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OZET

miR408, bir ¢cok bitkide bakir (Cu) metabolizmasinda yer alan genleri diizenledigi
bilinen korunmusg bir bitki mikro RNA (miRNA) ailesidir. Bununla birlikte, miR408'in
soguk stresi altinda misir yapragi biiylime ve gelisiminin diizenlemesindeki islevi
tanimlanmamustir. Bu ¢alismada, endojen zma-miR408, kisa ardisik hedef taklit
(STTM) ve Viriisle indiikklenmis gen susturma (VIGS) yaklasimlart birlikte
kullanilarak gecici olarak susturulmustur. Bu amagla, STTM-miR408a/b tasarlanmus,
sentezlenmis ve Brome mozaik viriisii (BMV) tabanli bir vektore klonlanmistir.
Ardindan bu vektor, agroinfiltrasyon ile Nicotiana benthamiana ara konakg¢1 bitkisinde
cogaltilmasinin ardindan elde edilen floem 6z suyu ile misir fidelerine yaprak
uclarindan uygulanmistir. Daha sonra, STTM-miR408a/b ve bos vektor ile muamele
edilen ve sirasiyla STTM ve BV olarak adlandirilan deney ve kontrol gruplarinda
yetistirilen fideler soguk stresine (S) maruz birakilmis ve fidelerin biiylime tepkisi
morfolojik, fizyolojik, biyokimyasal ve transkripsiyonel seviyede incelenmistir. Sonug
olarak, STTM-miR408a/b muamelesinin endojen mir408a/b ifadesini basarili bir
sekilde susturdugu tespit edilmistir. Buna karsin, in silico analizler ile tahmin edilmis
zma-miR408a/b hedefleri olan Basic blue protein (BBP) ve Blue copper protein (BCP)
ifadelerinin, STTM ve STTMS gruplarinda BV ve BV® gruplarina kiyasla antagonistik
olarak diizenlendigi ve transkripsiyon seviyelerinin arttig1 saptanmigtir. Ote yandan,
miR408’in varsayilan hedefi olan Lakkaz (LAC22) geni STTM grubunda BV grubuna
kiyasla ifadesi artarken, BV® ve STTM® gruplar1 arasinda 6nemli bir fark ortaya
cikmamistir.  STTM-miR408a/b muamelesi muisir bitkisinin ikinci ve tg¢ilincii
yapraklarinin uzama oran1 (YUQO)’nda sirasiyla %10 ve %19 azalisa neden olmustur.
Ayrica, Katalaz (CAT) ve Glutatyon rediiktaz (GR) aktivitesi STTM, BV® ve STTM®
gruplarinda %57 oraninda, BV® ve STTM® gruplarinda ise sirastyla %29 ve %28
oraninda azalirken, Askorbat peroksidaz (APX) BV® ve STTM® gruplarinda %15
oraninda artmistir. Bu bulgular, miR408’in, hedefledigi BBP, BCP ve LAC genlerinin
ifadesini ve dolayli olarak antioksidan sistemi diizenleyerek misir yapraginin soguk
stresi toleransi sirasinda rol oynadigini gostermistir.

Anahtar Kelimeler: Soguk Stresi, miRNA, Masir Yaprak Biiyiimesi, Kisa Ardisik
Hedef Taklidi, Viriisle indiiklenmis Gen Susturma
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ABSTRACT

miR408 is a conserved plant micro RNA (miRNA) family that is known to regulate
genes involved in copper metabolism. However, the function of miR408 in maize leaf
growth regulation and development under cold stress isn’t defined. In this study,
endogenous maize zma-miR408 was transiently silenced by using Virus-induced gene
silencing (VIGS) combined with Short tandem target mimic (STTM) approaches. To
this end, STTM-miR408a/b was designed, synthesized, and cloned into a Brome
mosaic virus (BMV)-based vector. It was agroinfiltrated into Nicotiana benthamiana
as an intermediate host to amplification, collected with phloem sap and applied into
the second leaf of maize seedlings. Subsequently, STTM-miR408a/b (STTM) and
mock-treated (BV) seedlings were subjected to cold stress (S) and the growth response
of the seedlings was monitored morphologically, physiologically, biochemically and
transcriptionally. Finally, STTM-miR408a/b-treatment successfully downregulated
the expression of endogenous mir408a/b and upregulated their putative targets Basic
blue protein (BBP) and Blue copper protein (BCP) antagonistically in the STTM and
STTMS groups compared to BV and BV* groups. On the other hand, their putative
target Laccase (LAC22) was upregulated in the STTM group compared to the BV
group, but there were no significant expression differences between the BVS and
STTMS groups. The elongation rate of the STTM-miR408a/b-treated second and third
leaves was reduced by 10% and 19% resulting in 19% and 11% shortening,
respectively. Furthermore, the activity of Catalase (CAT) and Glutathione reductase
(GR) was decreased by 57% in STTM, BV and STTMS groups and 29% and 28% in
the BVS and STTMS groups and Ascorbate peroxidase (APX) was increased by 15%
in BVS and STTM® groups, respectively. These findings illuminated miR408 role in
the maize leaf growth response during cold stress tolerance via regulation of
expression of BBP, BCP ve LAC genes and antioxidant system.

Keywords: Cold Stress, miRNA, Maize Leaf Growth, Short Tandem Target
Mimic, Virus-Induced Gene Silencing
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Sekil 2.1:

Sekil 2.2:

Sekil 2.3:

SEKILLER DiZINi

Sayfa

Bitki apikal meristemindeki biiylime bolgelerinin lateral kesitinin =~ 9
mikroskopta leteral kesit goriintiisii. SAM: Siirgiin apikal

meristem, P1: Plastokronl, P2: Plastakron2, P3: Plastakron3

(Strable ve Nelissen, 2021)

Mikro RNA (miRNA)’lar ¢ekirdek hiicre niikleusu igerisinde 13
DNA’da bulunan kendi gen bolgelerinden RNA polimeraz 2 ile
transkribe olurlar. Uretilen dncii primer (primer) miRNA (pri-
miRNA), Drosha enzimiyle kesilerek prekiirsor miRNA (pre-
miRNA) haline gelir. Pre-miRNA exportin isimli protein ile

¢ekirdek niikleus disarisina ¢ikartilir. Dicer endoniikleaz

enzimleriyle proteinleri ile kesime ugratilarak ¢ift zincirli

dubleks olusur. Zincir agilarak son halini alan olgun miRNA’lar
RNA kaynakli susturma kompleksi (RISC)’ ne yiiklenerek
hedefledigi mRNA’ya baz eslesmesi ile baglanarak

translayonunu engeller ya da degradasyonuna sebep olur.
Biyoteknolojik yaklasimlar yoluyla mahsul gelistirme stratejileri. 22
(a) Asir1 ekspresyon, proteine ¢evrilebilen hedef genin daha fazla
transkripsiyonuna yol agar; b) RNA interferansi, hedef genin

asagi regiilasyonuna yol acar; ¢) CRISPR / Cas9 yoluyla gen
diizenleme, hedef bolgede mutasyonlara yol agan ekleme veya
silmelere yol acar)

Sekil 2.4:VIGS uygulamasinin sematik olarak gosterimi. Susturulmak 24

Sekil 2.5:

Sekil 3.1:

Sekil 4.1:

istenen gene ait cDNA elde edilir ve vektoriine hedeflenen gen
aktarildiktan sonra, modifiye edilmis vektdr Agrobacterium’a
transforme edilir. Agrotransformantlar ¢alismada kullanilacak
bitkiye agroinfiltrasyon islemi ile aktarilir. VIGS vektorii bitki
igerisinde cogalarak, gen susturmada gorev yapan siRNA’lar
tiretilir. sSiRNA’lar hedef geni baz eslesmesi ile baglanarak
sustururlar. VIGS plazmidinde bulunan viral genler, bitki
icerisinde sistemik yayilmay1 indiikleyerek susturmanin
yayilmasini saglar.

Kisa ardisik hedef taklidi (Short Tandem Target Mimic; 27
STTM)’in sematik gortiniimii. STTM, 48-88 nt'lik baglayici bir
ara parca ve iki adet hedef miRNA’ya 6zel olarak tasarlanmis
miRNA baglanma bolgesi igerir.

Nicotiana benthamiana bitkilerine siringa ile yapraklarinin 37
adaksiyal bolgesine agroinfiltrasyon uygulamasi
F3 vektoriiniinn, Ncol ve Avrll kesim enzimleriyle lineer hale 50

getirilip kesim noktalarinin dogrulanmasi.
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Sekil 4.2: PCR sonucu Ncol ve Avrll kesim bolgelerini iceren N.
benthamiana PDS geninin %1°lik agaroz jelde boyutunun
dogrulanmasi (a). (1. Kuyu: 100 bp ladder, 3. Kuyu: Nb_PDS
geni). Nb_PDS genini igeren F3 vektoriiniin Ncol ve Avrll
enzimleriyle kesildikten sonra, %1’lik agaroz jelde yiiriiterek
klonlamanin dogrulanmasi (b). (1. Kuyu: 100 bp ladder, 2.
Kuyu: bos vektor: 4. ve 6. Kuyu: i¢erisinde PDS geni bulunan
vektor)

Sekil 4.3: Agroinfiltrasyon uygulanan N. benthamiana yapraklarinin giin
bazli fenotipik degisimleri. (a:1. giin, b:3. giin, c: 6. giin, d 7.
giin. +: yapragin adaksiyal bolgesi. -: yapragin abaksiyal bolgesi)

Sekil 4.4:N. benthamiana bitkisinde agroinfiltarasyon uygulamasi
sonrasinda PDS geninin transkripsiyonunun azalmasi sonucu
gozlemlenen morfolojik degisimler. (a: agroinfiltrasyon
uygulandiktan 4 giin sonra yapraklardaki gézlemlenen kloroz, b:
agroinfiltrasyon uygulandiktan bir hafta sonra yapraklarda
gozlemlenen kloroz)

Sekil 4.5: N. benthamiana bitkisinde agroinfiltarsyon uygulamasindan on
giin sonra gozlemlenen sistemik yayilma (a: besinci yaprakta
goriilen mozaik kloroz, b: bitkinin tamaminda gézlemlenen
degisimler, c: altinc1 yaprakta goriilen mozaik kloroz)

Sekil 4.6: N. benthamiana bitkisinde agroinfiltrarsyon uygulamasi
sonrasinda PDS geninin nispi transkript miktarin diistiigliniin
gRT-PCR yontemi ile gosterilmesi (n=12, ortalamatse, **=
Student t-testine gore P<0,01).

Sekil 4.7: Z. mays PDS geninin PCR sonras1 %1°lik agaroz jelde
boyutunun dogrulanmast

Sekil 4.8: Z. mays fideleri lizerinde VIGS uygulamasi. Floem 6ziitii
verilmis yaprak + ile isaretlenmistir (a,b: susturma sinyalinin st
yapraga sistematik hareketi, +: Floem 06ziitii verilmis yaprak).

Sekil 4.9: VIGS uygulamasi sonrasinda Z. mays PDS geninde goriilen
susturma etkisi (**= Stiudent ttestine gore P<0,01).

Sekil 4.10:F3 plazmidi igerisine klonlanan STTM-miR408a/b’nin Ncol ve
Avrll kesim enzimleriyle dogrulanmasi

Sekil 4.11:Soguk stresi altinda yetistirilen misir fidelerinin ikinci
yapraklarinin uzama oranlar1 (YUO). Bos (BV: Bos vektor ile
muamele edilen grup), STTM: STTM-miR408a/b i¢eren vektor
ile muamele edilen grup, (STTM), S: Soguk stresi. Soguk Bos
(BVS), Soguk STTM (STTMS) gruplarinda yetistirilen misir
fidelerinin ikinci yapraklarinin uzama orani (n=12,
ortalamatstandart hata, * tek yonlii varyans analizi (ANOVA) ve
Duncan ¢oklu karsilagtirma analizine gore gruplar arasindaki
farki gostermektedir P<0,05).

Sekil 4.12:Soguk stresi altinda yetistirilen misir fidelerinin ikinci
yapraklarinin son uzunlugu. BV: Bos vektdr ile muamele edilen
grup, STTM: STTM-miR408a/b iceren vektdr ile muamele
edilen grup, S: Soguk stresi. (n=12, ortalama+standart hata,
harfler tek yonlii varyans analizi (ANOVA) ve Duncan ¢oklu
karsilagtirma analizine gore gruplar arasindaki farki
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Sekil 4.13:

Sekil 4.14:

Sekild.15:

Sekil 4.16:

Sekil 4.17:

Sekil 4.18:

Sekil 4.19:

Soguk stresi altinda yetistirilen misir fidelerinin {igiincii 59
yapraklarinin uzama hizi. BV: Bos vektor ile muamele edilen

grup, STTM: STTM-miR408a/b igeren vektor ile muamele

edilen grup, S: Soguk stresi. (n=12, ortalama+standart hata, * Tek
yonlii varyans analizi (ANOVA)’ne ve Duncan ¢oklu

karsilastirmali analize gore gruplar arasindaki fark belirlenmistir.
P<0,05).

Soguk stresi altinda yetistirilen misir fidelerinin li¢lincti

yapraklariin son uzunlugu. BV: Bos vektor ile muamele edilen

grup, STTM: STTM-miR408a/b iceren vektdr ile muamele

edilen grup, S: Soguk stresi. (n=12, ortalamaz+standart hata, 60
Harfler tek yonlii varyans analizi (ANOVA)’ne ve Duncan ¢oklu
karsilagtirmal1 analize gore gruplar arasindaki fark belirlenmistir.
P<0,05).

Soguk stresi altinda yetistirilen misir fidelerinin ikinci 61
yapraklarinda miR408 ve tahmini hedefleri olan Basic Blue

Protein (BBP), Blue Copper Protein (BCP), Lakkaz (LAC)

genlerinin ifade seviyeleri. BV: Bos vektor ile muamele edilen

grup, STTM: STTM-miR408a/b igeren vektor ile muamele

edilen grup, S: Soguk stresi. (n=12, ortalama+standart hata,

Student ttesti’ne gore belirlenmistir. * P<0,01).

Soguk stresi altinda yetistirilen misir fidelerinin yapraklarinda 62
katalaz (CAT) enzim aktivitesi. BV: Bos vektor ile muamele

edilen grup, STTM: STTM-miR408a/b iceren vektor ile

muamele edilen grup, S: Soguk stresi. (n=12, ortalamaz+standart

hata, Harfler tek yonlii varyans analizi (ANOVA)’ne ve Duncan

coklu karsilastirmali analize gore gruplar arasindaki fark

belirlenmigtir. P<0.05).

Soguk stresi altinda yetistirilen misir fidelerinin askorbat 63
peroksidaz (APX) enzim aktivitesi. BV: Bos vektor ile muamele

edilen grup, STTM: STTM-miR408a/b i¢eren vektor ile

muamele edilen grup, S: Soguk stresi. (n=12, ortalama+standart

hata. Harfler tek yonlii varyans analizi (ANOVA)’ne ve Duncan

coklu karsilastirmali analize gore gruplar arasindaki fark

belirlenmigtir. P<0,05).
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rediiktaz (GR) enzim aktivitesi. BV: Bos vektor ile muamele

edilen grup, STTM: STTM-miR408a/b i¢eren vektor ile

muamele edilen grup, S: Soguk stresi. (n=12, ortalama+standart

hata, harfler tek yonlii varyans analizi (ANOVA)’ne ve Duncan

coklu karsilastirmali analize gore gruplar arasindaki fark

belirlenmistir. P<0,05).
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grup, S: Soguk stresi. (n=12, ortalama+standart hata, harfler tek

yonlii varyans analizi (ANOVA)’ne ve Duncan ¢oklu

karsilastirmali analize gore gruplar arasindaki fark belirlenmistir.
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Sekil 4.20: Soguk stresi altinda yetistirilen misir fidelerinin stiperoksit 66
dismutaz (SOD) enzim aktivitesi. BV: Bos vektor ile muamele
edilen grup, STTM: STTM-miR408a/b igeren vektor ile
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1. GIRIS

Misir (Zea mays), hayvan yemi, insan gidasi ve endiistriyel hammadde olarak
kullanim1 nedeniyle siirekli artan bir ekonomik éneme sahiptir (Ozcan, 2009). Ayrica,
kamuya acik bol miktarda deneysel kaynaga sahip ideal bir genetik sistemdir (Nannas
ve Dawe, 2015). Bununla birlikte, misirda biyotik ve abiyotik stres faktorlerine bagh
verim kaybi, iklim degisikliginin bir sonucu olarak 6nemli bir endise kaynagidir.
Ozellikle soguk stresi musir yetistiriciligini tehdit eden ana stres faktdrlerinden biridir,

c¢linkii tropikal kokeni nedeniyle azalan sicakliga duyarhdir.

0-15 °C arasindaki diisiik ve dondurucu olmayan sicakliklar bitkiler i¢in dnemli bir
stres faktoriidiir ve bitki tiirlerinin verimliligini, hayatta kalmasini ve ekolojik
dagilimin1 etkileyerek onlarin biiyiime ve gelisimlerini olumsuz yonde etkiler hatta
Oliimlerine sebep olabilir (Adhikari vd., 2022). Soguk stresi, membran biitiinliiglinii
bozarak fotosentez, kok fonksiyonu, su iliskileri ve tagima siireclerini olumsuz etkiler
(Janowiak ve Markowski, 1994, Sowinski, 1995, Richner vd., 1996, Thomashow,
1999). Sonug¢ olarak, hiicre boliinmesi ve hiicre genislemesi olan biiylime
mekanizmalarinin engellenmesi nedeniyle organ boyutu azalir ve verim kaybina yol
acar (Rymen vd., 2007, Sprangers vd., 2016). Bir¢ok calisma, misirin soguga karsi
toleransinin Ozellikle erken biliylime asamasinda degerlendirilerek soguga karsi

iklimlendirilmesinin 6neminin altin1 ¢izmektedir (Bhosale vd., 2007).

Fizyolojik, biyokimyasal ve molekiiler seviyelerde diisiik sicakliga kars1 bitki stres
tepkisi, birgok gen kullanilarak genetik olarak iyi kontrol edilir (Shahzad vd., 2024).
Yanit, plazma membraninda bulunan Ca®" akis kanallar1 ve reseptdr baglantih
proteinler tarafindan soguk stresinin taninmasiyla baslatilir. Bu proteinler arasindaki
etkilesim, fosforilasyon yoluyla sinyal iletim yollarini korur ve kalsiyum sinyallerinin
transkripsiyon faktorlerinin ve COR genlerinin (sogukta diizenlenen genler)
aktivasyonuna iletilmesini kolaylastirir. DEAR1 (dehydration-responsive element
binding protein ve EAR motif protein), DREB (Dehydration responsive element-
binding), ZF (zinc finger), CZF2 (C2H2 zinc finger), ZAT10(zinc finger protein) ve
AZF2 (Arabidopsis zinc-finger protein) dahil olmak {iizere C-tekrar Baglayici
Faktor/Dehidrasyona Duyarli Element Baglayici faktorler (CBF/DREB), birgcok COR
geninin ekspresyonunu ve ardindan kriyoprotektan birikimini diizenleyen ana

transkripsiyon faktorleri olarak tanimlanmistir (Liu vd., 2019). Bitkilerde soguk
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stresinde, reaktif oksijen tiirleri (ROS) yiikselir. ROS, birikimi ile daha yiiksek soguk
tolerans1 arasindaki pozitif korelasyon nedeniyle stres toleransinda kritik bir role
sahiptir (Zhang vd., 2016). Ancak, ROS'un soguk stresi sirasinda ikili bir rolii vardir.
Biriken ROS hiicrelere zarar verirken, azalan miktar ¢esitli stres tepkilerini tetiklemek

icin bir sinyal gorevi goriir.

Soguk stresine duyarli genler genetik olarak hem transkripsiyonel hem de post-
transkripsiyonel olarak diizenlenir. Gen diizenleyici unsurlardan biri de kodlamayan
RNA'lar (ncRNA'lar) sinifina ait olan mikro RNA (miRNA) genleridir. miRNA'lar 20-
24 niikleotid (nt) uzunlugundadir ve hedef transkriptin bozulmasi veya translasyonel
inhibisyonu ile sonuglanan dizi tamamlayiciligi yoluyla hedef mRNA'lara baglanarak
gen ifadesini diizenler. RNA polimeraz II tarafindan promotorlarindan transkribe
olurlar ancak proteinlere kodlanmazlar (Kong ve Han, 2005, Chiou vd., 2006, Zhang
vd., 2022). Hedef genlerin susturulmasi yoluyla bitki biiyiimesi, gelisimi ve biyotik ve
abiyotik stres toleransi gibi ¢ok sayida temel biyolojik siirecte diizenleyici olarak
gosterilmiglerdir (Aydinoglu ve Lucas, 2019; Aydinoglu ve Kuloglu, 2023). Gorev
aldiklar1 mekanizmalar arasinda, hiicre farklilasmasi, hormonal sinyalizasyon ve
yaprak, govde ve koklerin biiylimesinin yani sira organ polaritesi ve organ
farklilagsmasini da vardir (Phillips vd., 2007, Lu v., 2008, Khraiwesh v., 2012; Sunkar
ve Jagadeeswaran, 2012). Ornegin, miR408'in abiyotik stres ve Cu metabolizma

yolaklarina katildig: bildirilmistir.

miR408, Uclacyanin (UCL), Plantacyanin (PCY) dahil olmak {izere hedef genlerin
asag1 regiilasyonu yoluyla bitki vejetatif biiylimesinin, lireme gelisiminin ve stres
tepkisinin bir diizenleyicisi olarak gosterilmistir (Gao vd., 2022). Wen ve arkadaglar
(2024) miR408-3p veya UCL7'yi asir1 eksprese eden piring varyanti iizerinde bir 1s1
stresi deneyi gerceklestirmistir. MiR408'in asir1 ekspresyonunun kuru agirligi, tane
verimini, ATP seviyesini ve fotosentezi artirdigi goriilmiistiir. Bununla birlikte, H2O»
miktarini, antioksidan enzimin aktivitesini ve ATPaz'1 UCL7 genini asir1 eksprese
eden piring fidelerine kiyasla azalttigi gozlemlenmistir. Bir baska calismada,
miR408'in tohum ¢imlenmesini engelleyen mavi bakir proteini (PCY)ile arasindaki
negatif iliski agiga c¢ikarilmistir. (Jiang ve ark., 2021). Bu diizenlemede, 1sikla
indiiklenen ¢imlenme baskilayic1 Fitokrom Etkilesen Faktér 1 (PIF1)’in, miR408
promotoruna baglanarak miR408 eskpresyonunu baskiladig1 ve PCY miktarinda artisa

neden oldugu gosterilmistir. Burada anlatilan biyolojik islevdeki kritik roliine ragmen,



miR408'in soguk stresi altinda misir yapragi biliylime diizenlemesindeki rolii tam

olarak anlagilamamustir.

miRNA'larm islevsel ¢alismalari, kii¢iik boyutlar1 (~20 nt), ¢oklu eszamanli biyolojik
islevleri ve ¢ok az sayida dogal islev kaybr mutanti nedeniyle bazi dezavantajlara
sahiptir (Sieber vd., 2007). miRNA islevini incelemek icin tipik olarak kullanilan
yontemler, miRNA'nin veya hedefledigi genin aktivitesini kisitlamay1 ve miRNA'y1
veya hedef genlerini asir1 eksprese etmeyi gerektirir (Gupta vd., 2020). Bununla
birlikte, bir miRNA'nin agir1 ekspresyonu miRNA islevini tam olarak ayirt edemez.
Benzer sekilde, degredesyona direngli hedeflerin asir1 eksprese edilmesi, tek bir
miRNA'nin birden fazla hedefinin bulunmasi nedeniyle miRNA'larin islevini ortaya
cikarmayabilir. Bu nedenle, miRNA'larin endojen miRNA'lara kismen tamamlayici
sekansa sahip olan hedef tuzaklar/mimikler tarafindan ¢ekilmesi yoluyla miRNA'larin
susturulmasi ideal bir yaklasim olarak kabul edilmektedir. miRNA'lar1 islevleri
sirasinda susturmak icin kullanilan yaygin yontemler arasinda miRNA hedef taklidi
(TM) (Franco-Zorrilla vd., 2007), kisa tekrarlt hedef taklidi (STTM) (Yan vd., 2021),
viriisle indiiklenmis gen susturma (VIGS (Sha vd., 2014), TALEN tabanli gen
susturma yontemleri (Kim vd., 2013) ve CRISPR/cas9 (Chang vd., 2016)
bulunmaktadir. Bunlar arasinda STTM yo6ntemi, miRNA baglanma bolgelerinin hedef
miRNA'larin bozulmasimi veya tasarlanan tuzaktan ayrilamamasii sagladig: igin

miRNA arastirmalarinda kullanigh bir yontemdir (Teotia vd., 2016).

Virilisle enfekte olmus bitkilerde, viral RNA'ya karst bir RNA aracilt savunma
mekanizmasi tetiklenir (Voinnet, 2001). Bu dogal yolaktan yola ¢ikarak VIGS
yontemi icat edilmistir. VIGS terimi ilk defa, viral enfeksiyona karsi bagisiklig
tanimlamak i¢in van Kammen (1997) tarafindan tiiretilmistir. Son zamanlarda VIGS,
transgen RNA'nin yerlestirilmesi i¢in bir vektor olarak modifiye edilmis bir viral
vektor tarafindan konak gen ifadesinin asagi diizenlenmesini tanimlamak igin
kullanilmistir (Ding vd., 2018, Zhou vd., 2018, Peng vd., 2018, Yang vd., 2018). Bir
hiicrenin viral bir vektorle enfeksiyonu, tek sarmalli viral RNA'nin geri katlanmasiyla
veya viriis replikasyonu sirasinda viral RNA'ya bagimli bir RNA polimerazin
aktivitesi yoluyla iiretilen ¢ift sarmalli RNA (dsRNA) yoluyla RNA interferansi
(RNA1) mekanizmasini tetikler (Romano ve Macino, 1992, Fire ve ark., 1998). Daha
sonra, dsSRNA, RNase III tipi dicer benzeri endoniikleaz tarafindan kii¢lik miidahaleci

RNA'(siRNA)lara (21 ila 25 niikleotid uzunlugunda) boliiniir. Dupleks acilir ve ortaya



c¢ikan tek zincirli siRNA'lar, RNA kaynakli susturma kompleksine (RISC) dahil edilir.
Son olarak, siRNA'lar RISC'yi tamamlayic1 hedef mRNA'ya baglanmaya yonlendirir
ve bu da kesme veya translasyonel inhibisyon yoluyla gen susturulmasina yol agar.
VIGS, gecici gen susturulmasina neden olan hizli, etkili ve spesifik sistemi sayesinde
diger devre dis1 birakma stratejilerine gore birgok avantaja sahiptir. Cesitli bitki
tirlerinde gen islevini karakterize etmek i¢in yaygin olarak kullanilmistir. Ayrica,
ozellikle stabil bir sekilde doniistiiriilmesi zor olan monokotil tiirler i¢in bitkilerde
yuksek verimli fonksiyonel genomik ¢alismalar i¢in de faydalidir (Simon vd., 2011;
Zhou vd., 2018, Khraiwesh vd., 2012, Peng vd., 2018). VIGS yaklasimlar1 ayrica segili
bitki miRNA'larmin in vivo aktivitesini etkili bir sekilde engellemek igin de
kullanilmistir (Sunkar vd., 2007; Simon ve Meyers, 2011).

Birgok bitki viriisii, bitkilerde gegici gen ifadesi veya susturma i¢in vektor olarak
gelistirilmistir. Cogu VIGS vektori dikotiledonlarda, ¢ok az1 monokotiledonlarda ve
ozellikle bugday bitkilerinde uygulanmistir (Yang vd., 2018). Bromoviridae ailesine
ait olan brom mozaik viriisii (BMV), misir, arpa, piring, bugday ve sorgumu enfekte
etme kabiliyeti nedeniyle monokotiledonlarin genetik modifikasyonu i¢in modifiye
edilmistir. (Dinant vd., 1993, Ding vd., 2018, He vd., 2021). Ayrica, karsilastirilabilir
genom Yyapilari, gen ifadesi stratejileri ve protein islevlerine sahip olan alfaviriis
benzeri siiper ailenin bir temsilcisidir (He vd., 2021). Enfeksiyon semptomlar1 yaprak
mozaigine, klorozise ve bodurluga neden olur. Bugdayda enfeksiyon, bitki boyunda
ve kardes sayisinda azalmaya neden olur ve tane verimini %61'e kadar azaltabilir
(Hodge vd., 2019). BMV, cap1 yaklasik 28 nm olan ikosahedral parcaciklar iginde
kapsiillenmistir. Viral genom organizasyonu iicliidiir ve RNA1, metiltransferazlara ve
C-terminal helikazlara (Me/He) homolog olan N-terminal alanlara sahip 1a proteinini
kodlar. RNA2, RNA'ya bagimli bir RNA polimeraz (RdRp) alani igeren 2a proteinini
kodlar (Dinant vd., 1993). 2a proteininin merkezi bolgesi, RARp enziminin katalitik
bir bolgesi olarak gorev yapan korunmus ve farkli bir glisin-aspartik asit-aspartik asit
(GDD) motifini kapsar (Kamer ve Argos, 1984). Hiicreden hiicreye hareket i¢in
gerekli olan hareket proteini (MP) ve coat proteini (CP) i¢in kodlama dizileri, sirasiyla
RNA3'lin 5' bolgesinde ve RNA3'lin 3' ucundan iiretilen subgenomik RNA4'te yer
almaktadir. Her bir RNA, 5' ucunda viral genom baglantili bir protein (VPg) ve
oldukga korunan 3' tRNA benzeri bir yapi igerir (He vd., 2021).



1.1.Tezin Amaci, Katkis1 ve Icerigi

Masir bitkisi, genis bir kullanim alanina sahip 6nemli bir tarim {irlinidiir. Ancak diisiik
sicakliklara duyarliligi nedeniyle, soguk stresi kosullar1 biiylime inhibisyonuna ve
verim kayiplarina yol acar. Bu nedenle, dayanikhi ¢esitler gelistirmek i¢in soguk stres
toleransi sirasinda misir biiylime diizenlemesinde yer alan genlerin islevini belirlemek
Oonemlidir. miR408'in aralarinda soguk stresinin de oldugu ¢esitli stres kosullari altinda
gen diizenlemesinde islev gordiigli gosterilmistir. Ancak, soguk stresi altinda misir
yapragi biliylime diizenlemesindeki roliinii ortaya koyan islevsel ¢alismalar eksiktir.
Bu nedenle, bu ¢alisma miR408'i ve in silico analizler ile tahmin edilen hedefleri BBP,
BCP ve LAC genlerinin, VIGS temelli STTM yaklasimlariyla soguk stresine yanit
olarak musir yapraginin biliylime diizenlemesindeki islevlerini degerlendirmeyi

amagclamistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Msir (Zea mays L.)

Diinya’da ve Tirkiye'de genis alanlarda iiretimi yapilan musir (Zea mays L.),
bugdaygiller (Poaceae=Gramineae) familyasinin bir iiyesi olup, yazlik ve tek yillik bir
bitkidir. Misir bitkisi karbondioksit, giines 15181 ve suyu C3 bitkilerine gére daha
verimli kullanir (Huang vd., 2006). Kokeni ve gen merkezi Amerika olan misir, Kristof
Kolomb'un 1492 yilinda Amerika'yr kesfetmesinden sonra diinyaya yayilmaya
baslamistir. 16. yiizyilda tilkemize giren msir, yiiksek diizeyde enerji depolamasi, kisa
yetisme siiresi, birim alandan elde edilen yiiksek verim ve bir¢cok kullanim alani
nedeniyle énemli bitkilerden biri haline gelmistir (Idikut vd., 2016). Tek evcikli bir
bitki olan misirin %99'u yabanci déllenmektedir. (Kirtok, 1998). Bu 6zelligi nedeniyle
muisir, her yeni nesil genotipi olusturmak i¢in gerekli genleri toplayan bir popiilasyon
olarak diisiiniilebilir. Boyle bir popiilasyon icindeki her genotip digerlerinden bir
dereceye kadar farklidir. Her birey yiiksek oranda heterozigottur. Her biri kapsaml1 bir
sekilde c¢aprazlanir ve her biri farkli yavrular iretir (Cengiz vd., 2013). Misir,
ekonomik 6nemi siirekli artan bir tarim iiriinii olup, ¢cok dnemli bir hayvan yemi (tane,
silaj, islenmis), insan gidasi (un, taze tiikketim, konserve, nisasta, cips, ¢erez, yag,
tatlandirici, sekerleme, cikolata, sos, mama) ve endiistri ham maddesi (etanol, alkol,
friiktoz surubu, dis macunu, temizlik {iriinleri, tekstil, kozmetik) kaynagidir. (Ozcan,

2009).

Beklenen niifus artisi, iklim degisikligi ve azalan tarim arazileri géz 6niine alindiginda,
artan verim talebini karsilamak i¢in mahsullerde genetik iyilestirmeye acil bir ihtiyag
vardir. Devam eden kiiresel iklim krizi, tarim arazilerindeki stirekli azalma ve hizli
niifus artis1 goz Oniine alindiginda, mahsul verimi i¢in mevcut yoriinge, 2050 yilina
kadar diinya niifusunu beslemek icin yetersizdir (Bailey-Serres vd., 2019). Insan
tikketimi, hayvan yemi ve ¢esitli endiistriyel kullanimlar dahil olmak {izere ¢esitli
uygulamalara sahip 6nemli bir temel gida ve yem bitkisi olan misirin, diinya ¢apindaki
gida talebini karsilamak icin yliksek kaliteli ¢esitlerinin 1slah yoluyla veriminin
artirtlmasini gerektirmektedir (Wang vd., 2023). Bu hedefe bitki fizyolojisi, genetik
ve biyoteknoloji gibi ¢esitli disiplinleri entegre eden genetik tirlin gelistirme yoluyla

ulasilabilir (Gupta ve Salgotra, 2022). Hibrit 1slah1, mutagenez 1slahi, markor destekli



1slah ve genetik modifikasyon dahil olmak iizere mevcut misir 1slahinda, oncelikle
agronomik oOzellikleri gelistirmek i¢in genetik varyasyonlardan yararlanmaya
odaklanilmaktadir. Bu yaklasimlar misir 1slahindaki ilerlemeyi hizlandirmis olsa da
genetik tabanin daraltilmasi ve genetik ¢esitliligin azaltilmasi, sonugta verimle ilgili
birgok 6zelligin iyilestirilmesi potansiyelinin sinirlandirilmasi konusunda endiseler

ortaya ¢ikmistir (Dalakouras ve Vlachostergios, 2021).

Misir, gelismis dizileme ve haritalama kaynaklarma sahip birka¢ onemli tahil
tirlinlinden biridir. Gramene veribankasi (http://www.gramene.org) (Monaco ve ark.
2014), genom ¢apinda karsilastirmalara adanmis cevrimigi bir kaynaktir. Misir
Genetik ve Genomik Veritaban1 (MaizeGDB) (http://www.maizegdb.org) (Lawrence
vd., 2008) ise misir bitkisine ait genetik haritalar, mutasyonlar ve aleller hakkinda
bilgiler ve genetik stoklar i¢in tohum talebine dogrudan erigsim igerir. Misir Genetigi
Is birligi Biilteni (http://mnl.maizegdb.org/) ise, son zamanlarda yayinlananlar da dahil
olmak iizere misirla ilgili bir¢ok hakemli yayinin listesini icerir; bu biilten, diinyanin
dort bir yanindaki misir laboratuvarlarinda devam eden g¢alismalar hakkinda yillik
gayri resmi bir iletisim yayinidir. Biitlin bu veri bankalari, karsilastirmali haritalama,

mutant fenotipleri ve kantitatif 6zellikleri yorumlarken son derece yararli olmaktadir.

2.2. Misir Yapraginin Biiyiime ve Gelisimi

Hayvanlarin aksine, bitki gelisimi biiylik 6lglide embriyonik donem sonrasinda
gerceklesir. Kokler, govdeler, yapraklar ve ¢igekler gibi yeni organlar, hiicre biiyiimesi
ve farklilagmasinmin ardindan yasam boyu yinelenen hiicre bdliinmelerinden
kaynaklanir. Bu tiir hiicre boliinmeleri meristem olarak bilinen 6zellesmis bolgelerde
meydana gelir. Meristemdeki hiicreler pluripotenttir. Yapraklar ve ¢igekler sirasiyla
siirgiin ve ¢igek meristemlerinde olusurken, kok meristemleri biiyliyen koke stirekli
olarak yeni hiicreler ekler. Bitki siirgiinleri, kok hiicre nisi veya siirglin apikal
meristemi (SAM) icinde organojenik bir kdk hiicre popiilasyonunun siirdiiriilmesi
yoluyla yasam dongiisii boyunca yeni yapraklar, gévdeler ve tomurcuklar gelistirir
(Grafi vd., 2004; Steward, 1970). Bitkilerin gelisimi de benzersizdir ¢iinkii bitki
hiicrelerini ¢evreleyen sert hiicre duvarlar1 herhangi bir hiicre gociinii engeller. Sonug
olarak, meristemlerde iiretilen hiicre sayisi ve hiicre boliinme diizlemi gibi yerel hiicre
boliinme parametreleri, bitki dokularinin organizasyonunu belirlemede 6nemlidir

(Inze vd., 2009).



Yapraklar, fotosentez i¢in 151k yakalayan birincil organ olarak hizmet veren bitki igin
Oonemli bir organdir (Kellog, 2015). Misir yapraklari, C4 fotosentezini gerceklestirmek
ve lireme gelisiminden dnce bitkiyi desteklemek i¢in insa edilmistir. Bu vejetatif faz
sirasinda bitki biyokiitlesinin biiylik kismi, monokotiledon bitkilerin karakteristigi
oldugu gibi gévde dokusundan ziyade yaprak tarafindan siirdiiriiliir. Sonug olarak,
gelismekte olan bir musir bitkisinin neredeyse tiim goriinlir kisimlari, yaprak
hiicrelerinden ve oncelikle yaprak ayasinda fotosentetik bir isleve ve alt kinda yapisal
destege hizmet eden dokulardan olusur (Sylwester vd., 2009). Misirdaki hiicresel
diizen, yaprak baslangicindan olgunluga kadar, tiim ¢im yapraklari icin tipik olan bir
gelisimsel gradyan araciligryla korunur. Bu gradyan, gelismekte olan bir yapragin
tabanindan ucuna kadar hiicre sekillerindeki karakteristik degisiklikler nedeniyle
epidermiste tanimlanabilir. Biiyiime gradyani, yaprak baslangici ile iligkili organ
polaritesi ile ayn1 zamana denk gelmese de erken donemde olusur. Misirda, yapragin
fotosentezi, ekim yogunlugu ve tane verimi yaprak yapisindan giiglii bir sekilde
etkilenir. Serit seklindeki misir yapraginin bolgeleri 6zel islevlere sahiptir. Birincil
fotosentetik organ olan distal kanat, gévdeyi saran proksimal kilif tarafindan
desteklenir (Strable vd., 2021). Tiim otsu bitkilerde oldugu gibi, misir yapraklar
stirgiin apikal meristeminin (SAM) yan tarafinda gelisir. SAM'den sonraki yaprak
olusumu olaylar1 arasindaki gelisimsel araliga plastokron denir. Plastokron indeksleri,
SAM'a gore primordialarin konumsal bilgilerini saglar. Plastokron 0 (P0O) yeni
baglayan primordiumdur, P1 ilk goriiniir primordiumdur, P2 SAM'dan ikinci
primordiumdur ve bu boyle devam eder (Foster vd., 2019). SAM'in tepesinde, SAM'in
merkezi bolgesini olusturan yavag boliinen hiicrelerden olusan bir kiime vardir. Bu
hiicreler daha biiyiiktiir, kok hiicre iglevlerine sahiptir ve meristemin biitlinliigliniin
korunmasinda 6nemli bir rol oynar. Bu merkezi bolgedeki hiicre cogalmasi ve biiyiime
oran1 genellikle periferdekinden 6nemli Olgiide farklidir. L1 tabakasi, epidermise
donlisen promeristem tabakasidir. L1 tabakasi hiicreleri, i¢ tabaka hiicrelerinin
boliinme modelini kontrol eder. L2 tabakasi {i¢ kisma ayrilir: promeristem alt
epidermise, protokambiyum bir damar demetine ve temel meristem tabakasi (kisim)

kortikal ve mediiller 1s1nlara doniisiir. L3, bir 6ze doniisen temel meristem katmanidir.



Sekil 2.1: Bitki apikal meristemindeki biiylime bdlgelerinin lateral kesitinin
mikroskopta leteral kesit goriintiisii. SAM: Siirgiin apikal meristem, P1:
Plastokronl, P2: Plastakron2, P3: Plastakron3 (Strable ve Nelissen,
2021)

2.3. Bitkilerde Soguk Stresi

Diinya tizerindeki toplam kara alanimin ¢ogunda (yaklasik %64) ortalama minimum
sicaklik <0°C'dir (Rihan vd., 2017). Bununla birlikte, piring (Oryza sativa), misir (Zea
mays), domates (Solanum lycopersicum), soya fasulyesi (Glycine max) ve pamuk
(Gossypium hirsutum) dahil olmak tizere bir¢ok tiriin soguk sicakliklara uyum saglama
yeteneginden yoksundur ve yalnizca tropikal veya subtropikal bolgelerde yetisebilir
(Chinnusamy vd., 2007). Bu nedenle, soguk stresi bitki biiyiimesini ve gelisimini
olumsuz yonde etkiler, bitki tiirlerinin cografi dagilimini sinirlar ve diinya ¢apinda

mahsul verimini azaltir (Ding vd. 2019).

Stres, biyotik ve abiyotik stresler de dahil olmak iizere bitki metabolizmasini,
biiylimesini, gelisimini ve {riin verimliligini kisitlayan herhangi bir madde veya
uyarici anlamina gelir (Lichtenthaler, 1998). Soguk (0-10°C) ve donma (<4°C) dahil
olmak iizere soguk stresi, bitkilerin biiyiimesini ve tarimsal verimliligini olumsuz
yonde etkileyen abiyotik bir strestir (Guo vd., 2018; Liu J. vd., 2018). Soguk stresi
genellikle bitki biiyiimesini ve gelisimini kisitlar ve bitki hiicreleri {izerinde birkag
onemli etkiye sahiptir. ilk olarak, soguk stresi bitki hiicrelerinde membran
sertlesmesini etkiler ve bu da bitkilerde biiyiime ve gelisimi olumsuz etkileyen soguk
stres tepkilerini tetikleyen birincil olay olarak kabul edilir (Orvar vd., 2000). Ikinci

olarak, soguk stresi proteinlerin veya protein komplekslerinin stabilitesini bozar ve
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ROS temizleyici enzimler gibi enzimlerin aktivitelerini azaltir. Bu siiregler
fotosentezin engellenmesi ve bozulmasinin yani sira 6nemli 6l¢iide membran hasariyla
sonuglanir (Siddiqui ve Cavicchioli, 2006; Ruelland vd., 2009). Uciincii olarak, soguk
stresi RNA'da ikincil yapilarin olusumunu destekledigi igin gen ifadesini ve protein
sentezini etkiler (Rajkowitsch vd., 2007; Ruelland vd., 2009). Donma stresi, bitkiler
icin soguk stresinden daha zararlidir ve hatta bitki 6limiine neden olabilir. 0°C’den
diisiik sicakliklarda hiicre igerisinde olusan buz kristali olusumlar1 hiicrenin membran
ve ¢eper yapisina zarar verip hiicre bitiinliiglinli bozabilecegi gibi metabolik
aktiviteleri de sivi olarak bulunan suyun azalmasindan dolayr durma noktasina

getirebilir (Pearce, 2001).

2.4. MikroRNA’lar

MikroRNA'lar (miRNA'lar), hayvanlarda ve bitkilerde yaygin olarak bulunan kiiciik,
kodlamayan bir RNA sinifidir. miRNA'lar, hiicreler icinde endojen olarak {iretilen sa¢
tokasi yapilarina sahip transkriptlerden islenir (Reyes vd., 2009). miRNA'lar tipik
olarak sadece 22-24 niikleotid (nt) olmalarina ragmen, gesitli protein kodlayan genleri
etkileyen en bol gen diizenleyici molekiiller arasindadir. mRNA'lar1 hedefleyerek ve
onlara baglanarak okunmalarimi engelleyerek veya degredasyonuna neden olarak gen
ifadesinin diizenlenmesinde ¢ok Onemli rol oynarlar. Bu baglamda miRNA'lar
hiicresel farklilagsma, cogalma ve hayatta kalma dahil olmak {izere sayisiz kritik siirece
katilirlar (Rogers vd., 2013). 1993 yilinda ilk miRNA olan lin-4, nematod
Caenorhabditis elegans'ta tammlanmstir. Ozellikle, lin-4, niikleer protein lin-14'{in
ekspresyonunu negatif yonde diizenleyerek C. elegans'ta postembriyonik gelisimsel
olaylarin zamanlamasmi diizenler (Lee vd., 1993). Ik kesiften yedi yil sonra, C.
elegans'ta ikinci bir miRNA olan let-7 kesfedilmistir (Reinhart vd., 2000). Lin-4'e
benzer sekilde miRNA ailesine dahil olan let-7, lin-14, lin-28, lin-41, lin-42 ve daf-12
hedef mRNA'larinin 3’ ¢cevrilmemis bolgesine (UTR) baglanarak nematod gelisimini
diizenlerler. C. elegans'ta lin-4 veya let-7'nin devre dis1 birakilmasi, ciddi gelisimsel
anormalliklerle sonuglandigi goriilmiistiir. Bu veriler miRNA’larin organizma

gelisiminde ¢ok dnemli rol oynadigini gostermektedir (Vella vd., 2005).

Hayvan miRNA'lari, hiicresel aktivitenin temel diizenleyicileri olan (Saliminejat vd.,
2019) ve tiimor mikro ¢evresinin analizi de dahil olmak tizere in vivo mikro gevrelerin

durumunu tespit etmek i¢in biyobelirte¢ gérevi goren evrimsel olarak korunmus bir
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gen sinifidir (Yan vd., 2010; Volinia ve vd., 2006; Esquela-Kerscher vd., 2006;
Nicoloso vd., 2009; He vd., 2020). Bununla birlikte, bitki ve hayvan miRNA'lar1
bagimsiz olarak evrimlesmistir ve bu nedenle karsilik gelen dizileri, onciilleri ve
olgunlasma siiregleri bakimidan farklilik gosterirler (Huang vd., 2015; Zhang vd.,
2012). Bitki miRNA'larinin endojen genler {izerindeki diizenleyici etkileri, mahsul
biiyiimesi ve gelisimi lizerinde dnemli etkilere sahiptir ve kuraklik, soguk ve besin
eksiklikleri gibi abiyotik stresin yani sira patojenler ve zararli bocekler gibi biyotik
strese karsi direngte 6nemli roller oynar (Ding vd., 2024). miRNA'ya bagl tiirler arasi
diizenleyici bitki hastalik direnci mekanizmalari da rapor edilmistir. Ornegin, Zhang
ve arkadaslari, pamukta miR166 ve miR159'un, patojenik bakterilere translokasyon
yaptigini, patojenitelerini diizenledigini ve nihayetinde pamugun Verticillium dahliae
kolonizasyonunu inhibe ettigini ve boylece pamugun bakteriyel enfeksiyona karsi
direncini artirdigini bulmustur (Zhang vd., 2016). Ayrica Chen ve arkadaslari,
piringteki miR162a'nin kahverengi ¢ekirge iiremesini ve gelisimini susturma yoluyla
olumsuz yonde diizenleyebildigini ve kahverengi cekirge istilasina karsi piring

savunma sisteminin 6nemli bir bilesenini temsil ettigini bulmuslardir (Chen vd., 2023).

2.5. Bitki miRNA’larimin Biyosentezi

Bitki miRNA'lar, transkripsiyon, onciil isleme, metilasyon ve miRNA kaynakl
susturma kompleksi (RISC) ‘nin olusumu kapsayan ¢ok adimli bir siiregle tiretilir.
Dize tamamlayiciligina dayali olarak miRNA'lar, mRNA bozulmasini, translasyonel
baskilamay1r ve DNA metilasyonunu dogrudan etkiler (Song vd., 2019). Daha da

onemlisi, miRNA iiretimi tipik olarak gesitli tiirler arasinda korunur (Ha vd., 2014).

Bitki miRNA genleri agirlikli olarak genomun intergenik bolgelerinde bulunur ve
bagimsiz transkripsiyonel birimler olarak islev goriir. miRNA promotorleri yapisal
olarak protein kodlayan genlerinkine benzer olsa da (Tang, 2010) protein kodlayan
genlerin intronik dizilerinde bulunan az sayida miRNA, konak genleriyle birlikte
transkribe edilebilir (Rajagopalan vd., 2006; Yan vd., 2012; Yang vd., 2012).
miRNA'lar1 kodlayan genler, RNA polimeraz II'nin etkisi altinda hiicrenin
niikleusunda transkribe edilir ve yaklasik birkag yiiz niikleotid uzunlugunda primary
MIRNA (pri-miRNA)'y1 olusturur (Kim vd., 2011; Xie vd., 2005) (Sekil 2.2). Daha
sonra, Dicer benzeri enzim (DCL1), precursor miRNA (pre-miRNA)'y1 iretir ve

islemeye devam ederek ¢ift sarmalli mature miRNA (ma-miRNAolusturur. Nihai gift
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sarmallt miRNA, miRNA metiltransferaz (HEN1) (Kutter vd., 2008) tarafindan, her
iki sarmaldaki 3’ ucunun son niikleotidinde metilasyon modifikasyonuna ugrar (Ji vd.,
2012). Cift sarmalli miRNA ve tamamlayict ipligi (yani miRNA*), RNA ile
indiiklenen susturma kompleksindeki (RISC) Argonaute proteinine entegre olur ve
kompleksin hedef mRNA dizisini aramasini ve baglanmasini saglar. Olgun miRNA'lar
daha sonra bir exportin5 homologu olan HASTY tarafindan sitoplazmaya tasinir veya
ribozomal proteinlere baglanmadan 6nce HASTY tarafindan sitoplazmaya tasinir
RISC gen ifadesini li¢ mekanizmadan biri yoluyla susturur: (i) protein ¢eviri diizeyinde
miidahale; (ii) transkripsiyon diizeyinde mRNA'y1 degrede etme veya (iii) genom
diizeyinde heterokromatin olusumu veya DNA eliminasyonu (Pratt ve MacRae, 2009;
Ding vd., 2024).
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Sekil 2.2: Mikro RNA (miRNA)’lar ¢ekirdek hiicre niikleusu icerisinde DNA’da

bulunan kendi gen bolgelerinden RNA polimeraz 2 ile transkribe olurlar.
Uretilen 6ncii primer (primer) miRNA (pri-miRNA), Drosha enzimiyle
kesilerek prekiirsor MiIRNA (pre-miRNA) haline gelir. Pre-miRNA
exportin isimli protein ile ¢ekirdek niikleus disarisina cikartilir. Dicer
endoniikleaz enzimleriyle proteinleri ile kesime ugratilarak ¢ift zincirli
dubleks olusur. Zincir agilarak son halini alan olgun miRNA’lar RNA
kaynakli susturma kompleksi (RISC)’ne yiiklenerek hedefledigi
mRNA’ya baz eslesmesi ile baglanarak translayonunu engeller ya da
degradasyonuna sebep olur.

2.6. Bitki miRNA’larimin Bitki Fizyolojisindeki Rolleri

Bitki miRNA'lar, bitki gelisimi, metabolizma, abiyotik strese yanitlar ve patojenlere

kars1 savunma dahil olmak tizere ¢esitli biyolojik siireglerde 6nemli diizenleyici roller

oynar. Bu miRNA'lar dahili bitki sinyalizasyonunu ve metabolik yollar1 etkili bir

sekilde yeniden kalibre edebilir, gen ifadesini diizenleyebilir ve gen tepkilerini modiile
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edebilir (Gong vd., 2015). Ek olarak, bitki miRNA'lar1 patojenlerde, 6zellikle direng
ozellikleriyle ilgili gen ekspresyonunu inhibe edebilir, boylece bitkilerin enfeksiyona
direnme kabiliyetini artirabilir. Bitki miRNA'lar1 ayrica hiicresel biyolojik tepkilerin
cevresel strese ve diisiik besin kaynaklarina adaptasyonunu da kontrol edebilir (Dong
vd., 2022, Yang vd., 2021). Dahasi, 6nemli ¢evresel tepki diizenleyicileri olarak
miRNA'lar gen ifadesini diizenler ve diisiik sicakliklar, 1s1 stresi, tuz stresi ve mantar
stresi altinda bitki biiylimesi ve gelisimine aracilik eder (Gong vd., 2015).
miRNA'larin incelenmesi ilerledikce, artan sayida kanit, bitki hiicresi farklilagmasi,
embriyo olusumu, dogurganlik, bitki c¢iceklenmesi ve meyve vermenin
diizenlenmesinin yani sira bitki tiirii ve tohum verimini diizenlemedeki rollerini
gostermistir.  Ornegin, Luo ve arkadaslari miR397'nin farklilasmamis piring
embriyonik iyilesme dokularinda yiiksek oranda ifade edildigini ve lakkaz genlerinin
asagl regiilasyonuna yol actigini; bunun da ince duvarli meristematik hiicrelerin
olusumuna neden oldugunu bildirmistir (Luo vd., 2006). Hou ve arkadaslari,
domateslerde miR171'in asir1 eksprese edilmesinin, hedef gen ailesi GRAS"
(SLGRAS24) baskilayarak daha biiyiilk domates bitkileri ile sonuglandigini
bulmuslardir (Hou vd., 2019). Benzer sekilde, Zhang ve arkadaslari, piringte
miR397’nin asir1 ekspresyonunun tohum boyutunu artirdigint ve OsLAC ifadesini
asagl diizenleyerek basak dallanmasini tesvik ederek piring verimini artirdigin
gostermiglerdir (Zhang vd., 2013). Ayrica, miR397'yi asir1 eksprese eden Arabidopsis
bitkileri daha fazla ¢icek tomurcugu tireterek tohum verimini artirdigi da gosterilmistir
(Wang vd., 2014). Han ve arkadaslari, miR528, miRNA-hedef genlerin diizenleyici
agini zenginlestiren miR528-SOD modiilii araciligiyla salgam bitkisinin kardeslenme
sayisini ve rejenerasyon yeteneginin diizenlemesine katildigini gosterislerdir (Han vd.,

2023).

2.7. Bitki miRNA’larinin Stres Faktorlerine Etkisi

miRNA'lar sadece bitkinin biiyiime ve gelismeyle ilgili endojen genlerinin
diizenlenmesine katilmakla kalmaz, ayn1 zamanda bu hedef genlerin ifadelerinin
abiyotik ve biyotik strese karsi tepkilerini de diizenler. Boylece mahsul ¢esitlerinin

agronomik 6zelliklerini etkiler.

Kadmiyum, aliiminyum, arsenik, kursun ve civa gibi agir metaller tipik olarak bitki

kok sistemleri tarafindan emilir ve bitki bliylimesini 6nemli dlgiide engelleyebilir.
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Kadmiyum ozellikle kalict bir eser metal ve tehlikeli bir g¢evresel kirleticidir
(Benakova vd., 2017) ve temel bitki metabolizmasi veya biiyiime siirecleri igin gerekli
degildir (Hussain vd., 2019). Bu nedenle, Ali ve arkadaslar1 kadmiyum toleransi ve
miR397 ifadesi arasindaki potansiyel iliskiden sorumlu molekiiler mekanizmalari
arastirmak i¢in Arabidopsis thaliana’da miR397 mutant hatlari olusturmustur (Ali vd.,
2023). miR397'nin asir1 eksprese edilmesinin lignin igerigini degistirdigini ve lakkaz
2, 4 ve 17 ifadelerini diizenleyerek kadmiyum toleransini azalttigini bulmuslardir. Yue
ve arkadaglari, miR535'in gen ekspresyonunun azaltilmasinin kadmiyum stresi
altindaki piring bitkilerinde kadmiyum toleransin artirirken, miR535'in agir1 eksprese
edilmesi yabanil tip bitkilere kiyasla tam tersi bir etki ortaya ¢ikardigi gosterilmistir.
(Yue vd., 2023).

Kuraklik, bitki biiyiimesini ve gelisimini olumsuz etkileyen ve kiiresel olarak dnemli
irlin kayiplarina yol agan Onemli bir stres faktoridir (Riyazuddin vd., 2023).
Ozellikle, Jiang ve arkadaslari, A. thaliana'da miR159 islevinin kaybinin, daha az agik
stoma ve daha diisiik su kayb1 oranlarina bagh olarak kurakliga toleransi artirdigini
bildirmistir (Jiang vd., 2022). Bu arada, Li ve arkadaslari, miR169a'y1 asir1 eksprese
eden Arabidopsis bitkilerinin, yabanil tip bitkilerinden daha fazla yaprak su kaybi ve
kuraklik stresine karsi daha fazla hassasiyet sergiledigini bulmuslardir (Li vd., 2008).
Ek olarak, bugday koklerinde miR1119 ifadesinin azalmast MYC2 seviyelerini
artirarak ve katalaz (CAT), peroksidaz (POD) ve siiperoksit dismutaz (SOD) dahil
olmak {izere belirli enzimlerin aktivitesini yukart dogru diizenleyerek kurakliga karsi

direnci sagladigi gosterilmistir (Shamloo-Dashtpagerdi vd., 2023).

Asint sicakliklar bitkilerdeki normal hiicresel ve biyokimyasal fonksiyonlar1 bozarak
biiylimelerini engelleyebilir. Yiiksek sicaklik stresi, lipid peroksidasyonu yoluyla
membranlar1 bozarak organellere zarar veren, sonugta klorofil icerigini azaltan ve
fotosentetik kapasiteyi diisiiren ROS {iretilmesi yoluyla oksidatif hasara yol agar
(Briantais vd., 1996; Larkindale vd., 2002). Alternatif olarak, diisiik sicakliklar bitki
biiylimesini ve verimini olumsuz etkileyerek biiyiime verimliligini 6nemli Slglide
azaltir (Abdullah vd., 2022). Aslinda, bazi bitkiler diisiikk sicaklik stresinden geri
doniisii olmayan bir sekilde zarar gorebilir (Knight vd., 2012). Bu zorluklar ele almak
icin Matthews ve arkadaslart miR156'nin yoncada yiiksek sicaklik stresini
hafifletmeye yardimci olabilecegini bulmuslardir; miR156-asir1 eksprese eden bitkiler,

ROS ile iliskili hasar1 azaltarak onemli Olglide gelismis antioksidan temizleme
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kapasitesi sergilerler (Matthews vd., 2019). Ayrica, yiiksek verimli tarama kullanarak,
miR166e, miR319 ve bra-novel-miR3936-5p'min bitkilerin soguk stresine tepkilerinde
onemli rolleri olabilecegini bildirmistir (Zeng vd., 2018). Bu durum, gelismis soguk
ve sicak stres toleransina sahip sha-miR319d-asir1 eksprese eden domates bitkileri insa

eden Shi ve arkadaslar tarafindan da gosterilmistir (Shi vd., 2019).

Bitkilerin tarimsal ortamlardaki besin gereksinimleri ile dogal ortamlarindaki besin
gereksinimleri arasinda bir esitsizlik vardir. Bununla birlikte, ortamdan bagimsiz
olarak, temel elementlerdeki eksiklikler, normal bitki biiylimesini ve gelisimini
olumsuz yénde etkileyebilecek beslenme stresine neden olabilir (Islam vd., 2022).
Azot eksikligine yanit olarak miR156 ifadesi yukari dogru diizenlenir ve
SQUAMOSA promotor baglayici protein benzeri (SPL) genleri (Fan vd., 2015) ve
NAC4, ARF2 ve AFB3 (Li vd., 2021) ifadesini diizenleyerek birincil ve yan kok
biiylimesini diizenleyerek bitki boyu gelisimini tesvik eder. Alternatif olarak, Xu ve
arkadaglar1 fosfor yeterliligi ve eksikligi altinda soya fasulyesi koklerinin ve
yapraklariin transkriptomunu analiz etmistir. Fosfor eksikliginin neden oldugu stresi
hafifletmek i¢in miR169, miR395, miR397 ve miR399'un ekspresyonunun arttigini
tespit etmislerdir (Xu vd., 2013). Ayrica, potasyum eksikligi altinda, miR171 ve
miR 166 ifade seviyeleri bugdayda belirgin sekilde degisir; bugday fideleri daha fazla
miRNA sentezler, bu da kok farklilasmasini ve gelisimini tesvik etmek icin biiyiime

oncesi asamada potasyum emiliminin artmasina neden olur (Thornburg vd., 2020).

Tuzlu su kosullarina uzun siire maruz kalmak ROS iiretimine yol agabilir (Safdar vd.,
2019), bu da proteinler, lipitler ve DNA dahil olmak iizere hiicresel bilesenlerde
oksidatif hasara neden olarak kritik bitki biyokimyasal siire¢lerini bozabilir (Goyal
vd., 2021; Kamran vd., 2019). Ortaya ¢ikan doku hasari, metabolizmanin ve
biliylimenin geri doniislimlii olarak yavaslamasina ve daha ciddi durumlarda geri
doniisiimsiiz hiicre 6liimiine yol agabilir (Islam vd., 2022). Tuz stresi altinda, miR 159,
miR168, miR169, miR172, miR393, miR395, miR396, MmiR399 ve miR408 dahil
olmak iizere dokuz temsili miRNA'nin ifade seviyeleri farkli bitki tiirlerinde degisiklik
gostermektedir (Xu vd., 2021). Tlging bir sekilde, ayn1 miRNA'lar farkl1 bitki tiirlerinde
z1t ifade modellerine sahip olabilir ve tuz stresi altinda farkli rolleri yerine getirebilir.
Ornegin, tiitiinde miR396 asir1 ekspresyonu su tutma ve prolin icerigini iyilestirerek
ROS iiretimini azaltmaya ve tuz direncini artirmaya yardimei olabilir (Chen vd., 2015).

Buna karsilik, miR396'nin asir1 ekspresyonu piring ve A. thaliana'da tuzluluk stresi
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toleransini azaltir (Gao vd., 2010). Aydinoglu ve arkadaslari, misir tohumlarina
Basillus sp. ile biyolojik alistirmanin ardindan uygulanan tuz stresine karst bitkinin
koklerinde stres toleransinin artigin1 gosterdikleri c¢alismada, misir koklerinde
miR160’in ARF17 geninin ifadesini diizenlendigini gostermislerdir (Aydinoglu vd.,
2023).

Dogal ortamlarda bitkiler siklikla bakteriler, mantarlar, virtisler ve zararlilar dahil
olmak tizere ¢esitli kaynaklardan gelen biyotik strese maruz kalirlar. Kapsamli
arastirmalar miRNA'larin patojen enfeksiyonlarina kars1 bitki direncinin etkili

diizenleyicileri oldugunu gostermistir (Ding vd., 2024)

Zhao ve arkadaglar1 domates miR319-TCP4'liin jasmonik asit (JA) senteziyle ilgili
genlerin ifadesini diizenleyerek ve yapraklardaki endojen JA seviyelerini degistirerek
kok bogazi nematodlarina karsi bitki direncini etkilemede 6nemli bir rol oynadiginm
gozlemlemistir (Zhao vd., 2015). Ayrica, Pinweha ve arkadaslari, manyok bitkisi
Colletotrichum gloeosporioides f. sp. tarafindan enfekte edildiginde, miR393 ve
miR160 ifadesinin, hedef genler TIR1 ve ARF'yi asag1 dogru diizenleyerek antraknoza
kars1 bir savunma tepkisini tesvik ettigini ve boylece biiylime hormonu sinyalini
baskiladigini bulmuslardir (Pinweha vd., 2015). Benzer sekilde, Arabidopsis bitkisi
Pseudomonas syringae flagellin'e maruz kaldiginda, miR393 ifadesi indiiklenir ve bu
da F-kutusu biiyiime hormonu reseptorii TIR1'in negatif diizenlenmesine yol agar. Bu
inhibisyon, bilylime hormonu sinyalini baskilayarak A. thaliana'da antimikrobiyal
direnci tesvik eder (Navarro vd., 2006).

Bitki hastalik direncine miRNA yaniti, dncelikle NB-LRR, kitin ve lektin gibi bitki
hastalik direnci proteinlerini hedef alan bir diizenleyici mekanizma olarak islev goriir.
Bitki NB-LRR proteinleri, mikrobiyal enfeksiyonu takiben bitki savunma tepkilerini
baslatabilir. Domates bitkilerinde, NB-LRR proteinlerinin miR482 ve miR530
tarafindan in vivo olarak negatif diizenlenmesi, Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici
enfeksiyonuna karsi direnci azaltir (Ouyang vd., 2014). A. thaliana'da, miR393'in in
Vivo asagi regiilasyonu ve hedef genleri olan lektin reseptdr benzeri kinazlarin
(LecRLKSs) yukar1 regiilasyonu, bakteriyel lipopolisakkarit (LPS) ile muameleden
sonra meydana gelir; sonugta bu yanit, A. thalianamin LPS'ye kars1 bazal direncini
artirir (Djami-Tchatchou vd., 2019). Zhang ve arkadaslari, yaprak lekesi mantari ile
astlanmis elma yapraklarinda, MdmiR395 ifadesinin artarken, hedef genleri olan

MdMRKY26 ve MAWRKYN1'in ifadesinin azaldigini; ayrica, MdAWRKY'nin asir1
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ekspresyonunun veya MdmiR395'in inhibisyonunun patogenezle ilgili genlerin
ifadesini artirarak elma agacinin direncini artirdigini bildirmistir (Zhang vd., 2017).
Ayrica, Li ve arkadaslar1 kiiciik RNA dizilimi kullanarak patates viriisii A (PVA)
enfeksiyonu ile iliskili 58 miRNA tespit etmistir (Li vd., 2017). miR482d-3p, miR397-
5p ve diger miRNA'lar asag1 regiile edilerek patojene karsi direng genlerinin
ekspresyonunu artirir. Bu ¢alisma, patates yapraklarinda Patates Viriisii A direncinin

molekiiler temeline iligkin transkriptom ¢apinda bilgiler saglamaktadir.

Piring bitkileri viral hasara maruz kaldiginda, miR528 ifadesi baskilanarak hedef geni
olan L-askorbat oksidazin (AO) ifadesini tesvik eder ve ardindan AO aracili ROS
birikimini azaltir (Wu vd., 2017). Ayrica, miR528-A0O savunma modiilii, miR528
promotor bolgesindeki spesifik motiflere baglanarak miR528 gen ekspresyonunu
aktive eden SPL9 tarafindan diizenlenir (Yao vd., 2019). Benzer sekilde, domates
bitkilerinde miR398b ifadesinin azaltilmasit ROS birikimini azaltir ve MeJA'ya duyarl
savunma genlerini yukari dogru diizenleyerek Botrytis cinerea'ya karsi bitki direncini
artirir (Liu vd., 2023). Patojenik mikrobiyal istilaya karsi bitki tepkisi sirasinda
miR397 ifadesinin asagi regiilasyonu lakkaz aktivitesini artirir, lignin ve diger fenolik
polimerlerin sentezini indiikler ve hiicre duvarinda hizli birikime neden olur; sonugta
bu, patojenik mikroorganizmalarin biiyiimesini ve istilasini sinirlar (Yu vd., 2014; Yu
vd., 2020). Ornegin, patateslerin PVA ile ve musirin seker kamigt mozaik viriisii
(SCMV) ile enfeksiyonu, miR397 ifadesinin asag1 regiilasyonu, lakkaz aktivitesinin

arttirilmasi ve lignin olusumunun arttirilmasi ile engellenir (Xia vd., 2018).

2.8. Bitkilerde Soguk Stresinde miRNA’larin Rolii

Soguk, verimi 6nemli Olclide azaltan ve bitkilerin fizyolojisi ve biyokimyasinin
neredeyse her yoniinii etkileyen baslica abiyotik stresler arasindadir (Josine vd., 2011,
Sanghera vd., 2011). Soguk (0-10 °C) ve donma (<4°C) sicakliklar1 dahil olmak {izere
diisiik sicakligin bitkilerin hayatta kalmasini ve cografi dagilimini etkiledigi
bilinmektedir (Josine vd., 2011). Diisiik sicaklik bitki iizerinde iki sekilde stres yaratir:
tek basina diisiik sicakligin etkileri ve hiicresel su dondugunda hiicre ve dokularin
dehidrasyonu (Beck vd., 2007). Spesifik olarak, diisiik sicaklik hiicre sagkalimini,
hiicre boliinmesini, fotosentetik verimliligi ve su tasinmasini etkileyerek bitki
biiylimesi ve iiretkenligi lizerinde olumsuz etki yaratir (Beck vd., 2007). Abiyotik stres

sirasinda normal hiicresel islevler bozuldugunda ise, bu bozulmalara yanit vermek igin
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molekiiler diizeyde hizli ve genis ¢apli bir yanit gereklidir. Bu yanit, strese duyarlt
genlerin ifadesinin  transkripsiyonel, post-transkripsiyonel ve translasyonel
diizenlenmesinin bir sonucu olusur (Megha vd., 2018). Bitkinin stres kosullarina kars1
iirettigi post transkripsiyonel yanitlardan bir tanesi de miRNA’lardir. Gegtigimiz on
yillar boyunca, miRNA'larin soguk stresini diizenleyen agda 6nemli roller oynadigi
gosterilmistir (Sun vd., 2018). MiRNA'larin soguk stresinde rol oynadigi ilk olarak
kiiglik RNA kiitiiphanesinin taranmasiyla bulunmustur. Kiigiik RNA kiitiiphanesi, 24
saat boyunca 0 °C'ye ve dehidrasyon ve tuzluluk gibi diger streslere maruz birakilan
Arabidopsis fidelerinden olusturulmustur. Sunkar ve Zhu, soguk stresi altinda miR393
ifadesinin giiclii bir sekilde yukari regiilasyonunu ve miR319¢ ve miR398a
ekspresyonlarinin azaldigimi gostermislerdir (Sunkar ve Zhu 2004). Takip eden
yillarda, birkac calisma miRNA'larin ¢esitli bitki tlirlerinde soguk stresine tepkilerini
ortaya koymustur. Ornegin, Liu ve digerleri, yaptiklar1 mikroarray analizleri
sonucunda, miR396, miR393, miR319, miR408, miR169, miR168 ve miR165 dahil
olmak tizere 10 miRNA'nin Arabidopsis'te soguk stresi altinda ekspresyonlarinin
arttigin1 gostermistir (Liu vd., 2008). Ma ve digerleri, Arabidopsis tizerinde yaptiklari
calismada miR408’in soguk stresinde rol aldigini gostermislerdir. Thiebaut ve
digerleri (2020), seker kamisinda yaptiklari ¢alismada miR319’un soguk stresiyle
baglantis1 oldugunu gostermislerdir. Bozi¢ ve digerleri (2024), bes gilinliik misir
fidelerinde yaptiklar1 calismada, soguk stresine dayanikli ve hassas olan hatlari
kullanarak kiiciik RNA kiitiiphanesi olusturmuslardir. Sonra olusturduklari bu
kiitiiphaneyi kullanarak bes giinliik misir fidelerinde soguk stresinde eksprese olan 65
tane yeni miRNA tanimlamislardir. Aydinoglu (2020) ADA313 musir hattinda yaptig1
calismada, miR319, miR396, miR408, miR528 miRNA’larinin soguk stresinde misir
yapraginin farkli biiylime bolgelerinde farkli ekspresyon seviyelerinin oldugunu ve
soguk stresine yanitta rol oynayabileceklerini gostermistir. Lu ve digerleri (2020)
kislik bugdayda yaptiklari calismada, miR398 ve uzun kodlanmayan RNA’larin soguk

stresi kosullarinda tolerans ile ilgili CSD1 genini regiile ettiklerini gdstermislerdir.

2.9. Bitkilerde Savunma Sistemi

Dogada bitkiler siirekli olarak patojenik bakteriler, mantarlar veya viriislerin saldirisi
altindadir. Bu patojenlere kars1 kendilerini savunmak i¢in bitkiler, enfeksiyon {izerine

¢oklu savunma mekanizmalarinin aktive edildigi sofistike dogal bagisiklik sistemleri
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gelistirmistir (Dodds ve Rathjen 2010; Zhang vd., 2010; Boller ve He, 2009). Patojenle
iliskili molekiiler model (PIMM) ile tetiklenen bagisiklik (PTB) ve efektérle tetiklenen
bagisiklik (ETB) bitkilerde bildirilen iki dogal bagisiklik tepkisidir (Jones ve Dangl
2006; Boller ve He 2009). Genel olarak PTB, korunmus PIMM'larin hiicre yiizeyinde
lokalize olmus kalip tanima reseptorleri tarafindan taninmasi yoluyla aktive edilir
(Boller ve Felix 2009). ETB ise patojen tarafindan salgilanan efektorlerin konake1
proteinleri tarafindan taninmasi tizerine aktive olur (Bent vd., 2007). Cok sayida
calisma PTB ve ETB'nin aktivasyonunun salisilik asit (SA), jasmonik asit (JA) ve
etilen (ET) gibi benzer sinyal molekiillerine ve savunma sinyal yollarma ihtiyag
duydugunu gostermistir (Kachroo vd., 2007; Aaron vd., 2009; Tsuda vd., 2009; Boller
ve He 2009; Dodds ve Rathjen 2010; Robert-Sellaniantz vd., 2011). Patojen
enfeksiyonu iizerine bitkilerde ortaya cikan bagisiklik tepkisi, farkli transkripsiyon
faktorleri (TF'ler) tarafindan diizenlenen genis bir savunma ile ilgili gen setinin
ifadesini i¢eren ¢oklu savunma tepkilerinin aktivasyonu ile karakterize edilir (Van
Loon vd., 2006). Son yillarda, NAC, ERF, MYB, WRKY ve bZIP ailelerine ait bir¢ok
TF tanimlanmis ve savunma ile ilgili genlerin ifadesinin diizenlenmesinde kritik rol

oynadiklari gosterilmistir (Eulgem vd., 2007; Gutterson vd., 2004).

2.10. Genetik Modifikasyon Metotlar:

Genetik modifikasyon yontemleri, bir canli organizmanin genetik bilesimini degistiren
bir grup yontemdir. Bu yontemler, gen fonksiyonlarinin, regiilasyonlarinin ve
biyolojik dzelliklerle iliskilendirme i¢in birbirleri arasindaki baglantilari analiz etmek
icin kullamilir (Singh vd., 2020). Bitkilerde, genetik manipiilasyonlar i¢in iki ana
teknik vardir: bunlar, genetik ve genetik olmayan miihendislik yontemleridir (Bleotu
vd., 2020). En eski genetik olmayan miihendislik yontemi, arzu edilen o6zellikleri
(0rnegin, oOzel fenotip veya fiziksel Ozellikler) karsilayan bireysel tohum
popiilasyonlarinin se¢ilmesinden (birkag nesil boyunca) olusuyordu. Bu teknik,
heterojen tohumlardan genetik olarak homojen tohumlar elde edilmesine ve yeni
cesitlerin iiretilmesine olanak saglamistir (Moeller and Wang, 2008). Caprazlama,
arastirmacilarin eseysel olarak uyumlu iki bitkiden melezler elde etmesine olanak
tanir; ancak rekombinasyon rastgele oldugundan ve istenen 6zelliklere sahip olanlar
elde edilmeden Once ¢ok sayida melez ara iirlin iiretilmesini gerektirdiginden bu

zahmetli bir yontemdir. Tirler aras1 ¢aprazlama ya dogal yollarla (belirli kosullarda)
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ya da insan miidahalesiyle ger¢eklestirilebilir ve bir tiirden genlerin yakin akraba bir
tiiriin genomuna entegrasyonunu icerir. Bu yontemle {liretilen melezler her iki

ebeveynin de 6zelliklerine sahiptir (Jauhar, 2006).

Somatik hibridizasyon (hiicre fiizyonu), farkli bitkilerden elde edilen protoplastlarin
flizyonuna dayanan, eseyli olmayan bir genetik yontemdir. Hiicre duvarlarinin
enzimatik tekniklerle uzaklagtirilmasi (yani polisakkaritlerin seliilaz, hemiseliilaz ve
pektinaz ile par¢alanmasi) ve protoplastlarin bir araya getirilmesi (kimyasal/elektriksel

bir fuzojen varliginda) heterokaryon tiretimiyle sonuglanir (Mahgoub, 2015).

Kimyasallar ve fiziksel faktorlerin neden oldugu mutajenez, bitkilerin genomlarinda
rastgele degisikliklere neden olmak i¢in kullanilir. Bu mutasyonlarin rastlantisalligi ve
tekrarlanabilir olmamasi, yontemleri gida i¢in kullanish olmaktan ¢ikarmaktadir. Etil
metansiilfonat, kalsiyum fosfat (Chowdhury vd., 2004) ve lipofeksiyon (Kawata vd.,
2003) yaygin olarak kullanilan kimyasallar; elektroporasyon, biyolistik, vakum
infiltrasyonu, silikon karbiir biyiklar, iyonlastirici radyasyon ve sok dalgasi aracili

doniisiim ise yaygin olarak kullanilan fiziksel faktérlerdir (Rivera vd., 2014).

Genetik miihendisligi, belirli bir sonug iiretmek i¢in bir gen dizisinin hedeflenen
sekilde degistirilmesini icerir. Bu baglamda, ilgilenilen proteinleri kodlayan genler
tanimlanir, izole edilir, bir iletim sistemine yerlestirilir ve rekombinant DNA
teknolojisi olarak bilinen karmasik siiregler yoluyla uygun bir konaga aktarilir. Bu
aktarma sonucunda bitkide calisilmak istenilen genin asir1 ekspresyonu, ya da

susturulmasi saglanir (Sekil 2.3).

Cinko parmak proteinleri (ZFP, ZFN), bitki genomunda en yaygin DNA baglanan
alanlardan biri olan Cys2-His2 ¢inko parmak alani ile bir transkripsiyon faktorleri
simifindadir. ZFP, Fok'tan (bir IIS kisitlama enzimi) tiiretilen bir kesilmis alan ve bir
baglanma alanindan olusur. Bir ZFP'nin baglanma alani, bir ¢inko atomu varliginda
DNA molekiiliiniin etrafin1 sarar, her parmak 3-4 baz cifti (bp) ile baglanir. ZFP, 9
bp'lik bir bolgeyi hedefleyen DNA molekiilii ile kompakt bir BBa yapist olusturur
(Maeder ve Gersbach, 2016). Cift iplikli DNA kirilmalarii saglamak i¢in, DNA
substratinin iist ve alt ipliklerinde ters bir oryantasyonda bulunan bir ZFP'nin iki

baglanma bolgesi dimerize olur ve niikleaz alan aktivitesini kolaylastirir.

Transkripsiyon aktivatorii benzeri efektor niikleazlar (TALEN), TALE proteinlerine
(Xanthomonas'tan koken alan) 6zgli bir DNA baglama alan1 ve bir DNA kesme
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alanindan (Fokl'in katalitik parcasi) olusur. Cift iplikli DNA kirilmalarinin
indiiksiyonu i¢in dimer olusumu esastir. DNA baglayici alan 33-35 amino asitlik bir
dizi ve ardindan 20 amino asitlik tek bir tekrardan olusur. Her bir tekrarin 12. ve 13.
pozisyonlarindaki amino asitler tek bir niikleotid bazinin taninmasi ve baglanmasindan

sorumludur (Cermak et al., 2011; Maeder and Gersbach, 2016).
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Sekil 2.3: Biyoteknolojik yaklasimlar yoluyla mahsul gelistirme stratejileri. (a) Asirt
ekspresyon, proteine ¢evrilebilen hedef genin daha fazla transkripsiyonuna
yol acar; b) RNA interferansi, hedef genin asag: regiilasyonuna yol acar; c)
CRISPR / Cas9 yoluyla gen diizenleme, hedef bolgede mutasyonlara yol
acan ekleme veya silmelere yol agar)

CRISPR (Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats), bakterilerde
dogal olarak bulunan ve yabanct DNA’y1 taniyip kesen bir savunma mekanizmasidir.
Bu sistem, 6zellikle genom diizenleme teknolojilerinde devrim yaratan bir arag haline
gelmistir. CRISPR, bir enzim olan Cas9 ile birlikte ¢alisarak hedef DNA’y1 kesebilir
(Silva vd., 2011). CRISPR-Cas9 sistemi, once rehber RNA (gRNA) tarafindan hedef
DNA dizisi belirlenir. gRNA, Cas9 enzimi ile birlikte bu DNA'y1 bulur ve Cas9 enzimi
bu noktada cift iplikli kirik yapar. Bu kesilen bolge, genetik materyalin degistirilmesi

i¢in firsat saglar.

RNAi'nin kesfi biyoloji tarihinde bir ¢igir agmistir ve bulunmasindan bu yana

fonksiyonel genomik, ters genetik ve mahsul 1slahinda yaygin olarak kullanilmaktadir
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Rosa et al. 2018). RNAi yolu, hedef genlerinin susturulmasina veya epigenetik
diizenlenmesine aracilik eden kisa interfering RNA (siRNA), mikroRNA (miRNA),
transacting siRNA (ta-siRNA) ve natural-antisense SiRNA (NAT-siRNA) igeren
kiigik RNA'larin (SRNA) iiretilmesini igerir (Prasad vd.,2019). RNAIi hem
transformatif hem de non-transformatif stratejilerle kullanilabilir. Transformatif
RNAI, yapay miRNA (amiRNA), yapay ta-siRNA (ata-siRNA), sa¢ tokast RNA
(hpRNA), igsel dogrudan tekrar, 3’ ¢evrilmemis bdlge (UTR) dogrudan tekrar,
terminatorsiiz, tek sarmalli promotdr antisens ve intron teslimli promotér hpRNA gibi
cesitli modifiye formlarda kullanilmistir (Guo vd., 2016). Transformatif olmayan
RNAI teknigi, spreyle uyarilan gen susturma (SIGS), diisiik uygulama maliyeti ve
kullanim fizibilitesi nedeniyle yaygin ilgi gormiistiir. Bitkilere ¢ift sarmalli
RNA/siRNA piiskiirtmeyi icerir ve gesitli viral patojenlerin tasiyicist olan bdcek
zararhilarin1 kontrol etmek i¢in basariyla kullanilmistir (Cagliari vd., 2019; Worrall
vd., 2019).

2.11. Viriisle Indiiklenen Gen Susturma (VIGS)

Post transkripsiyonel gen susturma (PTGS), bitkilerde hedeflenen genlerin ifadesini
bastirmak icin kullanilan RNA tabanli bir susturmadir. Mantarlarda susturma (Cogoni
vd., 1996) ve hayvanlarda RNA interferans1 (RNAi1) (Fire vd., 1998) olarak da
tanimlanmaktadir. Genlerin fonksiyonel analizi icin PTGS mekanizmasini kullanmak
tizere birka¢ farkli teknik gelistirilmistir. Gelistirilen yontemlerden biri Viriisle
Indiiklenen Gen Susturma (VIGS) yéntemidir (Baulcombe, 1999; Dinesh-Kumar vd.,
2003). VIGS gegici, hizli ve etkili bir yontem olarak RNA ile indiiklenen bir gen
susturma sistemidir. Bu yontem, susturulacak bitki geninin kisa bir dizisinin viral
aktarim vektoriine klonlanmasini igerir. VIGS, ters genetik bir yaklasim olarak

hedeflenen gen islevini belirlemek i¢in diziye 6zgii gen susturmasi saglar.

VIGS, konakgida viriis enfeksiyonu sirasinda biriken ve RNase III benzeri (Dicer
benzeri) enzimler icin substrat islevi gorerek kiiclik interfering RNA (siRNA)
dubleksleri olusturan ¢ift sarmalli RNA'lar tarafindan tetiklenir (Baulcombe, 2004;
Waterhouse ve Fusaro, 2006; Ding ve Voinnet, 2007). Bu siRNA dublekslerinin tek
iplikleri daha sonra konak ARGONAUTE gen ailesi tarafindan kodlanan proteinleri
iceren RNAI kaynakli susturma komplekslerine dahil edilir (Montgomery vd., 2008;
Vaucheret, 2008; Poulsen vd., 2013; Fang ve Qi, 2016). Tek sarmalli siRNA'lar,
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hedeflenen bozulma i¢in mRNA'lar1 baglamak tiizere RNAi kaynakli susturma
komplekslerinde ters tamamlayici kilavuzlar olarak hizmet eder. Bir¢ok bitkide gen
susturma sonucu goézle goriiliir fenotiplerin baslamasina yol agar (6rnegin nekroz,

fotosoldurma ve bodurlagsma) (Sekil 2.4).
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Sekil 2.4: VIGS uygulamasinin sematik olarak gosterimi. Susturulmak istenen gene
ait cDNA elde edilir ve vektoriine hedeflenen gen aktarildiktan sonra,
modifiye  edilmis  vektor = Agrobacterium’a  transforme  edilir.
Agrotransformantlar ¢alismada kullanilacak bitkiye agroinfiltrasyon islemi
ile aktarilir. VIGS vektorii bitki igerisinde ¢ogalarak, gen susturmada gérev
yapan siRNA’lar iiretilir. siRNA’lar hedef geni baz eslesmesi ile baglanarak
sustururlar. VIGS plazmidinde bulunan viral genler, bitki igerisinde
sistemik yayilmay1 indiikleyerek susturmanin yayilmasini saglar.

Bir VIGS yapisinin hazirlanmasi ve bitkiye asilanmasi ucuz oldugundan ve yogun
emek gerektirmediginden ve susturma sonuclart haftalar icinde elde edilebildiginden,

dikotiledon ve monokotiledon bitkilerde gen fonksiyonu calismalar1 igin VIGS
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teknolojisi, daha fazla reaktif ve emek gerektiren ve tamamlanmasi aylar siiren stabil
RNAI transformasyonuna gore avantajlara sahiptir (Robertson, 2004; Scofield ve

Nelson, 2009; Senthil-Kumar ve Mysore, 2011; Ramanna vd., 2013; Lee vd., 2015)

VIGS sirasinda en uzun siire boyunca en fazla dokuda gen susturmasini saglayan en
onemli faktor, enfeksiyon sirasinda bir vektdrdeki yabanci genin genetik stabilitesidir
(Scofield ve Nelson, 2009; Ramanna vd., 2013; van der Linde ve Doehlemann, 2013).
Arpa ¢izgili mozaik viriisii (BSMV)’nii kullanan Bruun-Rasmussen ve arkadaslari
(2007), fitoen desatiirazi (PDS) temsil eden 275, 400 ve 584 niikleotidlik genlerin
transforme bitkideki vektorde giderek daha kararsiz oldugunu gostermistir. Bu
istikrarsizligin, arpada (Hordeum vulgare) Arpa serit mozaik virlisii tabanli vektor
kullanildiginda susturmanin gecici dogasini agiklayabilecegi sonucuna varmislardir.
Dikotiledon tiirlerde susturma vektorii olarak Patates viriisii X (PVX) kullanildiginda,
enfekte olmamis bir Nicotiana benthamiana bitkisine yapilan geri c¢aprazlamalar
sonucu genler kaybolmustur (Avesani vd., 2007). Bir yerfistig1 bodurlagsma viriisii
(PSV) vektorii de daha biiyiikk PDS eklerini korumak i¢in daha fazla kararsizlik
gostermistir (Yamagishi vd., 2015). Yakin zamanda, Mei ve arkadaglar1 (2016) bir
Tilki Kuyrugu mozaik viriisii (FMV) susturma vektoriindeki bir PDS gen pargasinin
kaybr ile transkripsiyon sonrasi susturma kaybi arasinda iyi bir korelasyon oldugunu

gostermistir.

Dikotiledon bitkiler i¢in ¢esitli VIGS vektorleri gelistirilmistir ve bu vektorler arasinda
Tiitiin ¢ingirak viriisti (Tobacco Rattle Virus, TRV) tabanli VIGS vektorii, Nicotiana
benthamiana ve domates gibi Solanaceae tiyeleri i¢in en basarili ornektir (Liu vd.
2002; Chakravarthy vd. 2010). Monokotiledon tiirler i¢in de birkag VIGS vektorii
yapilmustir (Scofield ve Nelson 2009). Ornegin, BSMV tabanli VIGS vektorii, bugday
ve arpada hastalik direncindeki rolleri acisindan birden fazla geni karakterize etmek
icin kullanilmistir (Scofield vd. 2005; Zhou vd. 2007; Hein vd. 2005; Sindhu vd.
2008). Ding ve calisma arkadaslart BMV tabanli bir VIGS vektorii gelistirmis ve bu
vektoriin arpa, piring ve misirda hizli gen fonksiyon analizi i¢in ¢ok yonlii bir arag
oldugu gosterilmistir (Ding vd., 2006; Pacak vd., 2010; van der Linde vd., 2011; Shi
vd., 2011; Biruma vd., 2012).

Brome Mosaic Virus (BMV) son yillarda monokot bitkilerde VIGS uygulamasi i¢in
bir vektor olarak gelistirilmistir (Ding vd., 2006, 2007, 2010; Pacak vd., 2010; Martin
vd., 2011; Shi vd, 2011; van der Linde vd., 2011, 2012; Benavente vd., 2012; Cao vd.,
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2012; Hemetsberger vd., 2012; Ramanna vd., 2013; Sun vd., 2013; Kong vd., 2014;
Zhu vd., 2014; Zhan vd., 2016). BMV ii¢ pargali, tek sarmalli, pozitif anlamli bir RNA
virlistidiir (Noueiry ve Ahlquist, 2003). BMV genomik RNA1 ve RNA2, her ikisi de
viriis replikasyonu i¢in gerekli olan sirasiyla la ve 2a proteinlerini kodlar (Kroner vd.,
1990; Quadt ve Jaspars, 1990; Kao ve Ahlquist, 1992). BMV genomik RNA3
dikistroniktir ve bitkide viriisiin hiicreden hiicreye hareketi i¢in gerekli olan 3a
proteinini kodlar. Virion olusumu ve bitkideki viriis hareketi i¢in gerekli bir kapsid
proteini olan (CP) (Dasgupta ve Kaesberg, 1982; Ahlquist vd, 1984; Mise ve Ahlquist,
1995; Schmitz ve Rao, 1996) bir alt genomik RNA olan RNA4’ten iiretilir. Bildirilen
her iki BMV i¢in vektdrleri ile yabanci gen pargalari genomik RNA3 i¢ine yerlestirilir
(Ding vd., 2006, 2010; Pacak vd., 2010; Sun vd., 2013).

2.12. Kisa Ardisik Hedef Taklidi (Short Tandem Target
Mimic; STTM)

Bitki miRNA'lar1 2002 yilinda birkag arastirma grubu tarafindan bulundugundan beri
(Llave vd., 2002; Mette vd., 2002; Park vd., 2002; Reinhart vd. 2002), miRNA'lar1
tanimlamak ve karakterize etmek icin bazi yaklasimlar kullanilmistir. Genlerin
fonksiyonel calismasi geleneksel olarak ilgilenilen genleri susturmak ve fonksiyon
kaybin1 veya degisen fenotipleri gdzlemlemeye dayaniyordu. Ancak, miRNA'larin
kiiglik boyutlar1 ve her miRNA'nin bir¢ok hedef geni olmasi nedeniyle onlar1 degrede
etmek zordur. Hedef taklidinin kesfinden sonra, kii¢iik RNA'lar1 hedeflemek igin kisa
ardigik hedef taklidi (Short Tandem Target Mimic; STTM) yontemi gelistirilmistir
(Tang vd., 2012). STTM'in icadi, Arabidopsis thaliana'da miR399 aktivitesini modiile
eden endojen bir mekanizma olan hedef taklidinin kesfine dayanmaktadir. INDUCED
BY PHOSPHATE STARVATION 1 (IPS1), miR399'a kismen tamamlayici
transkriptler ireten, IPS1-miR399 komplekslerinde baglanma bolgesinin merkezinde
tic niikleotitlik bir ¢ikinti olusturarak IPS1 transkriptlerinin miR399 ile iliskili
RISC’ler tarafindan degradasyonunu Onleyen, protein kodlamayan bir gendir. Bu
sekilde, hedef geni FOSFAT 2'nin (PHO2) olan miR399’un aktivitesi, fosfat agligina
yanit olarak IPS1 tarafindan oto modiilasyona tabi tutulur. miR399'un bollugunun
IPS1 tarafindan etkilenmedigi gergegi g6z Oniine alindiginda, miR399'un hedef taklidi
araciligiyla IPS1 transkriptleri tarafindan baskilandigi 6ne siiriilmiistiir (Franco-

Zorrilla vd., 2007).
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STTM sentetik, kisa, kodlamayan bir RNA'dir (~100 nt). STTM transkripti ortada
baglayic1 gorev goren bir sag¢ tokasi yapisi ve her iki tarafta iki kiigilk RNA baglanma
bolgesinden olusur (Sekil 2.5). Sag¢ tokasi yapist STTM stabilitesinde rol oynar.
Baglanma bolgeleri, STTM'in kiiciik RNA'lar1 onlar tarafindan pargalanmadan
yakalamasini artiran bolgesi harig, kiiciik RNA'larla kismen tamamlanir. STTM,

miRNAlar1 bloke edebilir veya degredasyonuna sebep olabilir (Tang vd., 2012).
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Sekil 2.5: Kisa ardisik hedef taklidi (Short Tandem Target Mimic; STTM)’in sematik
goriiniimii. STTM, 48-88 nt'lik baglayict bir ara parca ve iki adet hedef
miRNA’ya 0zel olarak tasarlanmis miRNA baglanma bdlgesi igerir.

STTM mantarlarda, hayvanlarda ve gesitli bitkilerde miRNA'lar1 basarili bir sekilde
bloke etmek i¢in kullanilmistir. STTM, Metarhizium robertsii ve Aspergillus flavus'ta
birka¢ fungal miRNA'y1 degrede edebildigi, gelisim ve konidiyal liretimi igeren hedef
genlerin de yukari regiilasyonuna yol agtig1 gosterilmistir (Wang vd., 2019). Buna ek
olarak, Tang ve arkadaslart miR30-d ifadesinin STTM30-d fare hiicrelerinde biiyiik
Olclide azaldigini gostermislerdir. Bu da STTM’1n hayvan hiicrelerinde de etkili bir
sekilde islev gordiigiini gostermektedir (Tang vd., 2012). Arabidopsis'te
STTM165/166, miR165/166 ifade seviyesini azaltmig ve HD-ZIP Il transkripsiyon
faktorleri genlerinin ifadesini, hedef genlerini artirarak bir dizi gelisimsel degisiklige
yol agcmistir (Yan vd., 2012). Buna ek olarak, STTM160 kullanilarak domateste
miR160'm asag1 yonli ifadesi, miR160 ifade seviyelerinde azalma ve hedef genleri
olan SIARF10A, SIARF10B ve SIARF17'nin yukari regiilasyonunu gostermistir.
Ayrica, STTM160 uygulanan domates bitkilerinde yumurtalik deseninde, ¢igek organt

absisyonunda ve yanal organ Dbiiyiimesinde degisiklikler g6zlemlenmistir
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(Damodharan vd., 2016). Bununla birlikte, STTM yaklasimi son zamanlarda
agaclardaki miRNA'lar1 incelemek i¢in sadece birkag kez uygulanmistir (Su vd., 2018;
Kumar, 2019).
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3. MATERYAL VE YONTEMLER

3.1. Bitki Materyali ve Biiyiume Sartlari

Bu tez c¢alismasinda, bitki materyali olarak Sakarya Misir Arastirma Enstitiisii
Midiirligii tarafindan tescillenen ADK 866 adli misir hatt1 (Zea mays L.) kullanildi
(Turkiye). Misir bitkisine VIGS uygulamasi i¢in ara konakg1 olarak tiitiin (Nicotiana
benthamiana) bitkisi kullanildi.

VIGS uygulamasi sartlarini optimize etmek igin, morfolojik semptomlar meydana
getirecek raportor bir gen olan Phytoene desaturase (PDS) genini susturma
deneylerinde musir ve tiitlin bitkileri biiytimeleri i¢in optimum sartlarda yetistirildi. Bu
yetistirme sartlart kontrol ve PDS geni susturulacak deney grubu igin; foto-periyot
16/8 saat aydinlik/karanlik, nispi nem %70, 151k yogunlugu 18000 lux, sicaklik
25°C/20°C (aydinlik/karanlik) olarak belirlendi.

miR408a/b genini susturma c¢alismalar1 i¢in, ara konak¢i olan tiitiin bitkileri
agroinfiltrasyonun ardindan hasat edilene kadar yukarida belirtilen optimum sartlarda
0.7 L’lik icerisinde torf bulunan saksilarda yetistirildi. Misir bitkileri ise igerisinde torf
bulunan 1.5 L’lik saksilarda, optimum sartlarda biiyiitiildii. Misir fideleri ikinci
yapraklarini ¢ikarttiklart zaman, bitkiler iki gruba ayrildi. Bos vektor (BV) ve
STTM_miR408 (STTM) igeren vektorler ile transforme olmus Agrobacterium
tumefaciens ile agroinfiltrasyona tabi tutulmus ara konakg1 tiitiin yapraklarindan elde

edilen floem 06ziitii uygulanmustir.

3.2. Misir Fidelerine Soguk Stresi Uygulamasi

Soguk stresi i¢in, STTM ve BV olarak adlandirilan iki grup, kendi i¢lerinde tekrar iki
gruba ayrilarak, soguk STTM_miR408a/b5p (STTM®) ve soguk bos vektor (BV®)
gruplart olusturuldu. STTM ve BV gruplar1 yukarida verilen optimum sartlarda
yetistirildi. Soguk stresine maruz birakilan STTMS ve BVS gruplan igin yetistirme
sartlar1 ise; foto periyot 12 saat aydinlik ve 12 saat karanlik, nispi nem %70, 151k
yogunlugu 18000 lux, sicaklik 25°C/4°C (aydinlik/karanlik) olarak belirlendi.
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3.3. E. coli ve Agrobacterium tumefaciens Kompetant Hiicre
Hazirlama

Bu tez calismasinda, Escherichia coli DH5a susu ve Agrobacterium tumefeciens
EHA105 susu kullanilmustir. E. coli DH5a hiicrelerini kompetant hale getirmek igin
Green ve Sambrook (2020)’de onerilen Inoue Ultra Competent protokolii
uygulanmistir (Green ve Sambrook, 2020). Protokole gore; stok E. coli DH5a bakteri
hiicrelerinden 3 ml Luria Broth (LB, Thermo Ficher Sicentific)) icerisinde 6n kiiltiir
baglatilmistir ve 37°C'de, 250 rpm'de c¢alkalanarak gece boyu (~16 saat)
blyiitiilmiistiir. Ardindan, 250 ml LB’ye asilama yapilip ayni1 kosullarda
spektorfotometrede (Shimadzu UV1280) 600 nm’de 6lgiilen optik densite (OD600)
degeri 0.55 olana kadar biiyiitiilmiistiir. Daha sonra, hiicre stispansiyonu 4000 rpm’de
4°C'de 10 dakika santrifiij yapildiktan sonra siipernatant atilip pelet 80 ml soguk Inoue
Ultra Competent hiicre tamponunda (0.5 M PIPES, pH 6.7), ¢oziiliip tekrar ayni
kosullarda santrifiij yapilmistir. Ardindan siipernatant atilip pelet 20 ml soguk Inoue
Ultra Competent Hiicre Tamponunda (55 mM MnCl»-4H>0, 15 mM CaCl,-2H-0, 250
mM KCI) ¢oziiliip tizerine 1.5 ml dimetil stilfoksit (DMSO) (Merck) eklendikten sonra
buzda 10 dk bekletilmistir. Hemen ardindan ¢6zelti 100 pl’lik hacimlerde alikotlanip

s1v1 azot igerisinde yaklasik 2-3 dk fikse edildikten sonra -80°C muhafaza edilmistir.

A. tumefasiens EHA 105 kompetant hiicresi yapmak i¢in stok A. tumefasiens EHA105
hiicresinden 3 ml LB igerisinde gentamisin (Thermo Ficher Sicentific) (10 mg/L)
antibiyotigi kullanilarak 30°C'de, 200 rpm'de calkalanarak on kiiltiir baslatilmistir
(Charrier vd., 2018). Gece boyu biiyiitiilen 6n kiiltiir, 50 ml LB’ye asilanarak OD600
degeri 0.5 olana kadar biiyiitiilmiistiir. Daha sonra hiicre siispansiyonu 3000 rpm’de 5
dk 4°C'de santrifiij yapilmistir. Stipernatant uzaklastirilip pellet 1 ml 20 mM CaCl: ile
¢cozllmistlir. Ardindan tekrar 3000 rpm’de 5 dk 4°C’de santrifiij yapilmistir ve
siipernatant uzaklastirilarak elde edilen pellet %15 gliserol ve 20 mM CaCl; igeren
karisim ile ¢ozllmiistiir. Elde edilen konpetant hiicre siispansiyonu 100 pl olacak

sekilde ependorflara dagitilarak -80°C’de saklanmustir.

3.4. BMV Vektorlerinin Cogaltilmasi ve Transformasyonu

VIGS uygulamasi i¢in kullanilan Brome mozaik viriis (BMV) tabanli vektorler
pC13A/F1 +2 (F1) ve pC13B/F3CP5 (F3) Noble Research Institute (Ardmore,
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Oklahoma)’den tedarik edilmistir (Ding vd., 2019). Filtre kagidina emdirilmis olarak
gelen vektorler, TrisEDTA (TE, Thermo Fischer Scientific) buffer igerisinde

¢Oziindiiriiliip -20 °C° de muhafaza edilmistir.

Muhafaza edilen vektorleri ¢ogaltmak icin, kompetant E. coli DH5a susu
kullanilmistir. Vektorleri, E. coli’ye aktarmak igin 1s1 soku metodu kullanilmustir.
(Froger ve Hall, 2007) Transformasyon islemi i¢in su protokol kosullari izlenmistir.
50 ul vektor, buzda erimis 100 pul kompetent hiicreye eklendi ve 30 dakika
beklendikten sonra bakteriler buzdan alinip 42°C’ de 45 saniye bekletilmistir. 42°C’
den alinan bakteriler, buzda 5 dakika bekletildi ve iizerine 850 pl LB eklendikten sonra
37 °C’de 1 saat galkalamali inkiibatorde inkiibasyona birakilmstir. inkiibasyon siiresi
bittikten sonra 6000 rpm’de 2 dakika santrifiij edilmistir. Stipernatant 100 pl kalacak
sekilde tist siv1 atildi, kalan siipernatantla pellet ¢oziilmiis ve kanamisinli LB agar
petrilere ekilmislerdir. Petriler 37 °C’de gece inkiibasyona birakilmistir.
Transformantlar, 50 pg ml™ ! kanamisin igeren LB agar petrilerden secilmistir. Segilen
koloniler, s1vi LB besiyerine ekildi ve gece boyu inkiibe edilmistir. Biiyliyen bakteri
kiltirinden “Thermofisher GeneJET Plasmid Miniprep Kiti” ile ilgili protokol
adimlari takip edilerek plazmit izolasyonu yapilmistir. Izole edilen plazmitler daha

sonra kullanmak i¢in -20°C’ de sakland.

3.5. BMV Vektorlerinin Kesim Enzimleri Kullanilarak
Dogrulanmasi

Tez c¢aligmasi igin segilen ve ¢ogaltilmast gereken, pC1l3A/F1+2 (F1) ve
pC13B/F3CP5 (F3) VIGS vektorlerinin; Ding ve arkadaslar1 (2019) tarafindan
bildirilen restriksiyon enzimleri i¢in kesim noktalarinin dogrulanmasi, Ncol (R0193S)
ve Avrll (R0174S) restriksiyon enzimleriyle gerceklestirildi. Igerisinde klonlama
bdlgesi bulunan F3 plazmidinin kesim enzimleriyle dogrulanmasi i¢in, reaksiyonda 1
nug DNA, 10x tampon ve bir iinite enzim kullanilarak hacim niikleazsiz ddH.O ile 10
ul’ye tamamlanmistir. Reaksiyonlar, 37°C’ de 3 saat inkiibasyona birakilmis ve

ardindan daha sonraki islemlere kadar -20°C’de muhafaza edilmistir.

F3 vektoriiniin, restriksiyon enzimleri ile kesim sonucu 10 pl alinarak %0,8 agaroz jel

elektroforezi ile dogrulanmustir.

31



3.6. Nicotiana benthamiana Phytoene Desaturase (Nb_PDS)
Geninin Cogaltilmasi

F3 plazmidine aktarilacak Nicotiana benthamiana Phytoene desaturase (Nb_PDS)
geninin elde edilebilmesi i¢in, N. benthamiana tohumlar1 soguk beyaz floresan
lambalar altinda 16 saat foto periyod ile 25+2°C sicaklikta 1.5 L saksilarda
biyiitiilmiistir. Bitkiler 13 giinliik olduklarinda, geng¢ yapraklarindan 0,5 g doku
ornekleri alinarak hizlica sivi azotta dondurularak -80°C’de muhafaza edilmistir.
Nb_PDS geninin PCR ile ¢ogaltma islemi i¢in, yaprak dokularindan RNA izolasyonu
Trizol metoduna gore yapilmistir (Rymen vd., 2007). RNA izolasyonu igin, tiitiin
bitkisine ait yaprak dokulari -80°C’den sivi azot igerisine alinmistir. Ependorflar
icerisine 4 mm c¢apinda 2 adet paslanmaz celik bilye konulmustur. Ependorflar
homojenizatér bloklarina yerlestirilip, homojenizatér (Retsch, LB.MM400) 25
saniye/45 frekans olacak sekilde ayarlanip galistirilmustir. Islem bitince ependorflarin
kapaklar1 kontrol edildikten sonra hizlica sivi azota alinmugtir. Ornekler sirayla sivi
azottan alinip, ependorf igerisine 1’er ml TRIzol (Invitrogen) soliisyonu eklendi.
Ornekler iyice vortekslenmistir. Vortekslenen ornekler 5 dakika oda sicakhiginda
inkiibe edilmis ve ardindan {izerlerine 200’er pl kloroform eklenmistir (Iml TRIzol’e
karsilik). Tiipler 15 saniye boyunca alt iist yapilarak karistirilmis ve 2-3 dakika
boyunca oda sicakliginda inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyondan sonra, drnekler
11.000 rpm +4°C°de 15 dakika santrifilij yapilmistir. Santrifiijden sonra, slipernatant
(s1v1 faz) yeni steril ependorflara aktarilmistir. Yeni ependorflara alinan siipernatant
lizerine, 450 ul izopropanol eklenmistir (450 ul siipernatant igin). Ornekler 10 dakika
oda sicakliginda inkiibe edilmistir. inkiibasyondan sonra, érnekler 11.000 rpm +4°C’de
10 dakika santrifiijlenmistir. Santrifiij bitince, ependorflar icerisindeki siipernatant
atilaraka pelletler Iml %75°lik Etanol (Merck, USA) ile yikanmistir (1ml TRIzol i¢in).
Yikamanin ardindan, ornekler, 11.000 rpm +4°C’de 5 dakika santrifiijlenmistir.
Santrifiijden sonra, ependorflardaki Etanol dokiilerek pellet kurumaya birakilmistir.

Kurutmanin ardindan pellet 35 pl ddH20 ile ¢oziilerek -20°C'de muhafaza edilmistir.

N. benthamiana PDS geninin eldesi i¢in, ekstrakte edilen total RNA kalip olarak
kullanarak ¢cDNA sentezi yapilmistir. ¢cDNA eldesi icin “High Capacity ¢cDNA
Reverse Transcription Kit” (Termofisher, Applied Biosystems, 00364532)

kullanilmastir.

Elde edilen cDNA’lar kalip olarak kullanilarak,
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PDS-F 5°- CCTCCTAGGCTGACGAGCTTTCGATG -3 (26 bp, Avrll bolgesinin

alt1 ¢izilmistir)

PDS-R 5°- CTTCCATGGCATATATGGACATTTATC -3’ (27 bp, Ncol bolgesinin

alt1 ¢izilmistir)

primerleri ile Tablo 1’de verilen kosullarda PCR gergeklestirilmistir.

Tablo 3.1: Nicotiana benthamiana PDS geninin sentezi i¢in kullanilan PCR kosullari

Sicaklik Siire Dongii
97 °C 30 saniye 1
98 °C 10 saniye
57 °C 20 saniye 30
72 °C 20 saniye
72 °C 10 dakika 1

PCR ile g¢ogaltilan, N. benthamiana PDS geni, %1’lik agaroz jel elektroforezi ile
yiriitiildiikten sonra iiriin boyutu (370bp) kontrol edilerek dogrulanmustir.

3.7. Nb_PDS Gen Fragmentinin VIGS Vektoriine
Klonlanmasi

PCR ile ¢ogaltilan Nb-PDS fragmenti F3 plazmidine Ding ve arkadaslar1 (2019)
tarafindan 6nerilen metoda gore klonlanmistir. Bu metoda gore; F3 plazmidi Avrll ve
Ncol restriksiyon enzimleri ile kesilmistir. Kesim reaksiyonu i¢in kullanilan protokol
su sekildedir. 1pg vektor, liinite enzim, geri kalan hacim 10ul’ye niikleazsiz ddH20
kullanilarak tamamlanmistir. Avrll ve Ncol ile muamale edilmis vektor, %1°lik agaroz
jelde yiiriitiilmiis, ilgili bantlar jelden kesilerek Thermo Fisher Jel Ekstraksiyon kiti
kullanilarak (K0691) ilgili bantlarin jelden geri kazanimi saglanmistir. Avrll ve Ncol
restriksiyon enzim kesim bolgesi ihtiva eden N. benthamiana PDS PCR {iriini, Avrll
ve Ncol restriksiyon enzimleri ile 1ug DNA, liinite enzim oraninda reaksiyon
hazirlanip kesilmistir. Elde edilen kesilmis PCR iiriinlinii saflastirmak i¢in PCR

saflastirma kiti (Thermo Fisher, K0691) ile muamele edilmistir. Vektor ve PCR {iriinii
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T4 DNA ligaz (Thermo Fisher Scientific) enzimiyle 5:3 insert:vektér oraninda
karistirilarak gece boyunca +4°C ‘de ligasyona birakilmistir. Hazir vektor sonraki

calismalar i¢in -20°C’de saklanmustir.

3.8. Nb_PDS Gen Fragmentini Iceren Susturma Vektoriiniin
Kesim Enzimleriyle Dogrulanmasi

Hazirlanan F3 plazmidinin, igerisinde N. Benthamiana PDS genini ihtiva ettigini
kontrol etmek i¢in, F3 vektorii tekrardan Ncol ve Avrll kesim enzimleriyle kesilip

agaroz jel elektrofeorezinde yiiriitiilerek dogrulamasi yapilmustir.

3.9. Nb_PDS Gen Fragmentini iceren VIGS Vektoriiniin E.
coli DHSa’ya Transformasyonu

Nb_PDS iceren VIGS vektorii kesim enzimleriyle dogrulandiktan sonra, 10pul iiriin E.
coli DH5a’ya 1s1 soku metoduyla aktarilmistir. igerisinde VIGS vektédrii bulunan
transformantlar, 50 pg ml~ ! kanamisin igeren LB kat1 besiyerine ekilmis ve gece boyu
inkiibe edilmistir. Segici besiyerinde biiyiiyen kolonilerden segilerek 50 pg ml~ *
kanamisin igeren Sivi besiyerinde biiyiitiilmiistiir. Biiyliyen bakteri kiiltiiriinden
“Thermofisher GeneJET Plasmid Miniprep Kiti” ile plazmit izolasyonu yapilmistir.

Izole edilen plazmitler daha sonra kullanmak igin -20 °C’de saklanmistir.

3.10. Nb_PDS VIGS Vektoriiniin A. tumefaciens’e
Transformasyonu

E. coli DH50’dan izole edilen vektordenen 10 ul alinarak A. tumefaciens EHA105’¢e
1s1 soku metoduyla aktarilmustir. Icerisinde VIGS vektérii bulunan transformantlar,
100 pg ml™ ! kanamisin ve 50 pg ml~ ! gentamisin igeren LB besiyerine ekilmis ve
gece boyu inkiibe edilmistir. Secici besiyerinde biiyliyen kolonilerden secilerek 100
ng mlt kanamisin ve 50 ug ml~ ! gentamisin iceren sivi LB besiyerinde gece boyu
inkiibasyon gerckelestirilmstir. Biiyliyen transformantlar 375 pl %80 gliserol, 625 ul

transformant karigimi1 hazirlanip -80°C’ye kaldirilmistir.
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3.11. Agro-transformantlarin N. benthamiana Bitkisine
Agroinfiltrasyonla Aktarim

Icerisinde Nb_PDS gen fragmenti bulunan F3 vektoriinii iceren A. tumefaciens ve
yardimci vektor olan F1’in igerisinde bulundugu A. tumefaciens bakterileri, ayr1 ayri
100 pg ml~ ! kanamisin ve 50 pg ml™* gentamisin igeren sivi LB besiyerinde OD 0,8
degerine kadar biiyiitilmiistir. Her vektor grubu ayri ayri 4000 rpm’de santrifiij
edilmistir. Santriflij sonunda siv1 besiyeri atilmistir. Geri kalan pelletler ayr1 ayr1 5 ml
infiltrasyon buffer (0.5 M MgCl, 0.5 MES) ile ¢oziildiikten sonra 1:1 oraninda

birlestirilip agroinfiltrasyon gergeklestirilmistir.

3.12. Zea mays Phytoene Desaturase (Zm_PDS) Geninin
Cogaltilmasi

Zeamays PDS (Zm_PDS) gen fragmentinin elde edilebilmesi i¢in, Zea mays tohumlari
soguk beyaz floresan lambalar altinda 16 saat fotoperiod ile 25+2°C sicaklikta 1.5 L

saksilarda biyitiilmiistiir. Zm PDS geninin PCR ile eldesi i¢in, 10 giinliik olan

bitkilerin gen¢ yapraklarindan Trizol metoduna gore RNA izolasyonu yapilmaistir.

Zm_PDS geninin eldesi igin, izole edilen total RNA kalip olarak kullanarak cDNA
sentezi yapilmistir. cDNA sentezi i¢in “High Capacity cDNA Reverse Transcription
Kit” (Termofisher, Applied Biosystems, 00364532) kullanilmstur.

Elde edilen cDNA’lar kalip olarak kullanilarak,

PDS-F: 5’CCTCCTAGGGAATGGATTGGTCGAAG3’ (Avrll kesim bolgesi igerir)
PDS-R: 5’CTTCCATGGCCATAGAAGCCAGGTATTTC3’ (Ncol kesim bolgesi
igerir) primerleri ile Tablo 1°de verilen kosullarda PCR gerceklestirilmistir.

PCR sonucu c¢ogaltilan Zm PDS gen fiirtinii, %]1’lik agaroz jel elektroforezi ile

yiriitiilerek tirtintiniin boyutuna (250bp) gore dogrulama yapilmistir.

3.13. Zm_PDS Gen Fragmentini Iceren VIGS Vektoriiniin
Hazirlanmasi

F3 plazmidine, Z. mays PDS geninin klonlanmasi, Ding ve arkadaslar1 (2019)
tarafindan bildirilen metoda gore gergeklestirilmistir. Bu metoda goére; F3 plazmidi
Avrll ve Ncol restriksiyon enzimleri ile 1pg DNA, 1 iinite enzim oraninda karistirilarak

kesilmistir. Avrll ve Ncol ile muamele edilmis vektor, %1°lik agaroz jelde yiiriitilmiis,
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ilgili bantlar jelden kesilerek Thermo Fisher Jel Ekstraksiyon kiti kullanilarak (K0691)
geri kazanim saglanmistir. Avrll ve Ncol restriksiyon enzim kesim bdolgelerini ihtiva
eden Z. mays PDS PCR iiriinii, Avrll ve Ncol restriksiyon enzimleri ile 1ug DNA, 1
tinite enzim oraninda muamele edilip, PCR saflastirma kiti (Thermo Fisher, K0691)
ile muamele edilmistir. Elde edilen PCR iiriinii ve vektor ligasyon islemine tabi
tutulmustur. Ligasyon reaksiyonunda 1 iinite T4 DNA ligaz (Thermo Fisher Scientific)
enzimi, 5/3 oraninda vektdr-insert kullanilmistir. Ornekler gece boyunca 4°C’de

inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonras1 érnekler -20°C’de muhafaza edilmistir.

3.14.Zm_PDS Gen Fragmentini iceren VIGS Vektoriiniin E.
coli DHSa’ya Transformasyonu

Zm_PDS gen fragmenti i¢ceren VIGS vektoriinden 10 pl alinarak E. coli DH5a’ya 1s1
soku metoduyla aktarilmistir (Metot 3.2.°de ayrmtili anlatilmistir). igerisinde VIGS
vektorii bulunan transformantlardan secilen koloniler, 50 pug ml~ ! kanamisin iceren
LB’ye ekilmis ve gece boyu inkiibe edilmistir. Biiyiiyen bakteri kiiltiiriinden
“Thermofisher GeneJET Plasmid Miniprep Kiti” ile vektor izolasyonu yapilmistir.

Izole edilen vektdrler daha sonra kullanmak igin -20 °C’de saklandi.

3.15.Zm_PDS Gen Fragmentini iceren VIGS Vektoriiniin A.
tumefaciens’e Transformasyonu

Zm_PDS gen fragmenti igeren F3 ve yarimci F1 vektorlerinin, A. tumefaciens’e
aktarimi 1s1 soku metoduna gore yapilmistir. Bu metoda gore; -80°C stoklarindan
alinan kompetant A. tumefaciens bakterilerinden 100ul alinip, 10ul vektor (1png) ile
steril ependorfta birlestirilip, el ile nazikge alt {ist yapilmistir. Karisim 10 dakika
boyunca buzda bekletildi. Ependorf, 5 dakika boyunca 37°C’ de 5 dakika boyunca
bekletilmistir. Inkiibasyon sirasinda ara ara ependorf alt iist yapilmistir. Ependorf 5
dakika boyunca buzda inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonunda, ependorfa 890
ul LB eklenerek, 3 saat boyunca 28°C, 200 rpm de inkiibasyona birakilmistir.
Inkiibasyon sonunda, 3000 rpm de 5 dakika boyunca santrifiij yapilmistir. Siipernatant
atilmis ve pellet 100ul LB igerisinde ¢oziilerek igerisinde 100 mg/ul kanamisin ve 10
mg/ul gentamisin bulunan segici kati besiyerine ekildikten sonra 28°C’de 2 giin
boyunca inkiibasyona birakilmistir. 2 giin sonunda biiyliyen koloniler, igerisinde

kanamisin ve gentamisin bulunan sivi LB besiyeri i¢erisinde, 28°C ve 200 rpm’de gece
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boyu inkiibasyona birakilmistir. Biiyliyen bakterilerden 625 pl alinip, tizerine 375 pl

%80’lik gliserol ¢ozeltisi eklenerek -80 stogu hazirlanmistir.

3.16.Zm_PDS Gen Fragmentini Iceren VIGS Vektoriiniin N.
benthamiana Bitkisine Agroinfiltrasyonu

80°C’ye kaldirilmis olan, igerisinde Zm_ PDS bulunan F3 ve yardimci1 F1 vektorleri
bulunan A. tumefaciens bakterileri, i¢erisinde kanamisin ve gentamisin bulunan 3.5 ml
stv1 LB besiyerinde, 28°C ve 200 rpm’de gece boyu iiremeye birakilmistir. Ureyen
bakteriler icerisinde kanamisin ve gentamisin bulunan 50ml sivi LB besiyerinde, OD
degerleri 0.6-0.8 araligmma gelene kadar, 28°C ve 200 rpm’de inkiibasyona
birakilmigtir. 3000 rpm’de 10 dk santrifiij yapilip siipernatant atilmistir. Pelletler ayri
ayri igerisinde 10 mm MES buffer (pH=5.2) ve 10 mm MgCl bulunan infiltrasyon
buffer ile ¢oziilmiistiir. Coziilen pelletleri agroinfiltrasyona hazirlamak amaciyla esit
oranda birlestirip acetocyringone (Merc) eklenerek 3 saat boyunca 28°C ve 200 rpm

de inkiibasyona birakilmaistir.

Agroinfiltrasyonun yapilacagi Nicotiana benthamiana tohumlari, soguk beyaz
floresan lambalar altinda 16 saat fotoperiod ile 25+2°C sicaklikta 1.5L saksilarda
biiyltiilmiistir. 4 haftalik olan N. benthamiana bitkilerine steril siringa ile yapraklarin

adaksiyal bolgesinden agroinfiltrasyon uygulanmistir (Sekil 3.1).

Sekil 3.1: Nicotiana benthamiana bitkilerine siringa ile yapraklarimin  adaksiyal
bolgesine agroinfiltrasyon uygulamasi
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3.17. Agroinfiltrasyon Sonrasi Floem Oziitiiniin Cikarilmasi
ve Misir Fidelerine Uygulanmasi

Agroinfiltrasyon yapilan N. benthamiana bitkileri 1 hafta boyunca gézlenmistir. 7
gliniin sonunda agroinfiltrasyon uygulanan yapraklar toplanip %70°1lik EtOH ile yilizey
sterilizasyonu yapilip sivi azotta dondurulmustur. Sterilizasyonu yapilan yapraklar,
havan ve eli yardimiyla soguk 10mM NaxPOs igerisinde ezilerek floem oziitii

cikartlmistir.

Yaklasik 80 pl 6zt alinarak, misir yapraklarin tam ortasina olacak sekilde pipet ile
birakilmistir. Bu sayede yeni gelisen ikinci yapraklarin floem 6ziitiinii yaprak
uclarindan almasi saglandi. Bu islem 3 giin boyunca yukarida belirtilen optimum
sartlarda siirdiiriildii. Boylece fidelerde VIGS tetiklenmesi saglanmustir. Birinci gruba,
icerisinde miR408 genini susturacak vektdriin bulundugu tiitiin floem 6ziitii verildi ve
STTM_miR408a/b (STTM) grubu olarak adlandirilmistir. ikinci gruba ise bos vektdr

bulunan tiitiin floem 6ziitii verildi ve bos vektor (BV) grubu olarak adlandirilmistir.

3.18. miR408’in Hedef Genlerinin in silico Tahmini

miRNA’nin hedefledigi genlere ait kodlama yapan diziler (CDS), misir genetik ve
genomik veri bankasindan (https://www.maizegdb.org/), misir bitkisi miRNA
genlerine ait diziler ise miRBase veri bankasindan (www.mirbase.org/) elde edilmistir.
miRNA ve olas1 hedef genleri, psRNATarget web servisi (A Plant Small RNA Target
Analysis Server) kullanilarak tahmin edilmistir. Burada kullanilan parametreler su
sekildedir: max. expect degeri=3, hp size=20; target accessibility=25, flanking
lenght=17bp upstream ve 13bp downstream ve central mismatch=9-11 nt (Dai ve
Zhao, 2011).
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Tablo 3.2. miR408a/b’in biyoinformatik araglar kullanilarak elde edilen tahmini hedef
genleri

miRNA_Acc. Expectation miRNA_start miRNA_end Target_start Target_end alignment Inhibition Target_Desc.

Zm00001d028486_T001
1.5 1 21 331 351 amnunzin Cleavage Chemocyanin

Zm00001d051333_T001
3.0 1 21 646 666 naannunnnn: Cleavage Blue copper protein

zma-miR408a Zm00001d033709_T001

CUGCACUGCCUCUUCCCUGGC 2.0 1 21 234 254 snnnunnn Cleavage Basic blue protein (umc1431)

Zm00001d002434_T001

3.0 1 21 1930 1950 sonnonmiin Cleavage aox3 - (alternative oxidase3)
Zm00001d012477_T002
3.5 1 21 406 426 smnmnnniun Cleavage Laccase 22
Zm00001d028486_T001
1l 1 2 331 351 ;. Cleavage Chemocyanin
Zm00001d051333_T001
zma-miR408b-3p 3.0 1 21 846 666 naannnnnun:  Cleavage Blue copper protein
CUGCACUGCCUCUUCCCUGGC Zm00001d002434_T001
3.0 1 pal 1930 1950 i Cleavage aox3 - (alternative oxidase3)
Zm00001d012477_T002
3.5 1 21 406 426 ::  Cleavage Laccase 22
Zm00001d033709_T001
2.0 1 21 234 254 ammmnnnn Cleavage Basic blue protein (umc1431)
Zm00001d040364_T001
zma-miR408b-5p ;
3.5 1 21 163 183 Sannnuong Cleavage Peroxidase 72
CAGGGACGAGGCAGAGCAUGG Zm00001d014366 T001
3.5 1 21 458 478 sinninanan.i Cleavage L-ascorbate oxidase

3.19. miR408a/b i¢cin STTM Hazirlanmasi

Yapilan bu ¢alismada miRNA susturmak i¢in kullanilan STTM yoéntemi Tang vd,
2012’ye gore uygulanmistir. Bu yontemde, olusturulan niikleotit dizisinin ortasinda
sa¢ tokasi yapisi olusturacak bir tekrarli dizi (STTM_linker) bulunmaktadir ve bu
dizinin sag ve sol taraflarina miR408a (5’CUGCACUGCCUCUUCCCUGGC3’) ve
mir408b-5p (5’CAGGGACGAGGCAGAGCAUGG3’) dizileri eklenmistir.

STTM._linker:
GTGCAGGTTGTTGTTGTTATGGTCTAGTTGGTTGTTGTTGTTATGGTCAAA
TTGGTCTAAAGAAGAAGAATATGGTCTAAAGAAGAAGAATCCAT

Bu sekilde tasarlanan STTM_ miR408a/5p, u¢ kisimlarinda Avrll ve Ncol kesim
bolgelerini icerecek sekilde, ¢ift zincirli olarak hizmet alimiyla (Rafigen)

sentezletilmistir.

zm-miR408-STTM-F:
5’CTAGGCCAGGGAACTCGCAGTGCAGGTTGTTGTTGTTATGGTCTAGTTG
GTTGTTGTTGTTATGGTCAAATTGGTCTAAAGAAGAAGAATATGGTCTAA
AGAAGAAGAATCCATGCTCTCTGGCTCGTCCCTG-3’ (Avrll alt1 gizili)
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zm-miR408-STTM-R:

5’CATGCAGGGACGAGCCAGAGAGCATGGATTCTTCTTCTTTAGACCATAT
TCTTCTTCTTTAGACCAATTTGACCATAACAACAACAACCAACTAGACCA
TAACAACAACAACCTGCACTGCGAGTTCCCTGGC-3’ (Ncol alt1 ¢izili)

Hazirlanan STTM dizisinin sag tarafinda Ncol, sol tarafinda Avrll enzim kesim uglari
bulunmaktadir. F3 plazmidi, Ncol ve Avrll kesim enzimleriyle ¢ifte kesim yapildiktan
sonra, oligo ve plazmid T4 DNA ligaz (NEB) ile birlestirilmistir. Reaksiyonda 1 {inite
enzim, 5:3 vektor-insert oraninda enzim ve reaksiyon buffer kullanilmis ve hacim 10
ul’ye niikleazsiz distile su ile tamamlanmistir. Ornekler gece boyunca 4°C’ de

inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonrasi érnekler -20 °C’ye kaldirilmustir.

3.20. STTM_miR408a/b iceren VIGS vektoriiniin Kesim
Enzimleriyle Dogrulanmasi

Hazirlanan STTM_miR408a/5p vektorii, Ncol ve Avrll enzimleri ile kesilip, %1
agaroz jelde 100V ile 30 dakika yuritilmistir. STTM_miR408a/5p’in vektor
igerisinde varlig1 jelde vektor ve fragmente ait iki banta ve biiyiikliklerine gore

belirlendi.

3.21. Agroinfiltrasyon, Bitki Floem Oziitii Ekstraksiyonu ve
STTM-miR408a/b’nin Misir Bitkisine Aktarimi

Calismada kullanilacak F1 ve F3 vektorleri, 3.1.8’de anlatildig1 gibi E. coli bakterisine
transforme edilip, bakteride cogaltildiktan sonra miniprep Kiti (Thermo Fischer
Scientific) ile izolasyonu yapilmistir. izole edilen vektorler, A. tumefaciens (EHA105)
bakterisine transforme edildikten sonra N. benthamiana bitkisine agroinfiltrasyon
islemi ile uygulanmistir. Uygulama sonras1 yapraklardan floem o6ziitii elde edilmistir.
Misir tohumlar1 soguk beyaz floresan lambalar altinda 16 saat fotoperiod ile 25+2°C
sicaklikta 1.5L saksilarda biiyiitilmiistiir. 7 giinlik olan musir fidelerinin, agilan
yapraklarinin i¢ kismina ilk iki gtin 30 pl, tiglincii giin 50 pl, dordiincii glin 80 pl 6ziit

verilerek verilen 0ziitli yaprak uclarindan igeri almalar1 saglandi.
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3.22. Yaprak Uzunlugunun Ol¢iilmesi ve Yaprak Uzama
Oraninin Belirlenmesi

Soguk stresine maruz birakilan STTMS ve BV ve kontrol sicakliklarinda yetistirilen
STTM ve BV gruplarinda yer alan fidelerin ikinci ve tiglincii yapraklari ortaya ¢iktigi
giinden itibaren, tamamen olgunlasincaya kadar giinliik olarak Ol¢lilmistiir. Elde
edilen tiim verilerin ortalamas1 ve standart sapmasi belirlenerek yaprak uzunlugu (YU)
profil grafigi olusturulmustur. Yaprak uzunlugunun tiirevi alinarak yaprak uzama
orant (YUO), her giin dlgiilen yapraklarin, 6lgiim zaman araliklarina boliinerek
hesaplanmistir. Olgiimler 12 bitkide gerceklestirilmis olup ortalama ve standart hata
olarak sunulmustur. Gruplar arasindaki farkin 6nem derecesi SPSS (ver 27.0.1)
istatistik paketi (IBM) icinde yer alan tek yonlii varyans analizi (ANOVA)’ne gore

belirlenmis ve P<0,05 istatistiksel olarak anlamli fark olarak kullanilmistir.

3.23. Kantitatif RT-PCR Yontemi ile Transkript Seviyesinin
Belirlenmesi

Soguk stresine maruz birakilan STTMS ve BV ve kontrol sicakliklarinda yetistirilen
STTM ve BV gruplarinda yer alan fidelerin ikinci yapraklarinda miR408a/b ve
hedefledigi genlerin ekspresyonlarini belirlemek i¢in sirasiyla asagidaki caligmalar

yapilmistir.

3.23.1. Primerlerin Tasarmm

gRT-PCR analizi ile miRNA hedef genlerinin ifadelerini belirlemek i¢in, genlere 6zgii
primer tasarimi i¢in dizi bilgileri MaizeGDB veri bankasindan elde edildikten sonra,
SCiTools OligoAnalyzer (https://eu.idtdna.com/pages/tools/oligoanalyzer) ile
tasarlanmistir. Tasarlanan primerler, SCiTools OligoAnalyzer i¢inde yer alan araglar
ile, erime sicakligi (Tm) 58-61°C, 50°C’de sa¢ tokas1 formasyonu AG>-3 kcal/mol,
50°C’de kendi ve karst dimer formasyonu AG>-6 kcal/mol olacak sekilde kontrol
edilmigtir.  Primer  Ozgiinliigli i¢cin BLASTn algoritmasi  kullanilmistir

(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov).

miRNA cDNA sentezi i¢in stem-loop RT primeri Varkonyi-Gasic vd., (2007)’e gore
tasarlanmistir. Buna goére universal bir stem-loop dizisinin son alti bazi ma-

miRNA’nin 3° ucuna komplementar olacak sekilde tasarlanmustir.
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gRT-PCR analizi ile miR408a/5p ifade seviyesini belirlemek i¢in ileri ve geri
primerler Varkonyi-Gasic vd., (2007)’e gore belirlenmistir. Buna gore ileri primerler
ma-miRNA dizisinin 5’ kismini igerecek sekilde tasarlanmistir. Geri primer ise
mMiRNA cDNA sentezi sirasinda kullanilan stem-loop kisma komplementer evrensel

geri primerdir.

miR408’in hedefledigi genler i¢in, genlerin kodlayan bolgesine spesifik ileri ve geri

primerler SCiTools OligoAnalyzer kullanilarak tasarlanmistir.

Calismada kullanilan tiim primerler Tablo 3.3’te sunulmustur.

3.23.2. RNA izolasyonu

RNA izolasyonu ig¢in, tiitiin bitkisine ait yaprak dokular1 -80°C’den s1v1 azot igerisine
alinmistir. Ependorflar icerisine 4 mm capinda 2 adet paslanmaz c¢elik bilye
konulmustur. Ependorflar homojenizatér bloklarina yerlestirilip, homojenizator
(Retsch, LB.MM400) 25 saniye/45 frekans olacak sekilde ayarlanip c¢aligtirilmstir.
Islem bitince ependorflarin kapaklar1 kontrol edildikten sonra hizlica sivi azota
alinmustir. Ornekler sirayla sivi azottan alinip, ependorf icerisine 1’er ml TRIzol
(Invitrogen) soliisyonu eklendi. Ornekler iyice vortekslenmistir. Vortekslenen
ornekler 5 dakika oda sicakliginda inkiibe edilmis ve ardindan tizerlerine 200’er pl
kloroform eklenmistir (1ml TRIzol’e karsilik). Tiipler 15 saniye boyunca alt {ist
yapilarak kanistirllmis ve 2-3 dakika boyunca oda sicakliginda inkiibasyona
birakilmistir. Inkiibasyondan sonra, drnekler 11.000 rpm +4°C’de 15 dakika santrifiij
yapilmistir. Santrifiijden sonra, siipernatant (sivi faz) yeni steril ependorflara
aktarilmigtir. Yeni ependorflara alinan silipernatant iizerine, 450 pl izopropanol
eklenmistir (450 pl siipernatant igin). Ornekler 10 dakika oda sicakliginda inkiibe
edilmistir. Inkiibasyondan sonra, ornekler 11.000 rpm +4°C’de 10 dakika
santrifiijlenmistir. Santrifiij bitince, ependorflar icerisindeki silipernatant atilaraka
pelletler Iml %75’lik Etanol (Merck, USA) ile yikanmistir (Iml TRIzol igin).
Yikamanin ardindan, ornekler, 11.000 rpm +4°C’de 5 dakika santriflijlenmistir.
Santrifiijden sonra, ependorflardaki Etanol dokiilerek pellet kurumaya birakilmistir.

Kurutmanin ardindan pellet 35 pl ddH20 ile ¢oziilerek -20°C’de muhafaza edilmistir.
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Tablo 3.3: Calismalarda kullanilmak {izere tasarlanan primerlerin listesi.

Gen ID Primers (5°23°) Uzunluk | Kesim
(bp) Bolgesi
Nb_PDS (Phytoene desaturase)| F CCTCCTAGGCTGACGAGCTTT 26 Avrll
(AJ571700.1) CGATG
R CTTCCATGGCATATATGGACA 27 Ncol
TTTATC
Zm_PDS (Phytoene desaturase) F CCTCCTAGGGAATGGATTGGT 26 Avrll
(Zm00001d019124) CGAAG
R CTTCCATGGCCATAGAAGCCA 29 Ncol
GGTATTTC
BBP (Basic blue protein) qF ATTTCACTCGTTCCACACC -
(Zm00001d033709) aR CCTTGCACTGCCTCTTC
LAC (Laccase) qF CACCACCATCAGTTCGTT -
(Zm00001d012477) aR CCCTCTCTGACCTCCAG
BCP (Blue copper protein) gF TGTGGCCCGTTGTGTTTA
(Zm00001d051333) R AGGTCCAGCATGAAGGATTC
zm-miR408a miRNA CUGCACUGCCUCUUCCCUGGC
sequence
zm-miR408b-5p miRNA CAGGGACGAGGCAGAGCAUGG
seguence
zm- STTM-miR408 F CTAGGCCAGGGAACTCGCAGTGC 310 Avrll
AGGTTGTTGTTGTTATGGTCTAGT
TGGTTGTTGTTGTTATGGTCAAAT
TGGTCTAAAGAAGAAGAATATGG
TCTAAAGAAGAAGAATCCATGCT
CTCTGGCTCGTCCCTG
R CATGCAGGGACGAGCCAGAGAGC 310 Ncol
ATGGATTCTTCTTCTTTAGACCAT
ATTCTTCTTCTTTAGACCAATTTGA
CCATAACAACAACAACCAACTAGA
CCATAACAACAACAACCTGCACTG
CGAGTTCCCTGGC
zm-miR408a —zm-miR408b-5b| Stem-loop-H GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAG
GTATTCGCACTGGATACGACGCCA
GG
qF GCCTCTCTGCACTGCCTC
Universal-R| GTGCAGGGTCCGAGGT
Zm_B-Tub (Beta Tubulin) qF CTACCTCACGGCATCTGCTATGT
(NP_001105457) gR GTCACACACACTCGACTTCACG
Nb_B-Tub (Beta Tubulin) qF CTACCTCACGGCATCTGCTATGT
qr GTCACACACACTCGACTTCACG

3.23.3. cDNA Sentezi

MikroR408 i¢in cDNA sentezinde, Varkonyi-Gasic ve arkadaslar1 (2007) tarafindan

onerilen metodolojiye uygun olarak High Capacity cDNA Reverse Transcription kit

(ThermoFisher) kullanilmigtir. Toplam 20 pl'lik bir reaksiyon hacmi hazirlanmustir.

Her reaksiyon i¢in, toplam hacim 20 pl'ye ulagana kadar bilesenler eklenmistir. 2 pl

10x RT tamponu, 0,5 pl ANTP karigimi (100 mM), 0,25 ul ters transkriptaz, miR408

icin 1 pl stem-loop RT primeri ve 2 pg ¢cDNA kullanilmistir. Son hacim niikleaz

icermeyen su ile tamamlanmistir. Tiipler PCR cihazina koyulup pulsed reverse

transcription protokolii uygulandi. Cihazin dongii kosullari su sekilde ayarlanmistir:
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16°C'de 30 dakikalik bir inkiibasyon siiresi, 30°C'de 30 saniye, 42°C'de 30 saniye ve
60 dongii icin 50°C'de 1 saniye ve ters transkriptaz inaktivasyonu i¢in 85°C'de 5
dakikalik bir inkiibasyon siiresi olarak belirlenmistir. Reaksiyon tamamlandiktan sonra
ornekler ¢ikarilmis ve kantitatif ters transkripsiyon-polimeraz zincir reaksiyonu (QRT-
PCR) analizi i¢in kullanilana kadar -20°C'de saklanmistir. miR408’in hedef genleri
olan LAC, BBP, BCP ve N. benthamiana ile Z. mays PDS ¢cDNAlar1, SuperScript 111
First-Strand Synthesis Kit (Invitrogen) kullanilarak kit igerisinde tanimlanan protokol
adimlan takip edilerek sentezlenmistir. Burada, mRNA’lar kalip olarak kullanilarak
reverse transkriptaz enzimi (RNA’ya bagli DNA polimeraz) ve random hekzamer
primerler ile cDNA’ya cevrildi. cDNA sentezi i¢in izole edilen total RNA’lar
kullanildi. Her reaksiyon i¢in; 13.2 pul ddH20, 2 pl 10x RT buffer, 0.8 ul 25x dANTP
karisimi (100 mM), 2 pl 10x random primerler, 1 pul RTase ve 1 pl total RNA
kullanildi. PCR cihaz1 25°C'de 10 dakika, 37°C’de 120 dakika, 85°C’de 5 dakika,
4°C’de oo olacak sekilde ayarlandi. Reaksiyon tamamlandiktan sonra Ornekler
cikarilmig ve kantitatif ters transkripsiyon-polimeraz zincir reaksiyonu (qRT-PCR)

analizi i¢in kullanilana kadar -20°C'de saklanmugtir.

3.23.4. Kantitatif Gercek Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu (q-
RT-PCR) Yontemi
miRNA ve hedef genlerinin ekspresyon seviyesi kantitatif ger¢ek zamanli polimeraz
zincir reaksiyonu (q-RT-PCR) yontemi ile belirlenmistir. Kantitatif (qQRT-PCR)
gerceklestirmek amaciyla Aidlab SYBR Green qPCR kiti ve beraberindeki protokol
kullanilmistir. miR408 ile ¢alisirken her bir kuyucuk igin; 10 ul, SYBR Green gPCR
mix, 1 ul ileri primer (10 mM), 1 ul evrensel geri primer (10 mM), 2 ul c-DNA, 6 pl
ddH20 koyulmustur. miR408’in hedefledigi LAC, BBP, BCP ve Nb_PDS, Zm_ PDS
ile ¢aligirken ise her bir kuyucuk i¢in; 10 ul SYBR green gPCR mix, 1 ul ileri primer
(10 mM), 1 pl geri primer (10 mM), 1 ul cDNA, 7 ul ddH20 koyuldu. gPCR cihazi
(Applied Biosystem, StepOnePlus); 5 dakika boyunca 95°C'de inkiibe edilip, ardindan
5-35°C'de 3545 dongii, 10 s i¢in 60°C ve 1 s i¢in 72°C olacak sekilde ayarlandi.
Nisbi (relative) ekspresyon miktar1 deltadelta Ct (2724¢) metoduna gore belirlenmistir
(Pfaffl, 2001). Normalizasyon muisira ait Zea mays beta tiibiilin geni ile yapilmistir
(Tablo 1). Analizler 3 biyolojik ve 2 teknik tekrarli olarak yapilmis ve sonuglar
ortalama ve standart hata seklinde sunulmustur. Nispi transkript miktar: her deney

grubunun kontrol grubu ile karsilastirilarak verilmistir. Gruplar arasindaki farkin nem
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derecesi SPSS istatistik programi iginde yer alan tek yonlii varyans analizine
(ANOVA)’ya gore belirlenmis ve P<0,05 oldugunda iki grup arasinda anlamli fark
oldugu kabul edilmistir.

3.24. Antioksidan Enzim Aktivitelerinin Belirlenmesi

Soguk stresine maruz birakilan STTMS ve BVS ve kontrol sicakliklarinda yetistirilen
STTM ve BV gruplarinda yer alan fidelerin ikinci yapraklarinda hiicre i¢i redoks
regiilasyonunu gozlemleyebilmek i¢in antioksidan enzim aktiviteleri asagida sirastyla

anlatilan calismalar ile belirlenmistir.

3.24.1. Bitki Yaprak Dokularinda Toplam Coziinebilir Protein
Ekstraksiyonu ve Miktarlarinin Belirlenmesi
Toplam protein ekstraksiyonu i¢in, bos vektdor ve STTM miR408a/5p ile muamele
edilip kontrol kosullarinda yetistirilen bitkiler ile bos vektér ve STTM ile muamele
edilip soguk stresine maruz birakilan misir fidelerinin yapraklar1 kullanilmistir. Bu
dort sartta yetistirilen misir fidelerinin yapraklarindan alinan yaklasik 0,5 g doku
ornekleri, hizlica 2ml’lik ependorflara alinarak sivi azot igerisinde fikse edilmistir.
Ornekler deney zamanma kadar -80°C’ta muhafaza edilmistir. Karsilastirmali ve
istatistiksel analizler yapabilmek igin, soguk stresi ve kontrollii sartlarda yetistirilen

musir fidelerinden tiger biyolojik tekrarli 6rnek alinmistir.

Toplam protein ekstraksiyonu Kayihan ve arkadaglarmma (2016) gore
gergeklestirilmistir. -80°C'de saklanan 6rnekler sivi nitrojene alinmis ve ardindan
homojenizasyon bloklarina yerlestirilmistir. Homojenizatér 30 saniye siireyle 25 Hz
frekansta calistirilmistir. Bu islem numuneler tamamen toz haline gelene kadar
tekrarlanmistir. Ardindan, 50 mM KH:PO. (pH 7.8), 1 mM EDTA ve %2
polivinilpirolidon (PVP) igeren 1 ml ekstraksiyon tamponu eklenmis ve
vortekslenmistir. Ardindan, tiipler 10.000 rpm'de ve 4°C'de 30 dakika boyunca
santrifiij islemine tabi tutulmustur. Santrifiij edilen Orneklerin siipernatantlari
boncuklarla temas ettirilmeden dikkatlice uzaklastirilmis ve temiz ependorf tiiplere

aktarilmistir.

Toplam protein igerigi Bradford (1976) tarafindan dnerilen metodolojiye uygun olarak

belirlenmistir. Bunun i¢in, 2 mg/ml si§ir serum albiimini (BSA) stok ¢ozeltisi
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hazirlanmis ve bu stok ¢ozeltisinden 2 ml'lik ependorf tiiplerinde sirasiyla 0,0 mg/ml,
0,125 mg/ml, 0,25 mg/ml, 0,5 mg/ml, 0,75 mg/ml, 1 mg/ml, 1,5 mg/ml ve 2 mg/ml
konsantrasyonlarda bir dizi seyreltilmis standart ¢ozelti hazirlanmistir. Cozeltilerin
spektrofotometrik degerleri kaydedilmis ve Microsoft Excel programi kullanilarak bir
standart egri olusturulmus ve bu egri daha sonra numunelerdeki protein miktarlarini
belirlemek i¢in referans olarak kullanilmistir. Bu amagcla, her bir BSA ¢ozeltisinden 5
ul ve bir kuyucuga 250 ul Bradford reaktifi (SIGMA) eklenerek 96 kuyucuklu bir
plaka (TPP, Isvicre) kullamlmistir. Olgiimler ii¢ teknik tekrarli olarak
gerceklestirilmistir. K6r numunesi olusturmak i¢in 255 pl Bradford reaktifi
eklenmistir. Olgiilecek BSA numunelerinin analizi i¢in 5 ul protein ¢ozeltisi ve 250 ul
Bradford reaktifi eklenmistir. Kuyucuklar bir pipet kullanilarak dikkatli ve hassas bir
sekilde pipetlenmistir. Ornekler karanlikta oda sicakliginda 10 dakika siireyle inkiibe
edilmistir. Ardindan, ¢ok kuyulu bir okuyucuda (Thermo Scientific Varioskan Flash)
595 nm absorbans degerinde spektral bir tarama gergeklestirilmistir. Daha sonra,
orneklerin toplam protein igerigi Microsoft Office Excel programindaki standart egri
grafigine uygun olarak mg/ml cinsinden hesaplanmistir. Ekstrakte edilen protein

ornekleri antioksidan enzim aktivitelerinin belirlenmesi i¢in kullanilmistir.

3.24.2. Katalaz Enzim Aktivitesinin Belirlenmesi

Katalaz enzim aktivitesinin Ol¢iimii i¢in, deneysel prosediirde kullanilan
konsantrasyonlar; 900 ul 50 mM KH2PO. (pH: 7.8), 50 ul 200 mM H20: ve 50 ul
toplam protein ekstrakti seklindedir. Kor 6rnek ise,950 ul 50 mM KH2PO4 (pH:7.8)
ve 50 pl H202 ile hazirlanmistir. Olgiimler 1,5 ml kuvars kiivet ve Shimadzu UV1280
spektrofotometre kullanilarak gerceklestirilmistir. Spektrofotometre Sl¢iim amaciyla
240 nm dalga boyuna kalibre edilmistir. Kor ve protein 6rnekleri 90 saniye boyunca
kuvars kiivette dl¢iilmiis ve absorbanstaki diisiis Chance ve Maehly (1995) tarafindan

0zetlenen metodolojiye uygun olarak kaydedilmistir.

Katalaz enzimi hidrojen peroksiti (H202) su ve oksijene indirgeyerek hiicrenin
oksidatif hasar gormesini Onler. “Katalaz aktivitesi birimi” terimi, 1 M H:0-'yi
hidrojen ve oksijene doniistiirmek i¢in gereken enzim miktar1 olarak tanimlanir.
Katalaz enziminin aktivitesi Aebi (1984) tarafindan Onerilen metodolojiye uygun
olarak belirlenmistir. Deneys, ii¢ teknik replikanin ve ii¢ biyolojik replikanin ortalamasi

olarak hesaplanmis ve varyasyon derecesini belirtmek i¢in standart hata ¢ubuklar
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kullanilmistir. Gruplar arasinda gozlenen farkliliklarin istatistiksel 6nemi, SPSS i¢inde

yer alan tek yonlii varyans analizi (One way ANOVA)’ne gore belirlenmistir.

3.24.3. Siiperoksit Dismutaz (SOD) Enzim Aktivitesinin Belirlenmesi

SOD enzim aktivitesini 6lgmek i¢in Banowertz ve arkadaslari (2004)’na gore
yapilmistir. Buna gore, 44 pl 250 mM KH2PO4 (pH 7.8), 20 ul 75 mM NBT, 26 ul 100
mM metiyonin, 90 pl riboflavin ve 20 ul protein (5-10 mg/ml) olacak sekilde
reaksiyon kurulmustur. Bu c¢ozelti 96 kuyulu bir TPP hiicre kiiltiirii plakasina
eklenmistir. Kor i¢in, yukarida bahsedilen ¢ozelti asagidaki bilesenlerle hazirlanmistir:
44 ul 250 mM KH2POs (pH: 7.8): 5 mM EDTA, 20 ul 75 mM NBT, 26 pl 100 mM
metiyonin, 90 pl riboflavin. 96 kuyucuklu plaka (TPP, Isvigre) Varioskan
spektrofotometreye (Thermo Scientific Varioskan Flash) yerlestirilmis ve dlgiimden
once bir dakika siireyle ¢alkalanmistir. Calkalama igleminin ardindan absorbans 560
nm dalga boyunda Sl¢iilmiistiir. Olgiimiin tamamlanmasini takiben, plaka 10 dakika
siireyle floresan 151k altinda inkiibe edilmistir. Daha sonra cihaza geri konmus ve
numunelerin absorbansi bir dakika daha calkalandiktan sonra 560 nm'de bir kez daha

Olclilmiistiir.

SOD o6l¢iimiinde, numunelerde bulunan riboflavin, enzim 6l¢limiinde bir kofaktor
gorevi goriir. Riboflavin siiperoksit radikalleri iiretir ve bunlar daha sonra 151k
varliginda SOD tarafindan nétralize edilir. Siiperoksit radikalleri numunelere eklenen
NBT'yi indirger ve bu da absorbans degerinde bir diisiise neden olur. Sonug olarak,
SOD nitroblue tetrazolium'u (NBT) indirgeyen siiperoksit radikallerini ndtralize eder.
Bu nedenle, absorbans degeri ne kadar diisiikse, numunelerde bulunan SOD

enzimlerinin sayisi o kadar fazladir.

SOD enzim aktivitesi Kono (1978) tarafindan 6nerilen metodolojiye uygun olarak
hesaplanmistir. Buna gore bir iinite enzim, 560 nm'de NBT miktarindaki degisimin
neden oldugu absorbans farkini bir dakikada %50 azaltmak i¢in gereken enzim miktar1
olarak tanimlanmistir. SOD enzim aktivitesi miligram basina iinite olarak ifade
edilmistir. Deney ii¢ teknik ve ii¢ biyolojik replika ile gergeklestirilmistir. Gruplar
arasinda gozlenen farkliliklarin istatistiksel 6nemi, SPSS icinde yer alan tek yonlii

varyans analizi (One way ANOVA)’ne gore belirlenmistir.
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3.24.4. Glutatyon Rediiktaz (GR) Enzim Aktivitesinin Belirlenmesi

GR enzim aktivitesi deneyi Cakmak ve digerleri (2006) tarafindan Ozetlenen
metodolojiye gore gerceklestirilmistir. GR enzim aktivitesini 6lgmek igin 850 pul 50
mM KH:POs (pH:7.8): 0.1 mM EDTA, 50 ul 0.5 mM GSSG, 50 pl1 0.12 mM NADPH
ve 50 ul protein orneklerinden olusan bir ¢ozelti hazirlanmistir. Kor 900 ul 50 mM
potasyum fosfat (KH2POa4) (pH: 7,8): 0,1 mM EDTA, 0,5 mM GSSG ve 50 ul 0,12
mM NADPH ile hazirlanmistir. Olgiimler, 1,5 ml kuvars kiivet kullanilarak bir
spektrofotometrede (Shimadzu, UV-1280) 90 saniye boyunca 340 nm'de absorbans
disiisii izlenerek kaydedilmistir. GR enzim aktivitesi, 25°C'de 1 pmol GSSG'yi
(oksitlenmis glutatyon) GSH'ye (glutatyon) indirgeyebilen enzim miktar1 olarak
tanimlanmustir. Deney ii¢ teknik ve ii¢ biyolojik kopya ile ii¢ kopya olarak
gerceklestirilmistir. Cogaltmalarin ortalamasi ve standart sapmasi hesaplanmistir.
Gruplar arasinda gozlenen farkliliklarin istatistiksel 6nemi, SPSS i¢inde yer alan tek

yonlii varyans analizi (One way ANOVA)’ne gore belirlenmistir.

3.24.5. Peroksidaz (POX) Enzim Aktivitesinin Belirlenmesi

Peroksidaz enzim aktivitesi Quesada ve arkadaglar1 (1990)’ndaki metodolojiye goére
gerceklestirilmistir. Peroksidaz enzim aktivitesini 6lgmek i¢in; 850 pul 50 mM KH2PO4
(pH 7.8), 50 ul %0.02 o-dianisidin, 50 ul 10 mM H20. ve 50 ul toplam protein
ekstrakti iceren bir ¢ozelti kullanilmigtir. Kor ¢ozelti, 900 pl 50 mM KH2PO4 (pH:7.8),
50 pl 10 mM H202 ve 50 ul %0.02 o-dianisidin ile hazirlanmistir. Olgiimler 1,5 ml
kuvars  kiivet ve  Shimadzu UV-1280  spektrofotometre  kullanilarak
gerceklestirilmistir. Spektrofotometre Ol¢lim i¢in 460 nm dalga boyuna kalibre
edilmistir. Kuvars kiivet i¢indeki kor ve protein drneklerinin absorbansindaki degisim
90 saniyelik bir siire boyunca kaydedilmistir. Absorbansda bir artis ve buna karsilik
gelen renk degisimi gozlenmistir. “Enzim birimi” terimi, 1 dakika boyunca 1 uM
hidrojen peroksiti parcalayabilen enzim miktar1 olarak tanimlanmistir. Deney, her biri
tic kopya olacak sekilde ii¢ kez tekrarlanmis ve elde edilen verilerin ortalamasi
alinmistir. Daha sonra standart sapma hesaplanmistir. Gruplar arasinda gozlenen
farkliliklarin istatistiksel onemi, SPSS icinde yer alan tek yonlii varyans analizi (One

way ANOVA)’ne gore belirlenmistir.
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3.24.6. Askorbat Peroksidaz (APX) Enzim Aktivitesinin Belirlenmesi

Askorbat peroksidaz enzim aktivitesi testi Nakano ve Asada (1981) tarafindan
Ozetlenen metodolojiye gore gergeklestirilmistir. Askorbat peroksidaz enzim
aktivitesini 6lgmek i¢in 850 ul 50 mM KH2POs (pH 7.0), 50 ul 5 mM askorbik asit,
50 ul 20 mM H20: ve 50 ul toplam protein ekstrakti iceren bir ¢ozelti kullanilmistir.
Kor 6rnek 900 ul 50 mM KH2PO. (pH: 7.0), 50 pul 5 mM askorbik asit ve 50 pul 20 mM
H:0: ile hazirlanmistir. Olgiimler 1,5 ml'lik bir kuvars kiivet ve bir spektrofotometre
(Shimadzu, UV-1280) kullanilarak gergeklestirilmistir. Absorbanstaki azalma

spektrofotometre kullanilarak 290 nm'de 90 saniyelik bir siire boyunca 6lgiilmiistiir.

Askorbat peroksidaz, peroksizomlarda, mitokondride, sitozolde ve kloroplastlarda
hidrojen peroksitin uzaklastirilmasindan sorumlu birincil antioksidan enzimdir.
Askorbat peroksidaz, askorbik asidin (AA) indirgeyici 6zelligini kullanarak hidrojen
peroksidin suya ve dehidroaskorbik aside (DHA) indirgenmesini katalize eder (Das et
al.,, 2014). “Enzim birimi” terimi, 1 dakika boyunca 1 pM askorbik asidi
pargalayabilen enzim miktar1 olarak tanimlanmistir. Deney, her biri ti¢ kopya olacak
sekilde tli¢ kez tekrarlanmis ve elde edilen verilerin ortalamasi alinmistir. Daha sonra
standart sapma hesaplanmistir. Gruplar arasinda goézlenen farkliliklarin istatistiksel
onemi, SPSS i¢inde yer alan tek yonlii varyans analizi (One way ANOVA)’ne gore

belirlenmistir.

3.25. Istatistiksel Analizler

Enzimatik ve transkripsiyonel analizler, 3 biyolojik ve iki teknik tekrarli olarak
gerceklestirilmistir. Morfolojik gozlemler igin on iki biyolojik tekrar kullanilmistir.
Her bir grupta yer alan verilerin ortalamasi ve standart hatasi (orttsh) hesaplanarak
grafikler seklinde sunulmustur. Gruplar arasindaki farkin 6nem derecesi (P degeri)
SPSS (Statistical Package of Social Science, IBM) icinde yer alan tek yonlii varyans
analizi (One way ANOVA) ve ardindan Duncan ¢oklu karsilastirma analizine ve
gruplarin ikili karsilatirilmasi sirasinda Microsoft Office Excell (11) programini i¢inde
yer alan Student t-testine gore belirlenmistir. P<0,05 gruplar arasindaki anlamli fark

olarak kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Gen Klonlanan F3 Vektoriiniin Restriksiyon
Endoniikleaz Kesim Bolgelerinin Dogrulanmasi

PDS ve STTM-miR408a/5p genlerinin klonlanacagi F3 vektorii, Ncol ve Avrll
restriksiyon endoniikleaz enzimleri ile kesim islemine tabi tutulmustur. Kesim
isleminin ardindan, F3 vektorii %0,5 lik jele yiiklenerek yiiriitiilmiistiir. Boylece lineer
hale getirilen vektoriin 1kb’lik ladder ile kiyaslanarak boyutu dogrulanmistir (Sekil
4.1).

Sekil 4.1: F3 vektoriiniin, Ncol ve Avrll kesim enzimleriyle lineer hale getirilip kesim
noktalariin dogrulanmasi.

4.2. Nb_PDS Geninin F3 Vektoriine Klonlanmasi

Nb_PDS genini F3 vektoriine klonlamak i¢in ilk olarak 5’ uglarinda Ncol ve Avrll
restriksiyon enzim bolgeleri bulunan primerlerle N. benthamina yaprak dokularmdan
elde edilen cDNA kalip olarak kullanilarak PDS geni ¢ogaltilmistir. Elde edilen PCR
driinii %0,8’lik jelde yiriitillerek Nb_PDS’in varligi 370 bazlik bant eldesi ile
dogrulanmistir (Sekil 4.2a). Bu Nb_PDS bandi PCR saflastirma ile elde edilerek Ncol
ve Avrll kesim enzimleriyle muamele edilmistir. F3 vektorii de aym kesim

enzimleriyle muamele edildikten sonra PCR iiriinii ile ligasyon islemine tabi
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tutulmustur. Elde edilen bu klonlarin Nb_PDS genini tasiyip tagimadigini kontrol
etmek i¢in NB_PDS igeren F3 vektori Ncol ve Avrll kesim enzimleriyle tekrardan
kesilerek agaroz jel elektroforezinde yiiriitiilmiistiir. Sonug olarak, jelde 1 kb ve 370

baz uzunlugunda iki bant elde edilerek klonlar dogrulanmistir (Sekil 4.2b).

Nb_PDS Nb_PDY

R

N. benthamiana PDS: 370 bp

Sekil 4.2: PCR sonucu Ncol ve Avrll kesim bdolgelerini igeren N. benthamiana PDS
geninin %1°lik agaroz jelde boyutunun dogrulanmasi. a)1. Kuyu: 100 bp
ladder, 3. Kuyu: Nb_PDS geni. Nb_PDS genini i¢eren F3 vektoriiniin Ncol
ve Avrll enzimleriyle kesildikten sonra, %1’lik agaroz jelde yiiriiterek
klonlamanin dogrulanmasi b) 1. Kuyu: 100 bp ladder, 2. Kuyu: bos vektor:
4. Ve 6. Kuyu: igerisinde PDS geni bulunan vektor.

4.3. Nb_PDS Geninin Susturuldugunun N. benthamiana Bitkilerinde
Gosterilmesi

Nicotiana benthamiana bitkileri 20 gilinlik olana kadar kontrol kosullarinda
yetistirilmistir. 20 giinliik olan bitkilerin uygun yapraklarina, Nb_PDS gen fragmentini
bulunduran F3 vektorii ve yardimci F1 plazmidi ihtiva eden 4. tumefaciens bakterileri
1:1 oraninda karistirilip bitkiye agroinfiltrasyon ile verilerek VIGS uygulanmasi
gerceklestirilmistir. Agroinfiltrasyon igleminden sonra, yapraklar bir hafta i¢inde PDS
geninin ekspresyonunun azaldiginin gorsel bir gostergesi olan beyazlagma (klorozis)
sergilemistir (Sekil 4.3; Sekil 4.4). Agroinfiltrasyon 10 giin sonra klorozis seklinde
gbzlenen susturma sinyallerinin en {istteki en geng yapraklara iletildigi gozlenmistir
(Sekil 4.5). Nb_PDS gen fragmentini i¢eren F3 vektorii ile VIGS uygulamasina tabi
tutulan pds grubunda yetistirilen bitkilerin yapraklardan alinan doku 6rneklerinde PDS

transkript seviyesi, bos vektor (BV) ile muamele edilen kontrol grubuna oranla
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istatistiksel olarak onemli derecede %80'lik bir azalma saptanmistir (P<0.05) (Sekil
4.6).

Sekil 4.3: Agroinfiltrasyon uygulanan N. benthamiana yapraklarinin giin bazli
fenotipik degisimleri. (a:1. giin, b:3. giin, c: 6. giin, d 7. giin. +: yapragin
adaksiyal bolgesi. -: yapragin abaksiyal bolgesi)

Sekil 4.4: N. benthamiana bitkisinde agroinfiltarasyon uygulamasi sonrasinda PDS
geninin transkripsiyonunun azalmasi sonucu gdzlemlenen morfolojik
degisimler. (a: agroinfiltrasyon uygulandiktan 4 giin sonra yapraklardaki
gozlemlenen kloroz, b: agroinfiltrasyon uygulandiktan bir hafta sonra
yapraklarda gozlemlenen kloroz)
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Sekil 4.5: N. benthamiana bitkisinde agroinfiltarsyon uygulamasindan on giin sonra
gozlemlenen sistemik yayilma (a: besinci yaprakta goriilen mozaik kloroz,
b: bitkinin tamaminda gézlemlenen degisimler, c: altinci yaprakta goriilen
mozaik kloroz)

Nb_PDS

;2_3 1,6

E 14

S 1,2

=

g 1!

% 0,8

c 0,6

o©

+ 0,4

2 02 =
= 0 =

BV PDS

Sekil 4.6: N. benthamiana bitkisinde agroinfiltrarsyon uygulamasi sonrasinda PDS
geninin nispi transkript miktariin diistiigliniin qRT-PCR yontemi ile
gosterilmesi (n=12, ortalama+tse, **= Student t-testine gére P<0,01).

4.4. Zm_PDS Geninin F3 Vektoriine Klonlanmasi

Icerisinde Ncol ve Avrll kesim enzimi bélgesi bulunan primerlerle yapilan PCR
sonucunda, klonlanan Zm_PDS gen fragmentinin boyutunun dogrulanmasi %0,8’lik
jelde yiiriitiilerek yapilmistir. Buna gore jelde 250 bazlik PCR {iriiniiniin
gbzlenmesiyle Zm_PDS geninin varlig1 dogrulanmstir (Sekil 4.7).
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100 bp ladder

250 bp Zma PDS

i

100 bp

Sekil 4.7: Z. mays PDS geninin PCR sonrast %1’lik agaroz jelde boyutunun
dogrulanmasi

4.5. Zm PDS Geninin Susturuldugunun Zea mays
Bitkilerinde Gosterilmesi

Nicotiana benthamiana bitkisinde PDSgeninin basarili bir sekilde susturulmasinin
ardindan, VIGS vektorlerinin musir bitkisinde islevselligini test etmek icin iyi bir
raportor gen olan pds geni misir bitkisinde susturulmustur. Bunun i¢in, misir Zm_PDS
gen fragmentinin klonlandig1 F3 ve yardimc1 F1 vektorlerini iceren Agrobacterium
hiicreleri 1:1 oraninda karistirllarak ara konukgu olarak kullanilan Nicotiana
benthamiana bitkilerine agroinfiltrasyon yontemiyle verildi. Bdylece, vektoriin
klonlanan gen ile cogalmasi saglandiktan sonra, N. benthamiana yapraklarindan floem
ekstrakti c¢ikartildi. Cikarilan floem o6ziiti 5 gilinlik misir fidelerinin ikinci
yapraklarinin uglarina art arda dort giin boyunca uygulandi. Sonug olarak yaklasik bir
hafta sonra misir yapaklarimin uglarindan baslayarak klorozisin yayildig: gozlenmistir
(Sekil 4.8). Bir hafta sonra hem kontrol hem de PDS gruplarindan alinan yaprak
ornekleri kullanilarak qRT-PCR ile PDS gen ifade seviyesi belirlendi. Elde edilen
verilere gore, misir bitkisin de N. benthamiana’ya benzer sekilde PDS transkript
seviyesinde istatistiksel olarak anlamli derecede %99'luk bir azalma kaydedildi

(P<0.05) (Sekil 4.9).
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Sekil 4.8: Z. mays fideleri lizerinde VIGS uygulamasi. Floem 6ziitli verilmis yaprak +
ile isaretlenmistir (a,b: susturma sinyalinin iist yapraga sistematik hareketi,
+: Floem 06ziitii verilmis yaprak).

Zm_PDS

5 1,5

kY

£

a 1

g

(75]

S

= 0,5

a

N2)

=z 0 *x

BV PDS

Sekil 4.9: Zm_ PDS uygulamasi sonra Z. mays PDS geninde goriilen susturma etkisi
(**= Student t-testine gére P<0,01).

4.6. STTM-miR408’in F3 Vektoriine Klonlanmasi

Ncol ve Avrll enzim kesim bolgeleriyle birlikte sentezletilen STTM-miR408’in F3
vektoriine klonlamasi sonucunda elde edilen klonlamanin dogrulanmasi igin F3

vektori Ncol ve Avrll enzimleriyle kesildikten sonra, %1’lik jelde yiirtitiilmistiir.
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Sonug olarak jelde 1000 kb iizerinde band vektorii ve yaklasik 100 bazlik bant STTM-
miR408’in varligini gostermistir (Sekil 4.10).

100bp F3 Vektorl F3 Vektoril
ladder

Lo M

STTM- STTM-
miR408a/5p miR408a/5p

Sekil 4.10: F3 Vektorii igerisine klonlanan STTM-miR408a/b’nin Ncol ve Avrll kesim
enzimleriyle dogrulanmasi

4.7. STTM-miR408 ile Muamele Edilmis Misir Fidelerinin
Soguk Stresine Karsi Yaprak Biiyuime Tepkisi

STTM-miR408a/b ile muamele edilmis misir fidelerinin soguk stresine kars1 yaprak
biiylime tepkisini gézlemlemek i¢in, bos vektor (Grup BV) ve STTM-miR408 (Grup
STTM) ile muamele edilmis misir fideleri gece boyunca soguk stresine maruz
birakilmistir. Yaprak uzunlugu (YU) ve yaprak uzama oram1 (YUO) gibi yaprak
biliylime parametreleri, morfolojik ve kinematik diizeylerde kontrol kosullarinda
yetistirilen BV ve STTM ile muamele edilmis fidelerle, soguk stresine maruz
birakilmis BV® ve STTM® ile muamele edilmis deney gruplari karsilastirilarak
belirlenmistir. Bunun ig¢in, ikinci ve {iglincli yapraklar ortaya ¢ikisindan biiyiimeleri
durana kadar Olc¢lilmiistiir. Sonu¢ olarak, BV grubundaki misir fidelerinin ikinci
yaprag iki giin boyunca kararli bir biiyliime profili sergilemis ve daha sonra biiyiime
yavaglamistir. STTM grubundaki ikinci yapragin biiyiimesi ikinci giinde azalmus,
ardindan ii¢ gilin boyunca istikrarli bir sekilde biliyiimeye devam etmis ve dordiincii

giinden sonra keskin bir sekilde azalmistir. BV'ye benzer sekilde, BVS ve STTMS
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gruplarindaki misir fidelerinin ikinci yapraklart 2 giin boyunca istikrarli bir sekilde
biliylimiis ve iiclincii giinde azalmaya baslamistir (Sekil 4.11). Son olarak, ikinci
yapraklar tiim gruplarda yaklasik on bir giinde olgunlasmistir. Bununla birlikte, ikinci
yapraklarin son yaprak uzunlugu BV'den STTM, BV® ve STTMS'ye dogru azalan bir
siralama sergilemis, sirastyla 299443, 20676, 242+61 ve 225+66 olmustur. Ikinci
yapragin uzama oran1 BV grubuna kiyasla STTM, BVS ve STTMS® gruplarinda %31,
%19 ve %25 oraninda 6nemli 6l¢iide azalmistir (P<0,05) (Sekil 4.12).

YUO2

—o—BV STTM BVS STTMS
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14 | &—7Y
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D1 D2 D3 D4 D5 D6 D7 D8 D9 D10 D11 D12

Yaprak uzama orani (cm/giin)

Yapragin ortaya ¢ikisindan sonra gecen zaman (giin)

Sekil 4.11: Soguk stresi altinda yetistirilen misir fidelerinin ikinci yapraklarinin uzama
oranlar1 (YUO). Bos (BV: Bos vektor ile muamele edilen grup), STTM:
STTM-miR408a/b igeren vektor ile muamele edilen grup, (STTM), S:
Soguk stresi. Soguk Bos (BV®), Soguk STTM (STTMS) gruplarinda
yetistirilen misir fidelerinin ikinci yapraklarinin uzama orani (n=12,
ortalama+tstandart hata, * tek yonlii varyans analizi (ANOVA) ve Duncan
coklu karsilagtirma analizine gére gruplar arasindaki farki gostermektedir
P<0,05).
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Sekil 4.12: Soguk stresi altinda yetistirilen misir fidelerinin ikinci yapraklarinin son
uzunlugu. BV: Bos vektor ile muamele edilen grup, STTM: STTM-
miR408a/b igeren vektor ile muamele edilen grup, S: Soguk stresi. (n=12,
ortalamatstandart hata, harfler tek yonlii varyans analizi (ANOVA) ve
Duncan ¢oklu karsilagtirma analizine gore gruplar arasindaki farki
gostermektedir).

BV grubundaki misir fidelerinin {iglincii yaprag {i¢ glin boyunca istikrarl bir sekilde
biiylimiis, ardindan yavaslamis ve 8 giin sonra keskin bir sekilde azalmistir. Ote
yandan, S grubundaki misir fidelerinin tiglincii yapraklart 8 giin boyunca istikrarl bir
sekilde biiyiimiis ve ardindan keskin bir sekilde azalmistir. Hem BVS hem de
STTM5min iigiincii yapraklar iki giin boyunca istikrarli bir sekilde bilyiimiis, daha
sonra billylime yavaslamis ancak BV ve STTM gruplari gibi keskin bir diisiis
gostermemistir. BV, STTM, BVS ve STTMS gruplarinda yetistirilen misir fidelerinin
SYU3 degerleri sirasiyla 526+61, 468+76, 324479 ve 340+58'dir (Sekil 4.13).
SYU3'iin B grubuna kiyasla STTM grubunda %11, BS grubunda %38 ve STTMS'de
%35 oraninda 6nemli dl¢lide azaldig tespit edilmistir (P<0,01) (Sekil 4.14).
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Sekil 4.13: Soguk stresi altinda yetistirilen misir fidelerinin {iglincii yapraklarinin
uzama hizi. BV: Bos vektor ile muamele edilen grup, STTM: STTM-
miR408a/b igeren vektor ile muamele edilen grup, S: Soguk stresi. (n=12,
ortalamatstandart hata, * Tek yonlii varyans analizi (ANOVA)’ne ve

Duncan c¢oklu karsilastirmali analize gore gruplar arasindaki fark
belirlenmistir. P<0,05).
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Sekil 4.14: Soguk stresi altinda yetistirilen misir fidelerinin {i¢iincii yapraklarinin son
uzunlugu. BV: Bos vektor ile muamele edilen grup, STTM: STTM-
miR408a/b igeren vektor ile muamele edilen grup, S: Soguk stresi. (n=12,
ortalamazstandart hata, Harfler tek yonlii varyans analizi (ANOVA)’ne ve
Duncan c¢oklu karsilagtirmali analize gore gruplar arasindaki fark
belirlenmistir. P<0,05).

4.8. miR408 ve Hedeflerinin Ekspresyonlari

miR408'in varlig1 ilk olarak stem-loop RT-PCR yoluyla tespit edilmis, ardindan qRT-
PCR analizi yoluyla miR408a/b i¢in spesifik ileri ve evrensel geri primerler
tanimlanmistir. Sonuglar, endojen miR408 transkript seviyesinin STTM grubunda BV
grubuna kiyasla énemli dl¢iide (P <0,05) ve STTM® grubuna kiyasla daha da fazla (P
<0,01) azaldigimmi gostermistir. Hedef genlerin beklenen ifade diizeylerinin aksine,
tahmin edilen basic blue protein (BBP) ve blue copper proteininin (BCP) STTM ve
STTMS gruplarma kiyasla BV ve BVS gruplarinda yukar1 dogru diizenlendigi tespit
edilmistir (P <0.05). Ek olarak, ongoriilen hedef gen lacZ (LAC), B grubuna kiyasla S
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grubunda ekspresyonda artis gostermistir (P <0.05). Ancak, BVS ve STMMS gruplar

arasinda lacZ ekspresyonunda anlamli bir fark gozlenmemistir (Sekil 4.16).
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Sekil 4.15: Soguk stresi altinda yetistirilen musir fidelerinin ikinci yapraklarinda
miR408 ve tahmini hedefleri olan Basic Blue Protein (BBP), Blue
Copper Protein (BCP), Lakkaz (LAC) genlerinin ifade seviyeleri. BV:
Bos vektor ile muamele edilen grup, STTM: STTM-miR408a/b iceren
vektor ile muamele edilen grup, S: Soguk stresi. (n=12,
ortalamazstandart hata, Student t-testi’ne gore belirlenmistir. * P<0,01).
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4.9. Antioksidan Enzimlerin Aktiviteleri

Soguk stresi altindaki musir fidelerinde STTM-miR408a/b ile muamele edilmis
yapragin antioksidan yanitin1 degerlendirmek icin, Katalaz (CAT), Askorbat
peroksidaz (APX), Glutatyon rediiktaz (GR), Peroksidaz (POX) ve Siiperoksit
dismutaz (SOD) antioksidan enzimlerinin aktivitesi biyokimyasal olarak Bos vektor
(BV), STTM (STTM), Bos soguk (BV®) ve STTM soguk (STTMS) misir fidelerinin
yapraklarinda belirlendi. Sonuglar, CAT aktivitesinin B grubunda en yiiksek oldugunu
ve STTM, BV® ve STTM®de istatistiksel olarak anlamli sekilde %57 oraninda
azaldigim gosterdi (Sekil 4.17) (P<0,05). Stres kaynakli bir miRNA olan miR408
ekspresyonundaki artis, normatif bir yanit olan katalaz seviyelerindeki diistisle iligkili

olabilir.
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Sekil 4.16: Soguk stresi altinda yetistirilen musir fidelerinin yapraklarinda katalaz
(CAT) enzim aktivitesi. BV: Bos vektor ile muamele edilen grup, STTM:
STTM-miR408a/b igeren vektor ile muamele edilen grup, S: Soguk stresi.
(n=12, ortalama+standart hata, Harfler tek yonlii varyans analizi
(ANOVA)’ne ve Duncan c¢oklu karsilagtirmali analize goére gruplar
arasindaki fark belirlenmistir. P<0.05).
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APX aktivitesi BV ve STTM arasinda benzer olarak tespit edildi ancak BVS ve STTMS
gruplarinda BV ile karsilagtirlldiginda yaklasik %15 oraninda istatistiksel olarak
anlaml bir artig gorildii (Sekil 4.18) (P<0,05). Bu bulgu, bitkinin askorbat peroksidaz
enzimini miR408'den bagimsiz olarak soguk stresine karsi bir savunma mekanizmasi

olarak iirettigine isaret olabilir.
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Sekil 4.17: Soguk stresi altinda yetistirilen musir fidelerinin askorbat peroksidaz
(APX) enzim aktivitesi. BV: Bos vektor ile muamele edilen grup, STTM:
STTM-miR408a/b igeren vektor ile muamele edilen grup, S: Soguk stresi.
(n=12, ortalama+standart hata. Harfler tek yonlii varyans analizi
(ANOVA)’ne ve Duncan c¢oklu karsilagtirmali analize goére gruplar
arasindaki fark belirlenmistir. P<0,05).

GR aktivitesi APX'e zit bir profil sergiledi. BV ve STTM gruplarinda daha yiiksek
aktivite ve BV® ve STTM® gruplarinda sirasiyla %29 ve %28 oraninda 6nemli bir
azalma goriildii (Sekil 4.19) (P<0,05). Bu sonug, miR408'in istatistiksel analize dayali
glutatyon rediiktaz enzim aktivitesi lizerinde 6nemli bir etkiye sahip olmadigina isaret

olabilir.
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Sekil 4.18: Soguk stresi altinda yetistirilen misir fidelerinin glutatyon rediiktaz (GR)
enzim aktivitesi. BV: Bos vektor ile muamele edilen grup, STTM: STTM-
miR408a/b igeren vektor ile muamele edilen grup, S: Soguk stresi. (n=12,
ortalamazstandart hata, harfler tek yonlii varyans analizi (ANOVA)’ne ve
Duncan ¢oklu karsilastirmali analize gore gruplar arasindaki fark
belirlenmistir. P<0,05).

CAT, GR, APX enzimlerindeki bu degisimlere ek olarak; BV, BVS, STTM, STTM®
deney gruplarinda, POX enzim aktivitesi (Sekil 4.20) ve SOD enzim aktivitesi (Sekil

4.21) acgisindan istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamstir (P>0,05).
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Sekil 4.19: Soguk stresi altinda yetistirilen misir fidelerinin peroksidaz (POX) enzim
aktivitesi. BV: Bos vektor ile muamele edilen grup, STTM: STTM-
miR408a/b igeren vektor ile muamele edilen grup, S: Soguk stresi. (n=12,
ortalamatstandart hata, harfler tek yonlii varyans analizi (ANOVA)’ne ve
Duncan ¢oklu karsilastirmali analize gore gruplar arasindaki fark
belirlenmistir.
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Sekil 4.20: Soguk stresi altinda yetistirilen misir fidelerinin siiperoksit dismutaz
(SOD) enzim aktivitesi. BV: Bos vektor ile muamele edilen grup, STTM:
STTM-miR408a/b igeren vektor ile muamele edilen grup, S: Soguk stresi.
(n=12, ortalamatstandart hata, harfler tek yonlii varyans analizi
(ANOVA)’ne ve Duncan c¢oklu karsilastirmali analize gore gruplar
arasindaki fark belirlenmistir. P<0,05).
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5. TARTISMA

Misir, tohum ¢imlenmesi ve fide asamalarinda soguk stresine karsi oldukca hassastir.
Soguk stresi bitki biiylimesini sekteye ugratir ve verim kaybina neden olur. Bitkilerde
soguk stresi tolerans mekanizmalar1 konusunda pek ¢ok arastirma olmasina ragmen
pek cok genle kalitilan kompleks genetik yapisindan Otiirii heniiz tam anlamiyla
aydinlatilamamustir. Bununla birlikte, misir bitkisinde soguk stresi toleransinda gorevli
genlere dair smirli sayida islevsel dogrulama calismasi vardir. Diger taraftan,
miRNA'lar, bir¢ok biyolojik siiregte ve stres tolerans mekanizmalarindaki diizenleyici
rolleri nedeniyle ilgi ¢ekmektedir. Ozellikle, miR408, birkac bitkide biyotik stres
cevabina duyarli oldugu gosterilmistir (Djami-Tchatchou vd., Feng vd., Yin vd.).
Ancak, miR408 hedef genleri ile birlikte diizenleyici mekanizmasi hakkindaki bilgiler
resmin tamamini gérmekten uzaktir. Bu nedenle, bu ¢alisma, VIGS-STTM kombine
yaklasimina dayali olarak sofuk stresi altinda misir yapragi biiylimesinin

diizenlenmesinde miR408 geninin islevine dair kanitlar sunmaktadir.

Misir gibi monokotil bitkilerin gen fonksiyonlarini agiga ¢ikarmak icin basvurulan
VIGS yaklasiminda, konak bitkinin giivenli bir sekilde transformasyonu igin viriis
titresini arttirmak amaciyla ara konak olarak N. benthamiana'yr kullanilmaktadir
(Ding vd. 2006; van der Linde vd. 2011; Hemetsberger vd. 2012; Zhu vd., 2014; Zhan
vd. 2016). Bu tez ¢aligmasinda da klonlanan geni iceren modifiye viral vektoriin
verimli bir sekilde c¢alistigin1 gostermek ve sonraki calismalarda optimizayonu
kolaylastirmak i¢in bir ara konak olarak N. benthamiana'nin kullanildigi bir VIGS
deney diizenegi hazirlanmistir. Deney diizeneginde, VIGS plazmidine goriiniir 1518a
duyarli ve agartma (klorozis) semptomlarin1 indiikleme kabiliyeti nedeniyle bir
raportdr olarak Nb-PDS (Nicotiana benthamiana- Phytoene desaturase) gen pargasi
klonlanmis ve N. benthamiana bitkisinde test edilmistir (Kumagai ve ark., 1995). Bu
sekilde VIGS vektorlerinin kararlili§i ve islevselliginin belirlenmesi amaglanmastir.
VIGS ile muamele edilen N. benthamiana bitkilerinde, agroinfiltrasyon yapilan
yapragin tamamen beyazladig1 ve gen ifadesinde %80 oraninda azalma seklinde giiglii
PDS susturma belirtileri sergiledigi goézlemlenmistir (Sekil 4.7). Susturma
sinyallerinin bir hafta igerisinde iist yapraklara tasindigi da gozlemlenmistir (Sekil
4.6). Beyaz noktalar seklinde kendisini gdsteren susturma belirtileri, en geng {ist

yapraklarda ve yaprak kenarindan ortaya dogru ¢ikmaya baslamistir ve daha sonra tiim
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yaprak yiizeyine dagildig1 goriilmiistiir. Bu da susturma sinyalinin sink-source iletim

prensibini takip ettigini géstermistir (Zainali vd., 2025).

N. benthamiana bitkisinde VIGS diizeneginin optimizasyonunun ardindan, hedef, Z.
mays PDS genini susturmak olmustur. Bunun i¢in, Zm PDS gen kasetini igeren VIGS
vektorlerini ihtiva eden A. fumefaciens bakterileri ile ara konagimiz olan N.
benthamiana bitkisi agroinfiltrasyon islemine tabi tutulmustur. Agroinfltrasyon
isleminden sonra, uygulama yapilan yapraklardan elde edilen floem 6zsuyu, misir
fidelerinin ikinci yapraklarinin u¢ kisimlarindan bitkiye verilmistir. Daha 6nce benzer
sekilde misir bitkisine hormon uygulandigi1 ¢alismalar mevcuttur (Igbal vd., 2025).
Ancak, bu teknik, monokot bikilerine VIGS uygulamasi i¢in ilk defa bu ¢aligmada
uygulanmistir. Sonuglar, misir yapraginin 24 saat i¢inde yaprak ucundan baglayarak
tim yaprak alanma yayilan PDS susturma semptomlar1 sergiledigini gostermistir.
Transkript seviyesinde ise %99'luk bir diisiis saptanmustir (Sekil 4.10). Bu bulgu, misir
gibi tek ¢enekli bir bitkide genleri susturmak ig¢in kullandigimiz VIGS deney

diizeneginin etkinligini géstermektedir.

VIGS deney diizeneginin optimizasyonundan sonra, asil hedef olan zmiR408’1
susturmak i¢in, ¢ift zincirli STTM-miR408a/b tasarlanmis, sentezletilmis ve Zm-PDS
susturma deney diizeneginde yapilan adimlar takip edilerek misir yapragina
uygulanmistir. Misir miR408 ailesi, aynt ma-miRNA dizisine sahip miR408a ve
miR408b olmak iizere iki liyeye sahiptir ve tamamlayict bir miR408b-5p dizisi igerir.
Bu nedenle, dizayn edilen STTM'nin bir kolunda miR408a/b'nin hedef dizisini ve diger
kolunda miR408b-5p'nin (miR408a/b'den farkl bir dizi) hedef dizisini igermekte olup,
ayni anda iki miRNA'nin susturulmasi hedeflenmistir. Bu tasarimda, miRNA hedef
dizisinin orta kisminda bulunan {i¢ niikleotitlik baz uyusmazlig1 olusturulmustur. Bu
uyusmazlik tasarlanan dizinin endojen miRNA tarafindan boliinmesinden kaginmak
i¢in 6nemlidir (Teoita ve Tang, 2017). Aksi takdirde, cogu bitki miRNA's1 ve hedefleri,
hedeflenen transkriptin bozulmasiyla sonuglanan miikkemmel bir eslesme
gosterdiginden tasarladigimiz dizinin endojen miRNA tarafindan par¢alanma ihtimali

bulunmaktadir.

STTM-miR408a/b ile muamele edilen misir fideleri, ikinci ve tiglincli yapraklarinin
bliylime hizi, bos vektor (kontrol) ile muamele edilen yapraklara kiyasla yavaslamig
ve sirastyla %19 ve %11'lik oranlarda kisalmistir (Sekil 4.11; Sekil 4.13). Soguk stresi

altinda ise, ikinci ve liglincli yapraklarn biliylime hizin1 6nemli 6l¢iide diistirerek,
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sirastyla kontrol sicakligina kiyasla %31 ve %35 oraninda azalisa neden olmustur
(Sekil 4.12; Sekil 4.14). Soguk stresi altindaki STTM-miR408a/b ile muamele edilen
ve bos vektor ile muamele edilen fidelerin yaprak biiylime yanitlar1 karsilastirildiginda
ise, ikinci ve ligiincii yaprak uzama oranlarinda aralarinda istatistiksel olarak anlamli
bir fark olmadigi goriilmiistiir(P> 0.05). miR408'in soguga duyarli oldugu ve misir
yapraklarinin meristem, uzama ve olgun biiyiime bolgelerinde soguk stresi
kosullarinda ekspresyonunun arttig1 gosterilmistir (Aydinoglu, 2020). Bu dogrultuda,
miR408'in soguk stresi altinda ekspresyonunun artmasi, tolerans mekanizmalarinda
gorevli genlerin ifadesini negatif yonde diizenleyerek rol aldigi sonucuna varilmistir.
Ancak, bu caligmada, miR408 ifadesinin baskilanmasi nedeniyle bu fonkisyonu
engellenebilir ve bu da BV®S ve STTM® gruplari arasinda yaprak biiyiime farklarmin
telafi edilmesine neden olmus olabilir. 4. thaliana'da, soguk stresine maruz birakilan
bitkilerde miR408’in ekspresyonu artarken, hedefleri olan PLC, cupredoxin, UCL ve
LAC3’iin ekspresyonlarinin azaldigi ve soguk stresine karsi toleransinin arttig
goriilmiistiir (Ma et al. 2015). Benzer sekilde, O. sativa'da soguk stresi kosullarinin,
pre-OsmiR408 ve OsmiR408’in ekspresyonunda artisa neden olarak yabani tipe
kiyasla daha fazla biiyiime ile sonuglandigi gosterilmistir (Sun vd., 2018). miR408'in
Arabidopsis thaliana, Oryza sativa ve Triticum aestivum gibi ¢esitli bitki tiirlerinde
strese toleransi, yaprak boyutunu ve iriin verimini LAC, PLC, UCL8 ve PC
(plastosiyanin) olan hedef genlerinin transkripsiyonunu diizenleyerek diizenledigi
gosterilmistir. (Ma ve ark. 2015; Zhao vd., 2016; Pan vd., 2018; Song vd., 2018; Gao
vd., 2022). Bu bulgular, miR408'in soguk stresi altinda yaprak biiylime yanitinin

diizenlenmesinde islevine dair ipuglar1 sunmaktadir.

Bitkiler stres kaynakli ROS iiretimiyle miicadele etmek i¢in antioksidan enzimler
kullanir (Qiu vd. 2023). Bununla birlikte, enzim aktivitesinin diizenlenmesi tiirlere,
genotiplere ve stres tiirlerine gore farklilik gdsterir. Ornegin, Gao ve arkadaslar1 (2022)
miR408'in SOD, CAT ve POX gibi antioksidatif enzimlerin aktivitelerini artirarak
hidrojen peroksit ve malondialdehit seviyelerinin azalmasina neden oldugunu
bildirmistir. N. benthamiana'da miR408'in asir1 ekspresyonunun tohum ¢imlenmesini
kolaylastirdigi ve antioksidatif enzim genleri Nbsod, Nbpox ve Nbcaf'in
ekspresyonunu yiikselterek ve aktivitelerini artirarak tuzluluk kaynakli stres altinda
ROS birikimini en aza indirdigi gosterilmistir (Guo vd., 2018). Baska bir ¢alismada,
miR408'in SOD, CAT ve POX aktivitelerini artirarak ROS birikimini azalttig1 ve
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boylece kurakliga toleransi artirdigi tespit edilmistir (Hang vd., 2021). Bu tez
calismasinda, misir yapraklarinin redoks regiilasyonunda miR408'in olas1 islevini
degerlendirmek icin bes antioksidan enzimi incelenmistir. CAT, APX ve GR
aktivitesinin gruplar arasinda énemli farkliliklar gosterdigi, POX ve SOD aktivitesinin
ise degismedigi tespit edilmistir.

Soguk stresine yanit olarak CAT aktivitesindeki artig birgcok bitkide gosterilmistir. Bu
calismada, CAT aktivitesinin BV grubunda daha yiiksek oldugunu ve STTM, BV* ve
STTMS gruplarinda azaldig1 gézlenmistir (Sekil 4.16). MiR408'in soguk stres altindaki
artan ekspresyonu goz Oniine alindiginda, bu bulgular, miR408'in, soguk stres
sirasinda hiicre i¢indeki CAT aktivitesini diizenleme islevine sahip oldugunu
diistindiirmektedir (Aydinoglu ve Akgul, 2019). Diger yandan, SB grubundaki CAT
aktivitesindeki azalma, SOD aktivitesinin degismemis olmasina bagli olarak
aciklanabilir (Sekil 4.20). Ciinkii, SOD, CAT'ye alternatif olarak hidrojen peroksidi
temizlemekle gorevlidir ve soguk stres kosullarinda yiiksek miR408 seviyeleri

bulunabilir.

APX aktivitesi hem BV® hem de STTM® gruplarinda kontrol gruplarina kiyasla
artmistir (Sekil 4.17). GR enzim aktivitesinin ise, soguk kosullarda (BVS, STTMS)
biiytitiilen bitkilerde kontrol kosullarina (BV, STTM) kiyasla daha yiiksek oldugu
goriilmiistiir. Bununla birlikte, POX ve SOD enzimlerinin sonuglari, miR408'in ve
stres kosullarinin bu enzim aktiviteleri iizerinde biiyiik bir etkisi olmadigini
gostermektedir. Ma et al. (2015), Arabidopsis izerinde yaptig1 bir ¢alismada, miR408
ekspresyonunun artirilmasinin ROS seviyelerini diisiirebilecegini ve bakir igeren
proteinleri kodlayan genleri yonettigini one slirmiistiir. Bu nedenle, miR408'in soguk
strese yanitindaki mekanizmasi, yalnizca tek bir miR408 ve hedef genleri arasindaki
temel etkilesimle sinirli kalmayabilir ve ayrica diger transkripsiyon faktorleri ve

hormonlar1 da igerebilir (Gao et al., 2022b).

miRNA genleri iizerindeki fonksiyonel calismalar, kiiciik boyutlar1 nedeniyle
zorluklarla karsilasmaktadir. STTM yaklasimi, endojen miRNA ifadesini susturmak
icin en umut verici yontemlerden biri olarak nitelendirilmektedir (Teoita vd., 2016).
Ote yandan, miR408 iizerine yapilan birgok ¢alismaya ragmen, misirda 6zellikle hedef
genleri lizerindeki diizenleyici rolii konusunda arastirma eksikligi vardir. Bu nedenle,

miRNA ve hedef genleri biyoinformatik araglar kullanilarak tahmin edilmektedir.
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Bu baglamda, biyoinformatik araglar kullanilarak, Zm-MiR408’in LAC, BBP ve BCP
genlerini hedefledigi belirlenmis ve bu genlerin ifadeleri gruplar arasinda analiz

edilmistir.

LAC, BBP ve BCP genleri, tilakoid liimeninde bulunan bakir i¢ceren redoks proteinleri
arasinda yer alir ve fotosentetik elektron taginmasinda énemli roller oynar (Ma vd.,
2015). Bircok calisma miR408'in esansiyel olmayan kuproproteinler plantacyanin,
cupredoxin, uclacyanin ve LAC3'lin azalmasindaki roliine isaret ederek stresle basa
cikmak icin gerekli olan kuproproteinler i¢in bakirin kullanilabilirligini desteklemistir.
Yapilan bir ¢alismada, Arabidopsis bitkisinde miR408’in hedefleri olarak LAC3,
LACI12, LAC13 ve PLANTACYANINTI olarak belirlenmistir (Abdel-Ghany ve Pilon
2008). Piringte, OsUCL8 ve OsUCL30'un miR408 tarafindan hedeflendigi tahmin
edilmis ve RACE analizi ile dogrulanmistir (Zhou et al. 2010). Zma-miR408’in
hedefleri olan genlerin ekspresyonunu inceledigimizde, STTM-miR408a/b ile
muamele edilen musir fidelerinin kontrol ve soguk kosullar altinda, tiim genlerin
ekspresyonunun STTM ile muamele edilen gruplarda arttigi ancak LAC
ekspresyonunun STTM® grubunda degismedigi tespit edilmistir. Bu bulguya benzer
olarak, Zhou et al. (2010), miR408 seviyelerinin, hedef genlerinin ekspresyon
seviyeleriyle her zaman uyusmadigini bildirmistir. O. sativa lizerinde yapilan bir
calisma da miR408 ekspresyonunun hedef genlerinin ekspresyon seviyeleriyle her

zaman paralel olmadigini ortaya koymustur (Zhang et al., 2017).

BBP ekspresyonu STTM ve STTM® gruplarinda BB ve BV® gruplarma kiyasla
artmistir. Benzer sekilde, BCP geninin ifadesi hem S hem de SS gruplarinda BV ve
BV gruplarina kiyasla artmustir. LAC, STTM grubunda ekspresyon seviyesi artarken,
STTMS grubunda anlamli bir fark bulunmamistir (Sekil 4.15). BBP ve BCP genlerinin
bitkide plastosiyanin, kupredoksin gibi proteinlerle baglantilar1 vardir. Elde ettigimiz
sonuclar diger ¢aligmalarda da bu genlerin miR408’in ekspresyonundan etkilendigini
gosteren sonuglarla paraleledir. miR408 ve hedefleri LAC, BBP ve BCP, bitki
biiylimesi ve hiicre duvari iiretiminin yani sira fotosentezle baglantili olan bakir
metabolizmasinda rol oynamaktadir. miR408'1 asir1 eksprese eden Arabidopsis
bitkilerinin yaprak alani, biyokiitle, tohum verimi fotosentez orani, kloroplastik bakir
igerigi ve plastosiyanin (PC) seviyelerinde 6nemli bir artis sergiledigi gosterilmistir.
Buna karsilik, miR408 hedef genleri Plantacyanin ve Laccase 13'iin asir1 ekspresyonu

biyokiitle ve tohum veriminde azalmaya neden olmustur (Song vd., 2018). Hu ve
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digerlerinin (2022) elma iizerinde yaptiklari ¢alismada, miR408a’nin BBP’yi ve LAC3
genlerini hedef aldigini, bitkide antosiyanin iretimini artirdigi ve bakir
metabolizmastyla ilgili yolaklar1 ve bitkide verimi etkiledigi gosterilmistir. Birlikte
ele alindiginda, miR408'in hedef gen ekspresyonlarini modiile ederek bakir
metabolizmasinda dolayli bir rol oynadigini gostermektedir. Bu sonug, miR408’in
susturuldugu bitkilerde bakir seviyesinin belirlenmesiyle desteklenebilir. Ayrica,
ozellikle soguk stres altinda LAC22 geninin alternatif bir diizenleme yolunun varligi

da g6z onilinde bulundurulmalidir.

BBP, BCP ve LAC gibi bakir i¢eren proteinler dogada yaygin olarak bulunur ve
oksijen tasinmasi, aktivasyon ve redoks siireglerinde elektron transferine katilirlar.
Bakir, bitkilerde en yaygin olarak bulunan gecis metallerinden biridir. Bununla
birlikte, serbest bakirin homeostazisi, eser konsantrasyonlarda bile toksisitesi
nedeniyle canli organizmalarda hassas molekiiler mekanizmalar tarafindan siki bir
sekilde diizenlenir (McManus vd., 1992; Rydén vd., 1993; Mattar vd., 1994). LAC
geni, multicopper oxidases (MCO) siiper ailesine ait olan lakkazlar1 kodlar. Lakkazlar,
fenolik ve inorganik maddeler de dahil olmak iizere cesitli aromatikleri oksitleyerek
ve ayni zamanda molekiiler oksijeni suya indirgeyerek gelisim, morfogenez ve lignin
metabolizmast gibi ¢oklu metabolik yollarda ve biyolojik siiregclerde énemli bir rol
oynar. Bitkiler, cogunlukla spesifik fizyolojik ve biyokimyasal islevlere sahip ¢ok
sayida LAC geni {iretir. Bu durum g6z oniline alindiginda, miRNA'larin boylesine
onemli bir metabolik yolda yer alan proteinlerin tek diizenleyicisi olmamasi
muhtemeldir (Giardina vd., 2010; Turlapati vd., 2011; Balasubramanian vd., 2016).
Arabidopsis lizerinde yapilan bir ¢alisma, bakir ve 151k metabolizmasini diizenleyen
SPL7 ve HYS transkripsiyon faktorleri arasindaki etkilesimin bir sonucu olarak,
mir408 ve onun hedefi olan LACI12 ve LACI13'i zamana bagli bir sekilde
transkripsiyonel olarak diizenledigini gostermektedir (Zhang ve Li 2013). Wang et al.
(2024), misirda 22 LAC genini tanimlamis ve bunlar1 alti alt aileye dagitmistir. Ayrica,
LAC22 geninin ekspresyon seviyesinin soguk stres altinda énemli dl¢lide azaldigini
gostermistir. Bizim bulgularimiz, soguk stres kosullarinda BV ve STTM gruplari
arasinda LAC22 geninin ekspresyon seviyesinde anlamli bir degisiklik olmadigim
ortaya koymustur. Bu nedenle, miR408a/b'nin soguk kosullar altindaki sessizlestirme
etkisinin farklilik gosterdigi sonucuna varilabilir. Ayrica, LAC genlerinin yalnizca

miR408 tarafindan degil, zaman ve kosul bagimli olarak alternatif bir yol tarafindan
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diizenlendigi diistiniilebilir (Giardina et al., 2010; Turlapati et al., 2011;
Balasubramanian et al., 2016). Tiim bu veriler géz 6niine alindiginda, varsayilan hedef
LAC genleri yalnizca misir miR408 tarafindan diizenlenmedigi, ayn1 zamanda zamana

ve kosula bagli olarak calisan alternatif bir yol oldugu sonucuna varilabilir.
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6. SONUCLAR

Bu tez calismast ile ilk kez, STTM ve VIGS yo6ntemleri birlikte kullanilarak, Zea mays
miR408 geni susturulmustur. Bu susturma sonucunda zma-miR408 geninin kontrol ve
soguk stresi kosullart altinda, bitki bliylime ve gelisimine ve bitkinin soguk stresine

olan toleransi {lizerindeki etkileri aydinlatilmaya calisilmistir.
Nicotiana benthamiana bitkisinde PDS geni %80 oraninda susturulmustur.
Zea mays bitkisinde PDS geni %99’1ara varan oranlarda susturulmustur.

Misir bitkisinde, miR408’in yaprak uzunlugu iizerine etkilerine bakilmistir. 2. yaprak
uzunlugu, STTM, STTM?® ve BV gruplarinda BV grubuna kiyasla sirastyla %19, %25
ve %31 oraninda azaldig1 saptanmustir. 3. Yaprak uzunlugunun STTM grubunda %11,
BV* grubunda %38 ve STTMS® grubunda ise BV grubuna gére %35 oraninda anlamli

olarak azaldigi tespit edilmistir.

Antioksidan enzim aktivitesi deneyleri sonucunda, CAT aktivitesinin BV grubunda en
yiiksek oldugunu ve STTM, BVS ve STTMY'de istatistiksel olarak anlamli sekilde %57
oraninda azaldigi goriilmiistiir. APX aktivitesinin BV ve STTM gruplar1 arasinda
benzer olarak tespit edildi ancak BV® ve STTMS gruplarinda B ile karsilastirildiginda
yaklasik %15 oraninda istatistiksel olarak anlamli bir artis oldugu goriilmiistiir. GR
aktivitesinin BV ve STTM gruplarinda daha ytiiksek aktiviteye sahip oldugu ve BV ve
STTMS gruplarinda sirastyla %29 ve %28 oraninda 6nemli bir azalma oldugu
goriilmiistiir. CAT, GR, APX enzimlerindeki bu degisimlere ek olarak; BV, BV,
STTM, STTM® deney gruplarinda, POX ve SOD aktiviteleri agisindan istatistiksel

olarak anlamli bir fark bulunmamastir.

Maisir bitkisinde miR408 geninin yaprak uzama oranlari iizerine etkisine bakilmistir.
2. Yaprak uzama oraninin, Sde iigiincii giinde %10, BV® ve STTMS gruplarinda ise
dordiincii giinde %35 oraninda anlamli olarak azaldigi tespit edilmistir. 3. Yaprak
uzama oranina bakildiginda, BV ve STTM gruplar icin aralarindaki farkin %19
oraninda istatistiksel olarak anlamli oldugu goriildii. Ancak musir fideleri soguk
stresine maruz birakildiginda, her iki gruptaki fidelerin tiglincii yapragi iki giin
boyunca istikrarli bir sekilde biiyiidii ve daha sonra yaprak olgunluguna kadar yaprak
uzama oram siirekli olarak azaldi. BV® ve STTM® gruplarindaki farkin istatistiksel

olarak anlamli olmadig1 goriildii. Soguk stresinin, BV® grubunda 3. Yaprak uzama
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oraninda %52 oraninda istatistiksel olarak anlamli bir azalmaya neden olurken,

STTMS grubunda bu azalmanin %49 oraninda oldugu gériilmiistiir.

miR408 ifadesi, miR408'in stem-loop RT-PCR sentezi ve ardindan miR408a/b
spesifik ileri ve evrensel ters primerlerle yapilan RT-qPCR analizi ile belirlendi.
Sonuglar, endojen miR408 transkript miktarmin STTM grubunda BV grubuna kiyasla
anlamli derecede daha diisiik oldugunu ve STTMS® gruplarinda BV® gruplarina kiyasla
anlamli derecede daha diisiik oldugunu gostermistir. miR408 ifadesine antagonistik
olarak, onun olas1 hedef genleri olan temel mavi protein (BBP) ve mavi bakir proteini
(BCP) STTM ve STTM® gruplarinda BV ve BV® gruplarma kiyasla
transkripsiyonunun arttigi tespit edilmistir. Diger yandan, olasi hedef Lakkaz (LAC22)
geni STTM grubunda BV grubuna kiyasla transkripsiyonunun arttigi gézlemlenmis,

ancak BV® ve STTMS gruplari arasinda anlamli bir farklilik gézlemlenmemistir.
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7. ONERILER

Bu tez ¢alismasinda, miR408 ve olasi hedef genleri olan LAC, BBP, BCP genleri
arasindaki iligski kontrol ve soguk stresi kosullar1 altinda incelenmistir. Daha ayrintili
analiz i¢in miR408 geninin CRISPR yontemi ile susturulup hedef genleri iizerindeki
etkilerine bakilabilir. Ya da miR408 geninin ekspresyonu artirilarak hedef genleri

tizerindeki etkisinin anlasilmasi i¢in ¢alismalar yapilabilir.

CAT, SOD, POX, APX, GR enzim aktivitelerinin miR408 ekspresyonuna ve soguk
stresi sirasinda verdigi cevaplar aydinlatilmaya calisilmistir. Bu enzim caligmalari
sirasinda toplam protein izolasyonu yapilarak enzim ekstrakti ile ¢alisilmistir. Daha
ileri ¢aligmalar icin protein spesifik ¢alismalar yapilabilir. Soguk stresi altinda bu
antioksidan enzimlerin ka¢ izoformunun iiretildigi SDS-PAGE c¢alismasi ile

belirlenebilir.

76



KAYNAKLAR

Agarwal M., Hao Y., Kaur H., Narayan R., Finkelstein R., (2021), “Regulatory
networks in plant stress signaling: Insights from the role of miRNAs and transcription
factors”, Journal of Experimental Botany, 72(5), 1461-1474.

Ahsan N., Waseem M., Rehman A., Yasin N., Ahmad 1., (2021), “Comparative
analysis of miR156 and miR165 families reveals their potential role in cold stress
response in wheat”, BMC Plant Biology, 21, 292.

Amada P., (2010), “Co-ordination of developmental processes by small RNAs during
leaf development”, Journal of Experimental Botany, 61 (5), 1277-1291.

Avramova V., AbdElgawad H., Zhang Z., Fotschki B., Casadevall Romina,
Vergauwen L., Knapen D., Taleisnik E., Guisez., Asard H., Gerrit T.S. (2015),
“Drought Induces Distinct Growth Response, Protection, and Beemster Recovery
Mechanisms in the Maize Leaf Growth Zone”, Plant Physiology, 169, 1382—1396.

Aydinoglu F., (2020), “Elucidating the regulatory roles of microRNAs in maize (Zea
mays L.) leaf growth response to chilling stress”, Planta, 2020;251:38.

Aydinoglu F., Kahriman T.Y., Balci H. (2023), “Seed bio-priming enhanced salt stress
tolerance of maize (Zea mays L.) seedlings by regulating the antioxidant system and
miRNA expression”, 3 Biotech 13, 378.

Banowetza Gary M., Dierksena Karen P., Azevedoa Mark D., Stout Richard., (2004),
“Microplate quantification of plant leaf superoxide dismutases”, Analytical
Biochemistry, 332, 314-320.

Bartel David P., (2004), “MicroRNAs: Genomics, Biogenesis, Mechanism, and
Function”, Cell, 116, 281-297.

Bhattacharjee S., (2005), “Reactive oxygen species and oxidative burst: Roles in
stress, senescence and signal transduction in plants”, Current Science, 89, 7.

Bozi¢ M., Ignjatovi¢ Mici¢ D., Deli¢ N., (2024), “Maize miRNAs and their putative
target genes involved in chilling stress response in 5-day old seedlings”, BMC
Genomics, 25, 479,

Budak H., Akpinar B. A. (2015), “Plant miRNAs: biogenesis, organization and
origins”, Funct Integr Genomics, 15, 523-531.

Chance B., Maehly A.C., (1995), “Assay of catalases and peroxidases”, Methods in
Enzymology, 2, 764-775.

Chaoui A., Mazhoudi S., Ghorbal M. H., Ferjani E. E., (1997), “Cadmium and zinc

induction of lipid peroxidation and effects on antioxidant enzyme activities in bean
(Phaseolus Vulgaris L.)”, Plant Science, 127, 139-147.

77



Charrier A, Vergne E, Dousset N, Richer A, Petiteau A and Chevreau E., (2019),
“Efficient Targeted Mutagenesis in Apple and First Time Edition of Pear Using the
CRISPR-Cas9 System”, Frontiers Plant Science 10:40.

Chavez-Hernandez Elva C., Alejandri-Ramirez Naholi D., Juarez-Gonzalez Vasti T.,
and Dinkova Tzvetanka D., (2015), “Maize miRNA and target regulation in response

to hormone depletion and light exposure during somatic embryogenesis”, Front Plant
Science, 6, 555.

Chen X., Zeng H., Huang G., Wei J., Zhang S., Li S., (2019), “miR408 regulates plant
cold tolerance by modulating the copper-responsive genes and antioxidant systems in
maize”, International Journal of Molecular Sciences, 20(6), 1334.

Chinnusamy V., Zhu J., Zhu J., (2007), “Cold stress regulation of gene expression in
plants”, TRENDS in Plant Science, 12, 10.

Chinnusamy V., Zhu J., Zhu J.K., (2007), “Cold stress regulation of gene expression
in plants”, Trends in Plant Science, 12(10), pp.444-451.

Chiou T. J., Aung K., Lin S. I, Wu C. C., Chiang S. F., Su C. L., (2006), “Regulation
of phosphate homeostasis by MicroRNA in Arabidopsis”, Plant Cell, 18, 412-421.

Choudhury Feroza K., Rivero Rosa M., Blumwald E., Mittler R., (2017), “Reactive
oxygen species, abiotic stress and stress Combination”, The Plant Journal, 90, 856—
867.

Crevecoeur M., Marcela P., Greppin H., Penell C., (1997), “Peroxidase activity in
shoot apical meristem from Spinaci”, Acta histochemica, 99, 177-186.

Demiralp B., Biiyiik 1., Aras S., Cansaran-Duman D. (2015), “Lakkaz enziminin
endiistriyel ve biyoteknoloji alaninda kullanim1”, Tiirk Hijyen ve Deneysel Biyoloji
Dergisi, 72(4), 351-68.

Dhindsa Rajinder S., Plump-Dhindsa P., Thorpe Trevor A., (1981), “Leaf Senescence:
Correlated with Increased Levels of Membrane Permeability and Lipid Peroxidation
and Decreased Levels of Superoxide Dismutase and Catalase”, Journal of
Experimental Botany, 32, 126, 93-101.

Ding Y., Shi Y., Yang S., (2019), “Advances and challenges in uncovering cold
tolerance regulatory mechanisms in plants”, New Phytologist, 222: 1690-1704.

Djami-Tchatchou A.T., Dubery I.A., (2015), “Lipopolysaccharide perception leads to
dynamic alterations in the microtranscriptome of Arabidopsis thaliana cells and leaf
tissues”, BMC Plant Biology, 15, 79.

Dong, C. H., Zolman B.K., Bartel B., Lee B.H., Stevenson B., Agarwal M., Zhu, J.K.,

(2009), “Disruption of Arabidopsis CHY 1 reveals an important role of metabolic status
in plant cold stress signaling”, Molecular Plant, 2(1), pp.59-72.

78



Facette Michelle R., Shen Z., Bjornsdottir Fjola R., Briggs Steven P., Smitha Laurie
G., (2013), “Parallel Proteomic and Phosphoproteomic Analyses of Successive Stages
of Maize Leaf Development”, The Plant Cell, 25, 2798-2812.

Feng H., Zhang, Q.,Wang Q.,Wang X., Liu J., Li M., Huang L., Kang Z., (2013),
“Target of tac-miR408, a chemocyanin-like protein gene (TaCLP1), plays positive
roles in wheat response to high-salinity, heavy cupric stress and stripe rust”, Plant
Molecular Biology, 83, 433-443.

Fujii H., Chiou T. J., Lin S. ., Aung K., Zhu J. K., (2005), “A miRNA involved in
phosphate-starvation response in Arabidopsis”, Current Biology, 15, 2038-2043.

Green MR, Sambrook J., (2020), “The Inoue Method for Preparation and
Transformation of Competent Escherichia coli: "Ultracompetent" Cells”, Cold Spring
Harb Protoc., 2020 Jun 1;2020(6):101196. doi: 10.1101/pdb.prot101196. PMID:
32482900.

Gupta Om P., Meena Nand L., Sharma I., Sharma P., (2014), “Differential regulation
of microRNAs in response to osmotic, salt and cold stresses in wheat”, Molecular
Biology Reports, 41, 4623-4629.

Guy C.L., (1990), “Cold acclimation and freezing stress tolerance: role of protein
metabolism”, Annual Review of Plant Physiology and Plant Molecular Biology, 41(1),
pp.187-223.

Han Y., Yang X., Guo J., Qiu X., Zhang Y., (2019), “Identification and functional
characterization of microRNAs in response to cold stress in maize seedlings”, Genes,
10(6), 432.

Heath Robert L., Packer L., (1968), “Photoperoxidation in isolated chloroplasts: I.
Kinetics and stoichiometry of fatty acid peroxidation”, Biochemistry and Biophysics,
125, 189-198.

Huang H., Long J., Zheng L., Li Y., Hua Y., Yu G., Liu H., Liu Y., Huang Z., Zhang
J., Huang Y., (2016), “Identification and characterization of microRNAs in maize

endosperm response to exogenous sucrose using small RNA sequencing”, Genomics,
108, 216-223.

Hussain S., Wang L., Luo J., Wei X., Xu L., Li T., (2018), “Transcriptional regulation
and miRNA-mediated post-transcriptional regulation in plant abiotic stress response”,
Frontiers in Plant Science, 9, 626.

Inze D., Veylder L. (2006), “Cell Cycle Regulation in Plant Development”, The
Annual Review of Genetics, 40, 77-105.

Igbal B., Jalal A., Ahmad N., Okla MK, Elgawad HA, El-Tayeb MA., Gaafar AZ., Li
G, Du D (2025), “Exogenous naphthaleneacetic acid (NAA) mitigated the alkaline
stress changes in the growth and physio-biochemical performance of maize (Zea
mays L.) seedlings”, Acta Physiologiae Plantarum 47, 19 (2025).

79



Jaspers P., Kangasjarvi J., (2010), “Reactive oxygen species in abiotic stress
signaling”, Physiologia Plantarum, 138, 405-413.

Jaszek M., Grzywnowicz K., Malarczyk E., Leonowicz A., (2006), “Enhanced
extracellular laccase activity as a part of the response system of white rot fungi:
Trametes versicolor and Abortiporus biennis to paragquat-caused oxidative stress
conditions”, Pesticide Biochemistry and Physiology, 85, 147-154.

Jones-Rhoades, M. W., Bartel, D. P., (2004), “Computational identification of plant
microRNASs and their targets, including a stress-induced miRNA”, Molecular Cell, 14,
787-799.

Kang Y., Li X., Zhang X., Zhang H., (2022), “The role of the microRNA-171 in
regulating drought and cold stress in Arabidopsis thaliana”, Plant Science, 317,
111221.

Kantar M., Lucas Stuart J., Budak H., (2011), “miRNA expression patterns of Triticum
dicoccoides in response to shock drought stress”, Planta, 233, 471-484.

Kaplan F., Guy, C.L., (2004), “B-Amylase induction and the protective role of maltose
during temperature shock”, Plant Physiology, 135(3), pp.1674-1684.

Kaplan F., Kopka J., Sung D.Y., Zhao W., Popp M., Porat R., Guy, C.L., (2007),
“Transcript and metabolite profiling during cold acclimation of Arabidopsis reveals an
intricate relationship of cold-regulated gene expression with modifications in
metabolite content”, The Plant Journal, 50(6), pp.967-981.

Kim D., Kwak E., Choi Hyoung T., (2006), “Increase of Yeast Survival under
Oxidative Stress by the Expression of the Laccase Gene from Coprinellus
congregatus”, The Journal of Microbiology, 617-621.

Kumar A., Sharmaa Krishna K., Kumar P., Ramchiaryb N., (2015), “Laccase isozymes
from Ganoderma lucidum MDU-7: Isolation, characterization, catalytic properties and

differential role during oxidative stress”, Journal of Molecular Catalysis B: Enzymatic,
113, 68-75.

Kumar R., (2014), “Role of MicroRNAs in Biotic and Abiotic Stress”, Applied
Biochemistry and Biotechnology, 174: 93.

Lee B.H., Lee H., Xiong L., Zhu J.K., (2002), “A mitochondrial complex I defect
impairs cold-regulated nuclear gene expression”, The Plant Cell, 14(6), pp.1235-1251.
Li, X., Song, X., Yang, Y., Zhang, J., Wang, J. (2020), “miR529c enhances drought
tolerance by regulating dehydration-responsive elements in plants”, Plant Physiology
and Biochemistry, 154, 73-81.

Liu Tsan Z., Chin N., Kiser Michael D., Bigler William N., (1982), “Specific

Spectrophotometry of Ascorbic Acid in Serum or Plasma by Use of Ascorbate
Oxidase”, Clinical Chemistry, 28, 11, 1982.

80



Liu H., Liu Y., Zhao J., Liu S., Tian C., Zhang Z., (2021), “miR398 is involved in
regulating cold tolerance in plants by targeting the copper/zinc superoxide dismutase
genes”, International Journal of Molecular Sciences, 22, 2905.

Liu Y., Zhang L., Huang Y., Yin J,, Jiang Y., (2021), “MiR156 and its targets are
involved in the regulation of cold tolerance in rice by modulating cell wall
biosynthesis”, International Journal of Molecular Sciences, 22(18), 9863.

Lu Q, Guo F, Xu Q, Cang J., (2020), “LncRNA improves cold resistance of winter
wheat by interacting with miR398”, Functional Plant Biology, 2020;47:544.

Ma C., Burd S., Lers A., (2015), “miR408 is involved in abiotic stress responses in
Arabidopsis”, The Plant Journal, 84, 169-187.

Martin ML., Busconi L., (2001), “A rice membrane-bound calcium-dependent protein
kinase is activated in response to low temperature”, Plant Physiology, 125(3), 1442-9.

Mayera Alfred M., Staplesb Richard C., (2002), “Laccase: new functions for an old
enzyme”, Phytochemistry, 60, 551-565.

Mittler R., (2002), “Oxidative stress, antioxidants and stress tolerance”, TRENDS in
Plant Science, 7, 9.

Mittler R., Vanderauwera S., Gollery M., Breusegem Frank V., (2004), “Reactive
oxygen gene network of Plants”, TRENDS in Plant Science, 9, 10.

Nakano Y., Asada K., (1981), “Hydrogen Peroxide is Scavenged by Ascorbate-
specific Peroxidase in Spinach Chloroplasts”, Plant & Cell Physiology, 22(5), 867-
880.

Navarro L., Dunoyer P., Jay F., Arnold B., Dharmasiri N., Estelle M., Voinnet O.,
Jones J. D., (2006), “A plant miRNA contributes to antibacterial resistance by
repressing auxin signaling”, Science, 312, 436—439.

Neto André Diasde A., Tarquinio Prisco J., Enéas-Filho J., Braga de Abreu Carlos E.,
Gomes-Filho E., (2006), “Effect of salt stress on antioxidative enzymes and lipid
peroxidation in leaves and roots of salt-tolerant and salt-sensitive maize genotypes”,
Environmental and Experimental Botany, 56, 87-94.

Pearce, R.S., (2001), “Plant freezing and damage”, Annals of Botany, 87(4), pp.417-
424,

Pfaffl M.W., (2001), “A new mathematical model for relative quantification in real-
time RT-PCR”, Nucleic Acids Research, 29(9), e45.

Polyn S., Willems A., Veylder Lieven D., (2015), “Cell cycle entry, maintenance, and
exit during plant development”, Current Opinion in Plant Biology, 23, 1-7.

QiuYM, Guo J, Jiang WZ, Ding JH, Song RF, Zhang JL, Huang X, Yuan HM., (2023),
“HbBIN2 Functions in Plant Cold Stress Resistance through Modulation of HbICE1

81



Transcriptional Activity and ROS Homeostasis in Hevea brasiliensis”, International
Journal Molecular Science;24(21):15778. doi: 10.3390/ijms242115778.

Quesada Miguel A., Sanchez-Roldan C., Heredia A., Valpuesta V., and Bukovac
Martin J., (1992), “Peroxidase and IAA Oxidase Activities and Peroxidase Isoenzymes
in the Pericarp of Seeded and Seedless "Redhaven" Peach Fruit”, Journal of Plant
Growth Regulation, 11:1-6.

Rihan H.Z., Al-Issawi M., Fuller M.P., (2017), “Advances in physiological and
molecular aspects of plant cold tolerance”, Journal of Plant Interactions, 12(1), pp.143-
157.

Rogers K., Chen X., (2013), “Biogenesis, turnover, and mode of action of plant
microRNAs”, Plant Cell, 25, 2383-2399.

Rosa C, Kuo Y-W, Wuriyanghan H, Falk BW., (2018), “RNA interference
mechanisms and applications in plant pathology”, Annual Review of Phytopathology,
56:581-610.

Rymen B., Fiorani F., Kartal F., Vandepoele K., Inze D., Beemster G. T. S., (2007),
“Cold nights impair leaf growth and cell cycle progression in maize through
transcriptional changes of cell cycle genes”, Plant Physiology, 143 (3), 1429-1438.

Saijo Y., Hata S., Kyozuka J., Shimamoto K., Izui K., (2000), “Over-expression of a
single Ca2+-dependent protein kinase confers both cold and salt/drought tolerance on
rice plants”, Plant Journal, 23(3), 319-27.

Scandalios J.G., (2005), “Oxidative stress: molecular perception and transduction of
signals triggering antioxidant gene defenses”, Brazilian Journal of Medical and
Biological Research, 38, 995-1014.

Sergiev L., Alexieva E., Karanov E., (1997), “Effect of spermine, atrazine and
combination between them on some endogenous protective systems and markers in
plants”, Comptes rendus de 1'Academie bulgare des Sciences, 51, 121-124.

Sewelam N., Kazan K., Schenk P.M., (2016), “Global Plant Stress Signaling: Reactive
Oxygen Species at the Cross-Road”, Frontier Plant Science, 7, 187.

Sharma N., Muthamilarasan M., Prasad M., Reddy A., Khan M., (2020), “Abiotic
stress-responsive microRNAs and their roles in plant stress tolerance”, Journal of Plant
Physiology, 247, 153097.

Sharma R., Kumar S., Singh B., Ali M., Verma S., (2022), “MicroRNAs and their role
in plant adaptation to abiotic stresses”, Environmental and Experimental Botany, 183,
104358.

Sharman B. C., (1942), “Developmental Anatomy of the Shoot of Zea mays L., Annals
of Botany, New Series, 6, (22), 245-282.

Shu S., Wang J., Guo R., Huang Y., Xu D., (2021), “Functional characterization of
maize miR167a in the regulation of cold stress tolerance”, Scientific Reports, 11, 8347.

82



Siddique, M.1., Lott, J.N.A., Menzies, J.G., (2019), “The role of microRNAs in crop
abiotic stress tolerance: A comprehensive review”, Physiologia Plantarum, 167(2),
200-216.

SunY.JinL., LiZ., Zhang J., Liu F., Wei H., (2021), “MicroRNA regulation of plant
stress tolerance and its potential applications in crop breeding”, Frontiers in Plant
Science, 12, 699590.

Sunkar R., (2010), “MicroRNAs with macro-effects on plant stress responses”,
Seminars in Cell & Developmental Biology, 21, 805-811.

Sunkar R., Kapoor A., Zhu J., (2006), “Posttranscriptional Induction of Two Cu/Zn
Superoxide Dismutase Genes in Arabidopsis Is Mediated by Downregulation of
miR398 and Important for Oxidative Stress Tolerance”, The Plant Cell, 18, 2051—
2065.

Sunkar R., Li Y., Jagadeeswaran G., (2012), “Functions of microRNAs in plant stress
responses”, Trends in Plant Science, 17, 4.

Sylvester, A. W., & Smith, L. G., (2009), “Cell Biology of Maize Leaf Development”,
Handbook of Maize: Its Biology, 179-203. doi:10.1007/978-0-387-79418-1_10.

Thomashow, M.F., (1999), “Plant cold acclimation: freezing tolerance genes and
regulatory mechanisms”, Annual Review of Plant Biology, 50(1), pp.571-599.

Tiryakioglu M., Eker S., Ozkutlu F., Hustedd S., Cakmak 1., (2006), “Antioxidant
defense system and cadmium uptake in barley genotypes differing in cadmium
tolerance”, Journal of Trace Elements in Medicine and Biology, 20, 181-189.

Wang L., Zhang, W., Zhang H., Zhao, X., Song T., (2020), “The role of miR168 and
its targets in abiotic stress responses in plants”, Plant Growth Regulation, 91, 223-235.

Wang M., Zhang Y., Li W., Yang Y., Deng J., (2020), “MicroRNA expression profiles
of chilling-tolerant maize seedlings under low temperature stress”, Acta Physiologiae
Plantarum, 42, 106.

Wang Shiow Y., Jiao Hong J., Faust M., (1991), “Changes in ascorbate, glutathione,
and related enzyme activities during thidiazuron-induced bud break of apple”,
Physiologia Plantarum, 82, 231-236.

Web 1, (2018), www.tarim.gov.tr, (Erisim tarihi 1/06/2018).

Wei L., Zhang D., Xiang F., Zhang Z., (2009), “Differentially expressed miRNAs
potentially involved in the regulation of defense mechanism to drought stress in maize
seedlings”, International Journal of Plant Sciences, 170(8), 979-9809.

Worrall EA, Bravo-Cazar A, Nilon AT., (2019), “Exogenous application of RNAi-

inducing double-stranded RNA inhibits aphid-mediated transmission of a plant virus”,
Frontier in Plant Science, 10:265.

83



Yang Y., Zhuo Fangfang Fani R., Ma F., Gong Y., Wan X., Jiang M., Zhang X.,
(2012), “Expression of the Laccase Gene from a White Rot Fungus in Pichia pastoris
Can Enhance the Resistance of This Yeast to H202-Mediated Oxidative Stress by
Stimulating the Glutathione-Based Antioxidative System”, Applied and
Environmental Microbiology, 5845-5854.

Yentiir S., (2003), “Bitki anatomisi”, 3. Baski, Istanbul Universitesi Yayinlari.

Yin J., Wang, G., Xiao J., Ma, F., Zhang H., Sun Y., Diao, Y., Huang J., Guo Q., Liu
D., (2010), “Identification of genes involved in stem rust resistance from wheat mutant
D51 with the cDNA-AFLP technique”, Molecular Biology Reports, 37, 1111-1117.

Yuan Y., Li T., Wei L., Zhao J., Zhang H., Zeng, L., (2019), “Expression and
functional analysis of a maize microRNA, miR393, in response to chilling stress”,
Plant Science, 283, 85-94.

Yujing H., Jiayi J., Hao C., Rongli L., Jie Z., Wenjing L., Xingsui W., Jie Z., Yuncong
Y., (2022), “The miR408a-BBP-LAC3/CSD1 module regulates anthocyanin
biosynthesis mediated by crosstalk between copper homeostasis and ROS homeostasis
during light induction in Malus plants”, Journal of Advanced Research, 51 (2023), 27—
44,

Zainali N., Alizadeh H., Delavault P., (2025), “Gene silencing in broomrapes and other
parasitic plants of the Orobanchaceae family: mechanisms, considerations, and future
directions”, Journal of Experimental Botany, 76(2), 243-261.

Zhang B., (2015), “MicroRNA: a new target for improving plant tolerance to abiotic
stress”, Journal of Experimental Botany, 66, 7, 1749-1761.

Zhang B., Pan X., Pan George P., Cobb, Anderson Todd A., (2005), “Plant microRNA:
A small regulatory molecule with big impact”, Developmental Biology, 289, 3—16.

Zhang Y., Xie F., Zhou J., Liu Y., Li L., (2020), “Comprehensive analysis of the
regulatory role of microRNAs in cold stress response of rice”, Frontiers in Genetics,
11, 415.

Zhao J., Hu, J., Chen, Y., Wang, J., Ding, Y. (2021), “MicroRNA regulation of cold
tolerance in plants: A review”, Agronomy, 11(11), 2269.

Zhou H., Zhang H., Zhang F., Guo C., Zhang W., (2021), “A cold-induced microRNA,
miR529, regulates the development of maize roots under chilling stress”, Journal of
Plant Growth Regulation, 40, 1285-1295.

Zhu J., (2016), “Abiotic Stress Signaling and Responses in Plants”, Cell, 167.
Zhu Y., Zuo M., Liang Y., Jiang M., Zhang J., Scheller Henrik V., Mingpu T., Zhang
A., (2013), “MAP65-1a positively regulates H202 amplification and enhances

brassinosteroid-induced antioxidant defense in maize”, Journal of Experimental
Botany, 64, 3787-3802.

84



OZGECMIS

Burak Akgiil ilk ve orta 6grenimini Istanbul’da tamamladi. 2012 yilinda Bartin
Universitesi Molekiiler Biyoloji ve Genetik béliimiinde lisans egitimine baslad1 ve
2016 yilinda egitimini tamamladi.

2017 yilinda GTU Fen Bilimleri Enstitiisii Molekiiler Biyoloji ve Genetik béliimiinde
yiiksek lisans egitimine basladi. Prof. Dr. Yelda Ozden Ciftci ve Ogretim Gérevlisi
Dr. Fatma Aydmoglu damismanliginda > Misir (Zea mays L.) bitkisinin yaprak
biiyiime islevleri lizerine mikroRNA aracilikli redoks regiilasyonunun incelenmesi.’’
konulu tez calismasini gercgeklestirdi. 2018 yilinda Do¢ Dr. Fatma Aydinoglu
danismanhiginda ‘Misir (Zea Mays L.) Bitkisinin Yaprak Biiyiime ve Gelisimini
Diizenleyen Olasi Microrna Genlerinin Fonksiyonel Arastirmalar’’ konulu tez
calismasini gerceklestirdi.

85



TEZ CALISMASI KAPSAMINDA YAPILAN YAYINLAR

Akgul B., Aydinoglu F., (2024), “Evaluation of zma-miR408 and its target genes
function on maize (Zea mays) leaf growth response to cold stress by VIGS-based
STTM approach”, Gene, 938, 2025,149161.

86



