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OZET

Bu tez kapsaminda T.C. Istanbul Kiiltiir Universitesi Bitki Biyoteknolojisi
Labrotuvari’nda iilkemizde yaygin ekime sahip olan Osmancik-97 ¢esidi ve
gama radyasyonu ile tuzluluga toleransli olarak elde edilmis mutant 300-5 ¢eltik
hattinin, tuz stresi altinda tuzlulukla iligkisi belirlenen miRNA profilleri
(miR156a, miR159a, miR169b, miR393a, miR398a ve miR820a) ve bu
miRNA’larn etki ettigi genlerin (SPL16, MYB, HAPC2, AFB2, TIR1, CSD2
ve DRM2) tuz stresindeki ifadelerinin incelenmesi amaglanmustir.

Tuza toleransli mutant ile kontrol grubu olarak belirlenen Osmanik-97 ¢esidi
tuzlu (150 mM NaCl) ve tuzsuz ortamlarda T.C. Istanbul Kiiltiir Universitesi
Bitki Biyoteknolojisi Labrotuvari’nda in-vivo ortamda gelistirilmistir. Hasad1
yapilan bitkilerin miRNA ifadelerindeki degisimleri karsilastirmak amaci ile
miRNA izolasyonu yapilmis ardindan cDNA reaksiyonu gergeklestirilmis ve
Probe tabanli Real-Time PCR analizi yapilmistir. Elde edilen veriler Osmancik-
97 bitkisi ile M-300-5 hatt1 arasinda karsilagtirtlmigtir. miRNA’larin hedef gen
bolgelerindeki ifadelerin degisimlerini incelemek i¢in tasarimi yapilan primerler
ile Real-Time PCR analizi yapilmistir. Elde edilen bulgular Osmancik-97 geltik
¢esidine ait bitkiler ile M-300-5 hatt1 arasinda karsilastirilmastir.

Sonug olarak yapilan bu g¢alismada segilen mutant bitkide tuz stresinde
belirledigimiz tiim miRNA’larin ifadelerinde artis gozlenmistir. MIRNA
gruplariin hedef aldigi gen bolgelerinden metilasyon ile iliskili gen bdlgesi
DRM?2’de, transkripsiyon faktorii olan NF-YA (HAPC2), kok gelisimi ile iligkili
gen bolgesi AFB2 ve TIR1’de, ciceklenme ile iligkili gen bolgesi SPL16’da
azalma meydana gelirken, MYB transkripsiyon faktdriinde ve SOD ile iliskili
olan CSD2 gen bolgesinde artis olmustur.

Yapilan bu ¢alisma laboratuvarimizda mutasyon 1slah1 metodu ile gelistirilmis
mutant hatlar ile gercgeklestirildiginden elde edilen miRNA ifadelerindeki
degisiklikler 6zgiin deger tasimaktadir.

Anahtar kelimeler: Oryza sativa, Tuz stresi, miRNA, Ger¢ek Zamanli PZR
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ABSTRACT

In contents of thesis mutant 300-5 rice line obtained from Osmancik-97 variety,
and which are tolerant to salinity with gamma radiation, were used in Istanbul
Kultur University Plant Biotechnology Laboratory. It was aimed to examine the
miRNA profiles (miR156a, miR159a, miR169b, miR393a, miR398a and
miR820a) of mutant 300-5 rice line, whose relationship with salinity was
determined under salt stress. In addition, it was aimed to examine the expressions
of genes (SPL16, MYB, HAPC2, AFB2, TIR1, CSD2 and DRM2) affected by
miRNAs in salt stress.

Mutant variety and Osmancik-97 species were grown in salt and salt-free
environments at Istanbul Kultur University Plant Biotechnology Laboratory in-
vivo. In order to compare the changes in miRNA expressions, miRNA isolation
and cDNA reaction was performed. Then, Probe-based Real-Time PCR analysis
was performed. Real-Time PCR analysis was performed to analyze changes in
target gene regions. The findings were compared between Osmancik-97 and M-
300-5 line.

As a result, an increase in salt stress was detected in all miRNA groups of the
mutant line selected in this study. There was a decrease in gene regions
associated with methylation targeted by miRNA groups, transcription factor
HAPC2, root development and flowering. However, an increase was found in
the gene region associated with SOD pathways.

Since this study was carried out in our laboratory with mutant lines developed
by the mutation breeding method, the changes in the miRNA expressions
obtained are of orginal value.

Keywords: Oryza sativa, Salt stress, miRNA, Real-Time PCR

Xiv



1 GIRIS

Celtik bitkisi; bugday, arpa ve musir ile birlikte diinyadaki en 6nemli temel
gida {riinleri arasinda yer almaktadir. Diinya ¢apinda yaklasik 3 milyar insanin
giinliik ana kalori kaynagi olan ¢eltik ayrica 6nemli miktarda mineral ve vitamin
icerdiginden, tiim tahillar arasinda en fazla sindirilebilir protein icermektedir
(Bhaswati Ghosh, 2016).

Diinyada’ki ¢eltik iiretimine bakildiginda Gida Tarmm Orgiitii (Food and
Agriculture Organization (FAO)’nun son verilerine gore Sekil 1°de de goriildigii
gibi, basta Cin olmak tizere sirasiyla Hindistan, Endonezya, Banglades, Vietnam,
Tayland, Myanmar, Filipinler, Brezilya ve Japonya ilk 10 iilkeler arasinda yer

almaktadir (FAO, 2018).
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Sekil 1. 1994-2018 yillar1 aras1 Diinya genelinde celtik iiretim oranlarinda ilk 10 iilke
(FAO,2018).

Tirkiye’de 2018 verilerine gore; 120.137 ha alandan hasat yapilmis olup
toplamda 940.000 ton geltik iretimi yapilmistir. Bu verilere bakildiginda
iilkemizde, Diinya iiretiminin ortalama %?27,9’luk kismini karsilayarak geltik
tiretimi bakimindan 86. sirada yer almaktadir (FAO, 2018).

Tiirkiye son derece tarima elverisli toprak yapisina sahiptir. Fakat topraktaki
bu verim sanayilesmenin artmasiyla giderek azalmaktadir. Sanayilesmeye bagl
olarak olusan toprak kirliligi ve tarim arazilerinin azalmasi biiylik sorun olarak
karsimiza ¢ikmaktadir (Parihar, 2015).

Diinya tarimi, biiylimekte olan niifus i¢in %70 daha fazla gida liretmek
durumundadir. Degisen ¢evre kosullari nedeni ile zarar goren bitki Ortiisii ne yazik
ki bazi bitkileri olduk¢a olumsuz etkilemektedir. Bu sebeple, artan gida
talepleriyle basa cikabilmek i¢in g¢evresel stres altinda mahsul verimliligini

arttirmak gerekmektedir (Parihar, 2015).
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Bitkiler; c¢imlenme ve gelisme sirasinda diisiik veya yiiksek sicaklik,
kuraklik, agir metaller ve tuzluluk gibi bitkilerin verimliligi {izerinde olumsuz
etkilere neden olan gesitli ¢evresel stres faktorlerine maruz kalmaktadirlar. Bu
faktorler arasinda tuzluluk, celtik verimliligini sinirlayan temel faktordiir
(Brodersen, 2008, Suralta, 2018).

Tuzluluk, temel olarak yeryliiziindeki kayalardan dogal olarak olusan tuzlarin
¢oziinmesinden kaynaklanir. Yagmur ve firtinalar da denizlerden i¢ alanlara
kadar ¢oziiniir tuzlar tasiyabilir. Dogal afetler, farkli tuz kaynaklarini tarlalara
tagtyarak uzun yagmur dénemlerinde yogun tuz birikimine neden olabilir. Bu
dogal nedenler disinda, uygun olmayan sulama uygulamalar1 ve yetersiz drenaj
da tuz birikimine neden olabilmektedir. Tuzluluk, diinyadaki toplam kara
yiizeylerinin %7'sinde 6nemli bir sorun haline gelmistir (Celik ve ark., 2019).

Ulkemizdeki tarim alanlarinda, tuzluluk sorunu iizerine yapilmis olan
aragtirmalarda toplam tarim yapilan 1,5 milyon ha arazilerin % 41°1 az tuzlu, %
33’1 tuzlu, % 0,51 alkali, % 17,51 ise, hem tuzlu hem de alkali oldugu ortaya
konulmustur (Korkmaz, 2016).

Tuz stresi bitkilerde sodyum kanallarini uyardigi gibi hiperosmolariteye
sebep olarak absisik asit (ABA) yolaklarin1 da harekete gegirmektedir.
Ozelliklede fazla tuza maruz kalan bitkilerde gen ekspresyon seviyelerindeki
degisiklige bagli olarak protein sentezinin ve enzim aktivitelerinin degistigi,
bunun sonucunda bitkilerde fonksiyon yapist bozulmaktadir (Zhu, 2002).

Gen ekspresyon seviyelerindeki degisimde rolii olan miRNA’larin
(mikroRNA) stres altinda yetisen bitkilerde pek ¢ok gen yolaklarina etki ettigi
tizerine yapilmis bircok calisma bulunmaktadir. Bitkilerde miRNA'larin,
cogunlukla mikroarray analizi ve miRNA dizilemesi dahil olmak iizere yiiksek
verimli analiz yoluyla bitkilerde stres tepkilerine cevap verdigi bulunmustur.
Bitki miRNA'lari, hedef genlerini diizenleyerek bitki biiylimesinin ve
gelismesinin ¢esitli yonlerini etkilemektedi (Sunkar ve ark., 2004, Ding, 2009,
Mittal, 2013, Chen, 2013).

Bu tez kapsaminda; yerli Osmancik-97 cesidinden gelistirilmis mutant
300-5 hattinda tuzlulukla iliskili olarak belirlenen miRNA’larin (miR1564a,
miR159a, miR169b, miR393a, miR398a ve miR820a) tuz stresi altindaki ifadeleri
ele aliacaktir. Ayrica, bu miRNA’larin etki ettikleri genlerin tuz stresi altinda

verdikleri cevaplar ortaya konulacaktir.



2 GENEL BILGILER

2.1 Celtik (Oryza sativa L.)

Poaceae familyasinin {iyeleri arasinda olan Oryza sativa L., bugday, arpa
ve musir ile birlikte diinyadaki en 6nemli temel tiriinler arasindadir. Oryza sativa
L., tropikal ve iliman iklim yapisina sahip ortamlarda yari-sulak bdlgelerde
yetismeye uygun bir bitkidir. Bu 1liman iklimin hakim oldugu bdlgelerde, su
altinda yasayan ¢eltik bitkisi, Poaceae ailesinde yer alan diger bitkilere nazaran,
degisen iklim yapisina ve ¢evre kosullarina daha giiglii bir adaptasyon
gelistirmistir (Kadam ve ark. 2015). Ana vatani Hindistan ve Endonezya olarak
kabul edilen ¢eltik, 2n = 24 kromozom sayisina sahip olup kendi kendine
déllenen tek yillik (monokotil) bitkiler arasindadir. Celtik tiirline ait 22 alt tiir
bulunmaktadir (Guimara™es, 2009).

Monokotil bitkiler arasinda yer alan ¢eltik, kromozom sayis1 en az olarak
tanimlanmis, model organizma olarak gosterilmektedir. Bu 6zelligi bakimindan
da tahillar arasinda referans olarak gosterildiginden 6nemli bir yere sahiptir
(Jackson, 2016).

Celtik bitkisinin vejetatif gelisimi yaklagik olarak 180 giin stirmektedir.
Spikelet olarak adlandirilan ¢igekleri; bir karpel ve alt1 stamen igerir. Dis
kisminda iki lodikiil ve iki asimetrik kavuzdan (lemma ve palea) olusmaktadir
ve cicekleri petal icermemektedir. Celtik ¢icek yapisi Sekil 2°de gosterilmistir
(Izawa, 1996). Spikeletlerin detayli yapist da Sekil 3’te goriilmektedir.

Skutellum olarak adlandirilan, olgun ¢eltik embriyosu; tek kotiledonlu
olup endosperm yapisini da i¢inde barindirir. Skutellum, karbonhidrat
depolayarak ¢imlenme sirasinda embriyoya enerji saglamaktadir. Bu yap1 Sekil

4’te gosterilmistir.
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Sekil 4. Oryza sativa tohum yapisi (Priya T. S., 2019)

2.2 Tuz Stresi ve Bitkilerin Tuz Stresine Verdikleri Cevaplar

Tuzluluk, diinya c¢apinda yaklasik 833 milyon hektar araziyi etkileyen
baslica abiyotik streslerden biridir (Fahad ve ark, 2015). Tuzlu toprak yapisinda,
yiiksek konsantrasyonda klortir, siilfat, sodyum, kalsiyum, magnezyum,
potasyum karbonat gibi ¢6ziinebilir tuzlar barindirmaktadir. Bu da bitkilerin
topraktan su ve besinleri almasini zorlagtirmakta ve bitkinin zararlanmasina
neden olmaktadir. Elektriksel iletkenligi (EC) 4 dS m™'den fazla olan toprak
tuzlu olarak kabul edilmektedir. Bu durum; dogal olarak yeryiiziindeki
kayalardan tuzlarin ¢éziinmesiyle ya da dogal afetler ile farkli tuz kaynaklarimin
tarlalara tasinmasiyla yogun tuz birikimine neden olabilmektedir. Topraktaki tuz
birikimi dogal durumlarin haricinde, yanlis sulamalarla da ortaya ¢ikmaktadir.
Diinyadaki sulama yapilan tarim arazilerin {i¢te birinden fazlasi bu durumdan
etkilenmektedir. Sulama yapilan tarim alanlarindaki verim, sulama

gerektirmeyen tarim alanlarinin verimliliginden daha yiiksek oldugu icin bu



durum ulusal iiretimi azaltmakta oldugundan i¢in ciddi 6nem arz etmektedir
(Theerawitaya, 2020, Pegler ve ark., 2020).

Mahsuliin biiyiimesi ve liretimi i¢in en dnemli Sinirlayici faktorlerden biri
olan tuz stresi; tohum g¢imlenmesini, bitki biiylimesini, fizyolojik siiregleri
(fotosentez, solunum ve terleme), besin dengesini, zar 6zelliklerini ve hiicresel
homeostazi, enzimatik ve metabolik aktiviteleri olumsuz etkiledigi belirtilmistir
(Negréo ve ark., 2017). Ayrica tuz stresi fotosentetik karbon asimilasyonunu,
stomal iletkenligi ve fotosentetik elektron trasnsportundaki verimliligin
diismesine neden olmaktadir (Hnilickova ve ark., 2019).

Tuz stresinin zararli etkileri temel olarak 2 mekanizma nedeniyle ortaya
¢ikmaktadir. Bunlar; ozmotik stres ve iyonik toksisitedir (Na*, CI). Ozmotik
stres; bitkinin yiliksek orandaki tuz iceren ortamda kokleri araciligiyla topraktan
suyu almasimin zorlagsmasidir. Bunun sonucunda iyonik toksisite olugsmaktadir.
Bu durum hiicrelerde Na*, CI" birikimi olusturmakta ve hiicre genislemesiyle
birlikte siirgiin gelisiminin de yavaslamasina neden olmaktadir (Hussain ve ark.,
2019).

Tuz stresine maruz kalma siiresine gore bitkilerin verdikleri cevaplar da
degiskenlik gostermektedir. Bitkiler toprakta bulunan suyu biinyesine kokleri
vasitastyla almaktadir. Koklerinde bulunan iyon kanallar1 sayesinde topraktan
alian suyla birlikte tuzlarin alimini engelleyen mekanizmalar gelistirmislerdir.
Ancak bu durum her bitkide ayn1 degildir. Farkli tiirlerin yasadiklar1 ortama
adapte olabilecegi farkli mekanizmalar bulunmaktadir. Tuza hassasiyet gosteren
bitkiler oldugu gibi dayanikli olanlar1 da vardir. Topraktaki tuz orant 200 mM
ve lizerinde olan bir ortamda yasayabilen bitkilere halofit bitkiler denilmektedir.
Bu bitkiler gelistirdikleri mekanizmalar sayesinde tuza tolerans gosteren
bitkilerdir. Bu durumun tam tersi olan, tuzlu topraklara adaptasyon
gelistirememis bitkiler ise glikofitler olarak adlandirilirlar (Flowers ve ark.,
2010, Nikalje ve ark., 2017).

Halofit tiirlerinin ¢ogu Chenopodiaceae, Poaceae, Fabaceae ve
Asteraceae familyalarinda bulunur. Halofitler, yiiksek tuzlu kosullarda
filizlenmelerine, biiylimelerine, c¢ogalmalarma ve yasam dongiilerini
tamamlamalarina yardimci olan bir dizi morfolojik, anatomik ve fizyolojik

yaptya sahiptirler (Nikalje ve ark., 2017).



Celtik bitkisinde tuz stresine kars1 gelistirilen adaptasyon mekanizmalari
iyon homeostazi, antioksidan molekiiller ile reaktif oksijen tiirevlerinin (ROS)
detoksifiye edilmesi, osmatik stres altinda osmoprotektan molekiillerin iiretimi,
hormonal dengenin korunmasi, transkripsiyon faktorleri (TF) olarak siralanabilir
(Chen ve ark., 2021).

2.2.1 Transkripsiyon Faktorleri

Tuzluluk stresine yanit olarak gen ekspresyonunun diizenlenmesi,
transkripsiyon faktorleri tarafindan yonetilen gen ekspresyonunun yeniden
programlanmasiyla gergeklestirilir. BZIP, MYB, WRKY, AP2, NAC, C2H2
¢inko parmak (zinc finger) geni ve DREB aileleri gibi transkripsiyon faktorleri,
gen ekspresyonunu kontrol edilmesinde 6nemlidir (Wang ve ark. 2016, Muchate
ve ark., 2016). WRKY TF'lerin tuz, 1s1, soguk ve ozmotik stres gibi farkli stresler
tizerine son yillarda ¢ok fazla yapilmis ¢alisma bulunmaktadir. Arabidopsis'te,
WRKY25 ve WRKY33'lin agir1 ifadesi, SOS yolundan bagimsiz olarak tuz
toleransint ve ABA duyarliligini 6nemli Olglide artirmistir. WRKY25 ve
WRKY 33, oksidatif stres ve ozmotik streslerin 6nemli bir diizenleyicisi oldugu
ortaya konulmustur (Muchate ve ark., 2016). MYB transkripsiyon faktorleri
lizerine yapilan c¢alismalarda; fizyolojik siireclerde ve hiicre dongiisii, hiicre
gelisimi, hormon sentezi ve ¢esitli streslere kars1 bitkilerin verdikleri cevaplar
gibi biyokimyasal siireglerde rol oynadiklar1 gosterilmistir. Arabidopsis'te, soya
fasulyesinde asir1 ekspresyon gésteren GmMYB76 veya GmMYB177, tuza ve
donmaya kars1 artan toleransla sonuglandirilmistir. Celtikte OSMYB2'nin asir1
ekspresyonu, ¢ok sayida stres tepkisi geninin ekspresyonundaki degisikliklere
yol agarak; tuza, soguga ve dehidrasyon streslerine kars1 gelistirilmis tolerans

sergiledigi vurgulanmistir (Yang ve ark., 2012, Zhao ve ark., 2020).

2.2.2 Hormonal Denge

Fitohormonlar, bitki biiylimesi ve gelismesinde 6nemli bir rol oynarlar.
Tuz stresine yanit ve adaptasyon, absisik asit (ABA), jasmonik asit (JA),
gibberellik asit (GA), etilen ve salisilik asit (SA) dahil olmak iizere birden fazla
fitohormonun entegrasyonunu ve koordinasyonunu gerektirir (Sekil 5). Bu

hormonlar arasinda ABA, ¢esitli abiyotik streslere verilen yanitta en c¢ok rol
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oynayan hormondur. Koklere uygulanan ozmotik stres, hem kok hem de yaprak
dokularinda ABA konsantrasyonunda birka¢ dakika i¢inde biiyiik bir artisa
neden olur. ABA, stomatal kapanmanin diizenlenmesi, iyon homeostazi, tuz
stresine yanit veren gen ekspresyonu ve metabolik degisiklikler dahil olmak
lizere tuz stresi yanitinin diizenlenmesinde rol oynayan 6énemli bir hormondur.
JA, yiiksek tuzluluga maruz kaldiktan sonra kok uzamasmin ve antioksidatif
enzimlerin aktivasyonunun inhibisyonu igin gereklidir. Tuz stresi, endojen
biyoaktif GA'larin birikimini azaltarak bitki biiyiimesinin ve kok uzamasinin
engellenmesine, ¢igeklenmenin gecikmesine ve yiiksek tuzluluk altinda hayatta
kalmanin desteklenmesine yol agar. Etilenin tuz stresi toleransi tizerindeki etkisi,
tiire veya gene 0zgii bir sekilde etki eder. Etilen biyosentezi veya sinyal iletimi
ile ilgili bilesenler iyon homeostazini ve tohum ¢imlenmesini pozitif ya da
negatif olarak diizenler. Ayrica etilen, detoksifikasyon mekanizmalarini indiikler
ve tuz stresi altinda hayatta kalmayr destekler. SA, ozmoprotektanlarin
birikimine, antioksidatif enzimlerin indiiksiyonuna ve tuz stresi altinda iyon

homeostazinin iyilestirilmesine katilir (Zhao ve ark., 2020).

Tuz stresi
—  ABA JA — GA SA
[ ka;taonrrr:?am { Kok uzamasi | e ‘ Bitki byimesi ‘ :1{ iyon dengesi ‘ —+ Ozmoprotektanlar
ROS L s | == | ROS
{ iyon dengesi ‘ detoksifikasyonu ‘ Kok uzamasi ‘ { Tohum gelisimi J t detoksifikasyonu ]
( J _" ek enme ‘ | detoksitia ‘ iyon dengesi ‘
eksgresyonu zamani | detoksifikasyonu ) L
_.‘ N;et_a‘blohk ‘ —4‘ Hayatta kalma ‘ { Hayatta kalma l
egisim | ) ‘ )

Sekil 5. Bitkilerde tuz stresi altinda fitohormonlarin etkileri (Zhao ve ark., 2020).

Absisik asit (ABA), Jasmonik asit (JA), Giberellik asit (GA), Salisilik asit (SA).

Tuz stresi ABA, JA, etilen ve SA hormonlarini aktiflestirirken GA
hormonunu inaktif hale getirmektedir. Tuz stresi ile birlikte miktar1 artan ABA
bitkide stomalarin kapanmasi, iyon dengesi, gen ekspresyonu ve metabolik
degisimleri dogrudan etkileyip aktif hale getirmektedir. Tuz stresi ile birlikte
aktif hale gelen JA bitkide kok uzmaasini negatif etkilemekte olup bununla
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birlikte ROS detoksifiasyonunu olumlu yonde etkilemektedir. Etilen hormunu
tuz stresi ile birlikte bitkide iyon dengesini ve tohum gelismesini hem aktiflestirir
hem de inaktif hale getirmektedir. ROS detoksifikasyonu ile bitkinin hayatta
kalmasini ise tuz stresi altinda aktiflestirmektedir. SA tuz stresi ile berbaer
ozmoprotektanlar, ROS  detoksifikasyonunu  ve  iyon  dengesini
aktiflestirmektedir. Tuz stresi altinda GA’nin inaktif hale gelmesi ile beraber
bitki biiyiimesi, kok uzamasi ve ¢iceklenme zamani olumlu yonde etkilenirken

bitkinin hayatta kalmas1 olumsuz yonde etkilenmektedir (Zhao ve ark., 2020).

2.2.3 Iyon Homeostazi

Bitki hiicrelerinin iyon birikimi nedeniyle zarar gérmesini engelleyen bitki
savunma mekanizmalarindan birisi iyon homeostazidir (Tanveer ve ark., 2019).
Yiiksek tuz ortaminda yetisen bitkilerin sitosollerinde asir1 Na® birikimi
meydana gelmektedir. Sitosolde biriken bu iyonlar K* iyonlari ile rekabete
girerler. Na”nin K" homeostazina miidahale etmesi ve 6zellikle ¢ok sayida
metabolik siirece dahil oldugu g6z éniine alindiginda, dengeli bir sitosolik Na* /
K* oraninin siirdiiriilmesi tuzluluk tolerans mekanizmasinda kilit nokta haline
gelmistir. Bu homeostatik dengenin saglanmasi, Na* ve K* tasiyicilarinin
faaliyeti ile olmaktadir (Assaha ve ark., 2017). Celtik bitkisinde olumsuz
kosullar altinda, Na* iyon tasiyicilarinda; yiiksek afiniteli potasyum tagiyict
(HKT), tuza asir1 duyarli (SOS) yolu ve Na* / H* degistirici (NHX) 6nemli bir
rol oynamaktadir. Celtikte HKT'ler i¢in, iki alt aile tanimlanmistir. HKT1 alt
ailesinin bir tiyesi olan OsHKT1; kromozom 1'in SKC1 lokusunda bulunur ve
sadece Na* taginimina izin verir. HKT2 alt ailesinin tiyesi olan OSHKT2 ise; 324
celtik ¢esidinde siirglinlerdeki Na* taginimini saglar ve K* ile Na* arasinda
simporter olarak iglev gormektedir. Ek olarak, vakuolar Na* / H* vakuolar
membranda bulunan OsNHX1, OsNHX2, OsNHX3 ve OsNHX4 iceren iyon
degistiricilerinin Na*'y1 tutan antiportorler olarak islev gordiikleri bilinmektedir
(Theerawitaya, 2020). Glikofitlerde ve halofitlerde Na™ ve K" taginimi ve
translokasyon mekanizmasi temelde aynidir, ancak glikofitler tuz stresine
halofitlerden daha duyarlidir. Bu tasiyicilarin ve kanallarin, halofitlerde oldugu

gibi glikofitlerin adaptasyonu i¢in esit derecede Onemli oldugu gdsterilmis,



ancak gen ekspresyonu, proteinlerdeki yapisal farkliliklar ve translasyon sonrasi
modifikasyon (fosforilasyon) faaliyetlerindeki farkliliklar iki grup arasindaki
tolerans farkliliklarin1 ortaya ¢ikarmistir. Yapilan c¢alismalarda; fosforilasyon
gibi translasyon sonras1 modifikasyonlarin, Na*’H* antiporterlarindan SOS1 ve
ya NHX iyon tasiyicilarinin ve bu tasiyicilarin diizenleyici bilesenlerin
(HAK/AKT1) aktivitesini dnemli olglide degistirdigi bulunmustur (Himabindu
ve ark., 2015, Assaha ve ark., 2017).

Mitojenle aktive edilen protein kinaz (MAPK) kaskadlar1 ve fosfatidik asit (PA)
tuz stresi sinyal yolunun diizenlenmesinde rol oynamaktadir. Arabidopsis'te tuz
stresi toleransina katkida bulunan MPK3, MPK4 ve MPK6'y1 aktive ettigi
bulunmus ve MPK4 ve MPK6'nin tuz stresi altindaki aktiviteleri MPK2
tarafindan indiiklendigi gosterilmistir. Celtik bitkisinde, OsMPK1 geni
susturuldugunda, OsMPK4'in bozulmus aktivasyonundan kaynaklanan tuz

stresine kars1 asir1 duyarli hale geldigi saptanmigtir (Zhao ve ark., 2020)

2.2.4 Antioksidan Molekiiller

Bitkiler ROS’larin zararli etkilerine karsi enzimatik yada enzimatik
olmayan savunma mekanizmalar1 gelistirmislerdir. Katalaz (CAT), askorbat
peroksidaz (APX), glutatyon reduktaz (GR), siiperoksit dismutaz (SOD),
monodehidroaskorbat rediiktaz (MDHAR), dehidroaskorbat rediiktaz (DHAR),
guaiakol peroksidaz (GOPX) ve glutatyon-S-transferaz (GST) antioksidan
enzimlerdir. Ayrica enzimatik olmayan antioksidan molekiiller; askorbik asit
(ASH), glutatyon (GSH), fenolik bilesikler, alkaloidler, protein olmayan amino
asitler, alfa-tokoferol ve karotenoidler de serbest radikallerin temizlenmesinde
onemli bir rol oynarlar (Muchate ve ark., 2016).

SOD, serbest radikallere karsi gelistirilen savunma sistemlerinin en
onemlilerindendir. Tuz stresi ve abiyotik stres altinda, katalazlar, yag asitlerinin
B-oksidasyonu sirasinda H202'yi temizlerler. CAT, H20.'yi dogrudan H20 ve
O2'ye doniistiirme potansiyeli ile ROS detoksifikasyonu i¢in vazgecilmez bir
enzimdir. Bir CAT molekiilii dakikada ~ 6 milyon H202 molekiiliinii H2O ve
O.'ye doniistiirebildiginden, CAT tiim enzimler igin en yiiksek devir oranlarina
sahiptir. CAT aktivitesindeki artig, halofitlerde antioksidan savunmanin bir

olgiisii olarak gosterilmistir (Lokhande ve ark. 2013). APX, CAT ile ayni islevi
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yerine getirir. Bitkilerde hiicre i¢i H2O3 seviyesinin diizenlenmesi ¢gok 6nemlidir.
APX, stroma ve tilakoid gibi farkli hiicresel bolmelerde, glioksizomlar ve
peroksizomlar, sitozol ve mitokondri i¢eren mikro cisimde bulunur. Stromal
APX (sAPX), tilakoid membrana bagli APX (tAPX), mikrobodimembrana bagl
APX (mAPX), sitozolik APX (cAPX) ve mitokondriyal membrana bagli APX
(mitAPX) olarak kategorize edilirler. Baz1 arastirmacilar bezelye, pamuk ve
piring gibi bitkilerde tuzluluk stresinden sonra APX aktivitesinde bir artis
oldugunu belirtmistir. MDHAR aktivitesindeki artigin, transgenik tiitiinde tuz ve
ozmotik streslere karsi artan toleransa katkida bulundugu da bildirilmistir. ASH
suda ¢oziiniir bir antioksidandir, tiim bitki dokularinda genellikle daha ytiksek
fotosentetik hiicreler ve meristemlerde olusur. GR enzimi, oksitlenmis
glutatyonun NADPH'ye bagli indirgenmesini katalize eder. GR aktivitesinin,
kontrole kiyasla tuz stresli bitkilerin yapraklarinda yiiksek oldugu gosterilmistir
(Muchate ve ark., 2016, Assaha ve ark., 2017, Tanveer ve ark., 2019, Zhao ve
ark., 2020).

2.2.5 Ozmoprotektanlar

Ozmoprotektanlar; kiigiik, elektriksel olarak nétr ve diisiik toksisiteye
sahip oldukca ¢oziinlir organik bilesiklerdir. Olumsuz bir ozmotik durumda
olduklarinda hiicre ig¢i ile dis ortam arasinda denge kurarak hiicrelerde yiiksek
miktarlarda birikebilirler. Yiiksek ¢oziiniirliikleri ve hiicresel metabolik yollara
¢ok az miidahale etmeleri nedeniyle, uyumlu ¢oziinenler olarak da bilinirler.
Ozmoprotektanlar, ii¢ farkli sinifa ayrilir. Bunlardan birincisi dortlii amonyum
bilesikleri ve tiirevleri, 6rnegin poliaminler ve betainler (glisin betain gibi).
Ikincisi; amino asitler ve tiirevlerini igerenler, &rnegin prolin ve ektoin.
Ucgiinciisii; sekerler ve tiirevlerini icerenler, drnegin oligosakaritler (siikroz,
trehaloz, rafinoz, stakioz, verbasse), fruktan ve seker alkolleri (polioller: gliserol,
inositol, arabitol, maltitol, sorbitol, mannitol ve D-ononitol) igerenlerdir.
Bitkiler tuz stresi altindayken iki durumla kars1 karsiya kalirlar. Bunlardan ilki;
bitki su potansiyelini azaltan yiiksek Na® konsantrasyonundan kaynaklanan
ozmotik strestir, ikincisi Na* ve Cl'nin daha yiiksek konsantrasyonunun temel
besinlerin mevcudiyetini ve asimilasyonunu sinirladigi iyonik stresin neden

oldugu beslenme dengesizligidir. Bu nedenlerden dolay1 yiiksek NaCl'den
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kaynaklanan hipertonik kosullar altindaki bitkilerde, hiicrenin i¢inden disariya
su ¢ikis1 meydana gelir. Bu durum hiicresel bilesenlerin yogunlugunu arttirir ve
yiikksek iyon konsantrasyonu proteinlerin yapisini degistirir. Proteinlerin
yiizeylerinde biriken koruyucu osmolitler yapilarin stabilize ederek proteinleri
dogal yapilarina geri dondiirmeye yardimci olur. Bu nedenle, ozmolitler,
ozmotik ve tuz streslerine karsi bu koruyucu rol nedeniyle ozmoprotektanlar

olarak kabul edilmektedir (Hossain ve ark., 2019).

2.3 miRNA Biyogenezi

[k mikroRNA’lar (MiRNA) 1993 yilinda Ambros ve Ruvkun tarafindan
Caenorhabditis elegans’ta lin-4 geninde kesfedilmistir. Lin-4, Horvitz'in
laboratuvari tarafindan C. elegans larvalarinin zamansal gelisimini diizenleyen
genlerden biri olarak nitelendiriliyordu. Daha sonra 1987'de ayn1 grup, lin-4'teki
bir mutasyonun, baska bir gendeki, lin-14'teki bir mutasyona zit bir fenotipe
sahip oldugunu, ancak bir bos-lin-4 hattindaki lin-14 baskilayici mutasyonunun
dogal tip oldugunu bulundu. Lin-4 ve lin-14 {izerinde ¢alismalar devam etti,
ancak daha sonra lin-4'tin bir protein kodlayan RNA degil, aslinda kii¢iik, protein
kodlamayan RNA oldugunu kesfetmislerdir. O zamandan beri miRNA'lar tim
hayvan modeli sistemlerinde tespit edilmis ve bazilarinin tiirler arasinda yiiksek
oranda korundugu gosterilmistir (Lee ve ark., 1993)

MikroRNA'lar (miRNA'lar), c¢ok hiicreli organizmalarda biyolojik
islemleri diizenleyen yaklasik olarak 20-24 niikleotitlik uzunlukta kiigiik
RNA'lardir. Bu molekiiller transkripsiyon sonrasi ve translasyonel seviyelerde
gen ekspresyonunu diizenleyen kiigiik RNA ailesinin yaygimn tyeleridir.
Hayvanlardan farkli olarak, bitki miRNA' lar1 hedef mRNA ile ¢ok yiiksek
tamamlayiciliga  sahiptir  ve  biyogenezleri  farkhidir.  miRNA’lar,
tamamlanmamis govde-ilmek yapisini barindiran daha uzun transkriptlerden
tiretilirler. Hayvan ve bitki miRNA’larinin olusum siiregleri Sekil 6’da

gosterilmistir (Tarver ve ark. 2012).
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Sekil 6. C.elegans ve misirda miRNA biyogenezin farkliliklar1 (Tarver ve ark. 2012).

Onciil miRNA (pri-miRNA), olgun miRNA (pre-miRNA), Exportin-5-Ran-GTP C (EXP5),
Dicer Like 1 (DCL1), TAR RNA binding protein (TRBP)

Hayvanlardaki miRNA olusumu yukarida ve bitkilerin ki asagida
gosterilmigtir. Hayvan miRNA'larinin islenmesi hem nukleusta hem de
sitoplazmada gergeklesir. Ancak bitkilerde islem tamamen nukleusta

gerceklesir.

Bitkilerde, miRNA geni, Sekil 7°de goriildiigii gibi RNA polimeraz Il
tarafindan normal transkripsiyonel sekilde, destekleyici molekiiller ile birlikte
dsRNA-baglanma proteini 1(DCL1) / hiponastik yaprak 1 (Hyponastic leavesl
(HYL1)) tarafindan birincil miRNA’dan o6nci miRNA'ya transkribe
edilmektedir (Parmar ve ark., 2020, Narjala ve ark., 2020, Gautam ve Gupta
2019).
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Sekil 7. Bitki miRNA biyogenezi ve diizenlenme mekanizmalari (Liu ve ark., 2017).

RNA polimeraz IT (RNA Pol II), Onciil miRNA (pri-miRNA), olgun miRNA (pre-miRNA),
Dicer Like 1 (DCL1), Argonot 1 (AGO1), Dicer benzeri 1 (DICER1), Serrat (SE), Hua
gelistiricil; (HEN1), Cift iplikli RNA baglayici proteinl (DRB1) Hiponastik yapraklar 1
(HYL1), RNA kaynakli susturma kompleksi (RISC).

Oncii miRNA, Karakteristik govde-ilmek yapisinda; zit kollarda olgun
miRNA-birincil miRNA dizisini tasimaktadir. Bitkilerdeki 6ncii miRNA, 3'
ucunda kii¢iik RNA 2'-O-metiltransferaz (HEN1) tarafindan metillenmekte ve
Protein asetillizin  N-asetiltransferaz (HST1) tarafindan sitoplazmaya
getirilmektedir. Olgun miRNA- birincil miRNA dupleksi boliiniir ve ortaya
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¢ikan olgun miRNA, arganoute proteini (AGO1) tarafindan RNA kaynakl
susturma kompleksi (RNA-induced silencing complex (RISC)) topluluguna
yiiklenirken birincil miRNA bozulmaktadir (Parmar ve ark., 2020, Narjala ve
ark., 2020, Gautam ve Gupta 2019).

Olgun bir miRNA, ya proteinlerin translasyon islemini dogrudan
durdurmaktadir ya da dolayl olarak ayn1 kokenli mRNA'lar1 hedefleyerek gen
ekspresyonunu inhibe etmektedir. miRNA’lar hormon dengesini ve gelisimsel
stirecleri  diizenleyen hormon sinyal yolaklarmin temel bilesenlerini
diizenlemektedir. Bitkilerde miRNA’lar; biiylime, gelisim, morfoloji,
ciceklenme ve cevresel strese olusturulan cevaplara etki ettigi kadar sinyal
iletimi gibi metabolik siireglerle de iliskilidir (Parmar ve ark., 2020, Narjala ve
ark., 2020, Gautam ve Gupta 2019). miRNA’lar bitki gelisimini etkileyen
genlerin ekspresyonuna etki ettigi gibi ayn1 zamanda kendi biyogenezinde de rol
oynamaktadir. DCL1 genini kodlayan mRNA, miR162'nin hedef bolgesi oldugu
yine ayni ¢alismada gosterilmistir (Xie ve digerleri 2003). Arabidopsis lizerine
yapilan farkli calismalarda miR168'in, AGO1-RISC ile iliskili oldugu, AGO1'in
ekspresyonunu diizenledigi gosterilmistir. miRNA'lar ayrica oksin yolaginin
celtik ve Arabidopsis'te onemli bir rol oynadigini, kok gelistirilmesinde
tamamlayici rollere sahip oldugu ortaya konulmustur (Meng ve ark., 2010).
Yaklagik olarak 133 adet miRNA'nin 6zellikle Arabidopsis'te doku ve kok
bolgesine spesifik olarak ifade edildigi gosterilmistir (Breakfield ve ark., 2012).

2.4 Bitkilerde Tuzluluk Stresinde miRNA’larla Yapilan Calismalar

mMiRNA’lar, bitkilerde ayn1 gen ailesine ait ¢ok sayida gen bolgesini
hedef almaktadir. Yapilmis olan g¢alismalarda, miRNA'larin belirli kosullar
altinda belirli hedef genlerin ekspresyonunu segici olarak diizenleyebildigi
ortaya ¢ikarilmistir. Misir bitkisinde miRNA'larinin dizilenmesinden elde edilen
veriler, bu miRNA'larin ¢ogunun bitki gelisimi ve organ olusumunda rol
oynayan TF'leri hedefledigini gostermistir. MYB, NAC1 ve homeodomain-16sin
fermuar proteininin (HD-ZIP) TF'leri sirasiyla zma-miR159a / b, zma-miR164a
/b /c/dvezma-miR166l / m'nin hedef bolgeleri oldugu gosterilmistir (Sunkar
ve ark. 2012).
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Yapilan benzer ¢alismalarda Arabidopsis'ten de benzer sonuglar elde
edilmistir. MADS kutusu (MADS-box) proteinleri ve ¢inko-parmak proteinleri
de dahil olmak iizere diger transkripsiyon faktorleri, bitkilerde tuz stresine yanit
veren faktorler olarak rapor edilmistir. Transkripsiyon faktorlerine ek olarak,
cesitli miRNA hedef genleri farkli metabolik yollarda veya ¢esitli fizyolojik
stireclerde rol oynamaktadir (Xu ve ark. 2016).

Transgenik celtik ve Arabidopsis bitkilerinde 0sa-miR396¢'nin asir1
ekspresyonu, ebeveynlere kiyasla tuz stresinde azalan bir toleransina yol
acmustir (Gao ve ark., 2010). Benzer galismalarda, osa-miR393, transgenik ¢eltik
ve Arabidopsis'te asir1 eksprese edildi, bu da transgeniklerin vahsi tipli bitkilerle
karsilastirildiginda tuz stresine daha duyarli olmasina neden olmustur (Gao ve
ark., 2011).

MiR417'nin asir1  ekspresyonuna sahip transgenik Arabidopsis
bitkilerinde tohum ¢imlenmesi, vahsi tip bitkiler ile karsilastirildiginda yiiksek
tuz veya ABA varliginda geciktirilmistir. Bu sonuglar, miR417'nin tuz stresi
kosullar1 altinda muamele edilen Arabidopsis bitkilerinde tohum ¢imlenmesinde
olumsuz bir rol oynadigini gostermistir (Jung ve Kang 2007).

Sekil 8’de gosterilen diyagramda Arabidopsis lizerine yapilmis olan bir
calismada, tuzluluk stresine maruz birakilan bitkide hangi miRNA’larin hangi

gen bolgelerini hedef aldiklar gosterilmistir (Lotfi ve ark., 2017).
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Sekil 8. Arabidopsis bitkisinin tuzlulik stresi altinda miRNA’larin hedef aldig1 genler
(Lotfi ve ark., 2017°den diizenlenmistir).

Kodlama bolgsi CDS, Gegis kontrol protokolii TCP, Oksin cevap yolaklart ARF, Oksin
reseptorii TIR1, Biiyiime diizenleyici faktér GRF, Sinif III homeodomain 16sin fermuar
transkripsiyon faktorleri HD ZipIll, SQUAMOSA promotor baglayici protein SBP

Tuz stresi altinda Arabidopsis’te miR398 CDS yolagina dogrudan etki
ederek antioksidan diizenlenmesini etkiler, miR319,miR390, miR159, miR169
sirastyla TCP, MYB/TCP ve NF’ye dogrudan etki ederek ABA cevabini
etkilerler, miR167 ve miR393 siras1 ile ARF ve TIR F-box proteinlerini
dogrudan etkleyerek oksin sinyal yolaklarina etki ederler. Tiim bunlarinda
sonucunda bitkide molekiiler adaptasyon diizenlenir ve sinyal yolaklarina cevap
olusturulur. miR396 dogrudan GRF proteinine etki eder, miR166 ve miR165
dogrudan HD ZipllI proteinine etki ederek oksin sinyal yolaklar: ile birlikte
yaprak ve kok diizenlenmelerinde etkili olurlar. Bunun sonucunda bitkide
molekiiler adaptasyon saglanarak tuz stresine cevap olusturulur. miR156 SBP
proteinini etkileyerek ABA cevabi ile birlikte bitkide ¢igeklenme zamanini,
vejatatif faz degisimini ve tohum ¢imlenmesini diizenleyerek bitkide molekiiler
adaptasyonu saglar ve bitkide tuz stresine cevap olusturulur.

Model organizma olan Arabidopsis iizerinde diizenlenen tuzluluk stresi
altinda gorev alan miRNA’larin hedef aldiklar1 proteinlerin sematize edilmesi
celtik bitkileri lizerinde de yapilmistir. Asagidaki Sekil 9°da Oryza coarcota

bitkisinde Mondal ve arkadaslari tuz stresi altinda 6zellikle hangi miRNA’larin
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etki gosterdigini ve bu belirlenen miRNA’larin hedef aldig1 proteinlerle birlikte
bitkide etki ettigi yolaklar goriilmektedir.

Tuz N
( ‘
\_ Stresi /

e

B Hormon iligkili sinyal
oco-miR167d-| ARF,
MAPK sinyal yolaklar oco-miR393-b-| TIR1
oco-miR528-3p-| STK,
oco-miR159a-| HSP72

Kalsiyum sinyal yolaklar
oco-miR1432-5p-| CBF,
oco-miR164d-| CAM

oco-miR046-5p
oco-miR006-3p
Stresle uyarilan mekanizmalar oco-miR079
os0-miR52%h
. oco-miR 079-3p, ‘oco-miR1593, oco-miR159c, oco-miR165a-3p, . .
-miR 166 ' i ' ' - - - -
ocomiR 1862 o co-miR 529b 169, 172a 156k, 164d, 408 oco-miRddde oco-miR087-Sp  eco-miR046-5p
acmL,
uBL,
RFP,
UBC, 5T MFS, HKT? MYB, AP2 SPLs, NF-Y,NAC ATPs POX ACS cuL
Besin iyon dengesi igekl Geli DNA Onanmi Antioksidanl Flavonaid Ubiquitin
artgi lyon dengesi Cigeklenme elisme ioksidanlar biyosentezi iq

iligkili
proteolizis

Stresle iliskili genlerde strese ortak cevap

Tuza
{ )
‘. tolerans /

<

Sekil 9.0ryza coarctata bitkisinin tuzlulik stresi altinda miRNA’larin hedef aldig1 genler
(Kumar Mondal ve ark., 2015’ten diizenlenmistir).

Ubikitin-konjiige edici enzim (UBC); Sakkaroz tasiyici (ST); Major kolaylastirict siiper aile
proteini (MFS); MYB; Etilene duyarli element baglayici protein (AP2); SPB benzeri proteinler
(SPL); Oksin cevap yolaklar1 faktorii (ARF); Niikleer transkripsiyon faktori Y (NF-Y); Azot
Asimilasyonu diizenleyici protein (NAC); ATP sintatazi (ATP's); peroksidaz (POX); Asetil-
koenzim A sentetaz (ACS); 4-kumarat-CoA liagaz-1 (CML); Ubikitin protein liagazi (UBL);
Halka Parmak proteini (RFP); Cullin-1 (CUL); serin / treonin-protein kinaz 38 (STK); Kalsiyum
baglayici protein (CBP); Katyon tagiyict HKT7 (HKT7); Calmodulin (CAM).

Tuz stresi altinda O.coarcata bitkisinde 6zellikle CBP ye dogrudan etki
eden miR1432, CAM proteinlerine dogrudan etki eden miR164d kalsiyum sinyal
yolaklarinda etkilidir. STK proteinine dogrudan etki eden miR528, HSP72
proteinine dogrudan etki eden miR159a, MAPK sinyal yolaklarinin
diizenlenmesinde etkilidir. ARF proteinini dogrudan etkileyen miR167d, TIR1
proteinini dogrudan etkileyen miR393b, hormonlarla iligkili sinyal yolanlarinin
diizenlenmesinden sorumludur. Kalsiyum, MAPK ve hormonlarla iliskili sinyal
yolaklari stres mekanizmalarinin gelistirilmesinden sorumludur. Bitki stres
mekanizmalarim etkileyen miRNA’lar sirasiyla; miR166a ubikutin konjuge
edici enzim (UBC) ve ST proteini dogrudan etkileyerek besin alinimini diizenler,
miR079 ve miR529b MFS VE HKT7’yi etkileyerek iyon dengesine etki eder,
miR159a ve miR169b MYB, AP2’ye etki ederek c¢iceklenmeyi etkilerler,
miR159c, miR156k/miR164d/miR408 SPL, NF-Y, NAC’ye etki ederek
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biiylimeyi ve gelismeyi diizenlerler, miR165a ve miR444c ATP’lere etki ederek
bitki metabolizmasini ve DNA onarim mekanizmalarimi etkilerler, miR087
dogrudan POX proteinine etki ederek anitoksidanlarin diizenlenmesine etki eder,
miR046 dogrudan Asetil-koenzim A sentetaz (ACS) proteinini etkileyerek
flavonoidlerin biyosentezine etki etmektedir. Tiim bu mekanizmalar ile birlikte
ubikutin iligkili proteinlerin sentezini diizenleyen miRNA’lar (miR046, miR006,
miR079, miR529b) tuzlulukla iligkili genleri etkileyerek bitkide tuz stresine

cevap olusturulur ve tuza tolerans saglarlar (Kumar Mondal ve ark., 2015).

Tuzluluk stresi altinda bitkiler farkli cevaplar sergilemektedir. Tuz stresi
altinda yetistirilen bitkiler {izerine yapilmis olan ¢aligmalardan derlenen
sonuclara gore, belli bagli miRNA’lar bu miRNA’larin stres kosullarinda nasil
cevap verdikleri ve hedef aldiklart gen bdlgeleri asagidaki Tablo 1°de
belirtilmistir.
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Tablo 1. Tuz stresi altinda rol oynayan miRNA’lar ve hedef aldiklar: genler (Lotfi ve
ark., 2017, Zhou ve ark., 2010, Banerjee ve ark., 2016, Xu ve ark., 2021).

Say1 | miRNA Bitki tiirii Diizenleyici etkisi Hedef gen bolgesi
Arabidopsis thaliana | Gen ifadesinde artig SPL
Panicum virgatum Gen ifadesinde artis SPL
1 miR156 Raphanus sativus Gen ifadesinde artig SPL
Populus trichocarpa | Gen ifadesinde azalis | POPTR_0007s01030
Oryza sativa Gen ifadesinde artis SPB
Gen ifadesinde artig
2 miR157 Panicum virgatum SPB
Arabidopsis thaliana | Gen ifadesinde azalis MYB transcription
factor
Nicotiana tabacum Gen ifadesinde azalig MYB transcription
3 miR159 factor
Oryza sativa Gen ifadesinde artis MYB transcription
factor
Panicum virgatum Gen ifadesinde artig MYB transcription
factor
Oryza sativa Gen ifadesinde azalis ARF
Triticum aestivum Gen ifadesinde artig ARF
4 miR160 | Gossypium raimondii | Gen ifadesinde artig ARF
Raphanus sativus Gen ifadesinde azalis ARF
Setaria italica Gen ifadesinde azalis ARF
Panicum virgatum Gen ifadesinde artig DCL1
5 miR162 Setaria italica Gen ifadesinde artig DCL1
Oryza sativa Gen ifadesinde artis DCL
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Tablo 1. devami
Gen ifadesinde artis
Arabidopsis thaliana NAC family gene
_ Raphanus sativus Gen ifadesinde artis | NAC domain containing
6 miR164 protein
Populus trichocarpa | Gen ifadesinde artis POPTR_0007s08420
Gen ifadesinde artig
7 miR165 | Arabidopsis thaliana Class Il HD-ZIP TF
Arabidopsis thaliana | Gen ifadesinde artis SBP
Glycine max Gen ifadesinde artis SBP
8 miR166 Zea mays Gen ifadesinde artis SBP
Medicago sativa Gen ifadesinde HD-Zip 111
azals
Oryza sativa Gen ifadesinde artis HD-Zip TF
Arabidopsis thaliana | Gen ifadesinde artis ARF6, ARF8
Nicotiana tabacum Gen ifadesinde ARF TF
azalig
9 miR167 Triticum aestivum Gen ifadesinde artig ARF
Oryza sativa Gen ifadesinde artig ARF
Hordium vulgare Gen ifadesinde AGO1
azalis
Arabidopsis thaliana | Gen ifadesinde artig AGO1
10 miR168 Saccharum spp Gen ifadesinde artis AGO1
Oryza sativa Gen ifadesinde artis AGO 1
Glycine max Gen ifadesinde artig | CBF HAP2-like factor
Raphanus sativus Gen ifadesinde artis NF-Y
11 miR169 Zea mays Gen ifadesinde artis NF-Y
Cucumis sativus Gen ifadesinde artig NF-Y
Oryza sativa Gen ifadesinde artig NF-Y
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Tablo 1. devamu

Arabidopsis thaliana | Gen ifadesinde artis SISCL
Hordium vulgare Gen ifadesinde artig Protein FAN
12 | miR171 Setaria italica Gen ifadesinde azali GAI
Solanum linnaeanum | Gen ifadesinde azalis SISC
Oryza sativa Gen ifadesinde artis SISC
Raphanus sativus Gen ifadesinde artig AP2
Gossypium raimondii | Gen ifadesinde azalig AP2
13 miR172 | Populus trichocarpa | Gen ifadesinde artig POPTR_0008s04490
Solanum linnaeanum | Gen ifadesinde azalis AP2
Oryza sativa Gen ifadesinde artis AP2
Oryza sativa Gen ifadesinde artig TCPTF
Arabidopsis thaliana | Gen ifadesinde artis TCPTF
. Solanum linnaeanum | Gen ifadesinde azalis TCPTF
14 | miR319
Oryza sativa Gen ifadesinde artig TAS3
Gen ifadesinde azalig
15 miR390 | Medicago truncatula LRR
Arabidopsis thaliana | Gen ifadesinde artis F-box protein; AFB2;
Auxin receptor; TIR1
16 miR393 Gen ifadesinde artis | TIR1, AFB2, AFB3, F-
Oryza sativa box domain, MYB TF
Medicago sativa Gen ifadesinde azalis F-box protein
Arabidopsis thaliana | Gen ifadesinde artig F-box protein
Glycine max Gen ifadesinde azalis F-box protein
17 | miR39%4
Oryza sativa Gen ifadesinde azalig F-box protein
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Tablo 1. Devami

Cucumis sativus Gen ifadesinde artig ATP sulfurylase
Raphanus sativus Gen ifadesinde artig ATP sulfurylase
18 miR395 Panicum virgatum Gen ifadesinde azalig ATP sulfurylase
Gen ifadesinde artis
Oryza sativa CYB5A
Arabidopsis thaliana | Gen ifadesinde artig GRL TF
Nicotiana tabacum Gen ifadesinde artig GRL TF
19 miR396 Panicum virgatum Gen ifadesinde artig GRL TF
Raphanus sativus Gen ifadesinde artig TF bHLH74
Oryza sativa Gen ifadesinde artig GRF
Panicum virgatum Gen ifadesinde azalis cDNA l-ascorbate
20 miR397 oxidase precursor
Solanum linnaeanum | Gen ifadesinde artis laccase
Arabidopsis thaliana | Gen ifadesinde azalis Cu/ZnS SOD
Cucumis sativus Gen ifadesinde azalig Cu/Zn SOD
21 miR398
Oryza sativa Gen ifadesinde azalis Cu/Zn SOD
Cucumis sativus Gen ifadesinde artis | Protein PHR1-LIKE 1-
like
22 miR399 Panicum virgatum Gen ifadesinde azalis DHX
Triticum aestivum Gen ifadesinde artig DHX
Oryza sativa Gen ifadesinde artig E2
23 miR402 | Arabidopsis thaliana | Gen ifadesinde artis DML3
24 | miR408 Triticum aestivum Gen ifadesinde artig ERF1A
25 miR820 Oryza sativa Gen ifadesinde artig DRM2

Tablo kisaltmalari; SPL; Squamosa-Promotor Binding Protein-Like, SPB; SBP-box gene family, AUX;
Auxin response Factor, DCL1; Dicer Like 1 ERF1A, Peptide chain release factor; plantacyanin, HD-ZIP
I11; Class 111 homeodomain leucine zipper protein, ARF; Putative auxin response transcription factor, AGO;
ARGONAUTEL protein, CBF; CCAAT-binding factor, NF-Y; Nuclear transcription factor Y, SISCLS3;
Scarecrow-like transcription factor, GAI; Gibberellic acid insensitive, AP2; Ethylene-responsive
transcription factor, TCP; Teosinte branched, TAS3; Trans-acting siRNA, DRM2; Yeniden diizenlenen
Metilaz 2 Domaini, DML3; Demeter-Like protein 3, E2; ubiquitin conjugating enzyme protein, Cu/Zn
SOD; copper/zinc superoxide dismutase, DHX; ATP-dependent RNA helicase, GRF; Growth-regulating
factor, ATP; Adenosine-5 -triphosphate Sulfurylase, LRR; Leucine-rich repeat receptor-like protein kinase,
CYBS5A; Cytochrome b5-like heme/steroid baglanma proteini, TF; Transkripsiyon faktorii.

Asagidaki Sekil 10°da tuz stresi altinda Oryza sativa’da etkili olan bilinen ve

heniiz islevi bilinmeyen miRNA’lar gruplara ayrilarak gosterilmistir.
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mekanizmalar

Sekil 10. Oryza sativa’da tuz stresi altinda etkili olan miRNA’lar ve etki ettikleri yolaklar
(Kumar Mondal ve ark., 2017°den diizenlenmistir).

Sekil 10°da i¢ kisminda yer alan kirmizi renkli miRNA’lar islevleri
bilinen, yesil olanlar islevleri bilinmeyen miRNA’lar olarak adlandirilmistir.
Tuz stresinde etki gdsteren miRNA’larin hangi yolaklara etki ettikleri renkli
daireler i¢inde gosterilmektedir. En dis kisimda ise bu proteinlerin, bitkideki
gorevlerini gostermektedir. miR396a, miR169a, miR319a, miR159b, miR171c
ve miR75 siras1 ile TATA, NF-Y, TCP, MYB, ERF ve EIN3 transkripsiyon
faktorlerine etki etmektedir. miR259, miR812d, miR166a ve miR167b sirastyla
SHR5, CPK1, calmoduli ve STK sinyal yolaklarina etki etmektedir. miR73’{in
klorofil a ve b baglanma proteinine etki ettigi bulunmustur. miR399 ve miR74
sirast ile saperon ve ribozomal proteinleri etkileyerek bitki gelisim
mekanizmalar1 ile iligkilidir. miR398b, miR271, miR397a sirayla SOD,
Peroksidaz ve lakkaz’a etki ederek oksidasyon-rediiksiyon mekanizmalarini
etkilemektedir. miR171c, miR1432, miR168a, miR96, miR13, miR390 sirayla
ABC transporter, metal katyon, PTR2, ZntB, AKT1 ve fosfolipit tasiyicilarini
etkiler. miR396a, miR98, miR94; Js O-metil, SIV2 o6nciisi, NBS-LRR
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mekanizmalarini etkileyerek bitkide koruma mekanizmalarina etki etkmektedir.
miR529a, miR397b, miR195, miR210, miR2118r, miR04, miR210 siras1 ile M
faz1 fosfoprotein, tubilin, REFC, kinezin, CDTIA, MAPG65/ASE1 ve DNA
polimeraza etki ederek hiicre boliinmesi tizerine etki gostermektedir (Kumar

Mondal ve ark., 2017).

2.5 Celtikte Tuz Stresi ile iliskili miRNA’lar

2.5.1 miR156

MiR156 bitki miRNA’lar igerisinde ilk tanimlanmis olan miRNA’dir
(Yue Ma ve ark., 2020). miR156 bitki biiyiimesinde ve stres toleransinda
oldukga fazla etkilere sahiptir. Squamosa Promotore Binding Protein-Like (SPL)
hedef aldig1 transkripsiyon faktoriidiir. SPL proteini ¢ok yonlii bir protein olup
su ana kadar bilinen, korunmus 76 aminoasit Squamosa Binding Protein (SBP)
domaini vardir. ilk SPL proteini Antirrhinum majus’ta AP1 geninde, erken
ciceklenme ile iliskili Squamosa promotoriinde tanimlanmistir. Arabidopsis
thaliana’da 16, Oryza sativa’da 19, Maize 'de 31 aileden olusan SPL proteini
genis bir gen ailesine sahiptir. Celtikte ve Arabidopsis’te SPL, miR156
tarafindan diizenlenir. miR156 bitkide biiyiime, gelisme, faz degisimi, ¢evresel
strese cevap olusturma ve savunma mekanizmalarinda olduk¢a 6nemli bir
karaktere sahiptir. Bitkilerde miR156, SPL’yi diizenleyerek bir dizi fenotipik
varyasyonlara neden olmaktadir. Bu varyasyonlar arasinda bitki boyu, yaprak
morfolojisi, dal sayisi, trikom yogunlugu, gévde kalinlig, biyokiitle verimi, tane
verimi ve stres tepkisi sayilabilir (Jeyakumar ve ark., 2020).
Sekil 11.°de miR156 ile SPL proteini arasindaki iliskisinin genetik
modifikasyonda miR156’nin direkt yada dolayli olarak nasil etki gosterdigi
asagidaki sekilde 6zetlenmistir (Jeyakumar ve ark., 2020).
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| Savunma
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epidermal degigim ‘ ‘ AGL ‘

Trikom yogunlugu ~ Geg giceklenme i
Bitki geligimi
Sekil 11. miR156 ve SPL iliskisi (Jeyakumar ve ark., 2020°den diizenlenmistir).

FT; Flowering Locus L, LFY; Yesil yaprak, SUC; Sukroz, SPL; Squamosa promoter-binding-
like protein, TCL1; Trichomeless 1, TRY; Triptychon transkripsiyon faktorii, GA; Giberrellik
asit, AUX; Oksin, ET; Etilen, SOC; Suppressor of overexpression of contans, AGL; Agamouse
Like, PAP1; Production of anthocyanin pigment 1, DFR; Dihidraflavanol 4-Rediiktaz.

miR156/SPL proteini, mahsul gelistirmede ¢ok yonlii bir rol oynar.
miR156/SPL etkilesimi vejetatif fazda ¢igeklenmeyi, yaprak ve dal olusumunu
tesvik etmektedir. Son bulgularda oksin ve etilen gibi bitki hormonlarinin
miR156 ekspresyonunu diizenledigini gostermektedir. miR156min sekerler
tarafindan negatif diizenlenmesi ¢igeklenmeyi ve trikomun baskilanmasina
neden olur. DELLA proteinleri, SPL protein aktivitelerini etkiler ve baskilar
(Jeyakumar ve ark., 2020 ve Yue Ma ve ark., 2020).

Bir bitkinin yasam déngiisii, iki ana faz gecisini igerir. ilk asama genglik
asamasindan yetiskin agamasina gegisi igerirken, ikinci agama erigkinden tireme
asamasina ge¢isi icermektedir. Bu faz gegislerinin kontroliinden iki ana miRNA
tiirli, miR156 ve miR172 sorumludur. miR156 seviyesinin fide agamasinda daha
yiikksek oldugu ve zamanla kademeli olarak azaldigir goriiliirken, miR172
ekspresyonunun erken asamada daha diisilk oldugu ve bitki biiylimesi ve
gelismesiyle birlikte giderek arttigi bulunmustur. Arabidopsis'te miR156'y1 asir
ifade eden bitkiler, uzun siireli bir geng faz gosterirken MiR156 bastirilmig hat,
onemli dl¢iide kisa geng faz gostermistir. Yapilmis olan bu ¢caligmalar sonucunda
miR156min vejetatif faz gecisinin ana diizenleyici faktéri oldugunu

gostermektedir. Geng siirgiinlerde miR 156 seviyesi daha yiiksektir ve bu da daha
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diisik SPL seviyelerine neden olmaktadir. Siirgiinlerin gelisimi sirasinda
miR156 ekspresyonunun kademeli olarak asag1 regiilasyonu, SPL
ekspresyonunun yukari regiilasyonuna yol agar, boylece bitkide faz gegisini
indiiklenir. Gelisimsel gec¢isin dogru zamanlamasi, bitkilerin hayatta kalma ve
iireme basarist i¢in kritiktir. Faz gegisi, cesitli bitkilerin gen¢ ve yetiskin
beslenme asamalar1 arasindaki miR156 ekspresyonu ile diizenlenir (Jeyakumar
ve ark., 2020).

Wang ve arkadaglar1 yaptiklart bir calismada miR156 geninin asiri
ekspresyonuna  bagli olarak  Populus canadensis'te SPL  geninin
transkripsiyonunu azaltmis ve geng faz evresini uzattigin1 bulmuslardir (Wang
ve ark., 2011).

Tiirler arasindaki morfolojik ¢esitlilige ragmen miR156-SPL yolagi,
heteroblastide bir ana anahtar olarak korunmus gibi goriinmektedir. Bu ayni
zamanda Arabidopsis'te trikomlarin dagiliminin zamansal kontroliinde ve
Cardamine hirsuta’da yapraklarin yasa bagli diizenlenmesinde ortaya
cikarmigtir. Ortaya konulmus bu bulgularla miR156 ve miR172'nin ilgili
hedefleriyle hem vejetatif hem de iireme olgunlagmasinda islev gordiigiinii ve
farkli genetik yollarla diizenlenmesine ragmen bu iki gelisimsel gecis arasinda
yakin bir baglanti oldugu ortaya ¢ikarilmistir (Jeyakumar ve ark., 2020).

Arshad ve arkadaslar1 yiiksek sicaklik altinda yetistirilen alfalfa
bitkilerinde  miR156’nin  proteomik  degisimleri  {lizerine etkilerini
incelemislerdir. Kontrol ornekleri ile miR156 ekpresyon seviyesi arttirilmis
bitkiler 24 saat boyunca 40 derece altinda yetistirildiklerinde mutant bitkilerde
kontrole gore prolin ve antioksidan seviyesinin arttig1 tespit edilmistir. Ayrica
mutant bitkide SPL proteini, MYB transkripsiyon faktori, etilen transkripsiyon
faktorli, ABA cevap faktorii ve Zing Finger transkripsiyon ailesinin ekspresyon
seviyelerinin arttig1 elde edilmistir. MiR156’nin yiiksek sicaklikta protein
ekspresyonunda pozitif bir sonu¢ verdigi ve bitkide abiyotik streste onemli
etkilere yol agtig1 gibi kuraklik stresi ile tuz stresinde oldukga etkili oldugu
savunulmustur (Arshad ve ark., 2020).

miR156 ve SPL geni bitkiler tizerinde bitki gelisiminde, patojenlere karsi
olusturulan cevaplarda ve streste ¢ok dnemli bir rol oynamaktadir. Ozellikle
miR156 biotik ve abiotik stres tolerans1 arasindaki denge iligskisinde 6nemli bir

rol gostermektedir (LuZang ve ark.,2019). Arabidopsis iizerinde Cadmium
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stresinde yapilan bir ¢alismada; miR156'y1 asir1 ifade eden bitkilerin, daha uzun
birincil koklere, daha yiliksek biyokiitle iiretimi ve klorofil birikimi ile Cd
stresine karsi daha yiiksek tolerans sergiledigini ortaya koymuslardir. Bunun
aksine, miR156 ekspresyon seviyesi az olan bitkiler Cd stresine duyarlilik
gostermistir (LuZang ve ark.,2019).

Celtikte kuraklik stresi altinda stres ile iliskili olan miRNA’larin
ekspresyon seviyelerinde artis goriillirken OsmiR156d ve OsmiR156g
profillerinin kuraklik stresinde gen ifadesinde azalis oldugu tespit edilmistir
(Bae, 2019).

Bitkilerdeki genglikten yetiskinlige gegis, bitkisel biiylime ve bitki
gelisim donemleri degisiklik icerir ve bu gelisim donemleri arasindaki gegigin
zamanlanmasi tarim igin énemli sonuglar1 olusturur. miR156, bitkilerdeki bu
gecisi ve siirglin olgunlagmasini diizenlemektedir (Coi ve ark., 2020).

Yangtou Coi ve arkadaslar1 Like-Heterokromotin Protein 1 (OsLHP1)
tizerine yaptiklar1 bir arastirmada Arabidopsis thaliana'da, histon H3
trimetilasyonunun MIR156a/c lokusundaki lizin 27 (H3K27me3) iizerinde
birikmesi, gelisim asamasina bagli olarak Pol-ycomb baskilayici kompleks 1
(PRC1) veya PRC2 tarafindan diizenlendigini belirtmislerdir. OsLHP1
fonksiyonunun kaybi, mIR156b/c/i/e’'nin anormal ekspresyonuna bagli oldugu
ortaya ¢ikarilmistir. Bu fonksiyon kaybi, Oryza sativa min fonksiyonel olarak
Arabidopsis LHP1'den farkli oldugunu gostermistir. Bu nedenle, OSLHP1 —
miR156 — SPL yolaginin diizenlenmesi vejetatif donemin ve bitki gelisim
donemlerinin degismesini saglayabilecegini ortaya koymuslardir (Coi ve ark.,
2020).

Uriinlerin yetistirilmesinde miR156 / SPL proteini diizenleyici yolagimi
degistiren nicel 6zellik lokuslar1 (Quantitative trait loci, QTL)'ler ideal bitki
yapist (ideal plant architecture 1, IPAl), Squamosa promoter-binding-like
protein 16 (GW8/SPL16)ve Squamosa promoter-binding-like protein 13
(GLW7/SPL13) kullanimlari, bitki gelisim donemlerini ve tane boyutunu
organize ederek tahil verimini biyiik 6l¢tide iyilestirdigi belirtilmistir (Miao ve
ark., 2019).

Celtik tizerine yapilmis olan ¢alismada, miR156’nin tohum dormansisini
gelistirdigini ve tohum gelisimini olumlu yonde etkiledigi ortaya ¢ikarilmistir.

Ayrica, yapilan ¢aligmada, miR156'nin, GA yolundaki IPA1 ve bir¢ok ifadesi
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azalan genler aracihigi ile tohum dormansi halini ve fide biiylimesini
diizenledigini gostermislerdir. ABA, bitkinin abiyotik ve biyotik streslere
adaptasyonunu artiran 6nemli stres fitohormonudur. miR156abcdfghikl ve
miR156abckl'de tohumlarda azalmis ABA seviyeleri gostermis ve azalmig olan
ABA seviyeleri, miR156 mutantlarinda bozulmus GA yolagi olusturmustur.
Bozulmus GA yolu ile, miR 156 mutasyonlarinin yapraklarda terlemeyi, su kaybi
oranlarini diisiirdiiglinii ve fidelerin kuraklik stresi toleransinin iyilestirildigi
bulunmustur. GA yolagindaki eksiklik abiyotik stres direncini artirabilecegini

ileri siirmislerdir (Miao ve ark., 2019).

251 miR159

miR159 bitkilerde MYB transkripsiyon ailelerini hedef alarak 6zellikle
gibberellin-iliskili alfa-amilaz ekspresyon (GAMYB) gen ailesine, ¢igeklenme
ve male-steril (erkek verimlilik) 6zelligine etki etmektedir. miR159-GAMYB
iliskisi ozellikle Arabidopsis ve ¢eltik bitkilerinde tanimlanmustir.

GAMYB gen ailesi, hem tohumlarda hem de anterlerde gibberellin (GA)
sinyallerinin 6nemli ileticisi olarak hareket eden R2R3 MYB transkripsiyon
faktor gruplarini kodlamaktadir. Bununla birlikte, miR159'un yoklugunda,
diizensiz GAMYB ekspresyonu, istenmeyen fenotiplerin olusmasina yol
acmaktadir (Zheng ve ark., 2020) .

MYB proteinleri ¢ok genis aileye sahiptir. Celtik bitkisinde 183 MYB
tiyesi bulunmaktadir. Bazi MYB aileleri 6rnegin; OsMYB30, OsARMI,
OsMYB2, OsMYB91 ve OsMYBI bitki biiyiimesi, gelismesi ve abiyotik strese
kars1 olusturulan savunma mekanizmalarinin diizenlenmesinde ¢ok Onemli
rollere sahiptir. Ozellikle OsMYB6 kuraklik ve tuzluluk stresine kars: kritik bir
role sahiptir. Celtik iizerine yapilan bir calismada OsMYB6’nin asir
ekspresyonu kuraklik ve tuzluluga karsi bitkinin direncini arttirmis ve kontrol
gruplar ile transgenik bitkiler karsilastirildifinda MYB6 ekspresyonu artan
transgenik bitki yapraklarindaki kivrilma ve yaslanma azalmistir (Tang ve ark.,
2019).

miR159a ve miR159b (MiR159ab) ¢ift mutant iceren bitkilerde,
kivrilmig yapraklar ve bodur bitki boyu olmak tizere bitkide ciddi biiyiime ve

gelisimsel kusurlar ortaya konulmustur. Ayrica miR159'un asir1 eksprese olmasi
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anter gelisimini de etkilemekte ve miR159 polen dogurganlhiginda ¢ok 6nemli
bir rol oynamaktadir. Polenle tasinan miR159, dollenmeden sonra merkezi
hiicrede MYB33 ve MYB65 ekspresyonunu ortadan kaldirarak endosperm
nukleus boliinmesini ve tohum gelisimini tesvik etmektedir. miR159, GA
destekli yapraklarda yer alan proteinleri kodlayan GAMYB ile iliskili genlerin
mRNA'sim1 dogrudan etkileyerek kisa giinliik fotoperiyodu ve gelismeyi
diizenlemektedir. Ilave olarak miR159-MYB33, iliskisi Arabidopsis'te vejetatif
faz degisikliginin bir modeli olarak da islev gordiigii ortaya ¢ikarilmistir (Jin-
Feng Chen ve ark., 2020).

MiR159’un GAMYB geni iizerine etkisi ile dolayli yoldan ¢igeklenme

ve anter gelisimi lizerine etkileri Sekil 12°de gosterilmistir.

° ‘ m GAMYB LEAFY Ciceklenme
miR159 Anter
Geligimi

Sekil 12. miR159 ve GAMYAB iliskisi ( Achard ve ark., 2004'den diizenlenmistir).

Anter ¢icek entegrator geni (SOC1), Giberellin (GA); Giberellin negatif diizenleyici protein
(DELLA), gibberellin-iligkili alfa-amilaz ekspresyon geni (GAMYB), ¢igek meristem kimlik
geni (LEAFY).

GA-DELLA sinyalizasyon sistemi miR159 / GAMYB ve SOCI ile ¢igek
gelisimini diizenlemektedir. GA-DELLA sinyal yolu aracilifiyla kisa giin
fotoperiyotlarinda ¢igek gelisiminin diizenlenmesini Sekil 12°de detayli olarak
gosterilmistir. Burada GA, GAMYB (6r. MYB33) ve SOCl'in DELLA
baskilanmasii hafifleterek ¢igek meristemini diizenleyen LEAFY geninin
aktivitesini arttirmaktadir. Bu aktivasyon, GAMYB transkript seviyelerinin
transkripsiyon sonrasi diizenleyicisi olan miR159'un GA aktivasyonu ile
yonetilmektedir. GA'ya bagli homeostatik mekanizma, GAMYB seviyelerinin

diizenlenmesi yoluyla kisa giin fotoperiyotunda ¢igek gecisinin ve anter
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gelisiminin hassas bir sekilde diizenlenmesini saglamaktadir ( Achard ve ark.,
2004).

Oryza sativa ile yapilmis olan bir ¢alismada, kontrol bitki ile Short
Tandem Target Mimic (STTM) transgenik ¢eltik bitkisinde miR159 seviyeleri
ve kok, govde, yaprak, tohum gibi bitkinin farkli yapilarindaki miR159
seviyeleri ile GMYB seviyelerine bakilmistir. Sonug olarak miRNA aktiviteleri
azaltilmis olan transgenik bitkilerde miR159 ve OsGAMYB ekspresyonlarinin
azaldigi goriilmis ozellikle miR159 seviyeleri kontrol ornekleri ile
karsilastirildiginda; kok, yaprak, salkim, spikelet ve tohumda esit seviyede
gozlemlenirken STTM transgenik bitkide en az salkim yapisinda
gbzlemlenmistir. Bitkinin tohum, yaprak ve uzunluguna bakilduginda kontrol
orneklerinde miR 159 seviyesi normal iken tohum yapis1 daha biiyiik, yapraklar
daha genis ve bitki boyunun daha uzun oldugu ortaya konulan bulgular
arasindadir (Zhao ve ark., 2017).

Piriformospora indica bitki koklerinde gevresel streste bitkiye tolerans
saglayan bir mantar tliriidiir. Fard ve arkadaslar1 Oryza sativa bitkisinde kuraklik
stresi altinda Piriformospora indica uygulanan bitkiler ile kontrol bitkileri
arasinda kuraklik ve tuzluluk stres cevaplara etkisi olan énemli 2 miRNA
degisimlerini incelemislerdir. Sonug olarak miR159 ve miR396’nin kuraklik
stresinde sirasi ile gen ifadelerinin arttigi ve azaldigi bulunmustur. Ancak
Piriformospora indica ile birlikte kuraklik stresine maruz birakilan geltik
bitkisinde her iki miRNA’nin da ekspresyon seviyelerinin artis1 gézlemlenmis
bunun sonucunda; hiposensivite, bitki biiyiimesinin diizenlenmesi ve kuraklik
stresine cevap yolaklari ile dogrudan iliskili olan MYB ve GRF transkripsiyon
faktorlerine miR159 ve miR396°nin dogrudan etki ettigini ortaya koymuslardir
(Fard ve ark., 2017).

Tuzlulukla iligkili miRNA profilleri ¢ikarilan dar1 bitkisinde RNA
sekanslama (RNASeq) ve Gergek zamanli Polimeraz Zincir Reaksiyonu (QRT-
PCR) c¢alismalarinda elde edilen sonuglara gore 448 miRNA grubu iginden 81
tanesinin stresle iliskili oldugu bulunmustur. Bunlarin i¢inden miR159 tuz
stresinde ekspresyonu en fazla artan miRNA olarak raporlanmistir. miR159
ekspresyonu artig gosteritken MYB transkripsiyon faktoriiniin ekspresyon

seviyesi buna bagli olarak azalig gostermistir (Shinde ve ark., 2020).
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Sinningia speciosa, (meneckse) ile yapilan ¢alismada mMiR159’un
cigeklenme zamanina nasil etki ettigini tanimlamak i¢in transgenik hale getirilen
menekseler ile kontrol gruplar arasinda karsilagtirma yapilmistir. Elde edilen
bulgular sonucunda; miR159’un 8 miRNA ailesinden en fazla korunan miRNA
oldugu tespit edilmistir. EK olarak miR159’un GAMYB ekspresyonunu
diizenledigi ve ciceklenme zamanina dogrudan etki ettigi ortaya ¢ikarilmustir.
mMiR159 seviyesi bastirilmis olan bitkilerde kisa giin fotoperiyodunda 20 giinde
ciceklenme goriiliirken, miR159 ekspresyon seviyeleri yiiksek olan bitkiler kisa
giin fotoperiyodunda 37 giinde ¢igeklenme gostermistir (Xiaoyan Li ve ark.,
2013).

Oryza glaberrima ile yapilmis olan ¢alismada 48 saat 200 mM tuzluluk
stresi altinda etki gosteren miRNA’lari RNAseq c¢alismasi ile toplamda 29
bilinen ve 32 adet yeni diizenlenen miRNA olarak tanimlamigslardir. Sekans
sonuglart ve qRT-PCR sonuglarindan elde edilen bulgular benzer sonuglar
vermistir. Bu sonuglara goére miR159 ekspresyonu tuz stresi altinda artis
gosterirken, miR159’un hedef aldigi MYB transkripsiyon faktor ailelerinin
ekspresyon seviyelerinde diisiis goriilmiistiir ( Mondal ve ark., 2018).

Kumar Mondal ve arkadaslar1 Oryza coarctata iizerine yaptiklar1 benzer
bir ¢alismada miR159 ekspresyon seviyesin 24 saat 450 mM NaCl altinda
yetismis olan bitkilerde up-regule oldugunu bulmuslardir ( Mondal ve ark.,
2015).

Tao Xue ve arkadaslari Arabidopsis primer kok gelisimi iizerine
yaptiklar1 bir ¢calismada miR159’un yeni bir gorevini ortaya koymuslardir. Kok
gelisiminde rol alan miRNA’larin disinda miR159’un primer kok gelisiminde,
kok uzunlugunda etkisinin oldugunu savunmuslaridr. MYB65 geni transfekte
edilen bitkiler ile kontrol gruplar1 arasinda kok gelisimleri karsilastirildiginda
transgenik bitkilerde koklerin daha uzun oldugu ortaya konulmustur. Aym
sekilde MYB33 ve MYBI101 ile transgenik hale getirilen bitkilerde de kontrol
orneklerine gore daha uzun kok yapilarina saptanmistir. Yapilan bu ¢aligma
sonucunda mMiR159’un daha once tanimlanmamis bir etkisini ortaya
cikarmiglardir (Tao Xue ve ark., 2017).

Tuz stresinin bitkide transkripsiyon ve post-transkripsiyon seviyelerinde
gen ifadelerinde degisim olusturdugu ortaya konulmustur. Arabidopsis’te bZIP,
MYB, NAC, ERF/AP2 ve WRKY gibi transkripsiyon faktorlerinin tuz stresine
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maruz kalmig bitkilerde gen ekspresyonlarimin diizenlenmesinde rol aldigi
belirtilmistir. Transkripsiyon seviyesinde gen ifadesine etki eden diger unsurun
da epigenetik modifikasyonlarin oldugu belirtilmistir. Tuz stresinde post-
transkripsiyon seviyesinde gen anlatiminin degisimine etki eden unsurlar ise
RNAIi molekiilleri, alternatif splicing ve genom diizenleme (genome editing)

oldugu asagidaki Sekil 13’ te 6zetlenmistir (Singh ve Roychoudhury 2021).

WX

‘ Transkripsiyon faktorleri (6r., bZIP, MYB, NAC, ERF/AP2 ve WRKY) ‘

Transkripsiyon faktorlerinin Epigenetik
asagl yada yukari ifade edilmesi modifikasyon

Transkripsiyon faktorlerinin aktiflesmesi

Transkripsiyonel
Diizenleme

Transkripsiyon

Trasnkripsiyon faktorlerinin pre-mRNA’s:

miRNA bazl Alternatif Genom
susturma ekleme diizenleme

Trasnkripsiyon faktérlerinin mRNA'si

Post-transkripsiyonel
Diizenleme

Tuz stresine duyarli genlerin ekspresyonunun azalmasi

Sekil 13. Bitkilerde tuz toleransinin transkripsiyonel ve transkripsiyon sonrasi
diizenlemesini gosteren model (Singh ve Roychoudhury 2021).

Transkripsiyon faktorleri ya epigenetik olarak modifiye edilir ya da tuz
stresinin algilanmasi iizerine ekspresyon seviyeleri yukari veya asagi regiile
edilir.  Transkripsiyon faktorlerinin  pre-mRNA'sinin  sentezini  takiben,
transkripsiyon faktorlerinin olgun mRNA'sin1 elde etmek i¢in miRNA temelli
susturma, alternatif splicing veya genom diizenleme gibi farkli mekanizmalar
yoluyla transkripsiyon sonrasi diizenlemeye tabi tutulurlar ve bu da tuz stresine
duyarli genlerin ekspresyonunun azalmasina neden olmaktadir (Singh ve

Roychoudhury 2021).

2.5.2 miR169

Nuklear Transkripsiyon faktorii (NF) bitkiler tizerinde, yaprak gelisimi,

kuraklik direnci ve tuz stresine olusturulan direncin diizenlenmesi gibi oldukga
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onemli rollere sahiptir. Niiklear transkripsiyon faktor Y kopleksi (NF-Y), heme
aktivator protein (HAP) yada CCAAT baglama kutusu (CBF) olarak da
bilinmektedir (Pereira ve ark., 2018). CCAAT okaryotik promoterlerdeki en
yaygin unsurlardan biridir. Tim Okaryotik genlerin % 30'unda bulunur ve
transkripsiyon baslangi¢ bolgesinin (TSS) 80 ila 100 baz ¢ifti (bp) yukarisinda
bulunmaktadir. NF-Y ti¢ alt birim i¢erir. Bunlar; NF-YA, NF-YB, ve NF-YC’
dir. Timii DNA baglanmasi igin gereklidir. Arabidopsis'te, NF-Y A alt birimini
kodlayan 10 gen, NF-YB alt birimi i¢in 10 gen ve NF-YC alt birimi i¢in 9 gen
varken celtik bitkisinde 10 gen NF-YA, 11 gen NF-YB, 7 gen NF-YC
kodlamaktadir. Bitki NF-Y genlerinin tiimii, DNA baglanmasi ve protein-protein
etkilesimlerinden sorumlu olan evrimsel olarak korunmus bir alan igerirken
amino asit sekansinda ¢esitli korunmamis bolgeler icermektedir (Zhao ve ark.,
2009).

NF-YA genleri Arabidopsis’te gametogenez, embriyogenez, tohum ve
ciceklenme gelisiminde gorev alirken, NF-YB; embriyogenez, tohum ve nodiil
gelisimi, ¢iceklenme zamani, kloroplast biyogenezi, hiicre cogalmasi,
endosperm gelisimi, kok uzamasi, fotosentezden gorev alir. NF-YC ise
ciceklenme zamaninin kontrolii, nodiil kontrolii ve kok gelisiminden sorumludur
(Pereira ve ark., 2018).

NF’ler ABA yolag: ile miR169 ailelerinin hedefi olarak biyotik ve
abiyotik strese karsi bitki direncini diizenlerler. Bitkiler {izerinde miR169 ile
yapilmis olan ¢ok farkli caligmalar bulunmaktadir. miR169c¢'nin domateste asir1
ekspresyonu, Coklu Ilaca Direngli protein-1'in (Multi-Drug Resistant protein-1)
post-transkripsiyonel olarak diizenlenmesi yoluyla stomatal a¢iklig1 diizenledigi
ve dehidrasyon toleransi sagladigi bulunmustur.

Arabidopsis'te miR169'un asir1 ifadesi, strese yanit olarak erken
cigeklenme olusturmus ve AtNF-YA2 transkripsiyon faktoriinii baskilayarak
kok yapisinin diizenlendigi ortaya konulmustur. EK olarak, miR169a ve
miR169i'nin Arabidopsis'te NF-YAS5 gen bolgesini hedefleyerek kuraklik
stresine  tolerans1  diizenledigi  bildirilmistir. Osa-miR169g ve osa-
miR169n/0’nun yiiksek tuzlulukta ekspresyon seviyesinin arttig1 elde edilmis ve
yiiksek tuzluluk stresine yanit olarak NF-YAS8'i parcaladigi bulunmustur.
miR169a'nin asir1 ekspresyonu, farkli Magnaporthe oryzae suslarinda asiri

duyarhilik ile sonu¢lanmigtir. miR1690'nun asir1 ifadesi ¢eltikte bakteriyel
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yikima duyarlilik olustururken, domateste miR169 gri kiiflere karsi direnci
artirdig1 bulunmustur (Rao ve ark., 2020).

Oryza sativa bitkilerinde tuzluluk stresi altinda NF-YA transkripsiyon
faktorlerinin etkileri incelendiginde miR169g ve miR169n' nin geltikte tuzluluga
duyarli miRNA'lar oldugu belirlenmistir. Absisik aside duyarli element (Cis-
acting abscisic acid responsive element, ABRE)’nin varligt miR169n' nin up-
stream bolgesinde bulunmustur. Bundan dolayr miR169n' nin ABA tarafindan
diizenlenebilecegini ileri siirmiislerdir. Zhao daha 6nce yapmis olduklar1 benzer
calismalarda miR169g'min dehidrasyona duyarli bir element (DRE) araciligiyla
kurakliktan kaynaklanan ozmotik stres tarafindan indiiklendigini bulduklarini
One stirmiislerdir. Bu nedenle, yapmis olduklar1 ¢alismada miR169 ailesinin
kurakliga ve tuz stresine hem benzer hem de farkli tepkiler gosterdigini
savunmuslardir (Zhao ve ark., 2009).

Yan Li ve arkadaslar1 patlama mantari Magnaporthe oryzae’ya maruz
kalan ¢eltik bitkisinde miR169’un bitki koruma mekanizmalar tizerinde nasil
etkileri oldugunu arastirmislardir. Agrobacterium tumefaciens (GV3101 susu)
aracili transformasyon yoluyla p35S:MIM169a bitkilere transfekte edilerek
transgenik bitki elde edilmistir. Kontrol ve transgenik bitkiler Magnaporthe
oryzae maruz birakildiktan sonra miR169 seviyelerindeki degisimler
incelenmigtir. Sonug¢ olarak miR169’un patlama mantarina karsi celtik
bitkilerinde bitki koruma mekanizmalar1 {izerinde negatif diizenleyici oldugu
bulunmustur. miR169a'nin asir1 ifade edilmesi, hedef genlerinin baskilanmasina
ve M. oryzae'ye duyarliligin artmasina yol agmustir (Yan Li ve ark., 2017).

Arabidopsis’te  kuraklik  stresine  karst mirl69  ekspresyonu
incelendiginde; mirl69 susturulmus olan bitkilerde dogrudan NFYA5 genine
etki ettigi i¢in nfya5 protein ekspresyonu inhibe edilmis bunun sonucunda
bitkilerin kurakliga kars1 hassasiyetlerinin arttig1 tespit edilmistir. NFY A5 asir1
eksprese edilen bitkiler kurakliga daha duyarli hale geldikleri tespit edilmistir
(Li ve ark., 2008).

Soya fasulyesi ve misirlarda tuzluluk, kuraklik ve soguk stresi altinda
miR169 ekspresyonundaki degisimler gézlemlendiginde Yun Xu ve arkadaglar
soya fasulyesinde tuz stresi altinda yetisen bitkilerde 6zellikle en fazla artisin
miR169d’de oldugunu gdzlemlemistir. Bunu takiben tuz stresi altinda en fazla

artis gosterenler sirast ile miR169k/l, miR169n, miR169¢ ve miR1691’dir. Misir
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bitkisinde ise miR169c ve miR169m/n/q tuz stresinde artis gostermistir. Genel
olarak 3 stres kosullarinda da miR169 ekspresyonunda artis gdzlemlenmistir.
Ayn1 c¢alismada transgenik Arabidopsis’lerde ¢igceklenme zamanlar1i da
karsilastirilmistir. Transgenik bitkilerde ¢igeklenmenin tesvik edildigi ancak bu
erken ¢igeklenmenin fotoperiyottan etkilenmedigi gozlemlenmistir (Xu ve ark.,
2014).

Zhao ve arkadaslar ¢eltik bitkisini 150 mM NaCl konsantrasyonunda O,
0.5, 2, 6, 24 ve 48 saat yetistirdikten sonra miR169’un etkilerini incelemislerdir.
mMiR169’un genis bir aileye sahip oldugunu ve 17 bilinen alt iiyesinin oldugunu
belirtmislerdir. Calismada, miR169g ile birlikte miR169n ve miR1690'nun
yiiksek tuzlulukla indiiklendigi bulunmustur. miR169n ve miR1690, bir miRNA
gen kiimesinde konumlandirildiginda yukar1 akis bdlgesinde sirasiyla
dehidrasyona duyarli element (DRE) ve ABRE cis-hareket elementleri oldugunu
ve NF-YA transkripsiyon faktoriiniin, tuzla indiiklenebilir miR169 iiyelerinin
hedef geni oldugunu gostermislerdir. Yapilan ¢alismalar1 Arabidopsis miR169
ile karsilastirdiklarinda ath-miR169’un da yiiksek tuzda indiiklendigi
bulunmustur (Zhao ve ark., 2009).

Oryza sativa Nipponbare’de nitrojen (N) acgligi altinda kiiciik RNA
molekiilleri, mRNA ve IncRNA’lar RNASeq ile ortaya ¢ikarilarak stres altindaki
degisimleri incelendiginde kiiciik RNA-Seq verilerinin analizi, N acliga duyarh
miRNA'lar1 ve miR169 aile iiyelerinin gen ifadelerinin azaldigini belirlemigler
ve RNA-Seq ile gRT-PCR calismalar1 yapilarak NF-YA'nin baskilanmasina
neden oldugunu vurgulamiglardir. Calismada bitkinin kok ve siirgiinleri tizerine
analizler yapilmis ve miR169’un ekspresyonu koklerde stres arttikca azalig
gosterirken, siirgiinlerde stresle dogru orantili miR169’un ekspresyonunda artig
gbzlemlenmistir (Shin ve ark., 2018).

Kushawaha ve arkadagslar1 celtikte yiiksek sicaklik ve farkli 151k kosullar
altindaki strese bagli olarak miR169 ekspresyonundaki degisimi incelemislerdir.
MiR169’un c¢eltik miRNA’lar1 arasinda en fazla korunmus miRNA ailesi
oldugunu ve c¢esitli abiyotik stres altinda farkli etkiler gosterdigini
belirtmiglerdir. Calismadan elde edilen verilere gore miR169’un NF-Y
transkripsiyon seviyelerini negatif diizenledigini ve bunun sonucunda bitkinin

primer kok gelisimi, tohum gelisimi, ¢igeklenme, gametogenez, ABA sinyal
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yolag1 ve 1s1ya, kurakliga, 151k stresine gelistirilen cevaplarin diizenlenmesinin
etkilendigini belirtmislerdir (Kushawaha ve ark., 2019).

Stres kosullar1 altinda miRNA profillerinin bitkilerdeki gigeklenme etkisi
lizerine yapilmis olan bir ¢alismada miR169’un soguk, kuraklik ve tuz stresi
altinda artan ekspresyon seviyesinin erken donemde ¢igeklenme olusumunu
tetikledigi one siiriilmektedir. miR169’un hedef aldig1 transkripsiyon faktorii
NF-Y2 normalde ¢igeklenme lokusu C’yi (FLC) aktiflestirerek, ¢i¢ceklenmeyi
geciktirmektedir ancak miR169 ekspresyonu arttiginda NF-Y?2 bozulur ve erken

donemde ¢igeklenen fenotipler ortaya ¢ikmaktadir (Kazan ve Lyons, 2015).

253 miR393

miR393; transport inhibitor yanit 1 (TIR1) ve oksin sinyal F-BOX (AFB)
proteinlerini dogrudan hedef alan kii¢iik RNA molekiiliidiir. Bitkilerde kok
gelisiminin diizenlenmesinde gorev alan bu proteinler stres altinda miR393
ekspresyonundaki degisime bagli olarak kok gelisiminin diizenlenmesini
degistirirler.
Sekil 14’ te miR393’iin stres altinda bitkide hangi yolaklara etki ederek kok

gelisimini nasil etkikedigi agiklanmistir.
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Kok gelisiminin engellenmesi

Sekil 14. mir393’iin arpa bitkisinde kok gelisimi iizerine etkisi (Bai ve ark., 2016’den
diizenlenmistir).

Yucca geni (YUC); tasima inhibitoril yanit proteini 1 (TIR1), oksin-sinyal F-box protein

(AFB), Oksin (AUX); Indol asetik asit (IAA); Oksin cevap faktdrii (ARF), oksin cevap genleri
(SAUR ve GH3).

miR393 ekspresyonu, hedef genleri TIR1 / AFB'nin ekspresyonunu
yiikselten ve kok apeksinde (AUX / IAA gibi okSine duyarli genlerin
ifadesindeki artis ile karakterize edilen) oksin sinyallemesini uyaran stres
tarafindan gen ifadesi azalir. SAUR, GH3 ve ARF, boylece kok uzamasinin
engellenmesine yol agar (Bai ve ark., 2016).

Iglesias  ve arkadaslari, NaCl stresinin, at-miR393a'nin
transkripsiyonunu artirarak miR393 ekspresyonunu indiikledigini ve TIR1 ile
AFB2 reseptorlerinin seviyelerinde azalmaya yol actigin1 géstermislerdir. Sonug
olarak, NaCl etkisi altinda Aux / IAA baskilayicilarinin stabilizasyonunu

tetikleyerek oksin sinyallemesinin azalmasina yol agmis ayrica, miR393'in
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tuzluluk sirasinda lateral kok (LR) baslangicinin, ortaya ¢ikmasinin ve
uzamasinin baskilanmasina neden oldugu belirtilmistir. miR393ab mutant
bitkileri, tuzluluk sirasinda kontrol bitkilerle karsilastirildiginda LR'lerde yiiksek
seviyelerde reaktif oksijen tiirleri (ROS) ve azaltilmig askorbat peroksidaz
(APX) enzimatik aktiviteye sahip oldugu bulunmustur. Bu nedenle TIR1 ve
AFB2 reseptorlerinin miR393 regiilasyonu, Arabidopsis'te tuzluluga alisma
sirasinda doku ve zamana 6zgii biiylime yanitlarini ve toleransi koordine etmek
icin oksin sinyallemesi ve spesifik redoks iligkili bilesenler arasinda kritik bir
kontrol noktasi olabilecegi vurgulanmistir (Iglesias ve ark., 2014).

Arabidopsis ile yapilmis olan farkli bir ¢alismada Chen ve arkadaslari
pmiR393a, pmiR393b ve TIR1 ile transgenik hale getirilen hatlarda ve kontrol
orneklerinde 200mM NaCl stresi altinda miR393’ilin etkilerine gosterdigini,
miR393 ve hedef TIR 1'in tuz stresi yanitlarinda yer aldigini ve hem miR393 hem
de hedef TIR1'in NaCl muamelesinden sonra ekspresyon seviyelerindeki artisi
Gergek Zamanli Polimeraz Zincir Reaksiyonu (Real-Time Polymerase Cycle
Reaction (QPCR)) ile gostermislerdir (Chen ve ark., 2014).

C kinaz 1°1 aktive eden protein yapi reseptorii (Scaffold protein Receptor
for Activated C Kinase 1) (RACKI1) bitki stres hormonlari ile ABA yolagiin
negatif diizenleyicisi iken oksin yolagimin pozitif diizenleyicisi olarak gorev
yapmaktadir. RACK1’in Homo sapiens, C.elegans, Arabidopsis gibi pek ¢ok
organizmada miRNA biyogenezi ile iligkili oldugu tanimlanmistir. RACK1
proteini; sinyal transdiiksiyonu, transkripsiyon diizenlenmesi, biiylime
hormonlari, kuraklik ve tuzluluk, stres kondisyonlarinin kontrol edilmesi,
immunite ve yaslanma gibi ¢esitli sinyal yolaklarini etkilemektedir.

Gao ve arkadaslar1 150 mM ve 75mM NacCl stresi altinda yetistirilmis
olan Oryza sativa ve A.tumafaciens araciligi ile Nicotiana benthamiana
bitkilerine o0sa-miR393 transfekte edilerek elde ettikleri mutant bitkilerde
miR393 ekspresyon seviyelerini incelenmiglerdir. Sonug olarak; tuz stresi
arttikga celtik bitkilerinin kdk uzunluklar1 ve bitki boylar1 kisalmistir. miR393
ekspresyon seviyesindeki artis bitkide stres altinda negatif etki gosterdigi
belirtilmistir. Celtik ve Arabidopsis'te 0sa-miR393 asir1 ifade edildiginde,
transgenik bitkiler tuzluluk ve alkali strese karsi artan bir hassasiyet gostermis
bu sonuglara gore osa-miR393'i bitkide tuz stres tepkilerinin negatif

diizenleyicisi olarak tanimlamiglardir (Gao ve ark., 2011).
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Farkli gevresel stres kosullar1 altinda Oryza sativa ile yapilmis olan
calismada yanal koklerin gelisimi iizerine etkili olan miR390 ve miR393’iin
rolleri incelenmistir. Bunun igin kuraklik, tuzluluk, ultra viyole 1sinlar1 (UV),
patojen, yiiksek metal stresi altinda yetistirilen bitkilerden elde edilen miR390
ve mMiR393 gPCR ornekleri vektore aktarilarak transgenik bitki eldesinde
kullanilmistir. Sonug olarak miR390 eksprese eden bitkide yanal koéklerin
olusumunda olumlu bir etki olusurken, miR393 eksprese eden bitkilerde
miR393’lin hedef aldigi OsTIR1 ekspresyonu azalarak yanal kok olusumu
negatif etkilendigi gézlemlenmistir (Yuzhu Lu ve ark., 2018).

Junming Zhao ve arkadaslar1 Oryza sativa ile yapmis olduklari bir
calismada osa-miR393 ile transgenik hale getirilen bitkilerde tuzluluk kuraklik
ve sicaklik altinda bitki fizyolojisindeki degisimleri incelediklerinde kontrol
orneklerine gore elde ettikleri transgenik bitkilerde (miR393 ekspresyon seviyesi
fazla olan bitkiler) kok gelisimleri oldukca fazla olup, yaprak gelisimleri de
transgenik bitkilerde daha uzun bulunmustur. Kontrollere kiyasla Na* ve K*
aliminda transgenik bitkilerin nasil performans gosterdigini aragtirmak igin,
normal kosullar altinda ve 200 mM NaCl uygulanmis bitkilerde kdk ve
stirgiinlerin Na* ve K* igerikleri olgiilmiistiir. Bu deney sonucunda ilging olarak
mutant bitkilerde kontrol bitkilerine gére hem normal hem de 200 mM NacCl
konsantrasyonu altinda kok ve siirgiinlerde daha fazla K* birikimi bulunmustur.
Transgenik celtiklerde asirt miR393 ekspresyonu, hedeflerinin, OsTIR1 ve
OsAFB2'nin transkripsiyonunun azalmasina neden olmus ancak IAA igerigini
degistirmemistir, bu da oksin sinyaline hiposensitivite yoluyla kontrol tip
orneklerinden daha fazla kok siirgiinii olusturmasina yol agmustir. ilging olarak;
sadece ¢ok yiiksek pre-OsamiR393a ekspresyon seviyelerine sahip transgenik
soylarin kontrol bitkilere gore ciice fenotip ile sonu¢ verdigi bulunmustur. pre-
OsamiR393a'nin diisiik ekspresyon seviyeleri, kontrol 6rneklerinden daha az ve
daha uzun kok siirgiinii sergilemistir. miR393'in doz etkisinin, hedef gen
ekspresyonunu diizenlemede hassas ve ilging bir rol oynayabilecegini ve
bdylece, konsantrasyonlaria bagli olarak bitki hormonlarinin ortaya ¢ikardigi
etkilere benzer bir sekilde genel fenotipi etkileyebilecegini belirtmislerdir
(Junming Zhao ve ark., 2019).

Xia ve arkadaslar1 tuz stresi altinda Oryza sativa’daki miR393

ekspresyonundaki degisimi incelemislerdir. Yaptiklar1 c¢aligmada, iki celtik
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oksin reseptor geni OsTIRI ve OsAFB2’nin OsmiR393 tarafindan
hedeflendigini gostermislerdir. OsmiR393'i asir1  eksprese eden ¢eltik
bitkilerinde iki yeni fenotip ile karsilasmiglardir. Bu fenotipler normale gore
daha fazla siirgiin olusturmus ve erken ¢igeklenme sergilemislerdir. Daha
onceden gozlemledikleri miR393’iin asir1 ifadesinde olusan iki fenotip de tuz ve
kuraklik toleransinin azalmasi ve oksin'e asir1 duyarlilik ile sonu¢ vermistir.
OsmiR393 asin1 ifade eden celtik, sentetik oksin uygulamasina asir1 duyarlilik
gostermistir. Bu duyarliligin sebebi su sekilde agiklanmistir; OsmiR393' agirt
eksprese eden geltiklerde, OSTIR1 ve OSAFB2 ekspresyon seviyesi azalmasina
bagli olarak oksin sinyaline karsi asir1 duyarlilik olugsmaktadir (Xia ve ark.,
2012).

254 miR398

Bitkilerde miR-398, bakir (Cu)/¢inko (Zn) tamamlayici cinsiyet
belirleme genleri (CSD1 ve CSD2) hedef almaktadir. CSD1 ve CSD2 Cu/Zn
igeren SOD enzimleridir ve sirasiyla sitoplazma, kloroplast ve peroksizomlarda
bulunur. SOD'lar1 kodlayan farkli genlerin ifadeleri farkli sekilde
diizenlenmektedir. A. thaliana'da ve ¢eltikte tanimlanan miR398; Cu/Zn-SOD'u
kodlayan iki hedef gen CSD1 ve CSD2 transkriptlerinin boliinmesine aracilik
ederek hem abiyotik hem de biyotik streslere yanit olarak anahtar roller oynadigi
belgelenmistir (Leng ve ark., 2017). CSD1 ve CSD2, ozon, Ultraviyole 1gnlar1 B
(UV-B) ve yiiksek 151k seviyeleri gibi ROS birikimini tetikleyen streslere yanit
olarak gen ifadesi artmaktadir (Lu ve ark., 2011). Sekil 15’te miR398’in normal

kosullar altinda ve oksidatif streste nasil etki gosterdigi goriilmektedir.
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Normal

Oksidatif
Kosullar
M Stres
miR398 ifadesinin miR398 ifadesinin
artmasi azalmasi

ranskriptlerin
Birikimi
Jl .
- ROS Detoksifikasyonu
ROS dengesinin
surdurulmesi

Sekil 15. miR398’in bitkilerde normal ve oksidatif stres altindaki etkileri (Bej ve Basak,
2014).

Stres Direnci

CSD1: Siiper Oksit Dismutaz enzimleri CSD2: Siiper Oksit Dismutaz enzimleri ROS: Reaktif
Oksijen Tiirevleri.

Sekil 15°te goriildiigii gibi normal kosullar altinda miR398’in ekspresyon
seviyesi yiiksek iken CSD1 ve CSD2’yi baskilayarak ROS dengesinin
stirdiiriilmesi saglanirken oksidatif stres altinda miR398’in ekspresyon seviyesi
negatif etkilenir ve bunun sonucunda transkriptlerin birikimi ile birlikte CSD1
ve CSD2’nin aktiflesmesi saglanir. CSD1 ve CSD2 aktiflestiginde ROS
detoksifikasyonu ile birlikte strese direng olusturuldugu gosterilmistir (Bej ve
Basak, 2014).

Yuzhu ve arkadaslart Oryza sativa’da tuzluluk, kuraklik, CuSO4 stresi
altinda miR398, CSD1 ve CSD2 ekspresyonlarini incelemislerdir. 400 mM NaCl
4, 8, 16, 24, 48, 72 ve 96 saat bitkilere uygulanmis, sonugta Os-miR398
ekspresyon seviyeleri 16. saatten sonra diisiis gostermistir. Buna bagli olarak
OsCSD1 ve OsCSD2 ekspresyon seviyeleri artis gostermistir (Lu ve ark., 2011).

Bej ve Basak Oryza sativa iizerine yapmis olduklar1 arastirmada tuz
stresi altinda etkisini gosteren miRNA’lar1 belirlemis ve tuz stresi altinda ¢eltik
bitkisinde sadece miR398b’nin ifadesinin azaldigini tespit etmislerdir (Bej ve
Basak, 2014).
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Yong He ve arkadaslar1 domates bitkisinde 100 mM NaCl stresi altinda
yetistirdikleri kontrol ve transgenik bitkiler arasinda miR398’in ekspresyon
seviyelerindeki degisimleri, miR398’in hedef aldig1 proteinlerdeki degisimler ile
bitkideki CAT, GR, SOD, APX, glukoz oksidaz (GOD) ve GDHAR enzim
aktivitelerini incelemislerdir. Sonu¢ olarak tuz stresi altinda miR398b
ekspresyon seviyesi diisiis gostermistir. miR398b ekspresyon seviyesi yiiksek
oldugunda bitkideki CSD1 gen ekspresyon seviyesi azaldigimi ve SOD
aktivitesinin distiigiini vurgulamiglardir. Ek olarak miR398b’nin APX, CAT ve
GSH aktivitesini diistirdiigii ve uzun vadede H2O; birikmesine yol agtigi
bulunmustur. miR398b'nin asir1 ifadesi oksidatif hasar1 da arttirmastir.
miR398b'in asir1 ifadesi, uzun siireli tuz stresinde fotoinhibisyonu indiiklemis
ve fotosentezi azaltmigtir. Oksidatif stres ve fotoinhibisyonun bir sonucu olarak
miR398b'nin asir1 ekspresyonu, domatesin toprak tuzluluguna duyarliligini
arttirmistir (Yong He ve ark., 2020).

Sunkar ve arkadaslar1 Arabidopsis’te oksidatif stres altinda miR398’in
roliinii incelemiglerdir. MiR398 ekspresyonunun oksidatif stres tarafindan
transkripsiyonel olarak ifadesinin diistiigiinii bunun sonucunda CSD1, CSD2
birikimi ve oksidatif stres toleransi igin 6nemli oldugunu gostermislerdir. Elde
ettikleri sonuglarda, CSD2'nin miR398'e direngli bir formunu asir1 eksprese eden
transgenik Arabidopsis thaliana bitkilerinin, normal bir CSD2'yi asir1 eksprese
eden bitkilerden daha fazla CSD2 biriktirdigini ve dolayisiyla agir metallere ve
diger oksidatif streslere ¢ok daha toleransli olduklarini gostermislerdir (Sunkar
ve ark., 2006).

Is1 strest, bitki biiylimesini, gelisimini ve liretkenligini sinirlayan 6nemli
bir faktordiir; bu nedenle bitkiler, yiliksek sicaklik stresiyle basa ¢ikmak icin 6zel
uyarlanabilir mekanizmalar gelistirmislerdir. Kodlama yapmayan RNA'lar
(ncRNA), bir¢ok biyolojik siiregte Onemli rol oynayan diizenleyici RNA
siiflaridir. Genom ¢apinda transkriptomik analizler ile ¢ok fazla ncRNA'larin
181 stresi altinda ifade edildigi ortaya ¢ikarilmistir. Jianguo Zhao ve arkadaslar
1s1 stresi ile ilgili artan sayida diizenleyici miRNA, siRNA ve uzun kodlama
yapmayan RNA (IncRNA) gibi ncRNA’larin ekspresyonlarindaki degisimleri
belirtmislerdir. Bu inceleme sonucunda, bitkilerdeki o6zellikle miRNA'lar,
Kiigiik enterferans yapan RNA (siRNA'lar) ve bunlarin hedeflerindeki 1s1 stresi
yanitlarinda ncRNA'larin roliine deginmislerdir. miR398-CSD / CCS-HSF,
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miR396-WRKY®6, miR159-GAMYB ve TAS1-HTT-HSF yollar1 bitki 1s1
toleransinin diizenledigini ortaya ¢ikartmislardir. Arastirma sonucu miR398’in
1s1 stresi altinda Oryza sativa ‘'da ekspresyonunun diistiigii belirtilmistir (Jianguo
Zhao ve ark., 2016).

255 miR820

miR820, embriyonik dokularda tanimlanan geng, celtik bitkisine 6zgii bir
miRNA ailesi olarak ifade edilmektedir. miR820’nin sinif II transpoze edilebilir
bir element olan CACTA familyasi transpozonlarindan tiiretildigi
diisiiniilmektedir (Nosaka ve ark. 2012). miR820 ailesinin genleri iki farkli
kiigiik RNA’dan olugsmaktadir. Bunlardan 21-22 nt uzunlugundaki miRNA'lar
DCL-1’1, 24-nt uzunlugundaki miRNA'lar DCL-3’{i hedef almaktadir. 21-22 nt
uzunlugundaki miR820, CACTA lokusunun promoterinin metilasyonunu
onleyerek celtik genomunda OsDRM2'yi (DNA metil transferaz) negatif olarak
diizenlemektedir. 24-nt uzunlugundaki miR820, OsSDRM2'nin ve ayrica kendi
lokusunun RNA aracili epigenetik modifikasyonlarini indiikleyerek hareket
etmektedir (Nosaka ve ark. 2013).

Sekil 16’da miR820’nin islevi anlatilmaktadir. Asagidaki Sekil 16°da
gosterildigi gibi miR820°nin DNA metilasyonunu tetikleyerek OsDRM2 {izerine
nasil etkide bulundugu sekilde agiklanmaktadir.

miR820in hareketi igin pri-miR820 transkriptleri esas olarak
kromozom 7 iizerindeki MIR820b lokusundan kopyalanmaktadir. pri-
miR820b'den islenen miR820b, MiR820 genomik bolgesinde (cis olarak) CH>
DNA metilasyonunu indiiklemektedir. Bunun sonucunda, bu lokustan miR820
transkripsiyonu ger¢eklesir. miR820b ayrica hem OsDRM2 genomik bdlgesinde
(trans olarak) DNA metilasyonunu indiikler boylelikle hedef gen bdolgesi
parcalanir, hem de miR820b mRNA parcalanmasina neden olarak yine hedef
gen bolgesinin pargalanmasina sebep olur. Bu nedenle miR820'nin cis ve trans
olmak {izere diizenlenen iki islevi oldugu yapilan arastirmalar sonucunda ortaya
cikarilmigtir (Nosaka ve ark., 2013).

Yapilan bazi ¢alismalar, tuz, kuraklik ve arsenik Stresi gibi abiyotik
stresler altinda miR820in ekspresyon seviyelerinin  diizensizlestigini

belirtmislerdir. Celtik spesifik olarak tanimlanmig olan Osa-miR820’nin
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kuraklik, tuz ve arsenik stresi altinda asagi regiile edildigi gosterilmistir

(Sharma, Phancal ve ark., 2015).

MIR820 CACTA Ch 7 (MIR820b)

OsDRM?2

I

miR820b

T AAA

Sekil 16. miR820°nin OsDRM iizerindeki etkileri (Nosaka ve ark., 2013).

M; metilasyon, CHH: Metil grubu.

Osa-miR820 bitkide erken gelisim evrelerinde gelisim gosterirken tuz
stresi altinda ekspresyon seviyesinin bozuldugu ortaya konularak, tuza duyarh
ve toleransh tiir olan Pusa Basmati (PB) ve Pokkali (PK) tiirleri {izerinde tuz
stresinde yapilmig olan ¢aligmalarda miR820 ekspresyonlart sirayla; st spiklet
yapilarinda PB’de miR820 seviyesi yiiksek iken tuz varliginda artig gostermis,
PK tiirlerinde ise normal kosullara gore tuz varliginda miR820’de azalis
gozlemlenmistir. Alt spiklet yapilarinda ise bu durum tam tersi sonug vermis, PB
tiirlerinde tuz varliginda normale gére miR820 seviyesinde diisiis, PK tiirlerinde
tuz varliginda normal kosullara gére miR820 seviyelerinde artis gdzlenmistir.
Bu durum yapraklarda incelendiginde PB tiirlerinde normal kosullara gére tuz
stresi altinda yetisen bitkide miR820 seviyesi azalirken, PK tiirlerinde de tuz
stresi altinda normal kosullara gére miR820 seviyesinde azalig goriilmiistiir
ancak normal kosullar altinda PK tiirlerinin yapraklarindaki miR820 ekspresyon
seviyesi PB tiirlerinin yapraklarina gore ¢ok fazla oldugu da ortaya konulmustur.
Sonug¢ olarak bitkinin farkli yapilarinda miR820 seviyelerinin degiskenlik

gosterdigi savunulmustur (Sharma ve ark., 2015).
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Bu tez kapsaminda M-300-5 hatt1 ile Osmancik-97 celtik bitksinde
miR156a, miR159a, miR169b, miR393a, miR398a ve miR820a ekspresyonlari

ele alinarak ve tuz stresi altindaki cevaplar ortaya konulacaktir.
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3 METOT

3.1 Bitkilerin in-vivo Ortamda Yetistirilmesi

Bu calismada kullanilan tohumlar Istanbul Kiiltiir Universitesi Molekiiler
Biyoloji ve Genetik Boliimii Bitki Biyoteknolojisi laboratuvarindan alinmustir.
Bu tohumlar Osmancik-97 celtik ¢esidi ile bu ¢esitten gelistirilen mutant M-300-
5 hattina aittir.

Osmancik-97 celtik ¢esidi ve M-300-5 mutant hattina ait tohumlar Tablo

2’de gosterildigi gibi isimlendirilmistir.

Tablo 2. Osmancik-97 celtik cesidi ve M-300-5 mutant hattina ait tohumlarin
isimlendirilmesi

Cesitler Uygulama Isimlendirme
Osmancik-97 150mM NaCl uygulanmayan Osm-97-0
Osmancik-97 150mM NaCl uygulanan Osm-97-150

M-300-5 150mM NacCl stresi uygulanmayan M-300-5-0

M-300-5 150mM NaCl stresi uygulanan M-300-5-150

Osm-97-0, Osm-97-150, M-300-5-0 ve M-300-5-150 uygulamalarinin
her biri igin 5 adet olmak tizere 4 tekrarl olarak secilen tohumlar plastik bitki
biiylitme kaplarina poli etilen glikol (polyethilen glycol, PEG) igerisine
ekildi. PEG igerisinde tohumlardan elde edilen fideler (¢imlenmenin 7.
giinlinden itibaren) Yoshida besin soliisyonu ile sulandi (Masood ve ark.,
2004). 14 giinlik ¢eltik fidelerinin tuz stresine karst verdikleri cevabi
belirlemek amaciyla 150 mM NaCl kullanildi. 7 giin boyunca tuz stresine
maruz birakilan fideler hasat edildi. Hasat edilen bitkiler agagida Sekil 17 ve
Sekil 17’ de goriilmektedir.
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Sekil 17. Osmancik-97 bitkisine ait kontrol ve 150mM NacCl stres uygulamasinda yetisen
celtik bitkileri.

Sekil 18. M-300-5 mutant hattina ait kontrol ve 150mM NaCl stres uygulamasinda
yetisen celtik bitkileri.

3.2 RNA izolasyonu

Hasad1 yapilan bitkilerin yapraklarindan, bekletilmeden, ayni giin igerisinde
mirVana™ miRNA izolasyon Kiti kullanilarak total RNA izolasyonu yapildi.
Total RNA izolasyonu igin 0.1g tartilan bitki yapraklari sivi azot ile birlikte
onceden steril edilmis olan havan igerisinde ezilerek igerisine Lysis Binding

solusyonundan 1mL eklendi. Ardindan elde edilen homojenizatin 1/10
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haciminde Additive solusyonu eklenerek 10 dakika buz igerisinde inkiibe edildi.
10 dakika sonrasinda buzdan alinan 6rneklere homojenizat ile 1:1 oranda Acid-
phenol:chloroform eklendi ve 5 dk. 10.000 RCF’de santrifiij edildi. Santrifiij
sonrasinda tist faz dikkatli bir sekilde yeni bir tiip igerisine alindi. Elde edilen tist
faz hacminin 1/3 oraninda Onceden hazirlanmis olan %100 ethanol eklendi.
Filter cartidge ve collection tiipler hazirlanarak elde edilen homojenizat ortalama
600-700uL filter cartidge igerisine eklendi ve 15 saniye 10.000 RCF’de santrifiij
edilerek alt faz yeni bir tiibe alindi, ardindan bu islem 2 defa tekrar edilerek
toplanan alt faz yeni bir cartidge filter igerisine alind1 ve tizerine 2/3 hacminde
%100 ethanol eklenerek 15 sn. 10.000 RCF’de santrifiij edildi.
Filtre kit icerisinden ¢ikan Wash Solution 1 ile 700uL eklenerek 15 sn. 10.000
RCF’de santrifiij edildi ve 1. yikama islemi gerceklestirildi. Ardindan Wash
Solution 2/3 ile 500uL eklenerek 15 saniye 10.000 RCF’de santrifiij edip 2.
yikama iglemi tamamlandi. Ardindan 6nceden 95 dereceye getirilmis olan
Elution Solution’dan her 6rnek basina 30-40 pL eklenerek 20-30 sn. spin edildi
ve total RNA ornekleri fitreden collection tiip igerisinde toplandi.

Total RNA izolasyonu gergeklestirildikten sonra elde edilen RNA’larin
konsantrasyon ve saflik tayini Nanodrop Implen NP80 cihazinda 6lgiildi (Yang,
ve ark., 2009).

3.3 cDNA Sentezi

Total RNA o6rnekleri ile 2 farkli cDNA sentezi yapilmistir.

3.3.1 miRNA ¢alismasi icin cDNA sentezi

TagMan™ MicroRNA Reverse Transcription (RT) Kit prosediiriine
uygun olarak cDNA eldesi saglandi. cDNA sentezi i¢in reaksiyon karigimi (0.15
puL 100mM dNTPs (with dTTP) + 1puLL MultiScribe™ Reverse Transcriptase, 50
U/uL + 1.50 uL 10X Reverse Transcription Buffer + 0.19 uL RNase Inhibitor,
20 U/uL +4.16 pL Nuclease-free Su) son hacim 7 uL olacak sekilde prosediirde
belirtildigi gibi hazirlandi. Ardindan 5 pL. RNA 6rnekleri eklenerek 3 pL 5X RT
Primer eklendi ve PCR tiipleri PCR cihazina yerlestirildi. Cihaza asagidaki
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Tablo 3’ te belirtilen sicaklik ve siirelerde protokol uyguland: (Beatty ve ark.,

2009).
Tablo 3. miRNA ¢alismasi i¢cin cDNA amplifikasyon koesullar:
islev Sicakhk Dakika
ilk aktivasyon 16°C 30 dk
Ters ¢evrim 42°C 30 dk
Inaktivasyon 85°C 4 dk
Durduma 4°C 0

3.3.2 Gen ekspresyon calismasi icin cDNA sentezi

iScript cDNA isolation kit prosediirine uygun olarak cDNA eldesi
saglandi. cDNA sentezi igin reaksiyon karigimi (4 uL 5X iScript cONA + 1 uL
iScript Reverse Transcriptase + 13 uLL Nuclease-free Su) son hacim 17 pL olacak
sekilde prosediirde belirtildigi gibi hazirlandi. Ardindan 2 pL RNA 6rnekleri
eklenerek Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) tiipleri PCR cihazina yerlestirildi.
Cihaza asagidaki Tablo 4’ te belirtilen sicaklik ve siirelerde protokol uygulandi
(Ibraheem ve ark., 2011).

Tablo 4. cDNA PCR amplifikasyon kosullari

islev Sicakhk Dakika
[lk aktivasyon 25°C 5 dk
Ters ¢evrim 46°C 20 dk
Inaktivasyon 95°C 1dk
Durduma 4°C

3.4 Gradient PCR

miRNA’larin hedef aldiklar1 genlere ait belirlenen primer dizileri asagida
Tablo 5’ te belirtildi. Primer ¢ifleri ile kontrol grubu olan Osm-97-0 cDNA

ornekleri ve negatif kontrol i¢cin Nuclease free water kullanilarak Gradient PCR
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yapildi. Bu ¢alisma i¢in DreamTaq Green PCR Master Mix (2X) kullanildi.
Karisim; 12,5 uLL mix + 8,5 Nuclease free water + 2 uL. cDNA olacak sekilde
hazirlandi, vortexte karistirildi ve 0,2 uL PCR tiiplerine dagitildi. PCR tiiplerine
1 Forward Primeri + 1 uL Reverse primeri eklenerek hazirlanan karisim tekrar

vorteks cihazinda karistirildi.

Tablo 5. miRNA’larin hedef aldiklari genlere ait belirlenen primer dizileri

Primer Mliskili Uriin
ismi Sekans Loc Numarasi miRNA boyutu
OsTIR1 F 5- ‘TCAAGAGTTGCGGGTCTTCC-3’

R 5- ‘CCCCTGCATGACTCCACAAT-3’ LOC_0s05g05800 | mir-393a 270 bp

OsHAP2C | F 5’- GTGATGTCATCCTCCCGAGT-3’
R 5’-ATTCATGGAGGTACGGCTTG-3’ LOC_0s03g07880 | mir-169a 166 bp
OsAFB2 F 5-‘GGACAAAGGCTTGCAAGTGG-3’

R 5-°GGCTTCCCTGGCTCAAGAAT-3’ LOC_0s04932460 | mir-393a 255 bp

GAMYB F 5’- CTGGGGACACTTCACCTCAT -3’
R 5’- ATGATACCGTCGCCAAGAAC - 3° | LOC_0s01959660 | mir-159b 154 bp

DRM2 F 5’-GGTGACGCTTCAGTGGGTAA-3’
R 5°- TACAGGCGCATCGAGACATC-3’ LOC_0s03902010 | mir-820a 155 bp
CSD2 F 5’- GCATGTCAACTGGACCACAC-3’

R 5-AGTAAGGGGGATCTGGCTGT-3’ LOC_0Os079g46990 | mir-398a 152 bp

OsSPL6 F5’- AACCGAGGAGAGCCCATACT-3’
R5’-ATGAGGAGGAGGAGGAGGAG-3’ | LOC_0s08g41940 | mir-156a 244 bp

Tablo kisaltmalari: OsTIRI1; transport inhibitor response 1, OsHAP2C; CCAAT-binding
transcription factor subunit B family protein, expressed (Synonym NF-YA), OsAFB2; F-box
domain ve LRR containing protein, GAMYB; MYB family transcription factor, DRM2: DNA
methyltransferase protein, CSD2; copper/zinc superoxide dismutase 2, OsSPL16; SBP-box gene

family member.

Tiipler Applied Biosystems™ Veriti Thermal Cycler, 96-well cihazina
asagidaki Tablo 6’da belirtilen protokole uygun sekilde konuldu.
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Tablo 6. Gradient PCR protokolii

Adim Sicaklik Zaman Siklus
Baglangig 95°C 1dk 1
Denatiirasyonu
Denatiirasyon 95°C 30sn
Baglanma 55-56-57-58-59-60°C 30sn 30
Uzama 72°C ldk
Son uzama 72°C 5dk 1

Elde edilen PCR sonucundaki en iyi primer baglanma sicakligi agaroz jel

elektroforezinde goriintiilendi.

3.5 Real-Time PCR Analizi

Real Time PCR ¢aligmasinda miRNA ekspresyonlarindaki farklilikar
Tagman probe yontemi kullanilarak belirlendi, miRNA’larin hedef aldiklari
genlerin ekspresyon diizeylerindeki farkliliklar da SYBR Green yontemi
kullanilarak belirlendi (Raghuram ve ark., 2014).

3.5.1 QRT-PZR ile miRNA ifadelerinin Gosterilmesi

miRNA c¢alismas1 igin gerekli PCR reaksiyon karisimi TagMan
microRNA Assay kit prosediiriinde yer aldig1 gibi hazirlandi. Karigim igerisinde;
1 pLL TagMan microRNA Assay (20X) primeri + 10 pL. TagMan™ Universal
Master Mix I, with UNG + 8 pL Nuclease-free su, son hacim 19 ul olacak
sekilde hazirlandi. Hazirlanan karisim vorteks ile karistirildi. Sonrasinda karisim
esit bir sekilde 0,1mL’lik 96 kuyucuklu plate igerisine dagitildu.

Uygun kalitede olan cDNA 6rnekleri, tuzlulukla iliskili miRNA analizini

yapmak tizere belirlenmis olan 0sa-miR56a, 0sa-miR159a, osa-miR169b, osa-

52



miR393a, 0sa-miR398a, 0sa-miR820a problar1 TagMan™ MicroRNA Assay
metoduna uygun olarak c¢alisildi. Calismada 18S rRNA kontrol grubu olarak
kullanildi. Elde edilmis olan ¢cDNA ornekleri (10ng konsantrasyona sahip
RNA’dan elde edilmistir) 1 uL hacminde plate igerisine eklendi. Negatif kontrol
olarak belirlenen kuyucuklara nuklease free water eklendi. Plate iizeri seal ile
kapatildi, 750 RCF’de 10 sn karistirilarak ardindan Applied Biosystems™ 7500
Fast Real-Time PCR cihazina asagidaki Tablo 7° de belirtilen kondisyonlarda
yerlestirildi (Beatty, ve ark., 2009).

Tablo 7. gPCR Amplifikasyonu dongii sicaklik, siire ve sayilari

Islev Sicaklik Dakika Siklus sayisi
UNG Aktivasyonu 50°C 2 dk 1
Enzim aktivasyonu 95°C 1dk 1
Denatiirasyon 95°C 15 sn 40
Baglanma ve sonlanma 60°C 60 sn 40

Real time cihazinda, belirlenmis olan tuzlulukla iligkili miRNA ifadeleri,
referans olarak kullanilan Kontrol Osmancik-97 celtik ¢esidi ve bu g¢esitten elde
edilmis olan 150 mM NaCl’ye toleransli olarak belirledigimiz M-300-5

mutantinin miRNA ifadeleri karsilastirilarak analiz edildi.

3.5.2 Hedef Genlerin ifade Analizinin qRT-PZR fle Gésterilmesi

Gen ekspresyon analizi i¢in Power SYBR™ Green PCR Master Mix
protokoliine uygun bir sekilde deney diizenegi olusturuldu. Her primer ¢ifti icin
ayr1 ayri karisim hazirlandi. Bu karisimlar 1,5 mL eppendorf tiipleri igerisine 10
uL 2X Power SYBR™ Green PCR Master Mix + 1 uL Forward Primeri + 1 uL
Reverse Primeri + 7 uL Nuclease Free water olarak hazirland1 ve vortexte
kanigtirilarak 0,1°lik platelere 19 uL olarak dagitildi. Ardindan 1 uL ¢cDNA
ornekleri plate icerisine dagitilarak 750 RCF’de 10 sn karistirilarak ardindan
Applied Biosystems™ 7500 Fast Real-Time PCR cihazina asagidaki Tablo 8’
de belirtilen kosullarda yerlestirildi. Calismada endojen kontrol olarak Ubiquitin
5 primeri kullanild1 (Raghuram ve ark., 2014).
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Tablo 8. gPCR Amplifikasyonu dongii sicaklik, siire ve sayilari

PCR
Adim Enzim Siklus (40)
Aktivasyonu Denatiirasyon Baglanma /Son
uzama
Zaman 10 dk 15sn 60 sn
Sicaklik 95°C 95°C 60 °C

Osm-97-0 orneklerinden asagidaki Tablo 9’ da gosterilen konsantrasyon
degerlerinde seri dilisyon yapilip endojen kontrol UBQS5 (Wang ve ark., 2012)

primerleri ile reaksiyon kurularak standart sapma grafigi ve dogruluk (R?) degeri

belirlenmistir.

Tablo 9. Standart 6rneklerinin konsantrasyon degerleri

Ornek ismi Konsantrasyon ng/uL
Osm-97-0 /Std1 1000.00
Osm-97-0 /Std2 100.00
Osm-97-0 /Std3 10.00
Osm-97-0 /Std4 1.00

Elde edilen verilerin standart sapma grafigi ve dogruluk (R?) degeri asagidaki

Sekil 19° da gosterilmistir.
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Threshold Siklus (Ct)

a1 a2 1 . 1 < 5 I‘l.'; 2 0 h.zl'l .‘VT» 1[1"-.1
Miktar (kopya)

Lagens

M Standart R2:.0.952

Sekil 19. Standart sapma grafigi

Real Time PCR sonuglarindan elde edilen Ct degerleri Sekil 20’ de
belirtilen  Pfaffle  formiilasyonuna  yerlestirilerek miRNA ve gen

ekspresyonlarindaki artis ve azalis miktarlar1 belirlendi.

ACt hedef (kontrol-6rnek)
Hedef )

(Etkinlik

Gen ekspresyon orani =

L. ACt referans (kontrol-érnek)
Etkinlik
Referans

Sekil 20. Hedef gen ifadelerinin kontrol gen ifadesine gore degisimi (Pfaffle, 2001).

55



4 BULGULAR

4.1 Gradient PCR sonugclari

Gradient PCR sonuglarina gore primerler en iyi 60°C’de ¢alismistir. 60
°C’de tiim primerlerle kurulan PCR sonucuna ait bant profilleri asagida Sekil

21’ de gosterilmistir.

Sekil 21. 60 °C kurulan PCR ¢alisma sonucu

Primerlerin  baglanma sicakliklarini  belirlemek i¢in  Osm-97-0
orneklerinden elde edilen c¢cDNA’lar kullanildi. Ornekler %1°lik olarak
hazirlanan agaroz jelde 80V’da 40 dk yiiriitiildiikten sonra Sekil 21° deki

sonuglar elde edilmistir.

4.2 QRT-PZR ile miRNA Ifadelerinin Gosterilmesi

Osm-97-0 ve Osm-97-150 gruplar1 ile M-300-5-0 ve M-300-5-150
hatlarinda belirlenen 18SrRNA, miR156a, miR159a ve miR169b miRNA
gruplarinin ekspresyon seviyelerinden elde edilen amplifikasyon grafikleri
asagidaki Sekil 22, Sekil 23, Sekil 24 ve Sekil 25’ de gosterilmistir.
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18S rRNA ve miR156a Amplification Plot (Rn vs. Cycle) egrileri
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Sekil 23. miR159a ve miR169bAmplification Plot (Rn vs. Cycle) egrileri
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mir-393

Sekil 24. miR393a ve miR398a Amplification Plot (Rn vs. Cycle) egrileri
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Sekil 25. miR820a Amplification Plot (Rn vs. Cycle) egrileri

Calisma sonucunda elde edilen Ct degerleri asagidaki Tablo 10’ da

verilmigtir.

Tablo 10. 18SrRNA, mir-156a, mir-159a ve mir-169b miRNA gruplarindann elde edilen

Ct degerleri
Ornek Hedef Genler
18SrRNA | mir-156a mir-159a mir-169b | mir-393a | mir-398a | mir-820a
Osm-97-0 Ct Ct Ct Ct Ct Ct Ct
9,70 22,42 24,24 28,13 27,09 30,78 31,67
18SrRNA | Mir-156a Mir-159a Mir-169b mir-393a | mir-398a | mir-820a
Osm-97-150 Ct Ct Ct Ct Ct Ct Ct
9,26 20,24 21,63 25,61 25,79 33,71 30,85
18SrRNA | Mir-156a Mir-159a Mir-169b mir-393a | mir-398a | mir-820a
M-300-5-0 Ct Ct Ct Ct Ct Ct Ct
9,63 22,71 20,85 28,15 26,41 30,62 28,75
18SrRNA | Mir-156a Mir-159a Mir-169b mir-393a | mir-398a | mir-820a
M-300-5-150 Ct Ct Ct Ct Ct Ct Ct
9,63 20,00 19,73 23,90 24,45 30,10 27,72

Elde edilen Ct degerlerinde kontrol (housekeeping) gen olarak secilen
18SrRNA diger miRNA bolgelerine goére daha erken pik vermistir. Celtik
tizerine housekeeping genlerin ekspresyon seviyeleri ile ilgili yapilan ¢aligmada
18SrRNA’nin 10-18. siklus araliklarinda pik verdigi belirtilmistir (Xu ve ark.,
2015).
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Tagman probe’lart ile belirlenen miRNA’larin Ct degerleri belirtilen
Pfaff]l formiilasyonuna yerlestirilerek miRNA’larin Osm-97-0, Osm-97-150, M-
300-5-0 ve M-300-5-150 orneklerine ait ekspresyon seviyeleri ile hedef gen
bolgeleri ve hedef gen bolgelerinin bitkideki rolii asagidaki Tablo 11, Tablo 12
ve Tablo 13’ de gosterilmistir.

Tablo 11’ de herhangi bir stres uygulamasi yapilmadiginda normal
kosullarda yetistirilen Osm-97-0 ve M-300-5-0 orneklerinden elde edilen
degerler belirtilmistir.

Tablo 11. Osm-97-0 ve M-300-5-0 bitki gruplar: arasinda belirlenen miRNA ekspresyon
seviyelerindeki farklar ile hedef gen bolgeleri ve hedef gen bolgelerinin bitkideki rolii

Ekspresyon
Hedef gen seviyeleri
miRNA’lar bolgesi Bitkideki rolii M-300-5-0
miR-156a SPL16 Ciceklenme 0.78
miR-159a MYB Giberellin ve anter gelisimi 1.23
Kok gelisimi, tohum gelisimi,
NF-YA ciceklenme, gametogenez, ABA
. o N 0.93
(HAPC2) sinyal yolagi ve abiyotik strese
MiR-169b elistirilen cevaplar
CAAT-BOX gells P
miR-393a AFB2/TIR1 Kok gelisimi 1.48
miR-398a CSD2 SOD aktivitesi 0.98
miR-820a DRM Metilasyon 6.69

Bu degerler arasindaki farkliliklar Sekil 26’ da ortaya konulmustur.
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Osm-97-0 ve M-300-5-0 miRNA ekspresyon degerleri

8,0
7,0
6,0
5,0
4,0
3,0
2,0
‘n. ol n o
1,0
2,0
miR156a miR159a miR169b miR393a miR393a miR820a
B Osm-97-0 miRNA degerleri M M-300-5-0 miRNA degerleri

Sekil 26.0sm-97-0 grubunu ve M-300-5-0 grubundaki miRNA ekspresyon

seviyelerindeki farkhihiklar

Osm-97-0 grubu ile karsilagtirildiginda mutant 300-5 hatlarindaki
miRNA ekspresyonlarindaki degisim miR156a, miR169b ve miR398a igin
strastyla 0.78, 0.93 ve 0.98 oraninda diiserken, miR159a, miR393a ve miR820a
icin sirasiyla 1.23, 1.48 ve 6.69 oraninda artis goriilmiistiir. Ozellikle
miR820a’daki 6.69 katlik artis ile segilen miRNA gruplarinda en fazla artis
gosteren MIRNA olmustur. Bu miRNA’nin hedef geni DRM2 olup hiicrede
transkripsiyon sonrast metilasyonda etkili oldugu bilinmektedir.

Tablo 12°de ortamda 150mM NaCl stresinde Osm-97-150 6rneklerinden

elde edilen veriler verilmistir.
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Tablo 12. Osm-97-0 ve Osm-97-150 bitki gruplar: arasinda belirlenen miRNA ekspresyon
seviyelerindeki farklar ile hedef gen bolgeleri ve hedef gen bélgelerinin bitkideki rolii

Ekspresyon
Hedef gen seviyeleri
miRNA’lar bolgesi Bitkideki rolii Osm-97-150
miR-156a SPL16 Ciceklenme 3.15
miR-159a MYB Giberellin ve anter gelisimi 0.56
NF-YA Kok gelisimi, tohum gelisimi,
(HAPC2) ciceklenme, gametogenez,
CAAT-BOX ABA sinyal yolagi ve abiyotik 3.93
miR-169b strese gelistirilen cevaplar
miR-393a AFB2/TIR1 Kok gelisimi 175
miR-398a CSD2 SOD aktivitesi 0.09
miR-820a DRM Metilasyon 1.27

Bu degerler arasindaki farkliliklar Sekil 27’ de ortaya konulmustur.

0sm-97-0 ve Osm-97-150 miRNA ekspresyon degerleri
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35
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miR156a miR159a miR169b miR393a miR393a miR820a
m Osm-97-0 miRNA degerleri M Osm-97-150 miRNA degerleri
Sekil 27. Osm-97-0 grubunu ve Osm-97-150 grubundaki miRNA ekspresyon

seviyelerindeki farkliliklar

Osm-97-0 grubu ile karsilastirildiginda 150mM NacCl altindaki Osm-97-
150 bitkilerinde miRNA ekspresyonlarindaki degisimleri miR156a, miR169b,
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miR393a ve miR820a ekspresyonu sirasiyla 3.15, 3.93, 1.75 ve 1.25 oraninda
artarken, miR159a ve miR398a ekspresyonu sirasiyla 0.56 ve 0.09 oraninda
diisiis gosterdi. Osmancik-97 celtik cesidi tuz stresi altinda miRNA ekspresyon
degerleri incelendiginde en fazla niiklear transkripsiyon faktoriinii etki eden gen
bolgesi 3.93 oraninda ve ¢igeklenme ile iliskili gen bélgelerinde 3.15 oraninda
bir artis gdzlemlendi.

Tablo 13’ te 150mM NaCl stresinde M-300-5-150 o6rneklerinden elde

edilen veriler gosterilmistir.

Tablo 13. M-300-5-0 ve M-300-5-150 bitki gruplar: arasinda belirlenen miRNA
ekspresyon seviyelerindeki farklar ile hedef gen bolgeleri ve hedef gen bolgelerinin

bitkideki rolii
Ekspresyon
Hedef gen Bitkideki rolii seviyeleri
bolgesi
miRNA’lar M-300-5-150
mirl56a SPL16 Cigeklenme 6.00
miR159a MYB Giberellin ve anter gelisimi 2.10
NF-YA Kok gelisimi, tohum geligimi,
(HAPC?2) cigeklenme, gametogenez, ABA
sinyal yolag1 ve abiyotik strese
CAAT-BOX gelistirilen cevaplar
mirl69b 16.80
mir393a AFB2/TIR1 Kok gelisimi 3.70
mir398a CsD2 SOD aktivitesi 1.40
mirs20a DRM Metilasyon 2.00

Bu degerler arasindaki farkliliklar Sekil 28° de ortaya konulmustur.
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M-300-5-0 ve M-300-5-150 miRNA ekspresyon degerleri
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Sekil 28. M-300-5-0 grubunu ve M-300-5-150 grubundaki miRNA ekspresyon
seviyelerindeki farkhihiklar

M-300-5-0 grubu ile karsilastirildiginda 150mM tuz stresinde M-300-5-
150 orneklerine ait segilen tiim miRNA gruplarinin ekspresyon seviyelerinde
artls gdzlemlenmistir. Ozellikle transkripsiyon faktoriine etki eden miR169b,
ciceklenme {lizerine etki eden miR156a ve kok gelisimi tizerine etkili olan

mMiR393a artislar1 diger miRNA’lara gore daha fazla olmustur.

4.3 Hedef Genlerin ifade Analizinin qRT-PZR ile Gosterilmesi

Tuzlulukla iligkili olarak belirledigimiz miRNA’larin hedef aldiklart gen
bolgelerindeki ekspresyon degisimleri incelendiginde UBQ5, MYB, CSD2,
DRM2 ve SPL16 gen bolgesinden elde edilen amplifikasyon grafikleri Sekil 29
ve Sekil 30° da gosterilmistir.
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Sekil 29. UBQS, MYB ve CSD2 Amplification Plot (Rn vs. Cycle) egrileri
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Sekil 30. UBQ, DRM2 ve SPL16 Amplification Plot (Rn vs. Cycle) egrileri
Calisma sonucunda elde edilen Ct degerleri asagidaki Tablo 14’ te
verilmistir.
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Tablo 14. UBQ5, MYB ve CSD2 gen bolgelerinden elde edilen Ct de@erleri

Ornek Hedef Genler

Ubqg 5 MYB CSD2 DRM2 SPL16

Osm-97-0 Ct Ct Ct Ct Ct
19,63 23,23 20,08 34,64 27,92
Ubg 5 MYB CSD2 DRM2 SPL16

Osm-97-150 Ct Ct Ct Ct Ct
19,64 23,29 19,70 32,62 28,62
Ubqg 5 MYB CSD2 DRM2 SPL16

M-300-5-0 Ct Ct Ct Ct Ct
19,90 22,45 20,24 32,41 25,63
Ubg 5 MYB CSD2 DRM2 SPL16

M-300-5-150 Ct Ct Ct Ct Ct
19,16 22,50 19,02 31,72 26,72

UBQ5, MYB ve CSD2 gen boélgelerinden elde edilen erime egrilerinin
grafikleri Sekil 31 ve Sekil 32° de gosterilmistir.

Erime Egrisi (Melt Curve)

Turev raportdr (Derivative reporter (-Rn))

Sicakl

ik (°C)

000

Sekil 31. UBQ, MYB ve CSD2 Erime (Melt curve) egrileri
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Erime Egrisi (Melt Curve)

Turev raportor (Derivative reporter (-Rn))

"o "o wo o

Sicaklik (°C)

Sekil 32. UBQ, DRM ve SPL16 Erime (Melt curve) egrileri

Elde edilen Ct degerleri asagidaki sekil belirtilen Pfaffl formiilasyonuna
yerlestirilerek Osm-97-0, Osm-97-150, M-300-5-0 ve M-300-5-150
bitkilerindeki miRNA’larin hedef gen bolgelerinin ekspresyon seviyerlerindeki
degisimler asagidaki Sekil 33, Sekil 34 ve Sekil 35’ te gosterilmistir.

Osm-97-0 grubuna goére M-300-5-0 grubundaki miRNA ve gen

ekspresyon seviyelerindeki farkliliklar Sekil 33° te ortaya konulmustur.
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Sekil 33. Osm-97-0 ve M-300-5-0 hattinda belirlenen miRNA’larin ve hedef gen
bolgelerinin ifadelerindeki degisim

Tuz stresi uygulanmayan Osm-97-0 ve M-300-5-0 o6rneklerindeki gen
ekspresyonlar1 karsilastirildi. Osm-97-0 o6rneklerinde SPL16, MYB, HAPC?2,
AFB2, TIR1, CSD2 ve DRM2 gen bolgelerinin ekspresyonlart Osm-97-0’a gore,
M-300-5-0 hatlarinda bu gen bolgelerinin ifadeleri sirayla 5.6, 2.0, 35, 5.0, 5.1,
1.1 ve 5.3 oraninda artis gosterdi.

Sekil 33’ te gen ifadelerinde en fazla artig 35 oraninda HAPC2 gen bolgesinden
elde edildi. En az artis ise 1.1 oraninda CSD2 gen bolgesinde goriildii.

Osm-97-0’a gore tuz stresi uygulanan ¢eltiklerdeki ekspresyon seviyeleri

asagidaki Sekil 34’ te gosterilmistir.
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Sekil 34. Osm-97-150 bitkisinde belirlenen miRNA’larin ve hedef gen bélgelerinin
ifadelerindeki degisim

Belirlenen genlerdeki ekspresyon seviyelerindeki degisimler sirasi ile
HAPC2, AFB2, TIR1, CSD2 ve DRM2 gen bdlgelerinde 11.3, 3.9, 7.6, 1.3 ve
3.9 oraninda artarken, SPL16 ekspresyonunda 0.6 oraninda azalma gbzlemlendi.
Ele alinan gen bolgelerinden sadece MYB ekspresyonunda bir degisim
gozlemlenmedi.

M-300-5-0’a gore M-300-5-150 Orneklerindeki miRNA gruplar

arasindaki degisim oranlar1 agagidaki Sekil 35° te gosterilmistir.
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Sekil 35. M-300-5-150 bitkisinde belirlenen miRNA’larin ve hedef gen bolgelerinin
ifadelerindeki degisim

M-300-5-0’a gore M-300-5-150 6rneklerinde SPL16, HAPC2, AFB2,
TIR1 ve DRM2 gen ekspresyonlari sirasiyla 0.3, 0.8, 0.5, 0.9 ve 0.9 oraninda
azalis gosterirken MYB ve CSD2 gen ekspresyonlart 1.2 ve 1.4 oraninda artis
gostermistir. Tuz stresinde mutant bitkide gen ekspresyonunda en fazla azalma
kok gelisimi ile iligkili gen bolgelerinde olmustur. Gen ekspresyonlarindaki en
fazla artis ise giberellin ve anter gelisiminde etkili olan gen ile SOD enzimleri

ile iligkili gen bolgelerinde goriilmiistiir.
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5 TARTISMA ve SONUC

Bu tez kapsaminda yiiriitiilen ¢aligmalarla Osmancik-97 celtik cesidi ve
Istanbul Kiiltiir Universitesi Molekiiler Biyoloji ve Genetik Laboratuvarlarinda
gelistirilen tuzluluga toleransli ¢eltik mutantlarinda tuzlulukla iligkili hedef
genlerdeki ekspresyon seviyelerinin farkliliklarr gésterilmistir.

Osm-97-0 geltik ¢esidinden gelistirilen mutant M-300-5-0 hatt1 tuzluluga
toleransli bir hat olarak belirlenmistir. Bu calisma kapsaminda oncelikle
tuzlulukla iliskili olarak belirlenen miRNA’lar ve hedef gen bolgeleri agisindan
Osm-97-0 ¢esidine ve M-300-5-0 hattina ait bitkilerin normal kosullardaki
cevaplari ortaya konulmustur. Elde edilen sonuglara goére mutant hattin Osm-97-
0’dan farkli cevap verdigi saptanmustir.

miR169b ekspresyonu Osm-97-0 ile M-300-5-0 hatt1 karsilastirildiginda
mutantlarda 0.93 oraninda ekspresyonda bir azalma s6z konusu oldugunda
mirl69b’nin etki ettigi kok gelisimi, tohum gelisimi, ¢iceklenme, gametogenez,
ABA sinyal yolag1 ve abiyotik strese gelistirilen cevaplar ile iligkili gen bolgesi
NF-YA (HAPC2) niiklear transkripsiyon faktoriinde 35 katlik bir artis meydana
gelmistir. Yapilan ¢alismalarda miR169 ailesinin farkli NF-YA genlerine etki
ettiklerini belirtmislerdir. Yiiksek tuz stresi altinda geltik bitkisinde 11 NF-YA
genin ekspresyonu diiserken diger NF-YA ekspresyonlarinda degisim
olmadigimi gostermislerdir. (Yan-Li ve ark., 2017). Arabidopsis'te yapilan bir
calismada miR169d'nin asir1 ekspresyonu erken ciceklenme ile sonuglanmis ve
miR169d hedef geni olan AtNF-YA2'nin asir1 ekspresyonu ge¢ ¢iceklenmeye
neden olmustur. mMIR169 ailesinin  AtNF-YA transkripsiyon faktoriinii
baskilayarak stres kaynakli ¢igeklenmeyi diizenledigini ve bunun da ¢i¢ceklenme
lokusu C (FLOWERING LOCUS C (FLC)) ekspresyonunu azalttig
gosterilmistir. Fotoperiyot, ortam sicakligi, yaslanma ile iliskili miRNA
(miR156) ve gibberelin gibi diger ¢igeklenme ile iliskisi olan yolaklarda yer alan
genlerin ve miRNA'larin ekspresyonunun, miR169d-asir1 ekspresyonlu
bitkilerde etkilenmedigi gosterilmistir. Bunun sonucunda stres kaynakli erken
ciceklenmenin miR169'un aracilik ettigi yeni bir sinyal yolu oldugu One

stiriilmiistiir (Xu ve ark., 2014).
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Stiper oksit dismutaz (SOD) yolaklarina etki eden genler ve gigeklenme
ile iligkili gen ifadelerinde de gen anlatimi seviyelerinde artis bulunmustur. Bu
gen ifadelerinin ekspresyon seviyeleri sirasiyla incelendiginde M-300-5-0 bitki
gruplarinda miR398a ekspresyon seviyesi 0.98 oraninda azaldiginda SOD
yolaklar ile iliskili CSD2 gen ifadesi Osm-97-0 bitkisine oranla 1.1 oraninda
artis meydana gelmistir. Tuzluluga toleranslh bitki olan Pokkali ¢eltik ¢esidi ve
tuz stresine hassas tiir olan Pusa Basmati celtik ¢esidi lizerine yapilmis olan
calismada miR398a ekspresyon seviyesi normal kosullarda tuza dayanikli tiirde
daha yiiksek olarak bulunmustur (Goswami ve ark., 2020).

miR156a ekspresyon seviyesi M-300-5-0 bitki gruplarinda 0.78 oraninda
azaldiginda ¢igeklenme ile iligkili SPL16 gen bdlgesinde 5.6 oraninda
ekspresyon seviyesinde artis meydana gelmistir. Tuz uygulamas: altinda tuza
duyarli ve toleransli misir genotiplerinin karsilastirmali analizinde miR156°da
tuza toleransli musir hattt NC286'min koklerinde ekspresyonun azaldigi
gosterilmistir (Ding ve ark., 2009). Arpa bitkisi lizerine yapilmis olan bir
calismada da yine tuz stresinde miR156 ekspresyon seviyesinin diistigii
bulunmustur (Lv ve ark., 2012. Deng ve arek., 2015). Buna karsilik yapilmis
olan bir baska calismada tuz stresi altinda enginar dokularinda miR156
ekspresyon seviyesinin daha yiiksek oldugu saptanmistir (De Paola ve ark.
2012). Xie ve arkadaslari yapmis olduklar1 ¢alismada Gossypium hirsutum
bitkisinde miR156 ekspresyon seviyesini tuz stresinde arttigini bulmuslardir
(Xie ve ark., 2021). Oryza sativa iizerine yapilan bir ¢alismada miR156
ekspresyon seviyesinin tuz stresinde arttigini bulmuslardir (Xie ve ark., 2012).

Giberellin ve anter gelisimine etkisi olan MYB faktorii, kok gelisimine
etkisi olan AFB2 ve TIRI gen bolgeleri ile metilasyonla iligkili DRM2 gen
bolgelerinin ekspresyon seviyelerinde hem miRNA gruplarinda hem de
miRNA’larin hedef gen bolgelerinde artis meydana gelmistir. Bu gen bolgelerini
hedef alan miRNA’lara baktigimizda ise siras1 ile miR 159a ekspresyonunda 1.23
oraninda mutant bitkide artis gézlemlenirken miR159a’nin hedefi olan MYB
gen bolgesinin ekspresyonunda 2 kat bir artis ortaya ¢ikmigtir. Pokkali {izerine
yapilan bir c¢alismada kok ve silirglindeki miR159a'nin NaCl stresinde
ekspresyonunun azaldigi bulunmustur (Goswami ve ark., 2020). Parmar ve
arkadaglar1 yaptiklar1 ¢alisma sonunda transkripsiyon faktorlerini hedefleyen

miRNA'larin tuz stresinde artan ekspresyonunun, bitkide tuzluluga direng
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sagladigini ifade etmislerdir. Arabidopsis ve tiitiin bitkilerine ait tuza toleransl
mutant bitkilerin (AmMYBL1 ve TaMyb73) MYB transkripsiyon faktorlerinin
asir1 ekspresyonunun, Arabidopsis ve tiitiin bitkisinde tuz toleransini arttirdigi
gosterilmistir (Parmar ve ark., 2020).

miR393a ekspresyonunda M-300-5-0 bitki gruplarinda 1.48 oraninda
artis meydana gelirken miR393a’nin hedef gen bolgeleri sirasiyla AFB2 ve TIR1
ekspresyon seviyeleri 5.0 ve 5.1 oraninda artig gostermistir. Oryza sativa
bitkisinde yapilmis olan bir ¢alismada artan mir393a ekspresyon seviyesininin
bitkide tuza toleransinda arttig1 ortaya konulmustur (Gao ve ark., 2010). Tuza
toleransli S. alterniflora bitkisi ile yapilmis olan bir ¢alismada miR393a
ekspresyonunda artis gozlemlenmistir. Benzer sekilde halofit bitki olan
Halostachys caspica iizerine yapilmis bir ¢alismada mir393a ekspresyon
seviyesinde artis bulunmustur (Yang ve ark., 2015).

miR820a ekspresyonunda M-300-5-0 bitki gruplarinda 6.69 oraninda
artis meydana gelirken miR820a’nin DNA metilasyonu ile iliskili hedef gen
bolgesi olan DRM2 ekspresyonu 5.3 oraninda artis gostermistir. Bitkide
radyasyon uygulamasi sonucunda DNA metilasyonunu etkileyen degisimlerin
olusmasi s6z konusudur. Yapilan calismalarda stres kosullarinin epigenetik
modifikasyonlara yol agabildigi ve boylelikle gen ekspresyonunun yani sira
genom stabilitesinin de degisebilecegi dolayisiyla epigenetik modifikasyonlarin
stres altinda adaptasyonda rol oynayabilecegi vurgulanmistir (Horemans ve ark.,
2019; Schmid ve ark., 2018). Iyonlastirici radyasyon (IR) hiicrelerde 6zellikle
reaktif oksijen tiirevlerinin (ROS) olusumuna neden olur. Radyasyonun bu
indirek etkisi DNA hasar1 gibi 6nemli biyolojik zararlanmalarin ortaya
cikmasina sebep olmaktadir (West ve ark., 2000; Esnault ve ark., 2010; Aresta
ve ark., 2016; Biermans ve ark., 2015; Van Hoeck ve ark., 2017). Yapilan
arastirmalarda bitkilerin IR'nin zararli etkilerinden korunmak icin bazi
mekanizmalar gelistirdigi ifade edilmektedir. Bunlar arasinda 6zellikle
antioksidanlardaki artis ve DNA onarim mekanizmalarini sdylemek miimkiindiir
(Esnault ve ark., 2010; Biermans ve ark., 2015). Onarilmadan kalan DNA’daki
degisimler mutasyonlara neden olur. Ayrica, Arabidopsis’te yapilan bir
calismada radyasyonun histon modifikasyonlar: ve DNA metilasyonlarina neden

oldugu gosterilmistir (Jin-Hong Kim ve ark., 2019).

74



mir-820a ekspresyonundaki artis celtik tizerine yapilmis olan bir

calismada tuza toleranshi cesitte de elde edilmistir (Sharma ve ark., 2021).
Pokkali ve Pusa basmati ile yapilan ¢aligsmada bitkilerin yaprak, spikelet, salkim
kisimlarindaki mir820 ekspresyon seviyeleri incelendiginde normal kosullarda
sadece yaprak kisimlarindan alinan 6rneklerde Pokkali bitkisinde Pusa basmati
bitkisine gore artis gozlemlenmistir (Sharma ve ark., 2015).
Kumar ve arkadaslar1 Oryza glaberrima ile yapmis olduklari ¢alismada tuz stresi
ile birlikte bitkide DNA metilasyonu ve histon modifikasyonlar1 meydana
geldigini ifade etmektedirler. Bunun yaninda epigenetik varyasyonlarin siRNA
molekiillerini de etkileyerek dolayli yoldan gen ekspresyonunu baskiladig ve
arttirdig1 soylemektedirler (Mondal ve ark., 2018).

Yapmis oldugumuz c¢alismada ozellikle celtik bitkisine 6zgili olarak
tanimlanan miR820a ve hedef gen bolgesi olan DRM2 ekspresyonu M-300-5-0
bitki gruplarinda Osm-97-0 bitkilerine gore bir artis gdstermistir. Genelde
miRNA bolgesindeki ekspresyonun artmasina bagli olarak hedef gen bolgesinin
baskilanarak ekspresyonunda azalma meydana gelmesi beklenir. Calismamizda
mir-820a ekspresyonunun artmasina bagli olarak DRM2 gen bolgesinde
saptadigimiz artisa, mutant hatta olusan DNA metilasyonu ile iligkili farkl
mekanizmalarin devreye girme olasiliginin yiiksek oldugunu sdyleyebiliriz.

Osmancik-97 celtik ¢esidinin tuz stresi altinda vermis oldugu cevaplar
incelendiginde belirlenen miRNA gruplari arasinda en fazla artis miR169b’de
3.93 oraninda gozlemlenmistir. Tuza hassas bir tiir olan Pusa basmati g¢eltik
cesitlerinde tuz stresi altinda calisilan miRNA’larin ekspresyon seviyeleri
Goswami ve arkadaslar tarafindan gosterilmistir. Bu ¢esidin tuz stresi altinda
mirl69b ekspresyonlarinda artis meydana geldigi ifade edilmektedir (Goswami
ve ark., 2020). mir1 69b’nin etki ettigi kok gelisimi, tohum gelisimi, ¢igeklenme,
gametogenez, ABA sinyal yolagi ve abiyotik strese gelistirilen cevaplar ile
iliskili gen bolgesi HAPC2 niiklear transkripsiyon faktoriiniin ekspresyon
seviyesi ise tuz stresinde 11.3 oraninda en fazla artis gosteren gen bolgesi
olmustur. Setaria italica SINF-YA1'in asir1 ekspresyonu, siiperoksit dismutaz
(SOD), peroksidaz (POD) ve katalaz (CAT) aktivitesini artirarak transgenik
tiitinde kuraklik ve tuz toleransini arttirdig: belirtilmistir (Feng ve ark., 2015).
Niikleer faktor Y veya CCAAT baglayict faktor (HAP/NFY/CBF) olarak da

bilinen hem aktivatér proteini (HAP), bitki biliylimesi, gelismesi ve stres
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tepkilerinin diizenlenmesinde Onemli islevlere sahiptir. Nipponbare celtik
cesidinden elde edilen HAP2E genini asir1 ekspre eden transgenik bitkide tuz
stresinde bu genin biyotik ve abiyotik direngler kazandirdigini, fotosentez ve kok
stirglin sayilarini artirmaya katkida bulundugunu goéstermislerdir (Alam ve ark.,
2015). Burada tuz stresinde Osm-97-150 bitkilerinde hem miRNA
ekspresyonunda hem de miRNA’larin hedef gen bdlgelerinde bir artis
gozlenmistir. Benzer bir sekilde Arabidopsis iizerine yapilan arastirmalarda
niiklear transkripsiyon faktorii (NF-Y) komplekslerinin kuraklik ve tuz stresi
altinda ekspresyon seviyelerinde bir artis gosterdigi ortaya konulmustur.
Ozellikle kuraklik ve tuz stresine karsi bitki iizerinde kontrol saglayan NF-Y
kompleklerinde stres altinda bitkide kontrol gruplarina gore artis gostererek
fenotipte iyilestirici etki gostermektedir. miR169a'y1 asir1 ifade eden bitkiler,
gelismis yabani tip ile karsilastirildiginda yaprakta su kaybi1 ve kuraklik stresine
karsi1 toleransl bitkiler elde edilmistir (Pereira ve ark., 2018).

mir393a ekspresyonu Osm-97-150 bitkisinde tuz stresinde 1.75 oraninda
artig gosterirken, hedef gen bolgeleri kok gelisimine etki ettigi bilinen AFB2 ve
TIR1’in ekspresyon oranlart sirasiyla 3.9 ve 7.1 oraninda artis gostermistir.
Burada mir393a’nin tuz stresi altinda celtik bitkisinde ekspresyonunun artmasi
beklenen bir sonug iken, etki ettigi gen bolgelerinde ekpresyon seviyesinin ¢ok
fazla artmasinin bir sebebi de bitkinin tuz ortaminda ilk olarak etkilendigi
kisimlardan birinin koklerinin olmasidir (Hakim ve ark., 2013, Turan ve ark.,
2010). Oryza sativa iizerine yapilan farkli bir ¢alismada da tuz stresinde mir393a
ekspresyonunun arttigi bulunmustur (Xia ve ark., 2012). Tuz stresi iizerine
yapilan farkli ¢alismalarda oksin iliskili gen bolgesi olan TIR ve AFB2’nin stres
altinda artan mir393a ekspresyonu ile birlikte inaktif oldugunu fakat stres altinda
mir167°nin IAA hormonunu baskiladigin1 ve bunun sonucunda TIR ve AFB2
gen bolgesinin dogrudan aktif hale geldigi ortaya konulmustur (Ribba ve ark.,
2020). Arabidopsis bitkisinde tuz stresi ile ilgili yapilan g¢alismalarda tuz
stresinde miR393a’nin ekspresyonunun arttigr gozlemlenmistir (Iglesias ve
ark.2014). Celtik bitkisi lizerine yapilan bir caligmada tuz stresi altinda
mir3d93a’nin  bitkide tuz adaptasyonunu negatif yonde etkiledigi
vurgulanmaktadir. Ganie ve arkadaslan celtikte tuz stresi altinda mir393a’nin
olgun (osa-mir393a) ve oncii (pre-mir393a) formlarindaki degisimlerle beraber

hedef gen bolgesi olan TIR’1in promotdriinde tuz stresi ile birlikte metilasyon
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meydana geldigini géstermislerdir. Calismanin sonucunda tuz stresi ile birlikte
hassas ve dayanikl tiir olarak belirledikleri geltikler siras1 ile FL478 ve IR29’da
0sa-mir393a’nin ekspresyon seviyesinin diistiigii ve TIR geninde ekspresyonun
artigint  gézlemlemislerdir. Strese bagli olarak gerceklesen promotor
bolgesindeki metilasyonun gen ekspresyonuna etki ettigi vurgulanmaktadir
(Ganie ve ark. 2015). Celtik tizerine yapilmus farkli bir ¢alismada da tuz stresinin
bitkide dogrudan metilasyonu tetikledigi gosterilmistir. Epigenetik varyasyonlar
sonucunda kiicik RNA molekiilleri (siRNA) devreye girerek bitkideki gen
ekspresyonunu etkiledigi soylenmistir (Kumar ve ark., 2017).

Celtiklere 6zgii bir miRNA olan miR820a iizerine tuz stresi ile ilgili
yapilmis olan ¢alismalarda 6zellikle ekspresyon seviyesinin artig gosterdigi 6n
plana ¢ikmistir. Bu ¢alismada tuz stresinde tuza dayanikli Pokkali bitkisinde
yapraklardan elde edilen mir820 ekspresyon seviyesi tuza hassas olan Pusa
basmati ¢esidine gore yiiksek bulunmustur. Buna karsilik bitkinin spikelet ve
salkimlar1 gibi farkli bolgelerinden elde edilen mir820 ekspresyon seviyesi ise
tuz stresinde Pusa basmati bitkisinde daha yiiksek ¢ikmistir (Sharma ve ark.,
2015). Celtik yapraklarindan elde edilen 6rneklerimizde Osm-97-150 bitkisinde
tuz stresinde Osm-97-0 bitkisine gére miR820a ekspresyonunda 1.27 oraninda
artig gozlemlenmistir. miR820a’nin etki ettigi DNA metilasyonu ile iligkili olan
DRM2 gen ekspresyonunda ise 3.9 oraninda bir artis gbzlemlenmistir. Tuza
toleransh celtik bitkisi ile yapilmis olan farkli bir ¢alismada mir820a’nin asir1
eksprese edildigi bulunmustur. Ayni zamanda bu celtik bitkilerinin tuz stresi
altinda kok ve bitki gelisimleri ile basak boyutlarinda kontrol gruplarina gére
daha 1yi sonuglar elde edilmistir (Sharma ve ark., 2021).

Osm-97-150 bitkisinde miR156a ekspresyonunda 3.15 oraninda tuz
stresinde artis meydana gelmistir. mirl56a’nin etki ettigi ¢igeklenme ile iliskili
gen bolgesi olan SPL16°nin gen ekspresyonu ise tuz stresinde mirl56a’nin artan
ekspresyonu sonucunda 0.6 oraninda azalmistir. Domates bitkisinde yapilan
benzer ¢aligmada da tuz stresine bagli olarak miR156a ekspresyonunda artis
gozlemlendigi ortaya konulmustur (Cakir ve ark., 2021). Alfa alfa bitkisinde tuz
stresinde yapilan bir ¢aligmada mir156a ekspresyon seviyesinin arttig1 ve buna
bagli olarak etki ettigi gen bolgesi SPL’nin ekspresyon seviyesinin diistigi
bulunmustur (Arshad ve ark., 2017). Alfa alfa bitkilerinde yapilan farkli bir

calismada mirl56 ekspresyonu yiikseltilen transgenik bitkilerde tuz stresinde
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normal ve transgenik bitkilerdeki mir156 ekspresyon seviyeleri incelendiginde

transgenik bitkilerde asir1 bir artig saptanmistir (Wang ve ark., 2021)

Tuz stresi altinda Osmancik-97 bitkisinde ekspresyon seviyesinde en
fazla azalma goriilen miRNA ise 0.09 oraninda mir398a olmustur. SOD
enzimleri ile iligkili olan miR398a ekspresyonundaki diisiise bagli olarak CSD2
gen bolgesinde ise tuz stresinde 1.3 oraninda artig gozlemlendi. Arabidopsis
lizerine yapilan benzer ¢alismalarda tuz stresi altinda mir398 ekspresyonunda
diisiis elde edilmistir (Sunkar ve ark., 2009).

Osmancik-97 bitkilerinde tuz stresine bagli olarak mir159a ekspresyonu
0.56 oraninda diisiis gostermistir. Ozellikle giberellin ve anter gelisiminde rol
alan MYB gen ekspresyonu ise miR159a’nin ekspresyonunun azalmasina bagl
olarak herhangi bir degisim sergilememistir. Yapilmis olan benzer caligmalarda
da tuz stresinde celtik bitkilerinde mirl59a ekspresyonunda azalma meydana
gelmistir (Lotfi ve ark., 2017). Bu ¢alismada hassas tiir olarak segilen Oryza
sativa bitkisinde de 150mM NaCl stresinde mirl59a ekspresyon seviyesinde
benzer oranda bir azalma elde edilmistir. Arabidopsis tizerine MYB ailesi
transkripsiyon faktorlerinin en biiyiikk grubu olan R2R3-MYB proteinleri ile
yapilmis olan calismada DNA metilasyonunu algilamada 6nemli bir rol
oynadigimi ortaya koymuslardir (Wang ve ark., 2020). Alfa alfa bitkileri ile tuz
stresinde yapilan bir calismada MYB transkripsiyon faktorlerinin stres altinda
DNA metilasyonu ile iliskisi ag¢iklanmistir. Bitkilerin tuzluluk stresine
transkriptomik tepkisi, kismen gen promotor dizilerindeki epigenetik
degisiklikleri diizenledigi ifade edilmektedir. Transkripsiyon faktorii MsMY B4,
yoncanin tuzluluk stresine verdigi yanitin onemli bir gen oldugu ortaya
konulmus ancak onu kodlayan genin epialellerinin kalittmi heniiz
arastirlmadiginada  deginilmistir. MsMYB4'lin aktivasyonu, promotor
sekansinin belirli bolgelerinde artan bir histon H3K4 trimetilasyonu ve H3K9
asetilasyonu seviyesi ile iliskilendirilmistir. Yapilan ¢alisma sonucunda
yoncadaki tuzluluk stresine yanit olarak MsMYB4'in DNA metilasyonu ve
histon modifikasyonlar1 ile aktivasyonunda kritik bir rol oldugunu
gostermiglerdir (Dong ve ark., 2020).

Tuzluluga toleranslt M-300-5 mutant hattinin belirlenen miRNA’lar ve

hedef gen bolgeleri agisindan tuzluluk stresinde vermis olduklar1 cevaplar bu
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calismada ele alinmistir. Elde edilen sonuglara gore mutant hatta ait bitkilerin
tuz stresi altinda se¢ilen miRNA gruplarma ait (miR-156a, miR-159a, miR-
169b, miR-393a, miR-398a ve miR-820a) ekspresyon seviyeleri incelendiginde
belirli oranlarda artis saptanmistir. Bu miRNA gruplari arasinda ekspresyonda
en fazla artis gosteren mirl69b olmustur. Belirledigimiz miRNA gruplarinin
hedef aldiklar1 gen bolgelerinde miRNA’larin artisina bagli olarak HAPC2,
SPL16, AFB2, TIR1 ve DRM2 gen ekspresyonlar1 sirasiyla 0.8, 0.3, 0.5, 0.9 ve
0.9 oraninda azalmistir. Ancak, MYB ve CSD2 gen ekspresyonlarinda sirasiyla
1.2 ve 1.4 oraninda artis saptanmustir.

Yapilmis olan bir ¢alismada tuza dayanikli geltik cesitlerinde tuz stresi
altinda segilen miRNA’larin ekspresyon seviyeleri gosterilmistir. Goswami ve
arkadaglar1 tuza dayanikli geltik tiiriinde tuz stresi altinda; mirl56a, mir393a ve
mir398a ekpresyon seviyelerinde artis gozlemlerken, mirl69b ekspresyonunda
azalma saptamistir (Goswami ve ark., 2020).

Tuzluluk stresi altinda gen ekspresyonunun bitki gelisiminin
diizenlenmesinde epigenetik modifikasyonun 6nemini Roy yapmis oldugu bir
caligmada ortaya koymustur. Soya fasulyesinde tuzluluk stresi tarafindan
indiikklenen 49 transkripsiyon faktorii tanimlanmistir. Bu 49 transkripsiyon
faktoriinden 45'inin tuzluluk stresinde indiiklenebilirligini gosterilmis ve
bunlardan 10 tanesinin demetilasyon ajani 5-aza-2-deoksisitidine yanit olarak
soya fidelerinde yukari regiile edildigi bulunmustur. Tuzluluk stresinin, sirasiyla
b-ZIP ve AP2/DREB ailesi iiyesi ile birlikte MYB transkripsiyon faktorii dahil
olmak iizere 10 transkripsiyon faktoriiniin 4'lniin metilasyon seviyesini
etkiledigi ortaya konulmustur. Yapilan arastirmada bitki stres sinyalini
algiladiginda MAPK ve ikincil metabolit olan stres cevap yolaklar
aktiflesmektedir. Bunun sonucunda transkripsiyon faktorleri (AREB/ABF,
RAB18, MYC/MYB, DREB, RD22 ve WRKY) devreye girer ve kromatin
yeniden sekillenmesinin epigenetik diizenlenmesi tetiklenerek bitkide abiyotik
strese tolerans ve adaptasyon saglandig1 vurgulanmistir (Roy ve ark., 2016).

Zhou ve arkadaglar ¢ay bitkisinde SOD ile iligkili gen bolgelerini ve bu
gen bolgelerine etki eden miRNA’lar1 tanimlamistir. Yapilan ¢alisma sonucunda
SOD ile iliskili olarak MSD, FSD ve CSD gen aileleri tanimlanmistir. CSD gen

ailesinin de birden fazla alt grubunun oldugu ve bu gen ailelerinin ekspresyon

79



seviyelerinin 5 adet miRNA (miR398a, miR164-1, miR54, miR166-5d-1 ve
miR159a) ile iliskili oldugu belirtilmistir (Zhou ve ark., 2019).

Zhu ve arkadaslar1 mir393a’nin tuz stresi altinda bitkilerde CSD gen
bolgesi lizerine etkilerini incelemistir. Yapmis olduklar1 arastirma sonuglarinda,
abiyotik stres altinda bitkide SOD ile iliskili gen bolgelerinin (CSD1 ve CSD2)
miR393a ekspresyonuna bagli olarak artis azalis gosterdigi gibi miR393a iliskisi
olmadan da ekspresyonunda degisim olabilecegi ortaya konulmustur (Zhu ve
ark., 2011).

Mutant 300-5 hattinda tuz stresinde miR159a ekspresyonundaki artig
sonucunda, hedef gen bdlgesinin ifadesinde diisme beklenirken bitkide
epigenetik diizenlenmelerin stres ile birlikte tetiklenerek MYB transkripsiyon
faktoriiniin de artisina neden oldugu soylenebilir. Benzer sekilde mir398a
ekspresyonundaki artigsa bagli olarak hedefi CSD2 gen ifadesinin baskilanmasi
beklenirken burada da bir artis saptamamizin sebebi; CSD gen bdlgelerinin
birden fazla miRNA gruplar ile iligkili oldugu ve mir159a’nin ekspresyonun
artmasina bagl olarak transkripsiyon faktorlerinin de etkilenmesi ile beraber
dolayli olarak epigenetik degisimlerin olustugu nedenler arasinda sayilabilir. Biz
bu calismada CSD gen bolgeleri ile iliskili olarak tanimlanan 5 miRNA’dan
miR159a ve miR398a ekspresyonlarini ele aldik. miRNA profillerinin artmasi
ile beraber CSD gen bolgesinde de elde edilen artisin sebebinin net olarak
belirlenebilmesi i¢in belirtilen diger miRNA profillerinin de tuz stresinde
ekspresyonlarinin ¢alisilmasi gerekmektedir.

Cesitli ¢eltik tiirlerinde tuz stresi ile metilasyon iligkisi incelenen bir
arastirmada kok ve siirgiinlindeki sitozin metilasyon durumuna bakilmaistir.
Siirglinlerde normal kosullarda CCGG dizilerinin toplam metilasyonu
Nipponbare'de %46.4, Geumgangbyeo'da %48.6, Pokkali'de %57.2 ve IR29'da
%359.3 iken kokte toplam metilasyon Geumgangbyeo’de %19.8, Nipponbare’de
%32.6 olarak bulunmustur. Siirgiinde, tuzluluk stresinde bu oran IR29'da %59.3'
ten 9%51.7'ye, Geumgangbyeo'da %48.6'dan %34.5'e toplam metillenmis
bantlarin yiizdesinin diistiigii, ancak Nipponbare'de %46.4'ten %57.6'ya,
Pokkali'de %57.2'den %65.3’¢ arttig1 bulunmustur. Karan ve arkadaslar1 farkli
piring genotiplerinde tuzluluk stresi ile DNA metilasyonunun degistigini
gostermislerdir. Dort piring genotipinin tiimiinde hem kontrol hem de tuzluluk

stresi altinda siirgiinde kokten daha yiiksek diizeyde tamamen metillenmis ve
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hemimetillenmis bantlarin genel bir egilimi gozlenmistir. Tamamen metillenmis
lokuslar hemi metillenmis lokuslardan daha fazla olarak bulunmustur (Karan ve
ark., 2012).

Jin-Hong Kim Arabidopsis ‘te miR156 / 159 / 160 / 166 /390 / 393 / 398,
UV-B- veya oksidatif strese duyarli oldugu ve bitkide strese kars1 diizenlenen
cevaplara katildig1 belirtilmistir. Ancak bitkilerde miRNA'lar ile DNA hasar
yanit1 (DDR) / DNA onarimi arasinda dogrudan bir iligki oldugunu destekleyen
bilgi olmamakla birlikte IR kaynakli Arabidopsis miR840 ve miR850 dahil
olmak iizere bitkiye 6zgii ve genotoksik strese duyarli miRNA'larin, DDR ve
DNA onarimindaki islevleri agisindan karakterize edilmeye devam ettigini
belirtmistir (Jin-Hong Kim 2019).

IR etkisine maruz kalan bitkide DNA kiriklari ve epigenetik
modiilatérler devreye girerek ATM/ATR bagimh TF’leri ya da DDR
sensorlerini uyarmaktadir. Bunun sonucunda epigenetik modiilatorlerle beraber
kromatin diizenleyiciler, histon modifiye edici enzimler ve saperonlar, DNA
metilasyon enzimleri ve diizenleyicileri, kodlama yapmayan RNA molekiilleri
uyartlmaktadir (Jin-Hong Kim 2019).

Arabidopsis {izerine yapilmis olan bir ¢aligmada gama radyasyonuna
maruz birakilan bitki fidelerinde histon modifikasyonlari incelenmistir. Calisma
sonucunda gama 1sinlamasmin Arabidopsis fidelerinde dinamik histon
modifikasyonlarini indiikledigini gostermislerdir. Bunlar arasinda, H3'in
(H3K4me3) lys 4'linde metilasyon, genellikle DNA onariminda yer alan gama
1511 ile indiiklenebilir lokuslarda bulunurken, H3'lin (H3K9ac) lys 9'unda
asetilasyon yalnizca AtAgo2 lokusunda zenginlestirildigi bulunmustur (Mondal
ve ark., 2016).

Tuz stresi ile metilasyon arasindaki iligki tizerine yapilmis olan arastirma
sonuclarinda ¢eltik  bitkisinde DNA metilasyonunda tuzluluga bagh
degisikliklerin mitotik hiicre boliinmeleri yoluyla korunabilecegi gosterilmistir
(Wang ve ark., 2015). Tuza toleransli bir bugday hattinda (SR3) somatik
hibridizasyon tarafindan indiiklenen DNA metilasyonundaki degisiklikler, tuz
toleransina katkida bulundugu belirtilmistir. (Wang ve digerleri, 2014).

Bitkide epigenetik modifikasyonlar, belirli cevresel streslere tekrar tekrar
maruz kalma sirasinda stres toleransinin hafizasina aracilik etmektedir (Yang ve

ark., 2017). Soya fasulyesinde DNA metilasyonu ile bazi transkripsiyon
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faktorlerinin aktive edilmesi veya baskilanmasi, tuz toleransi ile ilgili oldugu
belirlenmistir (Song ve digerleri, 2012). Yang ve arkadaslar bitkilerdeki tuz
stresine verilen yanitlari incelediginde Arabidopsis ve bugdayda tuz stresine
yanit olarak  Yiiksek Afiniteli K* Kanali (HKT) ekspresyonunun
diizenlenmesinde DNA metilasyonunun rol oynadigini sdylemislerdir. Stres
yanitlar1 sirasinda  belirli lokuslarda DNA metilasyonunu Ve histon
modifikasyonunu kontrol eden mekanizmalar ile gen ekspresyonunu
diizenlemek icin siRNA'larin tretimi ve belirli lokuslara iletilerek epigenetik
diizenlemedeki roliiniin ortaya ¢ikarilmasi i¢in daha fazla calismanin gerekli
oldugu belirtilmistir (Yang ve ark., 2017).

Bu ¢alisma sonucunda, elde edilen mutant M-300-5 hattina ait bitkilerde
Osm-97-0’a gore tuz stresi uygulanmamis kosullarda tuzlulukla iliskili olarak
tanimlanan mirl56a, mirl69b ve mir398a ekspresyonlarinda azalma s6z konusu
iken, bu miRNA gruplarinin hedef aldiklar1 gen bolgelerinde artis bulunmustur.
Mutant hattimiza ait bitkilerde mir159a, mir393a ve mir820a ekspresyonlarinda
artis bulunurken bu miRNA gruplarinin hedef aldiklar1 gen bolgelerinde de artis
saptanmistir.

Mutant hattimiza ait bitkilerde tuz stresi altinda ¢alisma kapsaminda
degerlendirilen tiim miRNA’larin ifadelerinde artis saptanmistir.

Mutant hattinda tuz stresinde metilasyon ile iligkili gen bdlgesi
DRM2’de, transkripsiyon faktorii olan NF-YA (HAPC2), kok gelisimi ile iligkili
gen bolgesi AFB2 ve TIR1’de, ¢igeklenme ile ilisikili gen bolgesi SPL16°da
azalma meydana gelirken, MYB transkripsiyon faktoriinde ve SOD ile iliskili
olan CSD2 gen bolgesinde artis olmustur.

Bu tez kapsaminda ele alinan tuz stresine toleransli mutant hatta ait
miRNA cevaplar ilk kez yapilmistir. Tuza toleransli mutant M-300-5 hattina ait
bitkilerde saptanan tuz toleransi ile iligkili miRNA’larin gen ifadelerindeki
artiglar mutant bitkinin tuza toleransli oldugunu destekleyen sonugclar

gostermektedir.
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