aileye bagl toplam 152 miRNA belirlenmistir. Bu miRNA’larin 30’u
tuzluluga cevapta upregiile olurken 25’1t downregiile olmustur. Bu miRNA’larin
hedefleri biyoinformatik yaklasimlarla tespit edilmistir. Boylece miRNA’lar ve hedef

genlerinin ekspresyon profilleri ortaya konulmustur (Deng et al. 2015). 6 farkli arpa
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cesidine tuzluluk, kuraklik besin eksikligi ve bor toksisitesi uygulanmistir. Bu ¢evresel
streslerde yaygin olarak kullanilan 4 referans gen ve 2 miRNA arastirilmigtir. Arpada
miR168’in uygun bir referans gen olarak kullanilabilecegi rapor edilmistir (Ferdous et
al. 2015). Arabidopsis ve geltikte miR396 ve miR393 arastirilmistir. Bu miRNA’larin
asir1 ekspresyonu tuz stresi altinda tohum ¢imlenmesini ve toleranst olumsuz etkiledigi
bildirilmistir (Gao et al. 2011). Turunggil koklerinde tuz stresi etkisinin arastirilmasini
amaclayan bir ¢alismada 2574 mRNA ve 76 miRNA analiz edilmistir. NAC, MYB,
CBF, ERF, WRKY, ZFP, CAMTA ve bZIP igeren transkripsiyon faktér genleri tuz
stresinde upregiile olurken, bu genleri hedef alan birkagc miRNA’nin downregiile oldugu
goriilmistir. Bu durum transkripsiyon faktorlerince diizenlenen karbonhidrat
metabolizmasi, poliamin yolu, ROT sistemi ve hormon sinyal yolundaki rolleri

hakkinda bilgi vermistir (Xie et al. 2017).

Tuzluluk stresinde rol oynayan miRNA hedef genlerinden biri miR482’nin hedef geni
olan Rab15B proteinidir. Bu genin glisince zengin RNA baglanma genlerinden oldugu
ve streslere karsi direng olusturdugu bildirilmistir (Jankowsky, 2011; Eren et al. 2015).
Diger bir miRNA olan miR5655’in hedef geni ise bitki Heliks-Loop-Heliks (bHLH)
genidir. bHLH geni 1sik sinyali ve hormon dengesinin diizenlenmesi gibi ¢esitli
fizyolojik mekanizmalarda gorev alan transkripsiyon faktoriidiir (Castelain et al. 2012).
miR164’lin hedef geni olan Gotl/Sft2 vezikiil tasinim proteini yine tuzluluk stresi gibi
abiyotik ve virlislerle enfekte olan bitkilerde direng olusumunu sagladig: icin biyotik
streslerde rol oynamaktadir. En 6nemli gorevi bitkilerde hiicre i¢ci maddelerin vezikiile
tasinimint diizenlemekdir (Hames et al. 1994; Bazzini et al. 2007). Hedef geni Pl-4
proteaz inhibitor benzeri proteini olan miR6108f’nin tuzluluk stresinde gorev aldig
rapor edilmistir (Eren et al. 2015). Bu gen proteazlardan olan serpini kodlayan
genlerden biridir. Serpinlerin bitki savunmasinda rol oynadigi ve tipsin benzeri
proteinleri inhibe ettikleri gosterilmistir (Hejgaard 2005; Vercammen et al. 2006).
Cesitli abiyotik streslere karsi bitki savunmasina katilan miR156a’nin hedef geni
SQUAMOSA promotér baglama proteini benzeri (SPL) genleridir. Yiiksek oranda
korunan DNA-baglama proteini icerirler. SPL genlerinin bakir ve fungal toksisiteye

cevap olusturdugu, sporogenesis, giberellin sinyalizasyonu, ¢icek ve meyve olusumu
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gibi bitki biiyiime ve gelisme siireglerinde rol oynadigi goriilen bitkiye 0Ozel
transkripsiyon faktoriidiir. Ayrica olgun yapraklarin olusmasina ve bitki gelisimine
katkida bulundugu gozlenmistir (Chen et al. 2010). Diger bir abiyotik stres tolerans geni
ise miR159¢’nin hedef geni Heat-shock proteins (HSP) genidir. HSP genleri hiicreleri
yaralanmalardan korumakta ve normal biiylime kosullarina geri dondiikten sonra
iyilesmeyi ve hayatta kalmayi kolaylastirmaktadir (Al-Whaibi 2011). Sadece yiiksek
sicaklik kosullarinda degil ayrica diger abiyotik streslerde de bitkideki proteinlerin
yapisini koruyarak bitkiyi olumsuz kosullardan korumaktadir. Bu proteinler bitki ve
hayvan tiirlerinde proteinlerin katlanmasin1 ve birikimini diizenleyen molekiiler
saperonlar gibi davranmaktadirlar (Trippet al. 2009). miR172b hedef geni ise
APETALA 2/etilen cevap faktorii (AP2/ERF)’dir. Stres kosullar altinda etilen sinyal
yolaginin diizenlenmesi ve farkli ailelerde stresle iligkili genlerin ekspresyonunun up
veya down regiilasyonuna neden olmaktadir (Abiri et al. 2016). Farkli monokotiledon
ve dikotiledon tiirlerde kisa ve uzun vadeli tuzluluk stresinde AP2/ERF geninin

upregiile edildigi gosterilmistir (Achard et al. 2006; Tao et al. 2015).
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Kullanilan bitkisel materyal

Arastirmada Atatiirk Universitesi Ziraat Fakiiltesi Tarla Bitkileri Boliimiinden ve
Erzurum Gida, Tarim ve Hayvancilik Il Miidiirliigii’nden elde edilen 63 adet ekmeklik
bugday genotipi tohumlar1 bitki materyali olarak kullanilmistir. Belirtilen bitki
materyalleri Cizelge 3.3’de belirtilmistir.

3.1.2. Kullamilan kKimyasallar

Calismamizda genel olarak kullanilan kimyasal maddeler ve temin edildikleri firmalar

Cizelge 3.1’de sunulmustur.

Cizelge 3.1. Kullanilan kimyasallarin listesi

Kimyasal Materyaller ve Markalari

-mercaptoethanol Sigma, M6250
Bovine Serum Albumin Sigma, A2058
Bromfenol Blue Sigma, 114391
Hekzadesiltrimetilammoniyum bromid Sigma, H6269
Dietilpirokarbonat Sigma, H2395
Etil Alkol 46139
Ethidium Bromiir E1510

Fenol: Kloroform: izoamil Sigma, 77617
Hoagland Sigma, H2395
Kloroform: izoamil Alkol Fluka, 25666
Primerler Metabion International AG
Polivinilpirrolidon P2307
Sodyum Dodesil Siilfat L3771
Tris-Borate-EDTA T4415
Tris-EDTA Buffer T9285

RNeasy Plant Mini Kit Qiagen (74904)




Cizelge 3.1. (devam)

cDNA Sentez Kiti

SYBR Green/ROX gPCR Kiti

Thermo Scientific (K1622)
Thermo Scientific (K0221)

3.1.3. Kullanilan cihazlar

Calismamizda kullanilan cihazlar ve model bilgileri Cizelge 3.2°de belirtilmistir.

Cizelge 3.2. Kullanilan cihazlarin listesi

Cihazlar ve Modelleri

Azot Tanki
Buzdolab1

Cam Meziir

Derin Dondurucu
Elektroforez Tanki (yatay)
Elektroforez Sistemi
Etuv

Goriintiileme Sistemi
Isitmali Manyetik Karistiric
Hassas Terazi

Kar makinesi
Mikrodalga Firin
Mikrosantrifiij Tiipii
Magnetik Karistiric
Nanodrop

Otoklav

Otomatik Pipetler
PCR

pH Metre

RT-PCR

Saf Su Cihazi
Santrifiij Cihazi
Sogutmal1 Santrifiij
Su Banyosu

Steril Kabin

Vortex

Termo, Electron Corporation
Argelik, 5223 NHEY A
Isolab, 015.01.100

Nuarie, -86 Ultralow Freezer
OWL B2, US.A.

Thermo Scientific, Owl EasyCast B1A
Memmert, UN55

Vilber Lourmat, INFINITY-1000
Velp Scientifica/ AREC

AND GR-200

Scotsman, U.S.A., AH 19828 5
Altus, MD 564

Eppendorf, 078.03.003

Daihan Scientific MSH 20A
Qiagen/Qiaxpert 200061 24V F 2.5A
Hirayama, HVE 50, SN 030787253
Eppendorf, GERMANY

Corbett Research CG1-96

Crison, MM 41

Qiagen/Rotor-Gene Q

mpMINIpure DEST up

Thermo Scientific, SL 16R

Hettich, Mikro 22R, M10

Jenotech, BS - 11

Esco, Sentinel-Gold

Velp Scientifica, F202A0173
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3.1.3. Kullamilan ¢ozelti ve soliisyonlar

Arastirma siiresince kullanilan ¢ozeltilerin kimyasal igerikleri asagidaki gibidir:

3.1.3.a. Kullanilan ¢o6zeltilerin hazirlanisi

Cozelti 1: 200 mM Tuz Cozeltisi (NaCl)

11,69 gram NaCl 700 ml saf suda ¢oziiliir. Daha sonra toplam hacim 1000 ml’ye

tamamlanmistir. Oda sicakliginda saklanmaistir.

Cozelti 2: Hoagland Cozeltisi

1,6 gram Hoagland 700 ml saf suda ¢oziilmiistiir. Daha sonra toplam hacim 1000 ml’ye

tamamlanmastir.

Cozelti 3: Dietilpirokarbonat (DEPC) Cozeltisi

100 ml saf su igerisine 0.1 ml DEPC ilave edilmis ve kuvvetlice ¢alkalanmistir. 12 saat

37°C’de inkiibasyona birakilmis ve daha sonra otoklavlanmistir.

3.1.3.b. DNA izolasyonu icin kullanilan ¢ozeltiler

DNA ekstraksiyon tamponu:

100mM Tris-HCI (pH 8.0)
50mM EDTA (pH 8.0)
500mM NaCl

%2 SDS (w/v)

%?2 B-mercaptoethanol (v/v)
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%1 PVP (w/v)

CTAB/NacCl:

%10 CTAB ( Setil trimetil amonyum bromiir)
0,7 M NaCl

Fenol: Kloroform: izoamil alkol:

25: 24: 1 oraninda hazir olarak kullanilmistir.

Kloroform: izoamil alkol:

24: 1 oraninda hazir olarak kullanilmistir.

TE tamponu:

10mM Tris-HCI (pH 8,0)
1mM EDTA (pH 8,0)

%70’lik Etil Alkol:

70 ml etil alkoliin hacmi steril distile su ile 100 ml’ye tamamlanmustir.

3.1.3.c. PCR ve elektroforez islemleri icin kullanilan ¢ozeltiler

Ethidium Bromiir Cozeltisi: 500 ml 0,5X TBE tamponu igerisine 300 pl ethidium
bromiir ilave edilerek hazirlanmistir. Karanlik ortamda oda sicakliginda muhafaza

edilmistir.
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Bovine Serum Albumin: 1 ml steril distile su igerisinde 20 mg bovine serum albumin

olacak sekilde hazirlanmis ve — 20°C’de muhafaza edilmistir.

Bromfenol Blue Cozeltisi: 0,25 g bromfenol blue ve 30 ml gliserol’iin toplam
hacminin 100 ml’ye tamamlanmasiyla hazirlanmistir. C6zelti otoklavda steril edildikten

sonra + 4°C’de muhafaza edilmistir.

0,5X TBE tamponu: Bu arastirmada kullanilan TBE tamponu 10X TBE olarak satin
alinmis ve 0,5 birim 10X TBE tampon + 9,5 birim saf su ilavesi ile 0,5X TBE tamponu

hazirlanmistir.

Primerlerin Hazirlanmasi: Kullanilan primerler firmanin 6nerdigi miktarda

sulandirilarak hazirlanmistir.

3.2. Yontem

3.2.1. Kullanilan bitki materyali

Atatiirk Universitesi Ziraat Fakiiltesi Tarla bitkileri Boliimii ve Erzurum Gida, Tarim ve
Hayvancilik 11 Miidiirliigii’'nden elde edilen 63 adet ekmeklik bugday cesidi laboratuvar
sartlarinda ¢imlendirilerek bunlardan kok ve govde ornekleri alinmis DNA ve RNA

izolasyonlar1 yapilana kadar -80°C’de saklanmuistir.

3.2.2. Tuzun bitkiye uygulanmasi

Calismada kullanilan 63 ekmeklik bugday ¢esidinin esit boyutlarda segilen 25 adet
tohumu musluk suyunda yikandiktan sonra %]1°lik NaOCl’de 3 dakika steril edilmistir.
Tohumlar dort kez steril saf su ile durulanmis ve steril filtre kagidi ile kurutulmustur.
Sirasiyla segilen 25 tohum saksilara g¢imlendirilmek tizere alinmigtir. Daha sonra

hazirlanan Hoagland ¢ozeltisi (Hoagland and Arnon 1950) ve steril su ile sulanmigtir.
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Laboratuvarda 25°C sicaklik ve 16/8 saat giindiiz/gece ¢imlendirilmek iizere 10 giin
bekletilmistir. Bu siire sonunda tuz gruplarinin her birine ayri ayri olacak sekilde 200
MM NacCl igeren ¢ozelti eklenmis ve tekrar 10 giin bekletilmistir. Bu siire sonunda
tuzluluga direncli ve tuzluluga duyarli genotiplerin segilmesi i¢in bitkilerin biiyiime

durumlart incelenerek fizyolojik bir 6n eleme yapilmustir.

Cizelge 3.3. Fizyolojik testlerde kullanilan Ekmeklik bugday genotipleri

Zerin Sultan 95 Zencirci 2002
Es 26 Gerek 79 Karahan 99
Bezostaja-1 Polatli Kosesi Mizrak
Haymana 79 Demir 2000 Yayla 305
Alparslan Soyer 02 Stizen 97
Altay 2000 Sert Bugday Ikizce 96
Kilgiksiz Bugday Miifitbey Aytin 98
Aksel 2000 Nenehatun Kocabugday
Kirmizikilgik Cetinel 2000 Kate A-1
Sonmez 2001 Kutluk 94 Yakar 99
Dagdas 94 Bayraktar 2000 Kose 220/39
Hawk (Sahin) Kirgiz 95 Izgi 2001
Tir Akbugday Prostor
Lancer Bagc1 2002 Kirag 66
Ankara 093/44 Conkesme Harmankaya 99
Bereket Kirik Karasu 90
Siirak 1593 Tosunbey Kirmizi Yerli
Pehlivan Atl1 2002 Palandoken 97
Giin 91 Nacibey Tiirkmen
Aldane Ozlii Bugday Uzunyayla
Ak 702 Kirkpinar 79 Bolal 2973

Bu 63 ¢esit arasindan en toleranslhi olan 11 genotip (Tir, Karasu 90, Haymana 79,
Kirmizikilgik, Bayraktar 2000, Es 26, Miifitbey, Conkesme, Kocabugday, Gerek 79 ve
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Akbugday) secilmistir. Uygulama yapilan bitki ve kontrol gruplarindan kok ve govde

ornekleri alinarak DNA ve RNA izolasyonu islemlerine gegilmistir.

3.2.3. Aday genlerin eldesi icin biyoinformatik ¢alismalar

Triticum aestivum genomunda yapilan biyoinformatik ¢alismalar ile ilgili veri
tabanlarindan yararlanilarak MSGRP, TaCIPK29, SOS1, SOD2 ve OSISAP1 genlerine
ait yeni bilgiler aday gen i¢in primer tasariminda kullanilmistir. Diger bitkilerde
bulunan bu segilen genlerin protein sekanslari kullanilarak NCBI sisteminde TBLASTX
ve TBLASTN veritabani taramalar1 yapilmis ve EST protein dizileri belirlenmistir.
Birinci asamada, belirlenen protein dizileri arasindan en c¢ok benzerlik gosterenler
secilmistir. Boylece tarama yapilan EST dizileri ile Triticum aestivum proteinlerinin ne
oranda benzerlik gdsterdigi saptanmustir. Ikinci asamada ise yiiksek oranda benzerlik
gosteren dizilerinden ileri ve geri yonlerde primer tasarimi yapilmistir. MSGRP,
TaCIPK29, SOS1, SOD2 ve OSISAP1 genlerinin ortologlar1 bulunarak tespit edilmistir.
Boylece Primer3 (http://frodo.wi.mit.edu/) yardimiyla primerler tasarlanmistir.

Tasarlanan primerlerin denenmesi i¢in DNA izolasyonu asamasina gec¢ilmistir.

3.2.4. DNA izolasyonu

DNA izolasyon protokolii olarak Nardemir et al. (2015) esas alinmis ve birkag

maddesinde degisiklige gidilmistir.

a. Onceden siv1 azotta parcalanip 2ml’lik tiiplere alinan bitki materyali {izerine 1000pl
DNA ekstraksiyon tamponu eklendi ve alt list ederek karistirildi ve dnceden 65°C’ye
1sitilmig su banyosunda 10-60 dk. bekletilmistir.

b. 12000 g ve 4°C’de 10 dk. santrifiijlendip iist faz yeni bir tiipe aktarilmistir.

c. 1000ul Fenol: Kloroform: izoamil alkol eklenerek birkag kez alt iist ederek
kanigtirllmistir. 12000 g ve 4°C’de 5 dk. santrifiijlenip {ist faz dikkatli bir sekilde yeni

bir tiipe aktarilmistir.
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d. Ust faza 1/10 hacim CTAB/NaCl ¢ozeltisinden eklenmis ve alt iist ederek
karigtirilmistir.

e. 1000p1 Kloroform: izoamil alkol eklenerek birkag kez alt iist edilerek karistirilmistir.
12000 g ve 4°C’de 5 dk. santrifiijlendip iist faz dikkatli bir sekilde yeni bir tiipe
aktarilmastir.

f. DNA’y1 ¢oktiirmek igin 0,6 hacim soguk izopropanol eklenerek —20°C’de 10 dk.
bekletilmistir.

g. 12000 g ve 4°C’de 10 dk. santrifiijlendip iist faz atilmistir.

h. Pelet 6nce %100’1iik sonra %70°lik soguk etanol ile yitkanmustir.

1. Yikanan pelet bir gece bekletilerek kurutulmustur.

j. Kurutulan DNA 100ul TE tamponunda ¢6ziildii.

k. Kullanilincaya kadar —20°C’de saklanmustir.

Elde edilen DNA 250 kat (3ul DNA+747ul TE tamponu) seyreltilerek Nanodrop da
okunmustur. Stok DNA’dan 50ng/pl DNA igeren calisma soliisyonu hazirlanmaistir.

3.2.5. Kullanilan primerler

Calismada Housekeeping geni olarak f-Aktin segilmistir. S-Aktin, MSGRP, TaCIPK29,
SOS1, SOD2 ve OSISAP1 genleri igin (Metabion International AG, Steinkirchen,
Germany) kullanilan primerlerin baz dizileri Cizelge 3.4’de verilmistir. Ayrica
miRNA’larin hedef genlerinin ifade seviyelerinin belirlenmesinde kullanilan primerler

ise Cizelge 3.5’de verilmistir.
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Cizelge 3.4. Kullanilan primerlerin baz dizilimi

Primerler GenBank ileri Primer 5°>3’ Geri Primer 5°2>3°
Aksesyon
Numarasi
B-AKTiN AB181991.1 ACCTTCAGTTGCCCAGCAAT | CAGAGTCGAGCACAATACTG
MSGRP JQ340083.1 GGAATTGGAGGTGGATATGG | GAACGGCTGAATGAGGAGAA
TaCIPK29 JX243013.1 GCTACCTCCCCTTCAACGAC |GCATCAGCTCCTCCAGCTC
SOD2 AF092524.1 CTGGGCCATTGATGAAGATT | CCAACAAAGGATGCAGGTTT
OSISAP1 | XM_015795781.1 | CCTCGATCTCTCCTGCAATC | AGAAGCAGTTCTGGCAGAGG
SOS1 KF169800.1 GACACTCCTGGCAAAAGCTC | GCGACTTTCCTCTCTGATGG




Cizelge 3.5. Calismada kullanilan miRNA hedef genlerinin gRT-PCR i¢in primer dizileri

Primerler | GenBank Hedef ileri primer 5°>3° Geri primer 5°2>3’ Hedef Genlerin Uriin
Aksesyon Genlerin ID Fonksiyonu uzunlugu
Numarasi (bp)
. , . bHLH135-benzeri

ath-miR5655 |01H68036923 | DQ019636.1  |5- TGATCGTGACGCCGAAAGAA-3 |5~ GCATCGGGAGCGAGTATAGG-3 e - 150
transkripsiyon faktori

cea- 162319715 EU2031331  |5- GAACCTGGTCGTCTTCTCCG-3' |5~ CACAGGCCTATCTTCACCGC-3 |-\~ Proteaz inhibitor 123

miR6108f benzeri protein

hci-miR156a | 49516924 ALB102231  |5- GAAAGCGTCTTGATGGGCAC3  |5- CAGTTTTGCTCCGGTCTTGG3 | >R UAMOSA promotor 135
baglama protein benzeri

2?;11'590 2827001 AF005993.1 |5~ AGACAAGCCCATGATCGTCG -3 |5- TCGTTGAAGTAGGCCGGAAC -3 | 0 KD HSP geni 162
AP2/EREBP
transkripsiyon faktorii

0sa-miR172b | 68037672 DQ019639.1 |5 TCCCCGTGATGCTGAAGATG -3 |5- GGGATGAAGAGTTGGCCCTC -3' | RAP2-7 benzeri etilen 107
cevap transkripsiyon
faktoru
Gotl/Sft2-like vezikiil

rgl-miR164 |5869972 AJ2379421  |5- CCGCCCCAAACAGAAACAAG-3' |5~ CTGACCCAAACACCGCATTG-3' | iletim protein ailesi 183
izoform 1

Zma- 21852 X62476.1 5- GGAGGAGGAAGAAGGGCATC-3' |5- GTCATCCCAGTGTGACCCTG-3 | R2PLSB protein, ABA 199

miR482-5p cevap geni

8y



49

3.2.4.b. PCR protokolii

PCR islemi igin su protokol izlenmistir; 0,2 ml’lik tiipe 3 ul 10X PCR tamponu, 1,8 pl
BSA (10 mg/ml), 1,2 ul dNTP (10mM), 1,2ul MgCl; (25 mM), 3ul DNA (100ng/pul),
1,2 pl primer (5 uM), 0,4 ul 5Unit/ul Tag DNA polimeraz (Sigma, D6677) ve 17,4 pl

saf su ilave edilerek hacim 30 ul’ye tamamlanmustir.

Yukarida verilen standart degerlere gore her bir 6rnekten izole edilen genomik DNA ve

Cizelge 3.4’de verilen primerler ile her bir birey icin ayr1 PCR tilipti hazirlanmigtir.

Bu islemlerin ardindan 6rnekler PCR otomatik thermocycle aletine (Corbett Research
Mastercycler Gradient Authorized Thermal Cycle) yerlestirilmis ve asagidaki dongiiye

tabi tutulmustur.

1) 5dk 94°C

2) 1dk30sn 94°C
1dk 30sn 37 °C 4 dongii

3dk 72°C
3) 1dk 94 °C
1dk 36 °C 41 dongii
1dk 42 °C
3dk 72°C
) 7dk 72°C

3.2.5. Agaroz jel elektroforezi

PCR isleminden sonra &rnekler agaroz jel elektroforezinde yiiriitiilmiis ve olusan
bantlara gére primerlerin hibridize olup olmadig: tespit edilmeye caligilmustir. islem

strast asagidaki gibidir;
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a. Jel igerisinde agarin konsantrasyonu %]1.5 konsantrasyon olacak sekilde agaroz
tartilip 0,5X TBE tamponu icerisinde mikrodalga firinda hazirlanmistir.

b. Mikrodalga firindan ¢ikarilan 0,5X TBE + agaroz ¢ozeltisi icerisine 0,5ug/ml olacak
miktarda Et-Br eklenmistir.

c. Hazirlanan jel katilasmadan elektroforez tankina dokiilmiis ve donmadan 6nce jel
tizerine tarak konularak orneklerin yiiklenecegi kuyucuklar olusturulmustur.

d. Jel donduktan sonra her bir kuyucuga ayr1 bir 6rnek (3ul bromfenol mavisi + 7pl
PCR iirlinii) yliklenmistir.

e. Elektrik akimi verilerek 70V—150 dk. siire ile PCR firiinleri elektroforez islemine tabi
tutulmustur. Iki saat sonunda elektrik akimi kesilmistir.

f. Elektroforez tankindan cikarilan jel UV 1sik altinda incelenmis ve fotograflari

cekilmisgtir.

3.2.6. RNA izolasyonu

RNA izolasyonu i¢in RNeasy Plant Mini Kit (Qiagen) kullanilmis ve protokol {iretici

firmanin talimatlarina uygun yapilmstir.

a. Maksimum 100 mg bitki 6rnegi DEPC ile steril edilmis havanda sivi azot yardimiyla
parcalanmig ve 2 ml’lik tiiplere alinmustir.

b. 450 pl Buffer RTL veya Buffer RLC bitki 6rnegi lizerine eklenmis ve kuvvetlice
vortekslenmistir.

c. Bu kanigim lila tiiplere aktarilmistir. 2 dk. en yiiksek hizda santrifiij edilmistir.
Stipernatant yeni bir santrifiij tlipiine aktarilmistir.

d. Uzerine (%96-100)’liik etanolden 0.5 volume eklenmis ve pipetleme yapilmustir.

e. Ornek (yaklasik 650 pl) pembe kolonlara alinmistir. 15 sn 10000 rpm’de santrifiij
edilmis ve s1v1 kisim uzaklagtirilmistir.

f. RNeasy spin kolona 700 pl Buffer RWI eklenmistir. Yine 15 sn 10000 rpm’de
santrifiije edilmistir ve s1vi kisim uzaklastirilmastir.

g. RNeasy spin kolona 500 ul Buffer RPE eklenmistir. 15 sn 10000 rpm’de santrifiij

edilmistir ve siv1 kisim uzaklastirilmstir.
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h. Spin kolona 500 ul Buffer RPE eklenmistir ve 2 dk 10000 rpm’de ¢evrilmistir.

i. Kolon yeni bir 1.5 ml’lik tiipe almmistir. Uzerine 30-50 pul RNase Free Water
eklenmistir. 1 dk 10000 rpm’de santrifiij edilmistir.

j. Kullamlincaya kadar —80°C’de saklanmustr.

Elde edilen RNA’larin miktarlarini belirlemek i¢in Qiagen Nanodrop’da absorbans (A)
degerleri okunmustur. RNA miktarlar1 okunduktan sonra tiim Orneklerin miktarlar

0,1ng-5ug olacak sekilde ayarlanmugtir.

3.2.7. cDNA sentezi

Miktarlar1 esitlenen RNA o6rnekleri Thermo Scientific RevertAid First Strand cDNA

Sentez Kiti protokol iiretici firmanin talimatlarina uygun yapilmistir.

a. Steril tiipe miktar1 0,1ng-5ug olacak sekilde toplam RNA, 1 ul oligo (dT)is primer
konulmus ve son hacim 12 ul’ye tamamlanmistir.

b. Bu karisim hafif bir sekilde santrifiij edilmis ve 65°C’de 5 dk inkiibasyona
birakilmistir. Cikarildiktan hemen sonra buz {izerine alinmistir.

C. Bu karisimin iizerine 4 pl 5X Reaksiyon Buffer, 1 ul RiboLock RNase Inhibitor, 2 pl
10 mM dNTP Mix ve 1 ul RevertAid M-MuLV RT eklenmis ve son hacim 20 ul
olmustur.

d. Karigim hafif bir sekilde santrifiij edilmis ve PCR’a konulmustur. PCR dongiisii;
42°C’de 60 dk. inkiibasyondan sonra 70°C’de 5 dk reaksiyon sonlandirilmistir.

3.2.8. QRT-PCR ile Gen ifade Analizi

gRT-PCR islemini ger¢eklestirmek i¢cin Thermo Scientific Maxima SYBR Green/ROX
gPCR Kiti kullanmilmigtir. Protokol {iretici firmanin talimatlarina uygun sekilde

yapilmistir.
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a. Kullanilacak tiim soliisyonlar hafif bir sekilde vortekslenmistir.

b. Stok master mix asagida verildigi gibi hazirlanmistir.

Maxima SYBR Green/ROX QPCR Master Mix (2X) 12,5 ul

Forward Primer 0,3 uM
Reverse Primer 0,3 uM
Kalip DNA 500 ng
Steril su Son hacim 25 ul’ye tamamlanir

c. Karisim PCR tiiplerine aktarilir ve hafif¢e santrifiijlenir.
d. PCR dongiisti;

1) 10dk 95°C

2) 15sn 95°C
30sn 60°C 40 dongii
30sn 72°C

3.2.8. Verilerin degerlendirilmesi ve istatiksel analizi

Gen ekspresyon analizi sonucunda 6rneklerin esik (threshold) degerleri belirlenmistir.
PCR analiz sonuglarma gore 6rneklerin Ct degerlerine ait standart sapmalar Microsoft
Excel programi yardimiyla hesaplanmigtir. Standart sapmasi diisiik olan 6rnekler 3
tekerriir lizerinden degerlendirilmistir. Bugday cesitlerine ait genlerin ifade oranlari
Livak and Schmittgen (2001) gore AACt oransal hesaplama algoritmasi ile
belirlenmistir. RT-PCR analizinde referans gen olarak bugday S-Aktin geni kullanilmisg
ve genlerin ifadesi referans gen ifadesine gore gerceklestirilmistir. Ayrica, her genotip
icin rank toplam degeri (Kang, 1988) hesaplanmis ve buna gore genotipler tuzluluga

toleranslilik yoniinden gruplandirilmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

Bu calismada 63 ekmeklik bugday (Triticum aestivum L.) genotipi 200 mM tuz stresine
maruz birakilarak fizyolojik 6n elemeye tabi tutulmustur. Bu 6n eleme sonucunda
tuzluluga toleranslilik bakimindan toleranstan hassasa dogru (Tir, Karasu 90, Haymana
79, Kirmizikilgik, Bayraktar 2000, Es 26, Miifitbey, Conkesme, Kocabugday, Gerek 79
ve Akbugday) 11 bugday genotipi siralanmistir. Bu bugday genotiplerinde cDNA
sentezi yapildiktan sonra SOS1, SOD2, CIPK29, GRP ve SAP1 genlerinin yanisira tuz
stresine yanit mekanizmasinda rol oynayan miR156a, miR482, miR12b, miR6108f,
miR5655, miR164 ve miR159c’nin hedef genlerine 6zgii sentezlenen primerler ile
kantitatif RT-PCR (QRT-PCR) yapilmistir. Herbir ¢esidin kok ve govdeleri igin qRT-
PCR amplifikasyonu sonucunda ¢esitler arasindaki SYBR-Green sinyal grafigi Sekil 4.1
ve Sekil 4.2°de verilmistir. Ayrica ifade oranlarimi belirlemek igin relatif kantitasyon

analizi yapilmistir.

0,0 Jznresho] — B— -~

10 15 20 25 30 35 40

Sekil 4.1. Bugday genotipleri koklerinde secilen genlerin RT-PCR ¢alisma egrileri

Norm. Fluoro.

10 18

Sekil 4.2. Bugday genotipleri govdelerinde segilen genlerin RT-PCR ¢alisma egrileri
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4.1. Kok Analizleri

Bugday genotiplerinin koklerinden elde edilen sonuglar asagidaki gizelge ve sekillerde
gosterilmistir. Cizelge 4.1’de bugday genotiplerinde belirlenen gen bolgeleri tuz stresine
maruz kaldiktan sonra koklerdeki gen ifade oranlar1 ve Cizelge 4.2°de ise miRNA hedef

genlerinin ifade oranlar1 verilmistir.

Cizelge 4.1. Tuz stresi altindaki bugday genotiplerinin koklerindeki tolerans genlerinin
ifade oranlari

BUGDAY SOS1 SOD2 CIPK29 GRP SAP1
CESITLERI
ifade Oranlar1 | ifade Oranlar1 | Ifade Oranlar1 | ifade Oranlar1 | ifade Oranlar
+standart +standart +standart +standart +standart

sapma sapma sapma sapma sapma
AKBUGDAY 4318+0,131 | 0,818+0,035 | 1,026+0,032 | 0,260+0,014 | 0,716+0,083
BAY?&ETAR 0,628+0,024 | 0,062+£0,001 | 0,244+0,011 | 0,251£0,010 | 1,973+0,160
CONKESME 2.315£0,109 | 1,448+£0,060 | 1,616+0,183 | 1,33240,054 | 0,351+0,020
ES 26 0,309+0,042 | 0,001+£0,0002 | 0,638+0,070 | 0,151£0,049 | 0,222+0,014
GEREK 79 0,025+0,002 | 0,294+0,087 | 0,087+0,005 | 0,162+£0,026 | 0,609+0,032
HAYMANA 79 0,074+0,003 | 0,0003=1,183 | 0,064+0,002 | 0,048+0,002 | 0,476+0,039
KARASU 90 1,313£0,042 | 0,601+0,004 | 0,285+0,001 | 0,271£0,002 | 0,061+0,004
KIRMIZIKILCIK | 1 494+0,119 | 0,201£0,013 | 0,345+£0,021 | 0,162+0,012 | 1,707+0,303
KOCABUGDAY | (295:0,004 | 0,054£0,001 | 0.468£0,013 | 0.280+0,008 | 0.264+0.007
MUFITBEY 6,411£0248 | 2,417+0,019 | 4,018+0,042 | 1,927£0,050 | 0,545+0,037
TIR 1,551£0,027 | 1,977+0,028 | 1,591+0,033 | 2,439+0,194 | 4,416+0,393




Cizelge 4.2. Tuz stresi altindaki bugday genotiplerinin koklerindeki miRNA hedef genlerinin ifade oranlar

BUGDAY miR156a miR482 miR172b miR6108f MiR5655 miR164 miR159c
CESITLERi SQUAMOSA Rab15B protein AP2/EREBP P-4 proteaz bHLH135-benzeri | Gotl/Sft2-like vezikiil 70 kDa HSP
promotor baglama transkripsiyon inhibitor benzeri transkripsiyon iletim protein ailesi geni
protein benzeri faktorii protein faktorii izoform 1
Ifade Oranlari Ifade Oranlari ifade Oranlari ifade Oranlari Ifade Oranlari Ifade Oranlari Ifade Oranlari
+standart sapma +standart sapma | +standart sapma | +standart sapma | =standart sapma +standart sapma +standart
sapma
AKBUGDAY 0,855+0,0147 40,213+2,499 1,138+0,030 0,037+0,022 0,212+0,011 0,355+0,072 0,403+0,011
BAYRAKTAR
2000 1,213+0,115 14,317+2,677 1,741+0,064 3,091+0,280 1,199+0,039 1,173+0,050 0,520+0,074
CONKESME 0,303+0,004 10,999+2,755 0,268+0,042 0,028+0,006 0,054+0,004 0,075+0,010 0,230+0,005
ES 26 0,906+0,016 0,438+0,055 1,066+0,012 0,695+0,009 0,717+0,025 0,427+0,010 0,514+0,074
GEREK 79 3,204+0,282 0,297+0,010 2,231+0,216 1,804+0,017 0,289+0,061 1,771+0,034 1,834+0,196
HAYMANA 79 2,386+0,090 518,879+195,745 1,025+0,086 0,289+0,010 0,830+0,020 1,025+0,050 1,018+0,022
KARASU 90 6,411+0,352 3190,657+£212,638 7,586+0,666 0,327+0,081 1,160+0,018 2,836+0,176 16,765+1,300
KIRMIZIKILCIK 3,405+0,179 0,240+0,018 1,127+0,019 2,209+0,037 1,001+0,240 1,037+0,029 2,004+0,112
KOCABUGDAY 0,805+0,017 34,156+6,002 0,390+0,038 0,050+0,003 0,117+0,007 0,126+0,012 0,432+0,017
MUFITBEY 1,907+0,040 281,449+56,439 1,454+0,051 0,311+0,002 0,236+0,00 2,702+0,226 0,421+0,015
TIR 1,859+0,032 1359,976+318,098 1,831+0,089 0,255+0,033 1,150+0,213 0,355+0,072 1,749+0,072

Gq
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Bu sonuglara gére SOS 1 gen ifade analizi sonuglarina gore Miifitbey, Tir, Karasu 90,
Kirmizikilgik, Conkesme ve Akbugday genotiplerinde upregiile olurken, diger
genotiplerde down regiile olmustur. En az genin ifade edildigi genotip ise Gerek 79’dur.
Miifitbey genotipinde ise en yiiksek gen ifade orani saptanmustir. Ayrica en diisiik
ifadeye sahip genotip ile en yiiksek ifade seviyesine sahip genotip arasinda 6 kat
farklilik meydana gelmistir (Sekil 4.3).

SOS1-Kok

Log10 ifade Oranlan

0,01

Sekil 4.3. Tuz stresi altindaki bugday genotiplerinin koklerindeki SOS1 geninin ifade
oranlart (2744

Miifitbey, Tir, ve Conkesme genotiplerinde SOD2 geni ise upregiile olmustur. Bu gen
ifadesi bakimindan Haymana 79 genotipi en az, Miifitbey genotipi ise en yiiksek ifade
seviyesine sahip olmustur. Ayrica en diisiik ifade seviyesine sahip genotip ile en yiiksek
ifade seviyesine sahip genotip arasinda yaklasik 2,5 kat ifade farkliligi bulunmustur
(Sekil 4.4).
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SOD2-Kok

10

Log10 ifade Oranlan

0,0001

Sekil 4.4. Tuz stresi altindaki bugday genotiplerinin koklerindeki SOD2 geninin ifade
oranlart (2744

CIPK29 geni ifade analiz sonuglarinda Miifitbey, Tir, Conkesme ve Akbugday
genotiplerinde upregiile olurken diger genotiplerde downregiile olmustur. Genin en az
ifade edildigi ¢esit Haymana 79 iken genin en fazla ifade edildigi gesit Miifitbey
cesididir. Ayrica en diisiik ifade seviyesine sahip genotip ile en yiiksek ifade seviyesine

sahip genotip arasinda yaklasik 4 kat ifade farkliligi gézlemlenmistir (Sekil 4.5).
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Sekil 4.5. Tuz stresi altindaki bugday genotiplerinin koklerindeki CIPK29 geninin ifade
oranlart (274"
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GRP geni analiz sonuglarinda Miifitbey, Tir, ve Conkesme genotipleri upregiile olurken
diger genotiplerde down regiile olmustur. Genin en az ifade edildigi ¢esit Haymana 79
iken en fazla genin ifade edildigi ¢esit Miifitbey’dir. Ayrica en diisiik ifade seviyesine
sahip genotip ile en yiiksek ifade seviyesine sahip genotip arasinda yaklasik 2 kat ifade
farklilig1 meydana gelmistir (Sekil 4.6).

GRP-KOK

10

Log10 ifade Oranlan

0,01

Sekil 4.6. Tuz stresi altindaki bugday genotiplerinin koklerindeki GRP geninin ifade
oranlart (2744

SAPI geni analiz sonuglarinda Bayraktar 2000, Kirmizikilgik ve Tir genotiplerinde
upregiile olmustur. Bu genin en az ifade edildigi Karasu 90 iken en fazla ifade edildigi
Tir genotipidir. Ayrica en yiiksek ifade seviyesine sahip genotip ile en diisiik genotip
arasinda yaklasik olarak 4 kat ifade farklilig1 bulunmustur (Sekil 4.7).
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SAP1-KOK
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Log10 ifade Oranlan

0,01

Sekil 4.7. Tuz stresi altindaki bugday genotiplerinin koklerindeki SAP1 geninin ifade
oranlarr (2744

Calisilan miRNA’lardan olan miR156a hedef geninin (AL810223.1) analiz sonuglarinda
Bayraktar 2000, Gerek 79, Haymana 79, Karasu 90, Kirmizikilgik, Miifitbey ve Tir
genotipleri upregiile olmustur. En az genin ifade edildigi genotip Conkesme iken en
fazla genin ifade edildigi genotip Karasu 90’dir. Ayrica en yiiksek ve en diisiik ifade
seviyesine sahip genotipler arasinda 6 kat ifade farkliligit meydana gelmistir (Sekil 4.8).
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Sekil 4.8. Tuz stresi altindaki genotiplerin koklerindeki miR156a hedef geninin
(AL810223.1) ifade oranlari (27"
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miR482 hedef geninin (X62476.1) analiz sonuglarinda Akbugday, Bayraktar 2000,
Conkesme, Haymana 79, Karasu 90, Kocabugday, Miifitbey ve Tir genotipleri upregiile
olmustur. Kirmizikil¢ik genotipinde gen en az ifade edilirken en fazla genin ifade
edildigi genotip Karasu 90 genotipidir. En yiiksek ifade seviyesine sahip genotipte 3190
kat ifade orani meydana gelmistir. Bu oran tim miRNA hedef genlerin kok

analizlerinde en yiiksek belirlenen ifade oranidir (Sekil 4.9).

miR482-KOK
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Sekil 4.9. Tuz stresi altindaki bugday genotiplerinin koklerindeki miR482 hedef geninin
(X62476.1) ifade oranlar1 (274"

Diger bir miRNA olan miR172b hedef geninin (DQ019639.1) analiz sonuglarinda
Akbugday, Bayraktar 2000, Es 26, Gerek 79, Karasu 90, Kirmizikilgik, Haymana 79,
Miifitbey ve Tir genotipleri upregiile olmustur. En az genin ifade edildigi genotip
Conkesme iken en fazla genin ifade edildigi genotip Karasu 90°dir. Ayrica en yiiksek
ifade seviyesine sahip genotipte 7 kat ifade oran1 meydana gelmistir (Sekil 4.10).
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mMiR172b-KOK

10

Log10 ifade Oranlan

Sekil 4.10. Tuz stresi altindaki bugday genotiplerinin koklerindeki miR172b hedef
geninin (DQ019639.1) ifade oranlar1 (244"

miR6108f hedef geninin (EU293133.1) analiz sonuglarinda Bayraktar 2000, Gerek 79
ve Kirmizikilgik genotipleri upregiile olmustur. En az genin ifade edildigi genotip
Conkesme iken en fazla genin ifade edildigi genotip Bayraktar 2000°dir. Ayrica en
yiiksek ifade seviyesine sahip genotipte 3 kat ifade oran1 meydana gelmistir (Sekil

4.11).

mMiR6108f-KOK

10

Log10 ifade Oranlan
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Sekil 4.11. Tuz stresi altindaki bugday genotiplerinin koklerindeki miR6108f hedef
geninin (EU293133.1) ifade oranlar1 (2-AACt)
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miR5655 hedef geninin (DQ019636.1) analiz sonuglarinda Bayraktar 2000, Karasu 90
ve Tir genotipleri upregiile olmustur. En az genin ifade edildigi genotip Conkesme iken
en fazla genin ifade edildigi Bayraktar 2000 genotipidir. Ayrica en yiiksek ifade
seviyesine sahip genotipte yaklasik 2 kat ifade oran1 meydana gelmistir (Sekil 4.12).

miR5655-KOK
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Log10 ifade Oranlan

0,01

Sekil 4.12. Tuz stresi altindaki bugday genotiplerinin koklerindeki miR5655 hedef
geninin (DQ019636.1) ifade oranlar1 (242"

miR164 hedef geninin (AJ237942.1) analiz sonuglarinda Bayraktar 2000, Gerek 79,
Karasu 90 ve Tir genotipleri upregiile olmustur. En az genin ifade edildigi genotip
Conkesme iken en fazla genin ifade edildigi Karasu 90 genotipidir. Ayrica en yiiksek
ifade seviyesine sahip genotipte yaklasik 3 kat ifade oran1 meydana gelmistir (Sekil
4.13).
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miR164-KOK
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Sekil 4.13. Tuz stresi altindaki bugday genotiplerinin koklerindeki miR164 hedef
geninin (AJ237942.1) ifade oranlar1 (2%

miR159c hedef geninin (AF005993.1) analiz sonuglarinda ise Gerek 79, Karasu 90,
Kirmizikilgik ve Tir genotipleri upregiile olmustur. En az genin ifade edildigi genotip
Conkesme iken en fazla genin ifade edildigi Karasu 90 genotiptir. Ayrica en yiiksek
ifade seviyesine sahip genotipte 16 kat ifade oran1 meydana gelmistir (Sekil 4.14).
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Sekil 4.14. Tuz stresi altindaki bugday genotiplerinin koklerindeki miR159¢ hedef
geninin (AF005993.1) ifade oranlari (2°*“")

Kokte yapilan gen ifadesi analiz sonuglarina gore rank toplam degerleri hesaplanarak

genotiplerin siralamalar1 belirlenmistir. Calismada kullanilan genlerin ifade seviyesi
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bakimindan tuzluluga en yiiksek cevap veren genotip Tir iken, en az cevap veren
genotip Conkesme olarak belirlenmistir. Calisilan genlerin ifade seviyesi bakimindan

genotiplerin siralamasi Cizelge 4.3’te verilmistir.

Cizelge 4.3. Triticum aestivum bitkisi genotiplerinde kok analizine gore tuzluluga
toleranslilik yoniinden gruplandirilmasi

BUGDAY CESITLERI RANK
RANK STANDART RANK RANK
ORTALAMASI | SAPMASI TOPLAMI SIRASI
TIR 3,8 2,4 6,2 1
MUFITBEY 4,2 2,8 7,0 2
KARASU 90 3,9 33 7,2 3
BAYRAKTAR 2000 5,3 2,8 8,0 4
KIRMIZIKILCIK 5,3 2,8 8,1 5
AKBUGDAY 6,5 2,8 9,3 6
GEREK 79 6,0 33 9,3 7
ES 26 7,7 2,0 9,6 8
KOCABUGDAY 8,3 2,0 10,3 9
HAYMANA 79 7.4 2,9 10,3 10
CONKESME 7.8 3,9 11,6 11

4.2. Govde Analizleri

Triticum aestivum bitkisinin govdelerinde yapilan qRT-PCR sonuglar1 asagidaki ¢izelge
ve sekillerde gosterilmistir. Cizelge 4.4’de bugday genotiplerinde belirlenen gen
bolgelerinin tuz stresine maruz kaldiktan sonra govdelerindeki gen ifade oranlar1 ve

Cizelge 4.5’te miRNA hedef genlerinin ifade oranlar1 verilmistir.



Cizelge 4.4. Tuz stresi altindaki bugday genotiplerinin

genlerinin ifade oranlari
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govdelerindeki tolerans

BUGDAY SOS 1 SOD2 CIPK29 GRP SAP1
CESITLERI
Ifade Ifade [fade Ifade [fade
Oranlari+ Oranlari+ Oranlari+ Oranlari+ Oranlari+
Standart Standart Standart Standart Standart
Sapma Sapma Sapma Sapma Sapma
AKBUGDAY 4,318+0,131 0,818+0,035 1,026+0,032 - 0,900+0,018
BAYRAKTAR 2000 | 0,711+0,039 0,117+0,002 0,117+0,002 0,352+0,014 0,556+0,027
CONKESME 1,296+0,053 0,702+0,016 0,702+0,016 - -
ES 26 0,872+0,067 0,804+0,026 0,804+0,026 0,095+0,010 0,394+0,015
GEREK 79 0,711+0,078 0,243+0,026 0,243+0,026 0,069+0,010 0,331+0,019
HAYMANA 79 0,673+0,049 0,254+0,003 0,254+0,003 - -
KARASU 90 1,086+0,015 0,450+0,015 0,450+0,015 0,422+0,007 1,164+0,021
KIRMIZIKILCIK 0,843+0,089 1,100+0,112 1,100+0,112 - 1,164+0,021
KOCABUGDAY 0,451+0,007 0,163+0,002 0,163£0,002 - -
MUFITBEY 1,151+0,025 0,658+0,021 0,658+0,021 0,242+0,002 0,828+0,040
TIR 4,318+0,131 0,241+0,007 0,241+0,007 0,532+0,024 -




Cizelge 4.5. Tuz stresi altindaki bugday genotiplerinin govdelerindeki miRNA hedef genlerinin ifade oranlari

BUGDAY miR156a miR482 miR172b miR6108f mMiR5655 miR164 miR159¢
CESITLERI SQUAMOSA Rab15B protein AP2/EREBP Pl-4 proteaz bHLH135-benzeri Got1/Sft2-like 70 kDa HSP geni
promotor transkripsiyon inhibitor benzeri transkripsiyon vezikiil iletim
baglama protein faktorii protein faktorii protein ailesi
benzeri izoform 1
Ifade Oranlari= | Ifade Oranlari+ | ifade Oranlari+ | Ifade Oranlari+ | Ifade Oranlari+ | Ifade Oranlari+ Ifade Oranlari=
Standart Standart Sapma | Standart Sapma | Standart Sapma | Standart Sapma | Standart Sapma Standart Sapma
Sapma
AKBUGDAY 8,627+0,395 562,904+126,062 14,080+0,969 5,974+4,486 1,467+0,043 0,321+0,006 2,876+0,178
BAYRAKTAR
2000 0,484+0,015 190,952+31,188 0,943+0,047 0,509+0,200 0,274+0,005 0,463+0,030 1,666+0,151
CONKESME 1,120+0,059 94,859+51,326 2,442+0,134 0,711+0,027 0,994+0,011 0,468+0,010 3,032+0,145
ES 26 0,616+0,011 273,905+72,027 0,834+0,014 0,586+0,012 0,883+0,033 0,706+0,040 1,783+0,176
GEREK 79 1,840+0,017 314,713+128,637 5,423+0,745 3,492+0,017 0,677+0,032 1,829+0,111 4,990+0,213
HAYMANA 79 0,957+0,012 16,354+17,391 3,784+0,520 1,685+0,217 3,951+0,502 0,381+0,050 10,204+1,405
KARASU 90 6,918+0,993 2023,418+223,095 5,702+0,747 0,662+0,055 5,234+0,184 1,606+0,023 2,596+0,308
KIRMIZI
KILCIK 1,907+0,011 498,660+268,151 1,924+0,134 2,027+0,078 0,861+0,022 0,77140,049 7,977+0,567
KOCA
BUGDAY 1,536+0,133 3620,549+2472,02 1,773+0,085 0,608+0,044 2,229+0,140 1,763+0,136 1,763+0,136
MUFITBEY 0,166+0,007 14,857+6,340 0,376+0,033 0,266+0,010 1,135+0,079 1,984+0,064 7,232+0,269
TIR 1,735+0,051 368,016+63,260 2,767+0,286 1,272+0,033 1,002+0,023 0,321+0,006 4,315+0,873

99
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Bu sonuglara gore SOS1 geni govde analiz sonuglarinda Akbugday, Conkesme, Karasu
90 ve Tir genotipleri upregiile olmustur. En az genin ifade edildigi genotip Kocabugday
iken en fazla genin ifade edildigi genotip Akbugday’dir. Ayrica en disiik ifade
seviyesine sahip genotip ile en yiiksek ifade seviyesine sahip genotip arasinda 4 kat

ifade farkliligi meydana gelmistir (Sekil 4.15).
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Sekil 4.15. Tuz stresi altindaki bugday genotiplerinin govdelerindeki SOS1 geninin
ifade oranlar1 (244"

SOD2 geni govde analiz sonuglarinda sadece Kirmizikilgik genotipi upregiile olmustur.
En az genin ifade edildigi Bayraktar 2000 genotipidir. Ayrica en yiiksek ifade
seviyesine sahip genotipte yaklasik 2 kat ifade farkliligi meydana gelmistir (Sekil 4.16).
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SOD2-GOVDE
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Sekil 4.16. Tuz stresi altindaki bugday genotiplerinin govdelerindeki SOD2 geninin
ifade oranlar1 (244"

CIPK29 geni govde analiz sonuglarinda sadece Kirmuzikilgik genotipleri upregiile
olmustur. En az genin ifade edildigi Bayraktar 2000 genotipidir. En yiiksek ifade
seviyesine sahip genotip aklasik 2 kat ifade farklilig1 meydana gelmistir (Sekil 4.17).

CIPK29-GOVDE

10

Log10 ifade Oranlan

Sekil 4.17. Tuz stresi altindaki bugday genotiplerinin govdelerindeki CIPK29 geninin
ifade oranlar (244"
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GRP geni govde analiz sonuglarinda tiim genotipler downregiile olmustur. En az genin

ifade edildigi genotip Gerek 79°dur (Sekil 4.18).
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Sekil 4.18. Tuz stresi altindaki bugday genotiplerinin govdelerindeki GRP geninin ifade

oranlarr (2744

SAPI1 geni govde analiz sonuglarinda sadece Karasu 90 ve Kirmizi Kilgik genotipleri

upregiile olmustur. En az genin ifade edildigi Gerek 79 genotipidir. En yiiksek ifade

seviyesine sahip genotip yaklasik 2 kat ifade farkliligi meydana gelmistir (Sekil 4.19)
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Sekil 4.19. Tuz stresi altindaki bugday genotiplerinin govdelerindeki SAP1 geninin

ifade oranlar (24
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miR156a hedef geninin (AL810223.1) analiz sonuglarinda Akbugday, Conkesme,
Gerek 79, Karasu 90, Kirmizikilgik, Kocabugday ve Tir genotipleri upregiile olmustur.
En az genin ifade edildigi genotip Miifitbey iken en fazla genin ifade edildigi genotip
Akbugday’dir. En yiiksek ifade seviyesine sahip genotipte 8 kat ifade oran1 meydana
gelmistir (Sekil 4.20).
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Sekil 4.20. Tuz stresi altindaki bugday genotiplerinin gdvdelerindeki miR156a hedef
geninin (AL810223.1) ifade oranlar1 (2°“)

miR482 hedef geninin (X62476.1) analiz sonuglarinda tiim genotipler upregiile
olmustur. En az genin ifade edildigi genotip Miifitbey iken en fazla genin ifade edildigi
genotip Kocabugday’dir. Ayrica en yiiksek ifade seviyesine sahip genotipte 3620 kat
ifade oran1 meydana gelmistir (Sekil 4.21).
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Sekil 4.21. Tuz stresi altindaki bugday genotiplerin govdelerindeki miR482 hedef
geninin (X62476.1) ifade oranlari (2-AACt)

miR172b hedef geninin (DQ019639.1) analiz sonuglarinda Akbugday, Conkesme,
Gerek 79, Haymana 79, Karasu 90, Kirmizikilgik, Kocabugday ve Tir ¢esitleri upregiile
olmustur. En az genin ifade edildigi genotip Miifitbey iken en fazla genin ifade edildigi
Akbugday genotipidir. Ayrica en yiiksek ifade seviyesine sahip genotipte 14 kat ifade
orant meydana gelmistir (Sekil 4.22).
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Sekil 4.22. Tuz stresi altindaki bugday genotiplerinin gévdelerindeki miR172b hedef
geninin (DQ019639.1) ifade oranlar1 (244"
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miR6108f hedef geninin (EU293133.1) analiz sonuglarinda Akbugday, Gerek 79,
Haymana 79, Kirmizikilgik ve Tir genotipleri upregiile olmustur. En az genin ifade
edildigi genotip Miifitbey iken en fazla genin ifade edildigi genotip Akbugday’dir. En
yiiksek ifade seviyesine sahip genotipte 5 kat ifade orani meydana gelmistir (Sekil

4.23).
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Sekil 4.23. Tuz stresi altindaki bugday genotiplerin govdelerindeki miR6108f hedef
geninin (EU293133.1) ifade oranlar1 (2

miR5655 hedef geninin (DQ019636.1) analiz sonuglarinda Akbugday, Haymana79,
Karasu 90, Kocabugday ve Miifitbey genotipleri upregiile olmustur. En az genin ifade
edildigi genotip Bayraktar 2000 iken en fazla genin ifade edildigi Karasu 90 genotipidir.
Ayrica en yiiksek ifade seviyesine sahip genotipte 5 kat ifade oran1 meydana gelmistir

(Sekil 4.24),
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Sekil 4.24. Tuz stresi altindaki bugday genotiplerin govdelerindeki miR5655 hedef
geninin (DQ019636.1) ifade oranlar1 (244"

miR164 hedef geninin (AJ237942.1) analiz sonuglarinda Gerek 79, Karasu 90 ve
Kocabugday genotipleri upregiile olmustur. En az genin ifade edildigi genotip
Akbugday iken en fazla genin ifade edildigi Gerek 79 genotipidir. En yiiksek ifade
seviyesine sahip genotipte yaklasik 2 kat ifade oran1 meydana gelmistir (Sekil 4.25).
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Sekil 4.25. Tuz stresi altindaki bugday genotiplerinin goévdelerindeki miR164 hedef
geninin (AJ237942.1) ifade oranlar1 (2%
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miR159c hedef geninin (AF005993.1) analiz sonuglarinda tiim bugday genotipleri
upregiile olmustur. En az genin ifade edildigi genotip Bayraktar 2000 iken en fazla
genin ifade edildigi Haymana 79 genotiptir. En yiiksek ifade seviyesine sahip genotipte
10 kat ifade oran1 meydana gelmistir (Sekil 4.26).
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Sekil 4.25. Tuz stresi altindaki bugday genotiplerinin govdelerindeki miR159¢ hedef
geninin (AF005993.1) ifade oranlari (2

Govdede yapilan gen ifadesi analiz sonuglarina gore rank toplam degerleri hesaplanarak
genotiplerin siralamalar1 belirlenmistir. Caligmada kullanilan genlerin ifade seviyesi
bakimindan tuzluluga en yiiksek cevap veren genotip Akbugday iken en az tolerans
gelistiren genotip Bayraktar 2000 olarak belirlenmistir. Caligilan genlerin ifade seviyesi

bakimindan genotiplerin siralamasi Cizelge 4.6°da verilmistir.
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Cizelge 4.6. Triticum aestivum bitkisi genotiplerinde gévde analizine gore tuzluluga
toleranslilik yoniinden gruplandirilmasi

BUGDAY RANK
CESITLERI RANK STANDART RANK RANK
ORTALAMASI SAPMASI TOPLAMI SIRASI
AKBUGDAY 4,1 338 7.9 1
KARASU 90 4.8 33 8,0 2
KIRMIZIKILCIK 4,7 3,4 8,1 3
GEREK 79 5,7 2,7 8,3 4
ES 26 6,8 2,3 9,1 5
TIiR 6,0 33 9,3 6
CONKESME 6,9 2,9 9,8 7
MUFITBEY 6,3 3,7 9,9 8
KOCABUGDAY 6,9 4,0 10,9 9
HAYMANA 79 7.3 3,7 11,1 10
BAYRAKTAR
2000 8,8 2,6 11,3 11
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5. TARTISMA ve SONUC

Toprak tuzlulugu, insan niifusunun artmasi ile tarim kapasitesini tehlikeye atan ve
tarimsal iirlinlerin iiretimini sinirlandiran abiyotik bir stres faktoriidiir. Tuz stresi hiicre
boliinmesinin azalmasi, membran hasari, metabolik siire¢lerin modifikasyonu, oksidatif
stres, fizyolojik kuraklik, besinsel bozukluklar, iyon toksisitesi gibi pekcok yolla
bitkileri etkilemektedir. Tuzluluk stresinin osmotik etkileri tuz uygulamasindan sonra
hemen gozlemlenmektedir (Izadi Darbandi and Bahmani 2011; Roy and Sengupta 2014;
Bahmani et al. 2015).

Tuzluluk stresi, tuz stresine hassas tahillardan biri olan bugdayin tane verimi ve protein
igerigi tizerine olumsuz bir etkiye sahiptir (Houshmand et al. 2014). Bugdayda, tuz
stresi siddetine bagli olarak %50 oranina kadar verimde azalmaya yol agmaktadir.
Calismamizda tuz stresi uyguladigimiz tiim bugday genotiplerinde ¢imlenme oraninda
gozle goriilebilir bir azalmaya ve ¢imlenme siiresinde ise Uzamaya sebep oldugu
gozlemlenmistir. Bu durum hem tiim bitkide hem de hiicresel seviyelerde gergeklesen
biyokimyasal ve molekiiler siiregler tarafindan etkilenen kompleks multigenik bir

ozelliktir (Sairam et al. 2002; Cuartero et al. 2006).

Modern molekiiler biyoloji tekniklerinin ilerlemesi ile tuz stresine bitkilerin cevaplari
daha 1yi anlasilmakta ve bitki transformasyonu gibi genetik yaklasimlar bitki tuz
toleransindaki c¢alismalarin ilerlemesini saglamaktadir. Hiicrelerde cesitli siireclerin
mekanizmalar1 fonksiyonel bir sekilde baglantili ve yakindan iliskilendirilmistir. Cesitli
sinyal faktorleri birbirleri ile baglantili olup, ¢oklu stres faktorleri ve kosullarina cevap
mekanizmalarina ait c¢alismalarda farkli siireglerin ¢alisma aglarinin  varhigim
kanitlamigtir (Goyal et al. 2016). Bitkilerin de iginde bulundugu ¢esitli organizmalarda
coklu stres sartlarinda biitiinlesmis tek cevabi olusturmak i¢in farkli yollar arasindaki
iletisimler yaygin bir durum olarak gelismektedir (Buyuk et al. 2016). Bu stres
faktorlerine cevapta fonksiyonel olan gesitli genler upregiile olarak stresin etkilerini
azaltabilir, bitki tolerans1 ve hiicresel ¢evrenin diizenlenmesine yol agabilirler. Birbirleri

ile etkilesime giren bu stres sinyallerine cevapta doga onlar tolere etmek ve savagmak
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icin farkli yollar gelistirmistir. Bu yollar stresi hafifletmekle iligkili aktivite
gostermektedirler. Toleransh bitkilerin, duyarli bitkilerde bulunmayan bazi stres-cevap
genlerine sahip olabildikleri diisiiniilmektedir. Sistematik genetik analizler ile stres
cevap genleri kombine edildiginde genom seviyesinde stres toleransina neden olan
sinyal aglarinin ¢oguna ulasilmaktadir. Munns 2005, tuz toleransinmi artiran genleri 1)
Tuz alimi ve iletimini kontrol edenler 2) Osmotik veya koruyucu bir fonksiyona sahip
olanlar 3) Oldukg¢a tuzlu topraklarda biiyiiyen bir bitki olusturanlar olarak 3 ana grupta

rapor etmistir.

Tuzluluk stresi altinda iyon dengesinin molekiiler temeli Arabidopsis sos mutantlarinda
yapilan calismada agiklanmistir (Zhu 2003). Tuzluluk toleransindaki en Onemli
mekanizma iyonlarin disa ¢ikarma sistemleri ve Na"*un se¢imli almimu ile sitozollere
Na" iyonlarmn girisinin simirlandirilmasi seklinde oldugu bildirilmistir. Bu mekanizma
Salt Overly Sensitive (SOS) yoluyla ger¢eklesmektedir. SOS yolu kok-toprak arasinda
Na® ve K" dengesinin ve koklerden gdvdeye uzun mesafeli Na® iletiminin
diizenlenmesini kapsamaktadir. SOS yolunun en 6nemli proteini SOS1’dir. Bu nedenle
tuzluluk toleransiyla ilgili yapilan galigmalarda SOS1 6zellikle incelenmistir (Davenport
et al. 2005; Olias et al. 2009; Oh et al. 2009). Aktive olan SOS1 sitozolden kok
dokularin apoplastina Na™u disar1 pompalamaktadir. SOS1 yapraklardan floeme Na®
taginimina yardimci olmakta ve ondan sonra disart atim icin koklere bosaltilmasini
saglamaktadir. Yaptigimiz ¢caligmada SOS1 geninin Akbugday, Conkesme, Karasu 90,
Tir, Kirmizikilgik ve Miifitbey bugday genotiplerinde upregiile oldugu gézlemlenmistir.
Kok dokularinda elde edilen bulgularimizda gbévde dokularina gore hem daha fazla
genotipte hem de genotiplerdeki gen ifadesi ortalamalarina gore daha fazla upregiile
olmustur. Bu durum SOS1 geninin kok dokularinda daha aktif oldugunu
gostermektedir. Pek ¢ok c¢aligmada da SOS1 geninin kdk dokularinda ifadesinin fazla
oldugu rapor edilmistir. Sathee et al. (2015), tuzluluk toleransinda SOS1, SOS2 ve
SOS3 genlerinin ifadesini ekmeklik bugdayin yaprak ve koklerinde calismustir.
Toleransli ve duyarli genotiplerin yaprak dokusunda SOS1 geninin ekspresyonu
tuzlulukla uyarildigini gostermistir. Ancak, kok dokularinda SOS yolu genlerinin
upregiilasyonunun ¢ok yiikksek oldugunu bildirmislerdir. Ayrica, aynmi ¢alismada
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toleransli genotiplerin kok dokularinda tuzluluk seviyesindeki artisa bagli olarak SOS1
geninin upregiilasyonun da arttig1 gézlemlenmistir. Arastiricilar, duyarli genotipler ile
karsilastirildiginda toleransli genotiplerde SOS1’in daha yiiksek ifade olmasinin
nedenini kok apoplastina toksik Na"un ¢ikarilmasini  kolaylastirilmasindan

kaynaklandigi ile agiklamiglardir.

Transgenik Arabidopsis’te Na'/H* antiporteri olan SOS1’in plazma membranindaki
asir1 ifadesi toleransi artirmistir. Ayrica 100 mM NaCl uygulanan koklerin daha hizli bir
sekilde bliylidiigli ve 200 mM NaCl’de 5 giin maruz kalan bitkilerin de biiylime yiizdesi
%]17°den %43’e ¢ikmistir. Bu durumun Na® alimmin bitkiler tarafindan %50 oraninda
azaltildigindan kaynaklandigi sonucuna varilmistir (Shi et al. 2003b). Yine ekmeklik
bugdayda varsayilan SOS1 geni Na'/H" degisim aktivitesini ve mayalarin tuzluluk
toleransini yiikseltmistir (Xu et al. 2008). Benzer sekilde, durum bugdayindaki SOS1
proteini Arabidopsis ve mayada Na'/H* antiporterine etkili bir sekilde yardimci
olmustur (Feki et al. 2011, 2014). Calismamizda bu genin upregiile oldugu Akbugday,
Conkesme, Karasu 90, Tir, Kirmizikilgik ve Miifitbey genotiplerde yukarida bahsedilen

tolerans mekanizmalarina sahip oldugu diistiniilmektedir.

Calismamizda kullanilan SOD2 geni bugday bitkisinin koklerinde Conkesme, Miifitbey
ve Tir genotiplerinde upregiile oldugu govdede ise sadece Kirmizikilgik genotipinde
upregiile oldugu diger genotiplerde downregiile oldugu ve en fazla Bayraktar 2000’°de
downregiilasyon gdzlemlenmistir. Ayrica, bu gen bakimindan en yiiksek ifade oram
toleransli genotiplerden Kirmizikilgik’da belirlenmistir.  MnSOD’un tuz stresi,
manganez toksisitesine, soguk ve kuraklik streslerine pozitif bir sekilde cevap verdigi
rapor edilmistir (Gonzalez et al. 1998; Wu et al. 1999; Lee and Lee 2000). Stres
karsisinda Fe-SOD enziminde artis meydana geldiginde Cu-Zn SOD II’de azalma
oldugu ve bunun nedeninin hiicrelerarast sinyal yollarna SOD’larin katilmasidir
(Gomez et al 1999). SOD’larin asirt ekspresyonu spesifik streslere karsi bitkinin
korumasina yol agmaktadir (Alscher et al. 2002). Bugday genotiplerinde koklerinde
yaptigimiz analizlerde SOD2 geninin baz1 ¢esitlerde upregiile olurken bazi ¢esitlerde
yiiksek oranda downregiile oldugu gozlemlenmistir. Bitkilerde SOD’larin ve diger ROT
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temizleyici enzimlerin asirt ekspresyonunun stres toleransini artirdigi bilinmektedir.
Ancak ROT uzaklastirma yollarinin olduk¢a karmasik bir mekanizmaya sahip oldu
goriilmiistiir. Bu nedenle, tuz stresine direngli bitkilerin meydana gelmesinde hem
basarili hem basarisiz sonuglar elde edilmistir (Slooten et al. 1995; Van Camp et al.
1996; Sairam and Tyagi 2004). Bu sonuglarla ¢alismamizda elde etmis oldugumuz

sonuglarla paralellik gostermektedir.

Bitkilerde Ca*? cesitli hiicresel ve gelisimsel siirecleri diizenlemede, biyotik ve abiyotik
streslere cevapta olusan ¢esitli sinyal iletim yollarini aktive etmektedir (Kim et al. 2003;
Ludwig et al. 2005). Bitkilerde pek ¢ok kalsiyum duyarli protein kinazlarin stres
yanitlarinda rol aldiklart rapor edilmistir (Chandran et al. 2006; Mori et al. 2006).
Arabidopsis’te bu protein kinazlar kalsiyum bagimli protein kinazlar ve Suc non-
fermantation-related kinazlar (SnRK’lar) olarak gruplandirilmaktadir (Xiang et al.
2007). AtCBL/SOS3 henzeri kalsiyum bagl proteinler (SCaBP’ler) ile iligkili SOS2
benzeri protein kinazlar veya CIPK (Calcineurein B-like (CBL) proteinleri ile
etkilesimli protein kinaz denilen SnRK3 subfamilya kapsayan 38 SnRK’lar
bulunmaktadir (Kolukisaoglu et al. 2004; Mahajan et al. 2006). Bu bilgiler 1s18inda
kurgulanan ¢alismamizda bugday ¢esitlerinin koklerinde ¢alisilan CIPK29 geni en fazla
downregiilasyonun Haymana 79 genotipinde oldugu gozlemlenmistir. Yine bugday
genotiplerinin  govdelerinde yapilan analizde ise en fazla upregilasyonun
Kirmizikilgik’da ifade edildigi belirlenmistir. Ayrica kok ve govdelerdeki analizlerde en
fazla Miifitbey genotipinde gézlemlenmistir. Kokteki analizlerde ise Miifitbey, Tir ve
Conkesme genotiplerinde upregiilasyon elde edilmistir.

Deng et al. 2013, bugdayda TaCIPK14 olarak tasarlanan CIPK genini tiitiin bitkisine
aktarmig, bu genin agir1 ifade ettirildigi transgenik tiitiin soguk ve tuz stresine karsi
tolerans gostermis ve kuraklik stresine nispeten tuz stresinde daha fazla tolerans

gostermistir.

Arabidopsis’te yapilan ¢alismada CIPK 14 geninin T-DNA insersiyonu ile susturulmasi

sonucunda ABA ve tuz streslerine duyarliligini arttig1 rapor edilmistir (Qin et al. 2008).
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Bu bulgular, CIPK geninin agir1 ifade edilmesi K'/Na* oranmini yiikselterek abiyotik
streslere Ozellikle tuz stres toleransini artirdigi diisiiniilmektedir (Yang et al. 2009).
Ayrica CIPK geninin ROT’lar ile iliskisi de calistlmistir. Tuzluluk stresi altindaki
bitkide hiicre 6liimii ve membran yikimina sebep olan ve hiicrelere toksik olan asirt
ROT diretimi ger¢eklesmektedir (Gouiaa et al. 2012). Tuz stresi altinda hiicresel
membranlarin biitinliigiinin bozuldugu ve cesitli enzimlerin aktivitelerinin hasarina
neden oldugu bilinmektedir. TaCIPK 14’iin asir1 ekspresyonu membran hasarint ve ROT
birikmini azalttig1 i¢in antioksidant sistemi uyarmaktadir. Bu yolla stres ve savunma ile
ilgili genlerin ekspresyonunun soguk ve tuz stres toleransini yiikselttigi rapor edilmistir
(Deng et al. 2013). Calismamizda gerek CIPK29 geninin gerekse SOD2 geninin
govdede ve kokte aynmi genotiplerde downregiile olmas1 Karasu 90, Haymana 79,
Bayraktar 2000, Es 26, Kocabugday ve Gerek 79 genotiplerinde antioksidant savunma
sisteminin ROT birkimine engel olmadigi ve direng saglayamadigini diisiindiirmektedir.
Ayrica ABA-bagimsiz yollarin osmotik streste cevap olusturdugu ve CIPK geninin
ABA-bagimsiz yollarinda gorev aldig1 bilinmektedir (Mahajan et al. 2006).

Farkli gevresel sinyallere bitkilerin cevaplarinda RNA baglama protein (RBP)’lerin
katilmasi siirekli olarak arastirillmaktadir (Sachetto-Martins 2000; Lorkovi¢ 2009;
Mangeon et al. 2010). Ozellikle RBP’lerin islevsel rolleri ve strese-duyarl
ekspresyonlarda rol alan GRP’ler farkli gevresel kosullar altinda Arabidopsis, geltik,
arpa, bugday ve lahanada arastirilmistir. Celtikte diisiik sicaklik altinda tohum
¢imlenmesini ve fidelerin biiylimesini, Arabidopsis’te ise donma toleransini tesvik ettigi
rapor edilmistir (Kwak et al. 2005; Kim et al. 2010a). Bu ¢alismalar GRP’lerin belirli
aile tiyelerinin bitkinin abiyotik streslere cevaplarinda onemli rol oynadiklarim
gostermektedir. Calismamizda bugday genotiplerinin koklerinde yapilan analizlerde
sadece Conkesme, Miifitbey ve Tir genotiplerinde upregiilasyon meydana gelmistir.
Govdelerde ise tiim genotiplerde downregiilasyon gozlemlenmistir. GRP geninin en az
ifade edildigi ¢esit Haymana 79 iken en yiiksek Tir olmustur. Transgenik Arabidopsis
bitkisinde GRP7 geninin fonksiyonel rolleri tuzluluk, kuraklik ve soguk stresleri altinda
stres toleransi, tohum cimlenmesi ve fide biiylimesi siire¢lerinde arastirilmistir. Bu

calismada GRP7 geninin asir1 ifadesi tuzluluk stresi altinda fide biiylimesini azalttig1 ve



81

tohum ¢imlenmesinin gecikmesine neden oldugu gézlemlenmistir. Bunun aksine soguk
stresi altinda ise bitkiye tolerans kazandirdigi rapor edilmistir. Ayrica, koruyucu
hiicrelerde asir1 miktarda ifade edildigi ve stres kosullarinda stomalarin agilip
kapanmasini etkiledigi gosterilmistir (Kim et al. 2008a). Celtikte ise soguk stresi altinda
altt GRP geninin fonksiyonel rolleri incelenmigtir. Bu alt1 gen arasindan GRP1, GRP4
ve GRP6 genlerinin soguga duyarli olduklari goriilmiistir. GRP1 ve GRP4 genleri
Arabidopsis grp7 mutant bitkisinin soguk stresinde biiyiimesini artirmistir ve GRP6
geni, GRP7 geninin ifadesini bastirarak bu mutant bitkide soguk toleransi
kazandirmigtir. Ayrica, GRP4 ve GRP6 genleri grp7 mutantinda ¢ekirdekten
sitoplazmaya mRNA gecis kusurunu diizeltmistir (Kim et al. 2010b). Arabidopsis’te
yapilan bir ¢alismada RNP’lerin bir grubu olan AtRH9 ve AtRH25 genlerinin asiri
ekspresyonu yiiksek tuz kosullari altinda tohum c¢imlenmesini geciktirmistir, oysaki

AtRH25 ekspresyonu soguk toleransini artirmistir (Kim et al. 2008Db).

Bazi GRP gruplarinin farkli alt hiicresel lokalizasyonu ile birlikte gorev alan GRP
genlerinin yiiksek cesitliligi ve ¢cok spesifik ekspresyonu bu proteinlerin farkli bagimsiz
fizyolojik siireglerle iliskili oldugunu agik¢a gostermektedir (Magioli et al. 2001;
Franco et al. 2002). WAK kinazlar hiicre duvar1 molekiillerinin ve gesitli hiicrelerarasi
domainlerin etkilesim yoluyla farkli ¢evresel sinyalleri tanidig1 ve bu sinyalleri hiicrenin
icine ilettigi Onerilmektedir. Bu dogrultuda yapilan ¢alismada, AtGRP-3 salisilik asit
uygulamast ile uyarilmistir. Digaridan aktarilan AtGRP-3, Arabidopsis protoplastlarinda
WAKT1 ekspresyonun artmasina neden olmustur. Bu veriler AtGRP-3’in WAK1’in
hiicre duvari domainine baglanarak WAK1 fonksiyonunu diizenledigi ve WAK1’in
AtGRP-3 ile etkilesimi bitkide patojenlerle ilgili siiregleri etkiledigi gozlemlenmistir
(Park et al. 2001). Vaskiiler dokularda bulunan GRP’lerin vaskiiler gelisme esnasinda
elastikiyet ve gerilme kosullarinda rol aldigi diisiiniilmektedir ve bu siire¢ esnasinda
odunsu kismin kalitesiyle ilgili Ozelliklerin ¢ogu hiicre duvarmin 6zellikleriyle

baglantili oldugu disiiniilmektedir (Showalter 1993).

Diger taraftan, RBP ailesine mensup DEAD-box RH’lar ise RNA molekiillerinde ikincil

yapilarin ¢Oziilmesini katalize ettigi ve bdylece canli organizmalarda RNA
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metabolizmasini etkiledikleri bildirilmistir (Jankowsky, 2011). Okaliptus’ta yapilan bir
calismada RNA baglayici GRP’leri kodlayan 27 okaliptus dizisi belirlenmis ve
domainlerin yapisal diizenine gore siniflandirilmistir. Bu ¢alismanin sonucunda RNA
baglayici proteinlerin dizilerinden bazilarinin ayni genin alternatif susturma formlarina
karsilik geldigi bildirilmistir (Bocca et al. 2005).

Bu gen ailesinin bitkilere uygulanan abiyotik streslere cevaplarin genellikle yapraklarda
cevap verdigi ve upregiilasyon olusturdugu bilinmektedir (Ciuzan et al. 2015). Ancak,
arastirmamizda bu bilgilerin aksine tuz stresi altindaki bugday genotiplerinde GRP
geninin ifadesinin degismemis ve bunun muhtemel nedeni bu genin bugdayda stres

altinda gorev almamig olabilecegini diisindiirmektedir.

Bitkilerde ilk stresle iligkili protein 1 (SAP1; A20/AN1 ZFP) c¢eltikte belirlenmistir.
SAP1 herhangi bir tipik niikleer lokalizasyon sinyalinden yoksun oldugu i¢in bir
transkripsiyon faktorii olmadig diisiiniilmektedir (Tyagi et al. 2014). Ancak, protein-
protein etkilesimiyle birlikte transkripsiyon faktorii olarak kullanilabilmektedir. Mevcut
calismada tuz stresine tepki olarak SAP1 geninin koklerde Tir, govdede Karasu 90
genotiplerinde en yliksek upregiilasyon gostermistir. Genellikle koklerde ifade edildigi
one siirlilen SAP1 geni calismamizda da govdede tek bir genotipte, kokte ise Bayraktar
2000, Tir ve Kirmizikilgik genotiplerinde ifade edilmistir. SAP1 gen ifadesinin soguk,
kuraklik, tuz, agir metal, ABA, yaralanmalar ve biyotik gibi bir¢ok stres faktorleri
tarafindan uyarildig1 gosterilmistir (Mukhopadhyay et al. 2004; Vij et al. 2006; Jin et al.
2007; Kanneganti and Gupta 2008; Tyagi et al. 2014). Ayrica SAP’lar1 igeren A20/AN1
¢inko-parmak kodlayan 18 ve 14 gen sirasiyla geltik ve Arabidopsis’te tespit edilmistir.
Celtikte SAP geninin gRT-PCR temelli analizi ile tim genlerin abiyotik stres
uygulamalari tarafindan uyarilabildigi ortaya konmustur (Vij and Tyagi 2006). Celtik ve
diger bitkilerdeki transgenik c¢alismalarda SAP’larin abiyotik stres toleransi
kazandirdig1 ve bitki-verim kaybini korudugu gosterilmistir (Ben et al. 2012; Charrier et
al. 2012; Sreedharan et al. 2012). Bu ¢alismalarda, SAP’larin bitkilerdeki stres sirasinda
ubiqutin ligazi, redoks sensorii ve gen ekspresyonunun diizenlenmesinde rol alabilecegi

onerilmistir (Giri et al. 2013).
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Diger taraftan salisilik asit, jasmonik asit, HpO, gibi molekiillerin SAP geninin
ekspresyonunu arttirdigi bildirilmistir (Mei et al. 2006; Iwai et al. 2007). Bu bilgiler
bitkilerde ROT olusumuna karsi toleransin arttirilmasinda SAP’larin rolii oldugunu
diistindiirmektedir. Celtikte yapilan ¢alismalarda salisilik asite cevap veren 10 SAP
geninden 8’1 strese cevap olusturdugu, yine hem salisilik asit hem de jasmonik asit
birikiminin celtikte M. Grisea’ya diren¢ kazandirdigi bildirilmistir (Mei et al. 2006;
Iwai et al. 2007).

SAP1 geninin ekspresyon diizeyinin stres siiresine ve genotipinin toleransina bagl
olarak degisebilecegi ifade edilmistir. Pokkali (tuza toleransli) ve IR24 (tuza duyarl)
olmak iizere iki ¢eltik ¢esidinde tuz stresinden sonra gen ekspresyon profilleri agisindan
karsilastirilmis ve genlerin down veya up regiilasyon oldugu bulunmustur. iki gesit
arasindaki farkin ayni1 genin ekspresyon zamanlamasindaki farkliligindan kaynaklandigi
ileri siirilmistiir. Tuz stresi uygulamasindan sonraki 15 dakikada Pokkali’deki
ekspresyon profili IR24’iin 1 saat sonraki profiline benzer oldugu goézlemlenmistir
(Kawasaki et al. 2001). Arastirmamizda bitkiler uzun siireli tuz stresine maruz
birakilmig koklerde Bayraktar 2000, Tir ve Kirmizikilgik genotiplerinde kayda deger
upregiilasyon gozlemlenmistir. Bu sonuglar yukarida belirtilen bulgularin aksine bu
genin daha cok toleransli genotiplerde ifade edildigini gostermektedir. Bu bulgular
arasindaki farkliligin muhtemel nedeni kullanilan tiirlerin farkliligindan kaynaklanmis
olabilir. Arastirmamizda bu genin ifadesi bakimindan yiiksek olan Tir, Bayraktar 2000
ve Kirmizikilgik genotiplerinin ayni zamanda 6n ¢alismada toleranshi ilk bes genotip
icerisinde yer almasi bu genin daha cok erken donemdeki tuz toleransinda gorev
alabilecegini gostermistir. Nitekim stres ve normal kosullar altinda transgenik tiitiinde
yapilan ¢aligmada transgenik tiitiinlerin taze agirligi, yesil rengin devamliligi, yaprak
gelisimi ve ¢imlenme oranlarinin ¢ok daha iyi oldugu bulunmustur (Mukhopadhyay et
al. 2004). Bunlara ragmen SAP1’in bitki yanitin1 hem biyotik hem de abiyotik streslere

kars1 diizenledigi mekanizmalar belirsizligini korumaktadir.

Stres sartlarina bagli olarak hedef genlerin ifadelerinin degismesinde dogrudan miRNA

yani miR genlerinin rol oynadigi bilinmektedir (Lui 2002). miR156a hedef geni analiz
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edildiginde koklerde Karasu 90, Kirmizikilgik, Gerek 79, Haymana 79, Miifitbey, Tir ve
Bayraktar 2000 genotiplerinde, govdede ise Akbugday, Karasu 90, Kirmizikilgik, Gerek
79, Tir, Kocabugday ve Conkesme genotiplerinde upregiile olmustur. Diger
genotiplerde downregiilasyon gostermistir. miR 156a hedef geni SQUAMOSA promotor
baglama proteini benzeri (SPL) genleridir. SPL genleri bakir ve fungal toksisiteye cevap
olusturan, sporogenesis, giberellin sinyalizasyonu, ¢icek ve meyve olusumu gibi bitki
bliylime ve gelisme siireglerinde rol oynayan bitkiye 6zel transkripsiyon faktoriidiir.
Arabidopsis’te bircok SPL geni miR156 tarafindan post-transkripsiyonel olarak
diizenlenmektedir. Olgun yaprak gelismesine ve bitki gelisimine katkida bulunmaktadir.
Yiiksek oranda korunan DNA-baglama proteini igerirler (Chen et al. 2010).
Arabidopsis’te SPL7 miR398’in cis-elementine dogrudan baglanir ve diisiik bakir
kosullarinda miR398’in ekspresyonunu aktive etmistir. Ayrica SPL7’nin ifadesinde
¢oklu miRNA’lar miR397, miR408 ve miR857 rol oynamistir (Yamasaki et al. 2009).
Arabidopsis’te SPL14 geninin miR156 hedef boélgesinden yoksun olmasina ragmen
vejetatif faz degisiminde ve ciceklenme donemine gegiste negatif bir regiilator olarak
gorev almistir ve bu durum yeni diizenleyici yollarin varligini ortaya koymustur (Stone
et al. 2005). Bu genin kok analizlerimiz sonucunda belirledigimiz toleransl genotipler
fizyolojik ve gen ifade analizlerinde belirlenen toleransli genotiplerdir. Govdede
belirledigimiz toleransl genotipler ise gen ifade analizleri sonuglar ile ortiismektedir,
ancak fizyolojik ¢aligma ile bagdagsmamaktadir. Bu durum bu genin ifadesinde yukarida

aciklandigr gibi farkli miRNA’larin etkilediginin kaniti1 oldugunu diisiinebiliriz.

Yaptigimiz calismada kok ve govde analizlerinde miR482’nin hedef genin tim
genotiplerde upregiilasyon oldugu gézlemlenmistir. Kok analizlerinde 1 ila 3190 kat
upregiile olurken, govde analizlerinde 14 ila 3620 kat oraninda upregiilasyon
gostermistir. miR482’nin hedef geni olarak Rab15B ve fonksiyonu olarak ise streslere
kars1 direng proteini olarak gosterilmistir (Eren et al. 2015). Bu hedef geni glisince
zengin RNA baglanma gen ailesine mensuptur. Bu ailenin ¢esitli abiyotik streslere
cevap olusturmada rol aldig1 pek ¢ok ¢aligmada bildirilmistir (Kwak et al. 2005; Kim et
al. 2010a; Jankowsky, 2011). Arastirmamizda da tuz toleransinda bu genin etkin bir

gorev aldig belirlenmistir. Bu genin kokteki ifadesi bakimindan yiiksek olan Karasu 90,
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Tir ve Haymana 79 genotiplerinin 6n ¢alismada da toleransli genotipler igerisinde yer
almas1 bu genin tuzluluk toleransinda 6nemli bir role sahip oldugunu gostermistir.
Benzer olarak Eren et al. 2015 toleransli genotiplerde bu genin upregiile oldugunu

bildirmistir.

miR172b hedef geni kok analizlerinde Karasu 90, Gerek 79, Tir, Bayraktar 2000,
Miifitbey, Kirmizikilgik, Akbugday ve Es26 genotiplerinde upregiile olmustur. Govde
analizleri sonucunda ise Akbugday, Karasu 90, Gerek 79, Haymana 79, Conkesme, Tir,
Kirmizikilgik ve Kocabugday genotiplerinde upregiilasyon gostermistir. miR172b hedef
geni APETALA 2/etilen cevap faktorii (AP2/ERF) olarak adlandirilir. Stres kosullari
altinda etilen sinyal yolaginin diizenlenmesi, farkli ailelerde stresle iligkili genlerin
ekspresyonunun up veya down regiilasyonuna neden olur. Celtikte AP2/ERF stres cevap
yolaklarinda islev gordiigii diistiniilen bir transkripsiyon faktoriidiir (Abiri et al. 2016).
Farkli monokotiledon ve dikotiledon tiirlerde kisa ve uzun vadeli tuzluluk stresinde
AP2/ERF geninin upregiile edildigi gosterilmistir (Achard et al. 2006; Tao et al. 2015).
Bu genin tuz stresinde bazi bitkilerde fide biiylimesini negatif sekilde diizenleyebilecegi
de bildirilmistir (Albacete et al. 2009). Ayrica bu genin ABA cevap geni oldugu rapor
edilmistir (Abiri et al. 2016). Bu gen genotiplerde koklere nazaran govdede daha
yiiksek oranda ifade edildigi goriilmiistiir. Bu durumun ABA’nin gévdede daha fazla
birikmesi ve etkili olmasindan kaynaklandigini sdyleyebiliriz. Ayrica, fizyolojik
parametrede hassas genotip olarak belirlenen Akbugday genotipinin gévdesinde en fazla

upregiile olmasi da ABA birikiminin sorumlu olmasina baglanabilir.

miR6108f hedef geninin ifade seviyesi kok analizlerinde Bayraktar 2000, Kirmizikilgik
ve Gerek 79 genotiplerinde upregiile olmus, govde analizlerinde ise Akbugday, Gerek
79, Haymana 79, Kirmizikilgik ve Tir genotiplerinde upregiile olmustur. miR6108f
hedef geni PI-4 proteaz inhibitor benzeri proteini kodlamaktadir. Bu protein bitki
proteazlarin en biiyiik ve en yaygin ailesi olan serpin ailesine mensuptur. Serpin baglh
genler bir¢cok organizmada belirlenmistir (Rawlings et al. 2004b; Christeller and Liang
2005; Law et al. 2006). Arabidopsis’te Serpin 1’in bitki savunmasinda rol aldigi
bildirilmistir (Vercammen et al. 2006). Bitki serpinlerinin upregiilasyonu ile bitkilerin
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karmasik bagisiklik kazandirma mekanizmalarinda rol aldig1 gésterilmistir (Law et al.
2006). Bitki serpinleri oncelikle tripsin benzeri proteinleri inhibe ettigi rapor edilmis,
ancak bitkilerde bu inhibitorler i¢in hedefler agiklanamamistir (Hejgaard 2005). Bugday
serpinleri proteaz 1 bolgesinde glutamik asit, lizin ve arginine sahip oldugu ve
Kimotripsini inhibe ettigi bildirilmistir (Roberts et al. 2003). Calismamizda bu genin
koklerde hem fizyolojik ¢alismada hem de gen ifade analizlerinde belirlenen toleransh
genotiplerde upregiile olmustur. Fakat gévdede fizyolojik calismada belirlenen hassas
genotiplerden olan Akbugday ve Gerek 79’da upregiile olmustur. Bu durum miR6108f
hedef geninin tuzluluk stresi toleransinda koklerde daha fazla etkili oldugu ve bitkiye

tolerans kazandirdigini diisiindiirmektedir.

Diger bir gen olan miR5655 hedef geni kok analizlerinde Bayraktar 2000, Tir ve Karasu
90 genotiplerinde upregiilasyon oldugu digerlerinde ise downregiile oldugu
gosterilmistir. Govde analizlerinde ise Haymana 79 ve Karasu 90 genotiplerinde en
yiiksek upregiile oldugu gozlemlenmistir. Gerek kokte ve gerekse govdedeki bu
genotipler 6n calismada toleransli genotipler icerisinde yer almistir. miR5655’in hedef
geni bitki Heliks-Loop-Heliks (bHLH) geni olup bu genin kodladigi proteinler, 1s1k
sinyali ve hormon dengesi gibi bircok gelisim mekanizmasi igerisinde yer alan

transkripsiyon faktorleri olarak gorev aldigi bildirilmistir (Castelain et al. 2012).

Calismamizda miR164 hedef geni kok analizlerinde Karasu 90, Tir, Gerek 79 ve
Kirmizikilgik genotiplerinde upregiile olurken diger genotiplerde downregiile olmustur.
Govde analizlerinde ise Gerek 79, Kocabugday ve Karasu 90 genotiplerinde upregiile
olmustur. Bu genin ifade seviyesi gozoniinde bulunduruldugunda genotipler arasinda
govdede daha fazla downregiile oldugu goriilmiistir. Bu miRNA’nin hedef geni
Gotl/Sft2 vezikiil tasinim proteinidir. Bu gen bitkilerde hiicre i¢i maddelerin vezikiile
tasinimint  diizenlemektedir (Hames et al. 1994). Biyotik streslerde miR164’iin
ekspresyon seviyesi bitki viriisleri ile enfekte olmus tiitiin bitkisinde 6nemli bir sekilde
artmistir (Bazzini et al. 2007). Calismamizda miR164’iin hedef geninin fizyolojik
calisma esnasinda belirlenen toleransli genotiplerden Karasu 90 upregiile olmas1 bu

genin tuz stresinde toleransta gorev aldiginin bir gostergesidir.
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miR159c¢ hedef geni ifade seviyesi kok dokularinda Karasu 90, Kirmizikilgik, Gerek 79
ve Tir genotiplerinde upregiile olurken govde dokularinda tiim genotiplerde
upregiilasyon gostermistir. miR159¢ hedef geni Heat-shock proteins (HSP) genidir.
HSP genleri hiicreleri yaralanmalardan korumakta ve normal biiylime kosullaria geri
dondiikten sonra iyilesmeyi ve hayatta kalmayi kolaylagtirmaktadir (Al-Whaibi 2011).
Yiiksek sicaklik kosullarinin yan1 sira diger abiyotik streslerde de bitkideki proteinlerin
yapisini koruyarak bitkiyi olumsuz kosullardan korumaktadir. Bu proteinler bitki ve
hayvan tiirlerinde proteinlerin katlanmasin1 ve birikimini diizenleyen molekiiler
saperonlar gibi davranmaktadirlar (Trippet al. 2009). miR159¢ hedef geninin gévdede
etkili oldugu ve fizyolojik parametrelerle dogru orantili oldugu goriilmiistiir. Koklerde
ise fizyolojik ¢alismada hassas olarak belirlenen Gerek 79 genotipinde upregiile

olmasinin protein katlanmalarini etkilemesinden kaynaklandig: diistiniilmektedir.

Caligmalarimiz sonucunda, kullanilan genlerin ifade seviyesi bakimindan genotiplerin
rank siralamasi yapildiginda ilk sirada kokte Tir, govdede ise Akbugday genotipi yer
almistir. Bunlar1 koklerde Miifitbey, Karasu 90, Bayraktar 2000 ve Kirmizikilgik,
govdede Karasu 90, Kirmizikilgik, Gerek 79 ve Es 26 genotipleri takip etmistir.
Calismamizda 6n ¢alisma olarak yaptigimiz fizyolojik analizde genotiplerin toleranslilik
siralamasi1 Tir, Karasu 90, Haymana 79, Kirmizikilgik ve Bayraktar 2000 seklinde
goriilmiistiir. Fizyolojik ¢alismada en hassas genotip olarak Akbugday belirlenmistir.
Fakat govde analizi rank toplaminda en toleransli genotip oldugu gozlemlenmistir. Bu
durum tuz stresinin bircok gen tarafindan diizenlendigi ve ¢alismamizda olmayan
genlerin bu durumu etkiledigi diisiiniilmektedir. Hem gen ifadesi analizlerinde hem de
fizyolojik analizde Karasu 90 genotipinin tuzluluk stresine toleransli genotip oldugu
gozlemlenmistir. Ayrica, calistiimiz genler bakimmdan SOS1 ve miR482 hedef
genlerinin upregiilasyon meydana gelmistir ve tuz stresi toleransinda 6n plana
cikmiglardir. Fakat diger genlerin strese maruziyet siiresinde ifadelerinin degismesi

nedeniyle islevleri ve toleransa katkilar1 tam olarak belirlenememistir.

Elde ettigimiz sonuclar dikkate alindiginda tuzluluk stresinde verimi artirmak igin

bugday genotipleri arasindan Karasu 90°’nmin kullanilmasi onerilmektedir. Tuzluluga
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toleransli transgenik bitkilerin gelistirilmesinde SOS1 ve miR482’nin hedef genleri
kullanilabilir. Ayrica gelecek calismalarda ise diger genlerin toleransliliga katkilarinin

belirlenmesi i¢in strese maruz birakilan iirtinden giinliik veriler alinarak ¢alisilabilir.
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