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OZET

Kriyoprezervasyon, -196°C’ta sivi azot (SA) igerisinde bitki germplazmasinin
korunabilmesi i¢in giivenli ve uygun maliyetli uzun siireli bir saklama teknigidir.
Kriyoprezervasyon sirasinda, in vitro kiiltiirlenmis bitki hiicreleri ve dokular1 kuraklik,
soguk ve oksidatif gibi ¢esitli abiyotik streslere maruz kalirlar. Bununla birlikte,
simdiye kadar, kriyoprezervasyon sonrasi hayatta kalmayi etkileyen molekiiler
diizenleyici mekanizmalar, bitkilerde net bir sekilde agiklanamamigtir. mikroRNA'lar
(miRNA'lar) bitkilerin gelisim silirecinde gen anlatimini diizenlemenin yaninda, ayni
zamanda stres durumunda gen anlatimini transkripsiyon sonrasi degredasyon yolu ile
kontrol eder. Bu nedenle, bu tez ¢alismasi kapsaminda, farkli ¢gimlenme siirelerinde
(48 ve 72 saat) cimlendirilmis Arabidopsis thaliana'da kriyoprezervasyonun farkli
asamalarinda miRNA tabanli transkripsiyon sonrasi diizenlemeleri ortaya ¢ikarmak
amaglanmigtir. Taranan 10 miRNA ve bunlarin hedef genleri arasinda,
kriyoprezervasyon asamalarindaki maruziyetine gore test edilen iki ¢imlenme
stiresinde tespit edilen farklilasan anlatim diizeyleri bakildiginda, 6 miRNA (miR393,
miR397, miR398, miR159, miR169 ve miR172) 48 saat grubunda karisik bir artis-
azalis gosterirken, 6 MIRNA (miR397, miR398, miR159, miR169, miR172 ve
miR408) 72 saat grubunda kontrole kiyasla OD (Ozmokoruma-Dehidratasyon) ve LD
(Stv1 Azot-Diliisyon) 6rneklerinde dnemli dlglide anlatimi azalmistir. En garpici gen
anlatim degisikligi miR393'te, 48 saat LD orneklerde 15 Kkat artis ile elde edilirken,
kriyoprezerve edilmis 72 saat 6rneklerde nispeten daha diisiik miktarda artig (2 kat)
kaydedilmistir. Ayrica miR393’iin hedef genleri TIR1 ve HOSI’in anlatiminda
eszamanli azalis ve 48 saat 6rneklerinde HOS1 tarafindan diizenlenen CBF1 ve CBF3
ve bunlarin alt genlerinin (COR15 ve COR47) anlatim diizeylerinde artis gézlenmistir.
Tez caligmasinda kriyoprezervasyon sirasinda miRNA'larin, hedef genlerinin ve
bunlarla etkilesim halinde olan soguk iligkili genlerin anlatim diizeylerindeki
degisimlerin, basarili kriyoprezervasyon protokollerinin gelistirilmesinde énemli bir

rol oynadigi tespit edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Arabidopsis thaliana, Kriyoprezervasyon, miRNA, Abiyotik
stres, Oksidatif stres.



SUMMARY

Cryopreservation is a safe and cost-effective long-term storage technique which
helps to conserve plant germplasm in liquid nitrogen (LN). During cryopreservation,
in vitro cultured plant cells and tissues exposure to several stresses among which
drought, cold and oxidative are the main abiotic stresses that seriously affect plant
growth in cryostorage. However, up to now, the molecular regulatory mechanisms that
effect survival after cryopreservation have not been satisfactorily elucidated in plants.
microRNAs (miRNAS) not only regulate gene expression in developmental process of
plants, but also control gene expression in stress condition by post-transcriptional
degradation. Thus, the aim of the study concerned to reveal out miRNA-based post-
transcriptional regulations during different stages of cryopreservation in 48-h and 72-
h in vitro germinated Arabidopsis thaliana. Among the screened 10 miRNASs and their
selected target genes, differential expression levels detected in two tested germination
time according to exposure of cryopreservation stages, as 6 miRNAs (miR393,
miR397, miR398, miR159, miR169 and miR172) showed a mixed pattern in 48-h
germinated seedlings while 6 miRNAs (miR397, miR398, miR159, miR169, miR172
and miR408) were significantly down-regulated in OD (Osmoprotection-Dehydration)
and LD (Liquid nitrogen-Dilution) samples in comparison to control in 72-h
germinated ones. The most striking expression changes was obtained in miR393 as it
was up-regulated 15-fold in LN treated 48-h seedlings while relatively lower amount
induction (2-fold) was recorded in cryopreserved 72-h seedlings. The concominant
down-regulation of its target TIR1 and HOS1 expression and up-regulation of CBF1
and CBF3 and their downstream genes (COR15 and CORA47) were also observed in
cryopreserved 48-h germinated seedlings. Thus, the alteration of expression levels of
cold induced genes related-miRNAs and their target genes play a crucial role in

development of successful cryopreservation protocols.

Key Words: Arabidopsis thaliana, Cryopreservation, miRNA, Abiotic stress,
Oxidative stress.
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1. GIRIS

Canli hiicre, doku, organ ya da organizmalarin sivi azot icerisinde ultra diisiik
sicakliklarda (-196°C) saklanmasina olanak veren kriyoprezervasyon ile bitki tiirleri
basaril bir sekilde korunabilir. Germplazmanin uzun siire saklanabilmesi i¢in 6nemli
bir gereg olarak diisiiniilen kriyoprezervasyon minimum yer ve bakim gerektirir.

Son 20 yilda, kriyogenik saklama sirasinda buz olusumunun neden olabilecegi
hiicre 6liimiinii 6nleyerek camsi yapiya kavugsmasini saglayan vitrifikasyona dayali
kriyoprezervasyon teknolojileri bitki tiirlerinin uzun saklanabilmeleri i¢in
gelistirilmistir [Chen et al., 2015]. Bitki vitrifikasyon soliisyonlar1 (PVS) hiicrelerin
hayatta kalabilmesi i¢in dnemli olmasina karsin, ayni zamanda, ozmotik hasar ve
dehidratasyon stresi gibi bazi karmagsik streslere de neden olabilmektedir.
Kriyobiyologlarin bir hipotezine gore, dondurma ve ¢dzme siiregleri reaktif oksijen
tirevlerinin (ROS) iiretimini artirmakta ve boylelikle hiicrelerin redoks durumu
degismekte ve sonunda stres yanitina yol agmaktadir [Dowling and Simmons 2009].
Oksidatif stres kriyo-hasarinda oOnemli bir faktordiir. Vitrifikasyon yoluyla
kriyoprezervasyondan sonra bitkilerin geri kazanilma durumu, ROS ile uyarilan
oksidatif stres ile negatif iligkilidir [Chen et al., 2015]. Skyba ve arkadaglar1 (2011),
kriyoprezerve edilen Hypericum perforatum gévde uglarinda ROS iiretiminin arttigini
ve hem govde uglarinda hem de rejenere olan bitkilerin yapraklarinda yiiksek miktarda
H20, doniisiimiiniin oldugunu gézlemislerdir.

Kriyoprezervasyon siirecinde bazi stres ile ilgili genlerin ve proteinlerin
uyarildigi bilinmektedir [Lin and Thomashow 1992; Basu 2008; Volk et al. 2011; Ren
etal. 2013; Chen et al. 2015]. Ornegin, Arabidopsis gévde ucunun kriyoprezervasyonu
sirasinda kriyokoruyucularla uygulamaya cevaben ozellikle dehidratasyon yaniti
olarak baz1 genler daha fazla ifade edilmektedir [Volk et al., 2011]. Basu, (2008),
ozmotik olarak duyarli genlerin diisiik ifadesiyle los4’iin bu siiregte uyarildigini
belirlemistir. Xu (2006), Arabidopsis’in kriyoprezervasyonu sirasinda bazi kararli 1s1
proteinlerinin 6nemli bir sekilde arttigini ve bu proteinlerdeki artisin PVS2 tarafindan
uyarildigini bulmustur. Ek olarak, buz kristali olusumu ve biiylime hizin1 yavaslatarak
pozitif bir etkiye sahip bazi proteinler de bitkilerin kriyoprezervasyonunda
kesfedilmistir. Ornegin, COR15 donmaya kars1 degisken soguk enzimini ve laktat

dehidrogenaz enzimini etkili bir sekilde korur ve gii¢lii bir kriyokoruyucu aktiviteye



sahiptir [Lin and Thomashow 1992]. Antifiriz proteinler (AFP) buz ¢ekirdegine
baglanarak, buz kristali olusumunu engeller bu da sitoplazmanin donma noktasini
diisiiriir ve boylece sifirin altindaki sicakliklarda hayatta kalmaya izin verir [Griffith
et al.,, 1992], [Moffatt et al., 2006]. Guo (2007) AFP’lerin longanin (Dimocarpus
longan) kriyoprezervasyonundan oOnce diisiik sicakliklarda oOnkiiltirii sirasinda
uyarildigini bulmustur.

Stres yanitinin olusturulmasi sirasinda bazi genler daha fazla anlatilirken,
bazilari ise baskilanir. Bunun sonucu olarak, stres durumunda, stresle uyarilan genlerin
iriinii olan proteinler birikir. Cogu arastirma gen anlattminin transkripsiyonel
aktivitesi iizerine yogunlassa da, gelismekte olan kanitlar gen {iriinlerinin
biriktirilmesinde belirli mRNA’larin artigini, translasyonun artmasini, proteinlerin
stabilize edilmesini saglayan, protein aktivitesini degistiren transkripsiyon sonrasi
diizenleme mekanizmalarinin da gorev aldigini ortaya koymaktadir. Ancak bununla
beraber bitkilerin stres kosullarina uyum saglamalarinda rol oynayan transkripsiyon
sonrast gorev alan mikroRNA’lar (miRNA) ile kriyoprezervasyon siirecinde bitkilerin
maruz kaldigr soguk, kuraklik ve oksidatif stresler arasindaki iliski heniiz
aydimlatilamamustir.

21-22 nt uzunlugunda kodlama yapmayan Kiiciik endojen RNA’lar olan
miRNA’lar bitki gelisiminde, sinyal iletiminde, protein degredasyonunda, organ
farklilagmasinda,  hiicre = bolinme  yapilarinda, kendi  biyogenezlerinin
diizenlenmesinde, biyotik ve abiyotik strese yanit gibi pek ¢ok gelisim siirecinde
merkez rol oynayan transkripsiyon faktorlerinin negatif diizenlenmesinde kritik rol
oynarlar.

miRNA’larin anlatim diizeylerinin analiz edilmesi, bitkilerin gelisim siireclerini
daha iyi anlayabilmenin yaninda kuraklik, soguk ve oksidatif stres gibi abiyotik stres
durumlarinda aktif olan miRNA’larin ve onlarin hedef genlerinin birbirleri ile iliskisini
aydinlatmak i¢in de 6nemlidir. Bu iliskinin belirlenmesi kriyoprezervasyon gibi bitki

biyoteknolojisinin uygulama alanlarinin daha etkili kullanilabilmesini saglayacaktir.



1.1. Tezin Amaci, Katkisi ve icerigi

Kriyoprezervasyon birgok bitkide basariyla uygulanmakla birlikte halen daha
baz1 bitkilerde kriyoprezervasyon sonrasi canlilik yiizdesi disiiktiir [Akdemir vd.,
2013], [Koc vd., 2013]. Kriyoprezervasyon sonrasi canliligi artirabilmek igin dncelikle
kriyoprezervasyon siirecinde donma 6ncesi ve sonrasinda etkili olan stresleri ve bu
streslere kars1 verilecek yanit1 etkileyen faktorleri belirlemek gerekmektedir. Giincel
calismalar kriyoprezervasyon basarisint en ¢ok etkileyen faktoriin, bitkilerin
dondurma siireci boyunca maruz kaldiklar1 oksidatif stres oldugunu ortaya
¢ikarmiglardir [Chen et al., 2015]. Ancak, stres kosullarinda aktif olan ve bu nedenle
kriyoprezervasyon sonrasi canlilikta etkili olabilecek miRNA’larin roli bitkilerde
daha once belirlenmemistir.

Bu nedenle, tez kapsaminda:

e model bitki Arabidopsis thaliana kullanilarak ultra diisiik sicakliklarda bitkilerin
hayatta kalabilmesi i¢in gerekli olan fizyolojik, biyokimyasal ve molekiiler
stireclerde miRNA’larin dolayli roliiniin ortaya ¢ikartilmasi,

¢ bu miRNA’larin kendi hedef genleri ile iligkisinin irdelenmesi,

e secilen hedef genlerin ise stres-iliskili yolaklardaki genler ile etkilesimlerinin
gozlemlenmesi,

e ve tliim ¢alisma sonunda kriyoprezervasyon sirast ve sonrasinda miRNA’lar,
hedef genleri ve iliskili genlerin anlatim degisimlerini ifade eden bir 1s1 haritas:

olusturularak ¢alisilan miRNA’larin roliiniin 6zetlenmesi,

amaclanmastir.

Bu tez; kuraklik, soguk ve oksidatif stres tarafindan indiiklendigi bilinen
miRNA’larin (miR156, miR159, miR169, miR172, miR319, miR393, miR394,
miR397, miR398 and miR408) ve onlarin hedef genlerinin SPL10 (squamosa
promoter binding protein-like 10; squamosa promoteri baglayici protein benzeri),
TCP4 (TCP family transcription factor 4; TCP4 ailesi transkripsiyon faktorii), TIR1
(transport inhibitor response 1, tagsima inhibitorii yanit1 1), HOS1 (high expression of
osmotically responsive gene 1, ozmotik olarak duyarli genin yiiksek anlatimi 1), LAC4

(laccase 4, lakkaz 4), CSD1 (copper/zinc superoxide dismutase 1, bakir/¢inko



stiperoksit dismutaz 1), LCR (leaf curling responsiveness,yaprak kirilmasina
duyarlilik), LAC3 (laccase 3, lakkaz 3) ve PLANTACYANIN ve soguk-iliskili
yolaklarindaki genlerin [CBF1 ve CBF3 (C-repeat binding factor, C-tekrar baglanma
faktori), CORI15 ve COR47 (cold-responsive genes, soguk-duyarli genler)]
Arabidopsis thaliana’nin  kriyoprezervasyonu sirast ve sonrasindaki anlatim
profillerini saptamaya odaklanmustir.

Tez kapsaminda, miRNA'lar ile soguk ve oksidatif stres iligkili genlerin anlatim
diizeylerindeki degisimler incelenerek gelecekte, basarili kriyoprezervasyon

protokollerinin gelistirilmesine 6nemli bir katkida bulunacaktir.



2. LITERATUR OZETI

2.1. Kriyoprezervasyon

Kriyoprezervasyon tohum, zigotik embriyo, gévde ucu, nodal tomurcuklar,
hiicre ve kallus kiiltlirleri, somatik embriyolar gibi ¢esitli bitki materyallerinin
metabolik aktivenin durdugu cok diisiikk sicakliklarda (-196 °C) sivi azot (SA)
igerisinde uzun siireli saklanmasidir [Helliot and de Boucaud, 1997], [Engelmann,
2004]. Kriyoprezervasyon bitki genomunun uzun siireli depolanmasi igin en giivenilir
ara¢ olarak tanimlanmaktadir [Sakai and Engelmann, 2007]. Kriyoprezervasyon
stiresince, hiicre boliinmesi, metabolik ve biyokimyasal siirecler askiya alinmakta
[Niino et al., 1992], [Niino et al., 1995] ve teorik olarak hiicreler siirsiz bir siire
ozelliklerini degistirmeden korunmaktadir [Niino et al., 1995], [Paul et al., 2000].
Ayrica, kriyoprezervasyon saklanan germplazmlarin fenotipik ve genotipik
ozelliklerinin maksimum kararliligin1 saglamaktadir [Ashmore, 1997].

Kriyoprezervasyon, laboratuvar ortaminda muhafazasi miimkiin olmayan
mutant, ya da transforme hiicre hatlarinin da kayiplarini 6nlemek amaciyla
dondurularak saklanmasina imkan saglar ve bunlar koleksiyon olarak tutulabilir
[Ericsson et al., 2006].

Armut, elma, dut, narenciye, siis bitkileri ve otsu bitkiler de dahil olmak iizere
bir¢ok bitki tiiri basarili bir sekilde SA’da muhafaza edilmistir [Niino et al., 1992],
[Mycock et al., 1995]. Herhangi bir kriyoprezervasyon protokoliiniin basarili gelisimi
i¢cin en 6nemli unsur donma i¢in kullanilan eksplantlarda optimal fizyolojik durumun
secimi [Wu et al., 1999], [Zhao et al., 1999] ve dondurulma-¢ozdiiriilme sirasinda
hiicre i¢i buz kristallerinin olusumunun 6nlenmesidir.

Kriyoprezervasyonun diger bircok koruma yoOntemine gore basit ve
uygulanabilir olmasinin yaninda genis bir genotip yelpazesine uygulanabilirligi
agisindan her zaman avantajli oldugu bildirilmistir [Paunescu, 2009]. Ayrica,
kriyojenik saklama, kontaminasyon riskleri icermez ve bakim gereksinimlerini en aza
indirecek sekilde kiigiik bir hacimde uygulanmaktadir [Younis, 2012]. Dolayisiyla
kriyoprezervasyon genellikle uzun siireli koruma i¢in giivenli ve uygun maliyetli

olarak kabul edilir.



Dondurulma ve ¢ozdiiriilme sirasinda hiicre i¢i suyun yaratacagi buz Kristalinin
olusumu, kriyoprezervasyona maruz kalan hiicrelerin hayatta kalmasini etkileyen ana
faktor olarak kabul edildiginden, bagarili bir kriyoprezervasyon protokoliindeki temel
amag, oldiiriicii buz olusumunu 6nlemek i¢in donma potansiyeli olan tiim hiicre i¢i
suyun fiziksel veya ozmotik dehidratasyon kullanilarak dokulardan uzaklagtirilmasi ve
bunu takiben hizli bir dondurma iglemi gerektirir [Reed et al., 2004]. Sonug olarak;
suyun uzaklastirilmasi, donma hasarmmin 6nlenmesi ve ¢6ziilme sonrasi canliligin
muhafaza edilmesi i¢in ¢ok dnemlidir [Gonzalez-Arnao and Engelmann, 2006]. Bu;
soguga alistirma, ABA’ya (absisik asit) maruz birakma ve/veya yogun seker
¢ozeltilerine daldirma gibi ¢esitli 6n muameleler ile saglanabilmektedir [Ashmore,
1997], [Shibli et al., 1999], [Shibli, 2000].

Tiirlerin hatta genotiplerin ¢oguna uygun olan tek bir protokol ya da yontem
olmadigi i¢in [Lipavska and Vreugdenhil, 1996], bitki germplazmlarinin korunmasi
icin birgok kriyoprezervasyon teknikleri gelistirilmistir [Lipavska and Vreugdenhil,
1996], [Ashmore, 1997], [Engelmann et al., 1997]. Ik protokol, doku 6n muamelesi
ve doku dehidratasyonu igin kontrollii bir hizda yavas bir sekilde sogutma ve bunu
takiben SA’ya daldirmay1 iceren klasik iki adimli dondurma teknigidir [Ashmore,
1997]. Bu yontemde, kriyoprezerve edilecek eksplantlar ince uzun tiiplere ya da
kriyotiiplere aliir ve kriyokoruyucularla muamele edilir [Matsumoto, 2017].
Akabinde -7°C’ta buzda inkiibe edilir ve dehidratasyon i¢in programlanabilir bir
dondurucu kullanilarak dakikada 0,3 — 0,5°C azaltilarak -40°C’a kadar dondurulur ve
daha sonra SA’ya daldirilir [Kumu et al., 1983]. Donma oraninin ve 6n donma
sicakliginin ayarlanmasi, kalan hiicre i¢i su miktarin degigmesine izin vermekte ve
boylece suyun kristallesmesine neden olan zarari azaltmaktadir [Villalobos and
Engelmann, 1995]. Ancak, bu teknik zaman alic1 ve karmasik olmasinin yani sira
istenilen hassas sogutma sicakligini saglayan gorece pahali bir sogutucu cihaz
gerekmektedir [Lipavska and Vreugdenhil, 1996], [Ashmore, 1997]. Bu amagla
giiniimiizde yavas sogutma sirasinda sicakligi dakikada 1°C azaltilmay1 saglayan
Thermo Scientific Mr Frosty™ donma kab1 kullanilarak bitki eksplantlarinin mekanik
dondurulmasi saglanmaktadir. Cogunlukla, yavas sogutma asamasinda hiicreyi
Oldiirebilecek buz olusumu da gerceklesebilmekte ve bu nedenle ilgili teknik diisiik
hayatta kalma orani saglamaktadir [Sakai vd., 1990], [Lipavska and Vreugdenhil,
1996], [Ashmore, 1997].



Son yillarda dogrudan ve tek asamali dondurma teknikleri gelistirilmistir
[Touchell et al., 1994], [Lipavska and VVreugdenhil, 1996], [Ashmore, 1997], [Swan et
al., 1999]. Bu teknikler arasinda enkapsiilasyon-dehidratasyon [Fabre and Dereuddre,
1990], vitrifikasyon, enkapsiilasyon-vitrifikasyon, damlacik vitrifikasyon, aliiminyum
kriyo-plaka [Matsumoto, 2017] ve vakum infiltrasyon vitrifikasyon (VI1V) [Nadarajan
and Pritchard, 2014] yer almaktadir. Bu yontemlerin hepsinde, 6n asamalar1 takiben
dogrudan azota aktarma ile saglanan hizli bir dondurma kullanilmakta [Lipavska and
Vreugdenhil, 1996] ve boylece, zararli hiicre i¢i buz olusumu onlenmektedir
[Ashmore, 1997].

Birgok kriyoprezervasyon protokolii olmasina karsin, son 20 yilda en ¢ok tercih
edilen yontem, kriyojenik depolama sirasinda hiicre iginde 6liimciil buz kristallerinin
olusumunu 6nleyerek camsi durumuna gegisi saglayan vitrifikasyon yontemidir. Bu
amagla, bitki genetik kaynaklarinin uzun siireli korunmasi i¢in, Kriyokoruyucu ajanlar
(CPA) olarak ¢esitli bitki vitrifikasyon ¢ozeltileri (PVS'ler; PVS1 [Uragami et al.
1989], PVS2 [Sakai et al. 1990] ve PVS3 [Nishizawa et al. 1993]) gelistirilmistir [Reed
2008].

Kriyoprezervasyon siireci; (i) soguga aligtirma, (ii) osmotik olarak aktif
bilesiklerden olusan besi ortaminda on kiiltiirleme, (iii) kriyokoruyucu maddelerle
muamele, (iv) SA’da saklama, (v) ¢c6zme ve ¢dzme sonrasi muameleleri igeren bir¢ok
adimdan olugmakta [Moges et al., 2003] ve her adim kriyoprezervasyonun basarisini
etkilemektedir [Razdan and Cockling, 1997].

e Soguga Alistirma

Kriyoprezervasyon denemelerinde kullanilmak i¢in bitkiler, once soguga
alistirma asamasinda, farkli bitki tiirlerine gore degismekle birlikte, 10 °C ya da daha
diisiik sicakliklarda, birkac hafta bekletilmektedir [Ozudogru vd., 2010]. Ornegin;
krizanteme ait nodal segmentler 10°C’ta ve 10 umol m™2s? 151k yogunlugunda 3 hafta
[Martin and Gonzalez-Benito, 2005], alev agacinin govde kiiltiirii 4°C’ta karanlik
ortamda 2-3 hafta [Ozden Tokatli ve Akdemir., 2010], in vitro biiyiitiilen yilan otu
bitkileri 5°C’ta 50 giine kadar 26 umol m2s™ 151k yogunlugunda [Tanaka et al., 2004]
ve at kestanesi bitkisinin embriyonik kallusu 4°C’ta karanlik ortamda 5 giin [Lambardi

et al., 2005] tutularak, kriyoprezervasyon dncesi soguga alistirtlmistir.



e On Kiiltiirleme

Bitki materyalinin donma toleransi, SA’ya maruz kalmadan once yiiksek
ozmotik ajanlar eklenen besi ortaminda 6n kiiltiirleme ile arttirilabilmektedir [Scottez
et al., 1996]. Genellikle 6n kiiltiirlenip SA’da saklanan bitki materyalleri, 6n
kiltirlenmeyenlere gore ¢ozme isleminden sonra daha yiiksek hayatta kalma orani
gostermektedirler [Scottez et al., 1996]. On kiiltiirleme, ozmotik etkiye sahip olan ya
da donma stresinden hiicre zarlarini, proteinleri ve enzimatik baglanma yerlerini
koruyan sukroz, sorbitol veya mannitol gibi ozmotik ajanlarin eklendigi besi
ortamlarinda biyolojik materyalin kiltiirlenmesini igermektedir [Villalobos and
Engelmann, 1995]. Ozmotik ajanlarin derisimi ve onlara maruz kalma siireleri bitki
tiirlerine ve bitkiden alinan eksplantin ¢esidine bagli olarak degismektedir [Lipavska
and Vreugdenhil, 1996], [Ashmore, 1997]. Sukrozun kullanildigi 6n kiiltiirleme,
SA’da govde uglarmin hem dehidratasyona hem de donma stresine direncinin
artmasinda 6nemli bir rol oynamaktadir [Swan et al., 1998]. Swan ve arkadaslar
(1998), enkapsiilasyon-dehidratasyon yontemi ile yaptiklart kriyoprezervasyon
calismasinda SA Oncesi sukroz ile 6n kiiltiirlemenin, gévde uglarinin dehidratasyona
ve donma stresine kars1 daha fazla direncgli olmasini sagladigini rapor etmislerdir. Bazi
bitkiler tarafindan birincil fotosentetik {iriin olarak iiretilen ve metabolize edilebilen
bir seker alkolii olan mannitol de osmotik ajan olarak kullanilabilmektedir [Swan et
al., 19991, [Tahtamouni and Shibli, 1999], [Moges et al., 2003]. Bir baska seker alkolii
olan sorbitol ise govde gelisimini engellemektedir [Gnanapragasam and Vasil, 1992],
[Moges et al., 2003].

e Kriyokoruyucu Maddelerle Muamele

Bitki materyalleri SA’da dondurulmadan oOnce kriyokoruma i¢in dimetil
stilfoksit (DMSO), gliserol, polietilen glikol (PEQG), etilen glikol (EG), amino asitler
ve sekerler gibi ¢esitli kriyokoruyucu maddelere maruz birakilmaktadirlar [Ashmore,
1997], [Shibli et al., 2001]. Bazi istisnai durumlarda tek bir kriyokoruyucu DMSO
etkilidir. Ancak, DMSO, gliserol ve sukroz, prolin, mannitol ya da sorbitol gibi {i¢lincii
bir bilesikten olusan bir kriyokoruyucu karisimi genellikle ¢ok daha etkilidir [Withers,
1991]. Kriyokoruyucular uygun derisimlerde kullanilmali ve hiicrelere toksik
olmamalidir [Withers, 1991], [Moges et al., 2003]. Kriyokoruyucular hiicre i¢i buz
kristali olusumunu azaltma i¢in hiicrenin donma davranisini degistirerek cams1 yapiya

kavusturmakta (vitrifikasyon) ve hiicre iceriginin donma noktasimi diisiirmektedir.
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Boylece hiicre icerigi ve zarmin ultra diisiik sicaklara dayanikli olmasi saglanmaktadir

[Dumet et al., 1993].

e SA’da Saklama

SA’da saklama siiresinin Kriyoprezerve edilen bitki materyallerinin tekrar
rejenere olmasina etkisi kritik degildir [Lipavska and Vreugdenhil, 1996], [Ashmore,
1997]. Bitki materyalleri SA igerisine daldirildiklarinda, hiicre igerisinde higbir
biyokimyasal ya da biyofiziksel olay meydana gelmemektedir [Lipavska and
Vreugdenhil, 1996], [Ashmore, 1997].

e Cozme Ve Cozme Sonrast Muameleler

Cozme islemi, kristallenme veya yaklasik 40°C steril suda g¢alkalama ile
olusabilecek herhangi bir buz zarari riskini dnlemek i¢in hizli bir sekilde yapilmalidir
[Lipavska and Vreugdenhil, 1996], [Ashmore, 1997]. C6zme, hem oda sicakligindaki
laminar hava akimli bir kabin igerisinde [Gonzalez-Arnao et al., 1993], [Al-Ababneh
et al., 2003] hem de su banyosunda yapilabilmektedir [Ashmore, 1997]. Cozme
isleminden sonra ¢dzlinen materyali, dehidratasyon ve biiziilme nedeniyle hiicre zar1
ylizeyinin kaybindan dolay1 herhangi bir deplazmolitik yaralanmayi1 6nlemek ve
kriyokoruyucularin etkisini ortadan kaldirmak i¢in bir¢ok kez yikamak gerekmektedir

[Shibli et al., 2006].

Vitrifikasyon yontemi ise, oncelikle hayvan hiicrelerinin kriyoprezervasyonu
icin kullanilmis [Fahy et al., 1987], daha sonra % 30 gliserol, % 15 etilen glikol, % 15
dimetilsiilfoksit (DMSO) ve 0.4 M sukroz igeren bitki vitrifikasyon ¢ozeltisi 2 (Plant
vitrification solution2, PVS2)’nin gelistirilmesi [Sakai et al., 1990] ile bitki
hiicrelerinin kriyoprezervasyonunda da kullanilmaya baslanmistir. PVS2; hiicre, doku
ya da organlarda hem hiicre i¢i hem de hiicre disinda kayda deger bir buz olusumu
olmadan sicaklik gegislerinde bitkinin yavas¢a sogutulmasini saglayan kriyokoruyucu
bir ¢cozeltidir [Moges et al., 2003]. Bu yontemlerde dondurma islemi son derece basit
oldugundan, programlanabilir bir dondurucu gerekli degildir ve kriyoprezervasyon
basit bir ekipman kullanilarak saglanabilmektedir. Buna ek olarak, klasik
yaklasimlarin kullanimi ile karsilastirildiginda daha biiylik organlar daha hizli bir
sekilde kriyoprezerve edilebilmektedir [Lipavska and Vreugdenhil, 1996], [ Ashmore,
1997].



Vitrifikasyon kriyogenik saklama sirasinda buz olusumunun neden olabilecegi
hiicre 6liimiinii Onleyerek camsi yapiya kavugmasini saglar. Vitrifikasyon prosediirleri
biyolojik materyalin geri kazanimini saglamak amaciyla genel olarak, ozmokoruma,
vitrifikasyon ¢ozeltileri ile dehidratasyon, hizli dondurma, hizli ¢6zme, vitrifikasyon
¢ozeltilerinin diliisyonu asamalarini igerir (Sekil 2.1), [Ekinci ve Ozden-Ciftci, 2019].
Ozmokoruma hiicre ozmolaritesini yiikseltir ve vitrifikasyon g¢ozeltilerinden dogan
ozmotik hasar1 diisiirir. Dehidratasyon ise hizli sogutma sirasinda Oldiiriici buz
olusumunu Onler [Sakai et al., 2008]. Volk ve Walters (2006) vitrifikasyon
cozeltilerinin iic Onemli fonksiyonu oldugunu agiklamistir. (i) hiicresel suyu
degistirmek, (ii) hiicrede kalan suyun donma davranigini degistirmek ve (iii) fazla su

kaybin1 engellemek.

Vitrifikasyon

Pvs2

0°C'de

Eksplantlerin
inkiibasyon

4°C' da on hazirlanmasi
kosullandirma

Eksplantlerin su banyosunda
cozilmesi

g

Ai - En az 1 saat

Besiyerinde
bitki gelisimi

Sivi azot
(-196°C)

Sekil 2.1: Vitrifikasyon yontemi ile kriyoprezervasyon asamalari.

Kriyoprezervasyonun amaci yalnizca bitki materyalini korumak degil ayni
zamanda korunan tiirlerde genetik bir degisim olmamasini (genetik olarak kararli) da
saglamaktir. Eksplantlarin kriyojenik olarak korundugu kriyoprezervasyon siirecinde,
tim metabolik aktiviteler teorik olarak durmaktadir. Bu nedenle, bitki materyalinin
kriyoprezervasyon sonrasi canliligini durdugu yerden devam ettirmesi beklenmektedir
[Panis et al., 2002], [Kaczmarczyk et al., 2012]. Sonug¢ olarak, basarili bir
kriyoprezervasyon ancak, Kkriyoprezervasyondan sonra genetik kararliligin
degismemesi durumunda elde edilir [Zarghami et al., 2008]. Bununla birlikte,

kriyoprezervasyon protokollerinde; kriyoprezerve edilen eksplantlar 6n kiiltiir,
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kriyokoruma, dehidratasyon, SA’ya hizli daldirma, ¢oziilme, geri kazanim ve bitki
rejenerasyonu sirasinda bir dizi potansiyel stres yaratabilecek durumlara maruz
kalmaktadir [Reed, 2008]. Bu yiizden, kriyoprezerve edilmis bitkilerde genetik
degisiklik meydana gelme olasiligi arastirmacilar i¢in bliyiik bir endise kaynagi
olmustur. Bir¢ok kriyobiyolog, kriyoprezerve edilmis ve geri kazanilmis rejenere bitki
dokularindaki  genetik  degisikliklerin ~ Onlenmesine  ydnelik  calismalara
odaklanmuslardir [Fukai and Oe, 1990], [Dixit-Sharama et al., 2005], [Urbanova et al.,
2006], [Skyba et al., 2010], [Vasanth and Vivier, 2011]. Bunlar arasinda ilk ve en
kapsamli ¢aligma Harding (2004) tarafindan yapilmis ve kriyoprezerve edilen
germplazmadaki kararlilifi degerlendirmek icin kullanilan yontemleri sdyle

Ozetlenmistir:

e Fenotipik degerlendirmeler: kisa ve uzun siireli geri kazanimin agamalarinda
gorsel degerlendirmeler

e Morfolojik degerlendirmeler: in vitro ozellikler (farklilasma, adventif siirgiin
gelisimi), meristematik kimeralar, rejenere bitkilerde lireme ve vejetatif gelisimi.

e Biyometrik ¢aligmalar: bitki gelisiminin farkli asamalar1 igin PCA (Principal
component analysis, temel bilesen analizleri) kullanilarak yapilan karsilagtirmali
caligmalar.

e Histolojik ve sitolojik analizler: doku biitiinliigii, kromozom kararlilig1, ploidi
durumu.

e Biyokimyasal ve metabolit analizleri: sekonder metabolitlerin iiretimi.

e Protein, enzim analizleri: izoenzim profilleri, proteomik teknolojileri, 2D
elektroforezi.

e Molekiiler genetik analizler: genom yapisi, DNA-DNA hibridizasyonu, PCR
tabanli teknikler: RAPD (Random amplified polymorphic DNA; Rastgele
cogaltilmis polimorfik DNA), SSR (Simple sequence repeat, Basit tekrarli
diziler), AFLP (Amplified Fragment length polimorfizm; Cogaltilmis Parca
Uzunluk Polimorfizmi) analizi ve transgenlerin kararlilig.

e Epigenetik degerlendirmeler: (Mendel olmayan kalitim) kromatin analizleri,

DNA-metilasyon, metilasyona 6zgii PCR.

11



Bugiine kadar, kriyoprezerve edilmis germplazmlarin ve kriyobankalardan
rejenere edilen bitkilerin genetik olarak kararli olduklarma dair bir goriis birligi
olmasmin yaninda, farkli tiirlere uygulanan cesitli teknikler kullanarak kararliligi
dogrulayan ¢ok sayida ¢alisma mevcuttur [Benson et al., 2011a]. Hirai and Sakai
(2001) kriyoprezervasyon sonrasi Ornekler arasinda morfolojik olarak dnemli bir
degisiklik olmadig: bildirilmistir. Kriyoprezerve edilip geri kazanilan tibbi bitkilerin
sekonder metabolit igerigi biyokimyasal bir yaklasimla analiz edildiginde,
kriyoprezervasyon sonrasinda geri kazanilan Ornekler ile kontrol o6rneklerinin
seconder metabolit icerigi ayni bulunmustur [Yoshimatsu et al., 1996]. Fenotip ve
karyotip analizi enkapsiilasyon-dehidratasyon ile kryoprezerve edilen Cyrtopodium
hatschbachii'de kararliligi gostermistir [Surenciski et al., 2007]. Enkapsiilasyon-
dehidrasyon yontemi kullanilarak kriyoprezerve edilen Solanum spp.’de ploidi
durumu korunmustur [Ward et al., 1993], [Benson et al., 19964a].

Bitkilerin genetik kararliliginin degerlendirilmesi igin birtakim molekiiler
belirtegler de kullanilmistir (Harding, 2004). Bu alanda kullanilan en popiiler
belirtegler RAPD ve AFLP‘dir [Mikula et al., 2011]. Bununla birlikte, bazi
caligmalarda birden fazla molekiiler markér kullanilmigtir, 6rn. Carica papaya igin
RAF (Random amplified DNA fingerprint, Rastgele amplifiye DNA parmak izi) ve
AMP (Amplified DNA methylation polymorphism, Amplifiye DNA metilasyon
polimorfizmi) yontemleri [Kaity et al., 2008], [Kaity et al., 2009], Quercus suber L.
icin SSR [Fernandes et al., 2008] ve Malus pumila ve Fragaria gracilis igin AFLP ve
MSAP (Methylation sensitive amplified polymorphism, Metilasyona duyarli
amplifiye polimorfizm) yontemleri kullanilmigtir [Hao et al., 2001], [Hao et al.,
2002a].

Enkapsiilasyon-dehidratasyon kullanilarak dondurulmus Melia azedarach'in
stabil RAPD profilleri [Scocchi et al., 2004] ve PVS2 kullanilarak kontrollii yavas
sogutma ile kriyoprezerve edilmis Populus tremula x Populus tremuloides'in RAPD
profilleri [Jokipii et al., 2004] farklilik géstermemistir. Enkapsiilasyon-dehidrasyon
kullanilarak kriyoprezervasyona tabi tutulan S. tuberosum’da ¢ekirdek ve kloroplast
DNA'sinin DNA-DNA hibridizasyonu ve mikrosatellit analizleri dahil olmak iizere,
patates germplazmasi iizerinde g¢esitli molekiiler c¢alismalar genetik kararlihig
gostermistir [Harding and Benson, 2000], [Harding and Benson, 2001]. Schéffer-
Menuhr ve arkadaglar1 (1997) damlacik vitrifikasyon kriyoprezerve edilen patates
germplazmalarimin biiyiik 6l¢ekte koleksiyonu i¢in RFLP (Restriction fragment length
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polymorphism, Restiksiyon fragmentlerinin uzunluk polimorfizmi) teknigi, sitolojik
ve fenotipik analizler uygulanarak genetik kararlilig1 dogrulamistir. Kontrollii sogutma
ile kriyoprezerve edilmis germplazmalardan elde edilen maun agacinda da stabil RFLP
profilleri gézlenmistir [Harding et al., 2000]. PVS2 kullanilarak kriyoprezervasyon
yapilan Arachis germplazmasi i¢in RAPD markor analizi kararliligi dogrulamistir
[Gagliardi et al., 2003]. Elma [Liu et al., 2008] ve narenciyede [Hao et al., 2002b]
vitrifikasyon teknigi ile yapilan kriyoprezervasyonu takiben gelisen geri kazanim
orneklerinde genetik olarak kararli ISSR ve RAPD profilleri gdzlenmistir.

Baz1 calismalarda, genetik kararliligi izleme amaciyla ¢oklu yaklasimlar da
uygulanmistir. Bu dogrultuda; PVS2, enkapsiilasyon-dehidrasyon veya kontrollii
hizda sogutma yontemleri kullanilarak kriyoprezerve edilmis olan Prunus
germplazmindan tiiretilen bitkilerde genetik kararliligi dogrulamak icin fenotipik,
sitolojik, RAPD ve AFLP analizleri gergeklestirilmistir [Helliot et al., 2002a]. Benzer
sekilde, enkapsiilasyon-dehidrasyondan sonra geri kazanilan Dioscorea bulbifera
bitkilerinde kararli morfolojiler, biyosentez yetenekleri ve RAPD profilleri
bulunmustur [Dixit et al., 2003]. Vitrifikasyon yontemi ile kriyoprezerve edilmis
germplazmlardan geri kazanilan elma bitkisinde protein, izozim, RAPD ve AFLP
profillerinde 6nemli farkliliklar bulunmamustir [Liu et al., 2004]. Farkli bir yaklasimla,
PVS2 vitrifikasyon protokolii kullanilarak kriyoprezerve edilmis transgenik Avrupa
kestanenin embriyojenik hatlarinda entegre transgenlerin stabilitesi dogrulanmistir
[Corredoira et al., 2007]. Enkapsiilasyon-dehidratasyon ve damlacik vitrifikasyon
teknikleri kullanilarak kriyoprezerve edilen pistachio gévde uglarinin RAPD analizleri
sonucunda yiiksek oranda genetik kararlilik oldugu bildirilmistir [Akdemir vd., 2013].
Damlacik vitrifikasyon tekniginin kullanildig:r bir bagka calismada ise alev agaci
govde uglar1 kriyoprezerve edilmis ve geri kazanim sonrasi yapilan IRAP (Inter-
Retrotransposon amplified polymorphism, Retrotranspozonlar arasi g¢ogaltilmis
polimorfizm) ve REMAP (Retrotransposon microsatellite amplified polymorphism,
Retrotranspozon mikrosatellit ¢ogaltilmis polimorfizm) analizleri sonucunda
molekiiler olarak anlamli bir degisiklik olmadigi rapor edilmistir [EKinci, 2013].
Wasabi govde uglart kullanilarak vitrifikasyon yontemiyle kriyoprezerve edilen ve
geri kazanilan bitkilerin genetik kararliligi, morfolojik, biyokimyasal ve 5 RAPD
primeri ile molekiiler olarak degerlendirildiginde anlamli bir farklilik gézlenmemistir

[Matsumoto et al., 2013].
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Kriyoprezervasyon sonrasinda kararliligin degerlendirildigi bir bagka ¢alismada
ise, in vitro olarak kiiltiirlenen bitki materyalinin kriyoprezervasyonu sonrasinda
epigenetik degisikliklerin baz1 kanitlar1 fark edilmistir [Harding, 2004], [Mikula et al.,
2011]. Genetik degisikliklerden farkli olarak; epigenetik modifikasyonlar genellikle
DNA metilasyonundaki degisikliklerle karakterize edildiginden, orijinal DNA dizisi
epigenetik modifikasyonlarla degismez [Boyko and Kovalchuk 2008], [Smulders and
Klerk, 2011]. Bu degisikliklerin gen transkripsiyonunu etkileyebilmesine ragmen;
epigenetik modifikasyonlar genellikle gecicidir ve bitkiler normal fenotiplerine
nispeten kolay geri donebilirler [Smulders and Klerk, 2011]. Yine de, baz1 epigenetik
degisiklikler uzun siireli olabilir ve hatta eseyli lireme sirasinda yavrulara miras
birakilabilir [Brettell and Dennis; 1991]. DNA metilasyonu doku kiiltiirii ve
kriyoprezervasyon sirasinda ¢evresel kosullardan ve streslerden cok etkilenir.
Etkilenme sonucunda bitki canliligi ve morfogenezini etkilemektedir [Chen et al.,
2011]. Son zamanlarda, metilasyon durumunu incelemek igin giiglii bir teknik olan
MSAP [Peredo et al., 2008], [Rey et al., 2013], bitkilerde metilasyon diizeylerini tespit
etmek i¢in uygulanmistir. Humulus lupulus L bitkisinin kriyoprezervasyonu
sonrasinda RAPD ve AFLP kullanilarak hicbir genetik degisiklik saptanmamis, ancak
MSAP ile metilasyon degisiklikleri saptanmistir [Peredo et al., 2008]. Bu teknik
kriyoprezervasyonun sonrasi epigenetik varyasyonu tanimlamak i¢in bagka bitkilerde
de basariyla kullanilmigtir [Peredo et al., 2008], [Maki et al., 2015]. Kriyoprezevasyon
sonrast epigenetik varyasyonlar farkli bitki tiirlerinde, Carica papaya [Kaity vd.,
2008], Fragaria gracilis [Hao et al., 2002a], Citrus sinensis [Hao et al., 2002b], Malus
pumila [Hao et al., 2001], Ribes [Johnston et al., 2009], Carica papaya [Kaity et al.,
2008], [Kaity et al., 2009] ve Prunus dulcis [Channuntapipat et al., 2003] rapor
edilmistir.

Kriyoprezerve edilmis germplazmalardan geri kazanilan rejenere bitkilerde,
gelisme yetkinliginde degigsme ve/veya genetik kararsizlik ile ilgili raporlar da vardir.
Kararsizlik ve/veya degismis fenotipik ve genotipik karakterler iceren
kriyoprezervasyon uygulamalarina su 6rnekler verilebilir: (i) Ultra hizli dondurulma
yontemi kullanilarak kriyoprezerve edilmis S. tuberosum‘da ribozomal RNA geni
DNA metilasyonu [Harding 1997], (ii) Abies cephalonicanin DMSO ile muamele
edilmis (kriyoprezerve edimemis) embriyojenik kiiltlirlerindeki RAPD profillerinde
varyasyon [Aronen et al, 1999], (iii) PVS2 kullanilarak narenciye
kriyoprezervasyonunda DNA-metilasyon degisiklikleri [Hao et al., 2002b], (iv)
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Enkapsiilasyon-dehidrasyon yontemi ile ¢ilekte [Hao et al., 2002a] ve kontrollii hizli
sogutma teknigi kullanilarak ise maunda kriyoprezervasyon sonrasi epigenetik
kromatin degisiklikleri [Harding et al., 2000], (v) enkapsiilasyon-dehidrasyon
kullanilarak  kriyoprezerve  edilmis  Dendranthema  grandifloranin  bir
rejenerasyonunda degismis bir RAPD profili [Martin and Gonzalez-Benito, 2005], (vi)
kontrollii hizli sogutma kullanilarak kriyoprezerve edilen beyaz ladinde olas1
somaklonal varyasyon [DeVerno et al., 1999], (vii) damlacik vitrifikasyonu sonucu
elde edilen papaya bitkilerinde RAF ve AMP isaretleyicilerine dayanan genotip
bagimli genetik degiskenlik bildirilmistir [Kaity et al., 2008].

Kriyoprezerve edilmis germplazmalardaki kararlili§i degerlendirmek, her cesit
biyolojik Ornegin uzun siireli depolanmasi ve saklanmasi icin yliksek kalite
standartlarinda uygulamalar gelistirmek, genetik kararsizlik riskini en aza indirmek
kritik 6neme sahiptir [Stacey, 2004]. Bitki germplazmasi i¢in, bu zorluklar doku
kiiltiirtinde bitkilerin somaklonal varyasyon gosterme egilimi ile karigtirilmaktadir. Bu
ayni1 zamanda stres kosullarina yanitta epigenetik ve genetik degisiklikler ile daha da
artar. Sonug olarak Harding (2004), rejenere edilmis kriyoprezerve germplazmlardaki
stabiliteyi degerlendirmek icin daha saglam ve pratik yaklagimlar gelistirme
ihtiyacinin altin1 ¢izerek “kriyobiyonomik™ kavramini ortaya ¢ikarmistir. Bu kavram,
genetik stabilite ile onun muhtemel nedenleri (6rn., Kriyojeni ve somaklonal
varyasyon) arasindaki iligkilerin anlasilmasina ve bunlarin stabilite ve kaliteyi nasil
etkiledigini agiklamaya odaklanmaktadir [Benson et al., 2011a].

Kriyoprezervasyon protokollerinde bitkiler, wultra diisiik sicakliklara,
dehidratasyona ve PVS2 igerigindeki DMSO gibi belirli toksik kriyokoruyuculara
maruz kalirlar. Tiim bu durumlar bitkilerde, fizyolojik stres ile sonuglanabilir [Panis
and Lambardi, 2005]. Kriyoprezervasyonda sirasinda yeterli hiicresel dehidratasyonu
saglamak hayati bir adim olan CPA'lar ile maruziyetin siiresi kontrol edilmelidir
[Kaczmarczyk et al., 2012]. Ciinkii, CPA'larin daha fazla niifuz etmesi hiicreleri kriyo
hasarindan korumak igin yararli olsa da [Meryman 1974], asir1 maruz kalma, hiicrelere
toksik ve dehidratif olarak hasar verir [Uchendu et al. 2010]. Ayrica
kriyokoruyuculardan kaynaklanan kriyoprezervasyon siirecinde olusan hasar, serbest
radikallerin olusumuna neden olabilir [Benson and Bremner, 2004]. Su kaybinin
yarattig1 strese benzer sekilde, kriyoprezervasyon oncesi yliksek ozmotik muamelesi
ve dehidratasyon siiresince meydana gelen stres, siiperoksitler (O27), hidrojen peroksit
(H202) ve hidroksil radikallerini (OH') gibi reaktif oksijen tiirevlerinin (ROS)
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[Bremner and Benson 2004] olusumuna yok agacak oksidatif streslere neden olabilir
(Mittler 2002). Boylelikle hiicrelerin redoks durumu degisir ve sonunda stres yanitina
yol agar [Dowling and Simmons 2009]. Oksidatif stres kriyo-hasarinda 6nemli bir
faktordiir [Chen et al., 2015].

2.2. Oksidatif Stres

Diger aerobik organizmalar gibi bitkiler de etkili bir sekilde enerji liretebilmek
icin oksijene ihtiya¢ duyarlar. Ancak oksijenin varligi hiicresel yapilarin ve
reaksiyonlarin siirekli oksidatif bir tehdit altinda olmasina da yol agmaktadir [Alscher
et al., 1997]. Bitki hiicrelerinde oksijenin suya tam olarak indirgenmesi, gerekli
enerjinin ag1ga ¢ikmasini saglarken; oksijenin tam olarak indirgenememesi ise oldukca
reaktif olan siiperoksitler (O27), hidrojen peroksit (H202) ve hidroksil radikallerini
(OH) gibi ROS’larin olusumuna neden olmaktadir [Dat et al., 2000]. Kloroplast ve
mitokondrilerdeki redoks reaksiyonlar1 sirasinda, gesitli stres faktorleri nedeniyle
elektronlarin asil alict molekiil yerine molekiiler oksijene (O2) verilmesi sonucu
ROS’lar olusmaya baslar. Agir metaller, kuraklik, yiiksek ve diisiik sicaklik, mekanik
yaralanma, UV 1s1k, fotoinhibisyona yol agan yiiksek 151k yogunlugu, patojen
infeksiyonu ve hava kirliligi gibi stres faktorlerinin de ROS olusumuna neden oldugu
bilinmektedir [Bray et al., 2000], [Oncel et al., 2000].

Oksijen temel durumunda iken (O2, molekiiler oksijen, atmosferik oksijen),
sahip oldugu paylasilmamis iki elektronunun paralel spinli olmasindan dolayr ¢ok
fazla reaktif degildir. Bu nedenle paylasilmamis elektronlar1 ters spinli olan
(antiparalel) bir molekiilden, bir elektron ¢ifti alamaz. Ciink{i Pauli prensibine gore,
ancak ters spinli olan elektronlar bir elektron cifti olusturabilirler. Bir elektronun
spinini ters ¢evirmek i¢in gereken zaman fazla oldugu i¢in oksijen, baska molekiillere
elektron vermek yerine kendisi elektron alma egilimindedir. Bu durumda molekiiler
oksijenin indirgenmesi, birbirini takip eden, her basamakta tek bir elektronun oksijen
tarafindan alinmasini ve farkli ROS’larin olusumunu saglayan dort asamadan ibarettir.
Bu olaya “monovalent rediiksiyon” adi verilir [Salin, 1987], [Dat et al., 2000],
[Edrewa, 2005]. Monovalent oksijen rediiksiyonu yoluyla olusan ¢esitli ROS’lar sekil
2.2’de goriilmektedir.
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Sekil 2.2: Monovalent oksijen rediiksiyonu ve olusan ROS’lar.

Stiperoksit radikali orta derecede reaktif bir molekiildiir. Biyolojik membranlar
gecemez ve hizla hidrojen perokside doniistiiriiliir. Hem oksidasyon hem de
rediiksiyon yetenegine sahip olan siiperoksit radikali bazen kendiliginden de hidrojen
perokside doniistiiriilebilir. Bir serbest radikal olmayan hidrojen peroksit de siiperoksit
radikali gibi orta derecede reaktiviteye sahiptir [Vranova et al., 2002]. Hidrojen
peroksit demir, bakir ve mangan gibi gecis metallerinin katalizorliigiinde “Haber-
Weiss” veya “Fenton” reaksiyonu yoluyla oldukga reaktif olan hidroksil radikalini
olusturabilir. Hem siiperoksit radikalinin hem de hidrojen peroksidin canli hiicreler
icin olusturdugu asil tehdit budur.

Hiicrelerin normal redoks durumundaki bozukluklar peroksitlerin ve serbest
radikallerin {iretimi yoluyla toksik etkilere sebep olabilir. Bu serbest radikallerin
bir¢ogu, eslesmemis elektron icerirler ve bu nedenle de 6zgilin olmayan bir sekilde
komsu molekiillerle reaksiyona girerek, elektron c¢iftlerinden birini kendine
aktarmakta ve radikal olusumu igin zincir reaksiyonu baglatmaktadir [Kaczmarczyk et
al., 2012]. Bu reaksiyonlar, protein, lipit ve DNA gibi makromolekiillerde islev
kaybina ya da yapisal degisikliklere neden olabilmektedir [Halliwell and Gutteridge,
2007].

027, H202 ve OH' gibi yiiksek derecede reaktif ve toksik kimyasal tiirler olan
ROS’larin birikimi ve biyosentezi oksidatif stres ile ilgili metabolizmanin merkezidir
[Gill and Tuteja 2010]. ROS’un etkileri dozuna baghdir. Diisiik diizeylerdeki ROS
hiicresel fonksiyonlar1 diizenlemede sinyal molekiilii olarak hareket eder, ancak
yiiksek diizeylerde oksidatif strese neden olur [Tatone et al., 2010]. Xu ve arkadaslar
(2014), kriyoprezervasyon sirasinda ROS olusumunun Lilium X siberia polenlerinin
canliligin iyilestirebildigini bulmuslardir. Whitaker ve arkadaslar1 (2010), asir1 Oz~
olusumunun kriyoprezervasyonu takiben Trichilia dregeana’nin embriyonik
akseslerinin diisiik hayatta kalma oranindan sorumlu olabilecegini bildirmislerdir.

Skyba ve arkadaslar1 (2011), kriyoprezerve edilen Hypericum perforatum goévde
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uclarininda ROS iiretiminin arttigin1 ve hem govde uglarinda hem de rejenere olan
bitkilerin yapraklarinda yiikksek miktarda H202 doniisiimiiniin  oldugunu
gozlemislerdir.

Membran lipid peroksidasyonunun bir iiriinii olan malondialdehit (MDA) stres
kosullar1 altinda bitkilerde artmakta ve ROS’un fazla iiretilmesi ile indiiklenmektedir
[Alscher et al., 2002]. Fang ve arkadaslar1 (2008), OH' ve lipid peroksidasyonu ile
indiiklenen oksidatif stresin Theobroma cacao’nun somatik embriyolarin
kriyoprezervasyonunda canlilik kaybinin ana nedeni oldugunu dogrulamislardir.

Bitkilerde, ROS’larin toksik etkilerinden korunmak i¢in enzimatik ve enzimatik
olmayan bilesenlerden olusan etkili bir antioksidan savunma sistemi bulunmaktadir.
Antioksidan sistemin enzimatik bilesenleri arasinda siiperoksit dismutaz (SOD),
askorbat peroksidaz (APX), monodehidro askorbat rediiktaz (MDHAR),
dehidroaskorbat rediiktaz (DHAR), glutatyon rediiktaz (GR), katalaz (CAT) ve
peroksidaz grubundan olan diger enzimler sayilabilir. Enzimatik olmayan bilesenler
ise askorbik asit (AsA), glutatyon (GSH), a-tokoferol ve karotenoidlerdir [Dat et al.,
2000], [Foyer et al., 1995], [Edrewa, 2005], [Gill and Tuteja 2010].

SOD, siiperoksit radikalinin molekiiler oksijen ve hidrojen perokside
pargalanmasini saglayan reaksiyonu katalizleyen bir enzimdir [Bowler et al., 1991].
SOD enzimi, siiperoksidin fazla miktarda tiretildigi kloroplast, mitokondri ve sitosolde
bulunur. Bunun disinda SOD’nin peroksizomal, nuklear ve hiicre dis1 izoformlar1 da
belirlenmistir [Ogawa et al., 1996]. Olusan hidrojen peroksit, askorbat-glutatyon
dongiisiine girer ve sonugta su ve oksijene kadar pargalanir. CAT dogrudan H20-
doniislimiiniin uyarabilir ve stres durumunda ROS detoksifikasyonu i¢in elzemdir
[Ahmad and Sharma, 2008].

Enzimatik olmayan antioksidanlar arasinda AsA, enzimatik ve enzimatik
olmayan bir¢ok reaksiyonda electron verici Ozelliginden otiirii, giicli bir ROS
temizleyicisidir [Gill and Tuteja 2010]. GSH oksidatif stres ile uyarilan ROS’un
inhibitdr etkisini ortadan kaldirmak amaciyla hiicrenin normal indirgenmis durumunu
korumak i¢in gereklidir [Meyer 2008]. GSH ayni zamanda AsA-GSH dongiisiiyle
olusturulan antioksidan savunma sisteminde anahtar rol oynar [Foyer and Halliwell
1976].

Dendrobium ‘Sonia-28” ‘in kriyoprezerve protokorm benzeri yapilart (PLBs),
CAT enziminin diisiik diizeyinden dolayr asir1 oksidatif strese maruz kaldigindan,

¢Ozdiirme sonrasi geri kazanma asamasinda kriyoprezerve PLB’lerin diisiik hayatta
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kalma oranina sebep olmustur [Poobathy et al., 2013]. Antioksidan takviyeleri ayni
zamanda, kriyoprezervasyondan gelen bazi bitki ve alg hiicrelerinin geri kazanimini
artirabilir [Benson and Withers 1987], [Fleck et al., 2000]. Dat et al., (2000) ise ¢esitli
stres faktorlerinin etkisiyle CAT proteini miktarindaki azalmanin, translasyonun
inhibisyonundan veya parg¢alanma hizindaki artigtan kaynaklandigini rapor etmistir.

Kriyoprezervasyon siirecinde bazi stres ile ilgili genlerin ve proteinlerin
uyarildigi bilinmektedir. Arabidopsis govde ucunun kriyoprezervasyonu sirasinda
kriyokoruyucularla uygulamaya cevaben 6zellikle dehidratasyon yanit1 olarak bazi
genler daha fazla ifade edilmektedir [Volk et al., 2011]. Basu, (2008), ozmotik olarak
duyarl genlerin diisiik ifadesi 10s4’1in bu siirecte uyarildigini belirlemistir. Xu (2006),
Arabidopsis’in kriyoprezervasyonu sirasinda bazi kararli 1s1 proteinlerinin 6nemli bir
sekilde arttig1 ve bu proteinlerdeki artisin PVS2 tarafindan uyarildigini bulmustur. Ek
olarak, buz kristali olusumu ve biiyiime hizin1 yavaslatarak pozitif bir etkiye sahip bazi
proteinler de bitkilerin kriyoprezervasyonunda kesfedilmistir. Ornegin, COR15
donmaya kars1 degisken soguk enzimini ve laktat dehidrogenaz enzimini etkili bir
sekilde korur ve gii¢lii bir kriyokoruyucu aktiviteye sahiptir [Lin and Thomashow
1992]. Antifiriz proteinler (AFP) buz ¢ekirdegine baglanarak, buz kristali olusumunu
engeller bu da sitoplazmanin donma noktasini diisiiriir ve boylece sifirin altindaki
sicakliklarda hayatta kalmaya izin verir [Griffith et al., 1992], [Moffatt et al., 2006].
Guo (2007), AFP’lerin longanin (Dimocarpus longan) kriyoprezervasyonundan 6nce
diisiik sicakliklarda onkiiltiiri sirasinda uyarildigimi bulmustur. Kriyokoruyucularin
kriyoprezervasyon sirasinda bitki hiicreleri i¢in hem avantajli hem de dezavantajh
yonleri vardir. Avantajli 6zelliklerinin artirilmas1 ve dezavantajli 6zelliklerinin
azaltilmast  bitki  kriyoprezervasyonunu  gelistirmek i¢in Oneme sahiptir.
Kriyokoruyuculardan kaynaklanan abiyotik stres mekanizmalarinin ortaya ¢ikarilmasi
kriyogenik uygulamalar sonrasinda bitkilerin hayatta kalmasini gelistirmeye yardimci
olacaktir ve bu da kriyoprezervasyonun basarisini artirabilir.

Agapanthus praecox’un embriyonik kallusunun kriyoprezervasyonu siirecinde
tim asamalarinda (Onkiiltiir, ozmokoruma, PVS2 ile dehidratasyon, geri kazanim)
oksidatif strese karsi antioksidan sistemi ile iligkili genlerin anlatim diizeylerinin
irdelendigi caligmalarda, kriyoprezervasyonun tiim asamalarinda SOD genlerinin
anlatimi artarken, CAT genleri ise anlatimlarinin azaldigi goriilmiistir. APX, GR,
MDHAR ve peroksiredoksin genlerinin anlatimina bakildiginda, sadece geri kazanim

asamasinda 6nemli bir anlatim artis1 belirlenmistir. Ancak, GPX geninin anlatim
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diizeyi bu asamada azalmistir [Zhang et al., 2015]. Bu sonug geri kazanim boyunca
asir1 H202’nin  gideriminde AsA-GSH dongiisiiniin  6nemli bir rol oynadigini
gostermektedir.

Arabidopsis’in 48 ve 72 saat ¢imlendirilen fidelerinin kriyoprezervasyonu
stirecinde yapilan benzer bir ¢aligmada antioksidan sistem ile iligki 10 genin (Mn-
SOD’u kodlayan MSD, Cu/Zn SOD’u kodlayan CSD1 ve CSD2, CAT’1 kodlayan
CAT2 ve CAT3, DHAR’yi kodlayan DHAR2, APX’i kodlayan APX1, GR’yi kodlayan
GR1, POD’u kodlayan POD3, GPX’i kodlayan GPX4, Ferritin proteinini kodlayan
FER1’in gen anlatim diizeyleri Kkarsilagtirilmistir [Chen et al, 2015].
Kriyoprezervasyon sonrast daha fazla canlilik elde edilen 48 saatlik fidelerde CSD1,
APX1, DHAR1, CAT3 ve MSD genlerinin anlattmi 72 saatlik fideler ile
karsilastirildiginda artmistir.

Stres yanitinin olusturulmasi sirasinda bazi genler daha fazla anlatilirken, diger
bazilar1 baskilanir. Bunun sonucu olarak, stres durumunda, stresle uyarilan genlerin
trtinii olan proteinler birikir. Cogu arastirma gen anlattminin transkripsiyonel
aktivitesi ilizerine yogunlassa da, gelismekte olan kanitlar gen {iriinlerinin
biriktirilmesinde belirli mRNA’larin artigini, translasyonun artmasini, proteinlerin
stabilize edilmesini saglayan, protein aktivitesini degistiren transkripsiyon sonrasi

diizenleme mekanizmalarinin da gorev aldigini ortaya koymaktadir.

2.3. Transkripsiyon Sonrasi Diizenlenme

Bitkilerde transkripsiyon sonrasi gen susturma (PTGS) ve hayvanlarda RNA
susturma, daha bilinen adiyla RNA interferans (RNAi), RNA aracili dizi spesifik
etkilesimler aracilifiyla gen anlatiminin kontroliinde kritik bir rol oynar [Voinnet,
2002]. Son 10 yilda, ¢cok sayida calisma gevresel stres yanitlarinin modiilasyonu ile
transkripsiyon sonrasi gen diizenlenmesi iliskilendirilmistir.

Gen anlatiminin transkripsiyon sonrasi diizenlenmesi biyotik ve abiyotik
streslere cevap olarak bitki tarafindan kullanilan karmasik gen diizenleyici
mekanizmalardan biridir. Kii¢iik-RNA aracili gen anlatimiin diizenlenmesi hiicre
fonsiyonunun temel ilkelerinden biri olarak ortaya ¢ikmistir [Meister, 2013]. Kiiciik
RNA’lar okaryotik organizmalarda diizenleme siireglerine rehberlik eden 20-30
niikleotid kodlama yapmayan RNA’lardir [Chen, 2009]. Kendi biyogenezlerine gore
2 tip kiiciik RNA (short interfering RNA; siRNA ve microRNA; miRNA) 1y1 bir
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sekilde karakterize edilmistir. Hem miRNA’lar hem de siRNA’lar, RNase III
endonukleaz Dicer-benzeri protein tarafindan RNA oOncii transkriptinin {iriini
olmalarina karsin, 21-24 nt siRNA’lar birden fazla siRNA’nin ortaya ¢ikmasina neden
olan uzun ¢ift zincir RNA’lardan olusur. 21-22 nt miRNA’lar ise sag-tokasi yapisindan
olusan tek zincirli RNA onciilerinden tiiretilir [Axtell and Bowman, 2008]. Bitkilerde
siRNA ve miRNA’larin fonksiyonu ve biyogenezi 3 grup protein ailesi tarafindan
kontrol edilir; RNA-bagimli RNA polimerazlar (RDRs), Dicer-benzeri (DCLS) ve
ARGONAUTES (AGOs) proteinler.

Bu kiiciik RNA’lar RNA-bagimli susturma kompleksine (RISC) ytiklenir, hedef
genlerin anlatimini negatif olarak kontrol eder. Kodlama yapmayan RNA’lar (ncRNA)
kromatin regiilasyonu, transkripsiyonel regiilasyon, RNA degredasyonu, miRNA
hedeflerinin ~ korunmasi, translasyonel represyon gibi ¢esitli diizenleme

mekanizmalarinda gérev alir [Matsui et al., 2013] (Sekil 2.3).

-------------------------

|

-Kromatin :
duzenlenmesi |
-Transkripziyonel
didzenleme

ALIYOTIK STres  se—
-RMA
degredasyonu
-miRMA
hedeflerinin
korunmasi
-Translasyonel
bazkilama

i S,

Sekil 2.3: Abiyotik strese yanit olarak ncRNA’larin diizenlenmesi.

2.3.1. miRNA’lar

miRNA’lar bitkiler [Llave et al., 2002], [Park et al., 2002], [Reinhart et al., 2002]
ve hayvanlar [Lagos-Quintana et al., 2001], [Lau et al., 2001], [Lee and Ambros, 2001]
gibi birgok Okaryotik organizmada bulunan kiigiik endojen 21-22 nt uzunlugunda
kodlama yapmayan RNA’lardir. Bilimsel arastirmacilar protein kodlayan genlerin
kesfi ve manipiilasyonu iizerine yogunlastigindan, miRNA’larin varlig1 ve 6nemi 20

y1l dncesine kadar tam olarak bilinmiyordu [Almeida et al., 2011]. Ilk miRNA’lar lin-
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4 ve let-7, Caenorhabditis elegans’ta embriyonik gelisim zamanmin anahtar
diizenleyicisi olarak kesfedildi [Lee et al., 1993].

Bitkilerde, miRNA’lar bitki gelisiminde, sinyal iletiminde, protein
degredasyonunda ve kendi biyogenezlerinin diizenlenmesinde kritik bir rol oynarlar
[Shukla et al., 2008], [Zhang et al., 2006b]. miRNA’lar dizi komplementerligine dayali
olarak mRNAy1 tanir ve birden ¢ok gen diizenleyici aglarda negatif diizenleyici olarak
fonksiyon gosterir [Bartel, 2009], [Chen, 2009]. Bitkilerde miRNA’larin ¢ogunlugu;
organ farklilasmasi, polarizasyon, hiicre boliinme yapilar1 gibi pek cok gelisim
stirecinde merkez rol oynayan transkripsiyon faktorlerinin negatif diizenlenmesi ile
baglantilidir [Guo et al., 2005], [Mallory et al., 2004], [Sunkar et al., 2012]. Ayrica
kodlama yapmayan bu miRNA’lar hem biyotik hem de abiyotik streslere bitkilerin
yanitinda 6nemli birer elemandirlar [Aung et al., 2006], [Bari et al., 2006], [Chiou et
al., 2006].

[1k bitki miRNA’s1 Arabidopsis’te tanimlanmis [Park et al., 2002] ve daha sonra
diger tiirler icin de miRNA’lar tanimlanmistir. Giliniimiizde, 71 bitki tiiriinde toplam
8496 olgun bitki miRNA’s1t miRNA kayit veritabani miRBase’de depolanmistir
[Griffiths-Jones, 2004], [Kozomara and Griffiths-Jones, 2014].

2.3.1.1. miRNA’larin Biyogenezi

Cogu metazoa miRNA genleri bagimsiz transkiripsiyon birimi olarak intergenik
bolgede yerlesirler ve birkagi da kodlama dizilerinin intron bolgelerinde bulunurlar
[Monteys et al., 2010], [Tong et al., 2013]. Bitki miRNA genleri ise agirliklik olarak
intergenik bolgelerde bulunurlar [Voinnet, 2009]. miRNA biyogenezi ¢ok adimli bir
stiregtir (Sekil 2.4., [Khraiwesh et al., 2012]).
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Sekil 2.4: miRNA’larin biyogenezi ve fonksiyonu.

miRNA genleri RNA polimeraz Il tarafindan transkribe edilir, poly A kuyrugu
ve 5’ sapka igeren bu transkripte birincil miRNA transkripti (pri-miRNA) denir [Tang
et al., 2008]. Pri-miRNA daha sonra miikemmel olmayan bir sekilde kismen
tamamlayict ¢ift zincirli RNA (dsRNA) yapisini geriye dogru katlanarak olusturur.
Transkripsiyonu takiben, pri-miRNA (Hyponasty leavesl (HYL1), Serrate (SE), ve
niiklear cap-baglanma kompleksi (CBC) yardimiyla) Dicer benzeril (DCL1)
tarafindan Oncii miRNA’ya (pre-miRNA) donistiiriiliir. DCL1 bitkilerde Drosha
protein olmadigi i¢in niikleusta hem pri-miRNA hem de pre-miRNA’nin
islenmesinden sorumludur [Eldem vd., 2013]. Arabidopsis genomu dort farkli DICER-
BENZERI (DCL) proteini kodlar. DCL1 18-21nt, DCL2, DCL3 ve DCL4 ise sirastyla
22, 24 ve 21 nt uzunlugundaki sRNA’larin biyogenezi ile iligkilidir [Kurihara and
Watanabe, 2004], [Voinnet, 2009].

Pre-miRNA devaminda yine ¢ift zincir RNA baglanma proteini olan Hyponasty
leavesl (HYL1) [Han et al., 2004] ile birlikte DCL1 tarafindan islenir ve olgun bir
mMiRNA::miRNA* dubleksini 3’ ucunda iki niikleotidlik ¢ikintilar yaparak olusturur.
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Bu ¢ikintilar ile 3” ug bir RNA-spesifik metiltransferaz olan HUA ENHANCER1
(HEN1) [Boutet et al., 2003] tarafindan metillenerek sSRNA degrede edici
nukleazlardan (SDN) korunur [Bartel, 2004], [Yu et al., 2005]. miRNA::miRNA*
dubleksi hedef mRNA’lar1 kodlayan genomik lokuslarin kromatin modifikasyonda
gorev almak icin nukleusta kalabilir [Axtell and Bowman, 2008], [Qi et al., 2006] ya
da nuklear transfer proteini HASTY (HST1) tarafindan transkripsiyon sonrasi gen
susturma (PTGS) icin sitoplazmaya gonderilir. Sitoplazmada miRNA::miRNA*
dubleksi ayrilir ve olgun kilavuz iplik RNA ile uyarilan susturma kompleksi (RISC)
olarak adlandirilan efektor kompleksi olusturmak tizere Argonaute (AGO) proteinleri
ile iligkilenir. RISC dizi komplementer olan hedeflerine sRNA’lar tarafindan
yonlendirilir ve sonucunda hedef mRNA kesilir, translasyon baskilanir [Hannon,
2002]. AGO protein katalitik rezidiileri olan sSRNA baglanma domainleri (PAZ ve
PIWI) igerir. Bunlar mRNA transkriptini kesmeye programlanan RISC’e
endonukleotik aktivite saglar [Vaucheret, 2008], [Vaucheret et al., 2004].
Arabidopsis’te PTGS i¢in onemli olan AGOI1 dahil 10 farkli AGO kodlanir
[Baumberger and Baulcombe, 2005].

2.3.1.2. miRNA’larin Bitki Gelisimindeki Rolii

miRNA’lar gelisim siirecinde, fitohormon sinyalizasyonunda, c¢iceklenme,
cinsiyet belirleme gibi 6nemli fonksiyonlar ile ¢ok ¢esitli metabolik ve biyokimyasal
stireclerde karakterize edilmistir [Liu and Chen, 2009], [Yang et al., 2007].
Arabidopsis kullanarak miRNA’lar ve biyosentezlerindeki bilesenlerin mutasyonlar
ile miRNA’larin gelisimi belirlenmistir. miRNA biyosentezinin temel bir bileseni olan
DCL’de gergeklesen bir mutasyon embriyogenez siirecindeki kritik nemi dolayisiyla
embriyonik 6liime sebep oldugu gozlenmistir. Benzer bir sekilde Henl, hyll ve hst
mutantlart miRNA birikiminin azaldig1 belirlenmistir [Mallory and Vaucheret, 2006].
Aukerman ve Sakai (2003) miR172b ve onun hedefi TOE1’in asir1 anlatimi eatD ve
toeD mutantlarinda sirasiyla erken ve geg¢ ¢iceklenmeden sorumlu oldugunu rapor
etmislerdir. miR164’lin hedef mRNA’lar1 olan CUC1 ve CUC2’nin fazla birikimine
yol agip erken ekstra petal olusumuna sebep olan eep1 mutantt miR 164 nin {iretiminin
bozulmasina yol agmistir [Baker et al., 2005]. Bitki gelisim siireclerinde rol alan bir¢ok

mIRNA Tablo 2.1’°de gosterilmistir [Eldem vd., 2013].
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Tablo 2.1: Bitki gelisiminde miRNA’larin roli.

Bitki Bitki miRNA | Hedef Fonksiyon Kaynak
Organi Gen
Arabidopsis Kok miR390 | tas3,arf | Kok gelisimi [Montgomery et al. 2008], [Marin et
al. 2010), Yoon et al. 2010]
Arabidopsis Kok, miR164 nacl, Lateral kok | [Mallory et al. 2004], [Laufs et al.
yaprak, cuc2 olusumu, yaprak | 2004], [Guo et al. 2005], [Nikovics et
gicek, morfolojisi, al. 2006], [Jung et al. 2009]
tohum floral meristem
aktivitesi, tohum
gelisimi
Arabidopsis, | Kok, miR160 arf20, Lateral kok | [Mallory et al. 2005], [Sorin et al.
piring, arpa tohum arfl6 baslangici, kok | 2005], [Xue et al. 2009], [Kantar et al.
geligimi 2010], [Nodine and Bartel 2010]
Arabidopsis, | Kok, miR171 | scl16 Kok ve ¢icek | [Xueetal.2009], [Kantar et al. 2010],
piring, arpa, | cigek geligimi [Unver et al. 2010b]
Opium poppy
Arabidopsis | Yaprak, | miR156 | hd-zip Yaprak gelisimi | [Mallory et al. 2004], [Kim et al.
vaskiiler | ve Il gen | ve morfolojisi, | 2005], [Williams et al. 2005], [Zhang
sistem, miR166 ailesi, meristem, tohum | et al. 2006b]
cicek, phb, phv | gelisimi
tohum
Antirrhinum | Yaprak, | miR159 cin, tcp, | Yaprak [Palatnik et al. 2003], [Chen 2005),
majus, tohum, gamyb morfogenezi, Jung et al. 2009]
Arabidopsis gicek tohum  geligimi
ve c¢imlenmesi,
cigeklenme
zamaninin
diizenlenmesi
Arabidopsis, | Yaprak, | miR156 | sbpbox | Yaprak [Rhoades et al. 2002], [Wu and
piring, kavak | ¢igek, ve morfogenezi, Poethig 2006], [Gandikota et al.
tohum miR157 ¢igeklenme 2007], [Wang et al. 2008], [Nodine
zamaninin and Bartel 2010], [Zhao et al. 2010],
diizenlenmesi, [Wang et al. 2011a]
tohum geligimi
Arabidopsis Yaprak | miR396 | grf Yaprak gelismi [Liu et al. 2009], [Rodriguez et al.
2010]
Arabidopsis, | Cicek miR172 | toel, Ciceklenme [Aukerman and Sakai 2003], [Lauter
piring, misir toe2, zamani, vejatatif | et al. 2005], [Chuck et al. 2007],
toe3, faz degigimi [Yang et al. 2007]
ids1,
gloyl5
Opium poppy | Cigek miR169 | cbf-b/nf- | Cigeklenme [Unver et al. 2010b]
ya zamani
Arabidopsis, | Cigek, miR167 arf6, Kok  uzamasi, | [Gutierrez et al. 2009], [Jung et al.
piring kok, arfg8 stamen gelisimi, | 2009], [Xue et al. 2009], [Vidal et al.
tohum tohum geligimi 2010]
Arabidopsis, | Cicek miR444 mads- Cicek gelisimi [Li et al. 2010]
piring box
Piring Tohum miR397 ao Tohum gelisimi [Xue et al. 2009]
ve
miR528
Arabidopsis, | Tohum, | miR319 | tcp4, Tohum gelisimi, | [Palatnik et al. 2003], [Jones-Rhoades
domates yaprak lanceola | yaprak gelisimi | et al. 2006], [Efroni et al. 2008],
te ve morfolojisi [Nodine and Bartel 2010], [Shleizer-
Burko et al. 2011]
Soya Kok miR1530 | tkt Tohum gelisimi [Song et al. 2011]
fasulyesi
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2.3.1.3. miRNA’larin Abiyotik Stres Cevabindaki Rolii

Birgok calisma abiyotik strese adaptif yanitta 6nemli miRNA’larin gorev
aldiginm1 rapor etmistir [Shukla et al., 2008], [Sunkar et al., 2006], [Sunkar and Zhu,
2004]. Abiyotik stresler bitkinin stres etmenleri ile basa ¢gikmak i¢in yeni miRNA’larin
sentezinin diizenlemesine sebep olur. miR395 ve miR399 besin eksikliginde
diizenleyici bir fonksiyon olarak rol oynar. Normal biiylime kosullar1 altinda, miR395
ortaya ¢ikmaz ama diisiik siilfat stresi durumunda uyarilir [Jones-Rhoades and Bartel,
2004]. Benzer bir sekilde, ubiquitin-konjugasyon enzimini (UBC) hedefleyen miR399
diisiik fosfat stresi durumunda uyarilir [Chiou et al., 2006], [Fujii et al., 2005]. Sunkar
ve Zhu (2004) Arabidopsis fidelerini soguk, kuraklik, tuzluluk, ABA streslerine maruz
biraktiginda, miRNA’larin farkli sekilde anlatildigini belirlemistir. miR393, miR397b
ve miR402 tiim muamelelerde gen anlatimi artirirken, miR389a ise tiim streslerde gen
anlatimi azaltmistir. Piringte, miR169 ailesinin bazit miRNA’lar1 kuraklik ve tuzluluk
stresinde uyarilmistir [Zhao et al., 2009], [Zhao et al., 2007]. miR396 ise yiiksek
tuzluluk, kuraklik ve soguk streslerine duyarlidir [Liu et al., 2008].

miR408'in anlatimin1 tuzluluk, oksidatif ve soguk streslerinde indiiklendigi,
ozmotik ve kuraklik stres kosullarinda ise azaldigini gostermistir [Ma et al., 2015]. A.
thaliana'da anlatimi1 degisen bir bagka miRNA, kuraklik stresinde anlatimlar1 azalan
ve transkripsiyon sonrasi diizeyde hedef genleri NFYAS5'in diizenlenmesinde ¢ok
onemli rol alan miR169a ve miR169¢’dir [Li et al., 2008].

miR393, kriyoprezervasyon sirasinda potansiyel kriyokoruyucu aktiviteye sahip
olan CORI15’in [Lin and Thomashow, 1992] ekpresyonunu direkt hedef geni
olmamasina ragmen dolayli bir sekilde etkiledigi i¢in ayrica dnem arz etmektedir.
miR393 E3 ubikitin ligaz ve F-box ailesi proteinleri kodlayan transkriptleri hedef alir.
Bir E3 ubikitin ligaz proteini olan HOS1, ICE1'in (Inducer of CBF Expression, CBF
anlatimimin indiikleyicisi) ubikitinasyonu yoluyla soguk yaniti negatif olarak diizenler.
ICE1, CBF [CRT (C- terar1) baglanma faktorii] diger adiyla da bilinen DREB1 [DRE
(Dehidratasyon duyarli element) baglanma proteinleri] genlerinin anlatimi, CBF
genleri ise COR genlerinin anlatimini diizenleyerek soguk stresine yanit olugmasi
saglanir. Normal sicakliklarda HOSI1 tarafindan baskilanan ICE1l, soguk stresi

durumunda HOS1’in baskilanmasiyla CBF genlerinin promotoru olarak ¢alisir. CBF
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genlerinin {irlinii olan CBF proteinleri COR genlerinin anlatimimi gergeklestirir (Sekil
2.5), [Ekinci et al., 2020].

Trasngenik Arabidopsis bitkisinde CBF/DREBI transkripsiyon faktorlerinin
asir1 anlatimi Kriyokoruyucu aktivitelere sahip ¢oziinenlerin birikmesiyle ve soguk

toleransi ile sonuglanir [Fowler and Thomashow, 2002].

Normal sicakhk Diisiik sicakhk

o
J i%

miR393

—— uyarma

— baskilama
4{TCE7BO; CBF genleri
|
v
DRE/CRT ABRE | | CORgenleri, KIN

Soguk Toleransi

Sekil 2.5: Soguk stresi sirasinda HOS1 bagimli CBF ve COR genlerinin anlatima.

2.3.1.4. miRNA’larin Oksidatif Stres Cevabindaki Roli

Kloroplast, peroksizom ve mitokondri dahil olmak {izere farkli hiicresel
organellerde ROS’un artirilmig iiretimi kuraklik stresinin kaginilmaz sonuglarindan
biridir [Cruz de Carvalho, 2008]. Yiiksek ROS miktar1 proteinleri, nukleik asitleri
denatiire eder ve membran lipidlerinin preoksidasyonuna yol agar [Schiitzendiibel and

Polle, 2002]. Oksidatif stresin etkilerinin {istesinden gelebilmek icin, bitkiler dneride
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daha once belirtildigi gibi enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidanlari iceren
savunma mekanizmalar1 gelistirmistir [Mittler, 2002]. Antioksidan enzim yolaginda
miRNA’lar da diizenleyici olarak rol oynamaktadir [Wei et al., 2009]. Ornegin;
fotosentez, ROS giderimi ve etilen algilanmasi gibi ¢esitli bitki islevleri i¢in bir
kofaktor olarak hizmet veren temel mikroelementlerden olan bakira yiiksek maruziyet
Arabidopsis’te miR398’in anlatimini azaltmstir.

Optimal biliylime kosullar1 altinda, miR398 orta diizeyde anlatilir ve CSD1,
CSD2 ve CCSI1 transkriptleri ve/veya proteinleri hassas bir sekilde ayarlanir. Ancak,
bakirin fazla oldugu stres kosullari altinda, ROS birikimi ve onun detoksifikasyonu
miR398 diizeyinin baskilanmasi yoluyla CSD1 ve CSD2 anlatiminin artmasini saglar
ve boylece hiicre oksidatif stresten korunur. Bitkilerde farkl: stresler ile iliskili belirli
miRNA’lar Tablo 2.2’de ve Sekil 2.6’te sunulmustur [Eldem vd., 2013], [Khraiwesh
etal., 2012].
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Tablo 2.2: Stres yanuti ile iligkili belirli miRNA’lar.

Bitki Stres miRNA Hedef genler ve proteinler Kaynak
’Sg?)z'li‘;ps's' arpa, piring, I;a‘;f;lgﬁk tuz, soguk, fungal |\ inq56 SBP ailesi transkripsiyon faktorleri | [Liu et al. 2008], [Lu et al. 2008], [Kantar et al. 2010], [Zhou et al. 2010], [Li et al. 2011]
. . Kuraklik, ABA, tuz, bakteriyal . MYB33 ve MYB101, MYB33 ve . .
Arabidopsis, soya patojen miR159 MYB65 transk. faktorleri [Reyes and Chua 2007], [Frazier et al. 2011], [Alonso-Peral et al. 2012]
Populus, mustr, piring Kuraklik, tuz miR162 dcl [Zhou et al. 20107, [Li et al. 2011a]
Populus Mekanik stres miR164 NAC transkripsiyon faktorleri [Lu et al. 2008]
Arabidopsis, arpa, soya, | Tuz, soguk, kuraklik, sicak, miR165, HD-ZIP 111 TFs, PHABULOSA, [Liu et al. 2008], [Zhou et al. 2008], [Lv et al. 2010], [Ding et al. 2009], [Kantar et al. 2010], [Li et al.
bugday, misir fungal ve bakteriyal patojen miR166 homeobax genleri 2011b], [Zhang et al. 2011a]
Arabidopsis. misir. pirin Kuraklik, tuz, soguk, besin MIR167 ARF6 ve ARF8 transkripsiyon [Liu et al. 2008], [Li et al. 2010], [Lv et al. 2010], [Zhou et al. 2010], [Frazier et al. 2011], [Zhang et al.
PSIS, MISIT, PITING | 4 1,5, faktorleri 2011a], [Sunkaret al. 2012]
Arabidopsis, PING, | g uraklik, soguk, sicak, tuz MIR168 agol [Liu et al. 2008], [Lu et al. 2008], [Zhou et al. 2010]
Populus, bugday
. L . . NF altbirim Y, CCAAT-BOX . .
Arabidopsis, piring Kuraklik, tuz, soguk miR169 baglanma Fak(orii [Zhao et al. 2007], [ Zhang et al. 2009], [Li et al. 2010], [Frazier et al. 2011]
’S{)‘;‘)ﬂ'ﬂ‘s’p;‘;’ing AP | Kuraklik, mekanik, tuz, soguk | miR171 SCL transkripsiyon faktérleri [Reyes et al. 2007], [Liu et al. 2008], [Kantar et al. 2010], [Lv et al. 2010], [Frazier et al. 2011]
Qg%z'li‘s’p;'fr}ng AP, | goguk, kuraklik miR172 AP?2 transkripsiyon faktorii [Liu et al. 2008], [Zhang et al. 2009], [Frazier et al. 2011]
Arabidopsis, piring Soguk, kuraklik, tuz miR319 TCP ailesi transk. faktorleri [Liu et al. 2008], [Lv et al. 2010], [Zhang et al. 2011a]
Arabidopsis, Populus li(;rgaﬁﬂ? akteriyal patojen, m:gigg GLUTMATE RESEPTOR proteinleri [Liu et al. 2008], [Lu et al. 2008], [Lv et al. 2010], [Zhang et al. 2011a]
. . .. Tuz, sicak, soguk, ABA, F-BOX protein, TRANSPORT . . .
ﬁl:zjlg;dopsns, Piring, | 4 raklik, besin Kith ve miR393 INHIBITOR RESPONSEL protein, gll\l%alr;(]) e[tS ﬂhlfgroeﬁt]él[R;gf;]et al. 2007], [Zhao et al. 2007], [Liu et al. 2008], [Li et al. 2010], [Frazier et
sday patojenler tirl, afb2, afb3 genleri, HOS1 ' ' )
Arabidopsis, piring Besin kitlig1, kuraklik miR395 aps [Bartel 2004], [Rhoades and Bartel 2004], [Zhou et al. 2010]
Arabidopsis, arpa Kuraklik, tuz, soguk miR396 GREF ailesi transk faktorleri [Liu et al. 2008], [Kantar et al. 2010], [Frazier et al. 2011]
g:ggg%%ﬂisdrﬁlrm’ 802 | Soguk, ABA, tuz miR397b LACCASE [Sunkar and Zhu 2004], [Zhao et al. 2007], [Liu et al. 2008], [Zhang et al. 2009], [Zhang et al. 2009]
. . Besin kitlig1, oksidatif stres, . [Sunkar et al. 2006, 2012], [Gifford et al. 2008], [Trindade et al. 2010], [Li et al. 2010a], [Li et al.
Arabidopsis bakteriyal patojen MiR398 csdl, csd2, cesl, coxSb.1 2011c], [Zhang et al. 2011a], [Zhu et al. 2011]
Arabidopsis Soguk, ABA, tuz miR402 DML3, ARGONAUTE2 [Sunkar and Zhu 2004], [Zhou et al. 2008]
Populus, arpa Mekanik, kuraklik miR408 PLANTACYANIN [Lu et al. 2008], [Kantar et al. 2010], [Trindade et al. 2010]
Populus Soguk miR474 PPRs [Lu et al. 2008]
- . . - Homeodomein-leucine Zipper (HD- -
Piring Kadmiyum stresi miR166 Zip) transk. faktorleri [Ding et al. 2011]
Piring Aliiminyum stresi miR528 F-BOX/LRR-MAX2 [Lima et al. 2011]
Arabidopsis Bacteriyal miR825 REMORINA, ZF, homeobox [Li et al. 2010a]
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Sekil 2.6: Arabidopsis’te stres yaniti miRNA’larin diizenlenme agi.

bitki geligimi

cicek organ olusumu I

Bu tez calismasi kapsaminda; kriyoprezervasyon siirecinde maruz kalinan
kuraklik, soguk ve oksidatif stres gibi stresler tarafindan indiiklendigi bilinen
miRNA’lar (miR156, miR159, miR169, miR172, miR319, miR393, miR394, miR397,
miR398 and miR408) ve onlarin hedef genleri SPL10, TCP4, TIR1, HOS1, LAC4,
CSD1, LCR, LAC3 ve PLANTACYANIN ve soguk-iliskili yolaklarindaki genler
CBF1, CBF3 ve bunlarin alt genleri COR15 ve COR47 Arabidopsis thaliana’nin
kriyoprezervasyonu sirast ve sonrasindaki gen anlatim profillerini saptamak ig¢in

kullanilmistir (Tablo 2.3).
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Tablo 2.3: Tez kapsaminda kullanilan miRNA ve hedef genleri.

mMiRNA

Hedef genler ve proteinler

Stres

Kaynak

Squamosa promoter binding

[Liuetal. 2008], [Lu et al.
2008], [Kantar et al. 2010],

1 (HOS1)

MIR1S6 | otein-like 10 (SPL10) Kuraklik, soguk | /=0 et al. 2010, [Li et al.
2011]
. ) [Reyes and Chua 2007],
MIR159 Kuraklik, ABA [Alonso-Peral et al. 2012]
[Zhao et al. 2007], [Zhang
miR169 | - Kuraklik, soguk | et al. (2009), Li et al. 2008],
[Liu et al. 2008]
. i Soguk, [Liu et al. 2008], [Zhang et
miR172 Kuraklik al. 2009]
. - g Liu et al. 2008], [Lv et al.
. TCP family transcription Soguk, [ ’
miR319 factor 4 (TCP4) Kuraklik 58(1)2} [Sunkar and Zhu
[Zhao et al. 2007], [Liu et
Transport inhibitor response al. 2008], [Sunkar and Zhu
MiR393 1 (TIR1), High expression of | Soguk, ABA, 2004], [Li et al. 2010],
osmotically responsive gene | Kuraklik [Sunkar et al. 2012],

[Sunkar et al. 2007], [Lv et
al. 2010]

miR394

Leaf curling responsiveness
(LCR)

Kuraklik, soguk

[Ni et al. 2012], [Song et al.
2013], [Song et al. 2016]

miR397

Laccase 4

Soguk, ABA

[Sunkar and Zhu 2004],
[Zhao et al. 2007], [Liu et
al. 2008], [Zhang et al.
2009]

miR398

Copper/zinc superoxide
dismutase 1 (CSD1)

Oksitatif

[Sunkar et al. 2006, 2012],
[Abdel-Ghany and Pilon
2008], [Trindade et al.
2010], [Li et al. 2010b],
[Zhu et al. 2011],
[Khraiwesh et al. 2012]

miR408

Laccase 3,
PLANTACYANIN

Soguk,
Kuraklik,
oksidatif

[Sunkar and Zhu 2004],
[Liu et al. 2008], [Mutum et
al. 2013], [Jovanovic et al.
2014], [Zhang et al. 2014],
[Trindade et al. 2010]

2.4. Model Organizma Arabidopsis

Tez galismasi kapsaminda kullanilan Arabidopsis thaliana, bitki biyolojisinde

model organizma olarak kullanilan kiigiik ¢igekli bir bitkidir (Sekil 2.7.). Arabidopsis

lahana ve turp gibi ekilen Brassicaceae tiyesidir.
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Sekil 2.7: Arabidopsis thaliana’nin govde (a) ve ¢igek (b) gériiniimii.

Temel tarimsal Onemi olmamasma ragmen, Arabidopsis temel molekiiler

biyoloji ve genetik calismalarda 6nemli bir avantaj sunar:

¢ 125 Mb genomunun yaklagik 115 Mb’si dizilenmis ve agiklanmistir (Nature,
408:796-815; 2000).

* 5 kromozomunun hepsinin fiziksel ve genetik haritalart mevcuttur.

* Yasam dongiisii kisadir (—tohumdan ¢imlenmesi ile yaklasik 6 hafta).

* Tohum iiretimi tiretkendir ve bitki kisitli alanlarda kolayca yetistirilir.

 Agrobacterium tumafaciens kullanilarak transformasyon kolaydir.

* Cok sayida genomik kaynagi ve mutant hatlart mevcuttur.

* Bircok miRNA Arabidopsis’te gorevleriyle belirlenmistir.
Bu avantajlar Arabidopsis’i molekiiler biyolojinin bitki ¢aligmalari igin model

bir organizma yapmaktadir. Arabidopsis bilgi kaynagi (TAIR) yapilan ¢alismalardan
elde edilen bilgiyi toplar ve kullanilabilir hale getirir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1.Materyal

3.1.1. Bitki Materyali

Tez calismasi kapsaminda kullanilan Arabidopsis thaliana (Col-0) tohumlari
Doga Selin KAYIHAN’1n Gebze Teknik Universitesi Molekiiler Biyoloji ve Genetik
Boliimii’nde yiiriittiigli doktora tezi kapsaminda yetistirilen bitkilerden tohum olarak
elde edilmistir. Bu tohumlar tez ¢aligmasinda kapsamindaki tiim deneyler i¢in yetersiz
oldugundan daha fazla tohum elde edebilmek i¢in mevcut tohumlar 6nce in vitro
ortamda ¢imlendirilip akabinde GTU, Molekiiler Biyoloji ve Genetik B&liimii serasina
aktarilmis ve bitkilerden yaklasik 20.000 tohum elde edilmistir. Elde edilen tohumlar

tez calismasi kullanilmistir.

3.1.2. Kullanilan Malzemeler

Arabidopsis thaliana’nin doku kiiltiirii asamasinda kullanilan kimyasal ve/veya
organik bilesenlere ait katalog numaralart Tablo 3.1°de, kriyoprezervasyon
calismalarinda kullanilan bilesenlere ait olanlar Tablo 3.2’de, total RNA
izolasyonunda kullanilan bilesenlere ait olanlar Tablo 3.3’te, cDNA, PCR, qRT-PCR
reaksiyonlarinda ve agaroz jelin hazirlanip, goriintiilenmesinde kullanilan bilesenlere

ait olanlar ise Tablo 3.4’te sunulmustur.
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Tablo 3.1: Doku kiiltiiriinde kullanilan bilesenler.

Kimyasal Ad1

Firma Adi

Katalog No

Etil alkol (%96)

Alkomed

AM-EA96

NaOCl

Sigma

425044

MS besi ortami

Duchefa

M0222

Glisin

Nikotinik asit

Tiamin HCI

Piridoksin HCI

Myo-inositol

NHsNOs (Amonyum nitrat)

KNOs (Potasyum nitrat)

KH2PO4 (Potasyum fosfat)
CaCl,.2H20 (Kalsiyum kloriir)
MgS04.7H20 (Magnezyum stilfat)
H3BOs (Borik asit)

KI (Potasyum iyodiir)
MnS04.4H20 (Mangan siilfat)
ZnS04.7H20 (Cinko siilfat)
Na:M004.2H,0 (Molibdik asit)
CuS04.5H20 (Bakir siilfat)
CoCl2.6H.0 (Kobalt kloriir)
FeSO4.7H20 (Demir siilfat)
Na:EDTA (Sodyum etilendiamintetraasetik asit)

Gelrite

Duchefa

G1101

Sukroz

Merck

1.07651.1000

dH-.0
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Tablo 3.2: Kriyoprezervasyon c¢alismalarinda kullanilan bilesenler.

Kimyasal Ad1 Firma Ad1 Katalog No
Sukroz Merck 1.07651.1000
Gelrite Duchefa G1101
DMSO (Dimetil stilfoksit) Merck K33960252
Gliserol Merck 1.04093.2500
Sukroz Merk 1.07651.1000
Etilen Glikol Merck K34762849
SA Messer -

Tablo 3.3: Total RNA izolasyonunda kullanilan bilesenler.
Kimyasal Adi Firma Adi Katalog No
TRizol Invitrogen 15596026
DEPC Sigma D5758
ZAP Sigma R2020
Etanol Alkomed AM-EA96
Kloroform Sigma 372978
Isopropanol AppliChem A3461.1000
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Tablo 3.4: cDNA, PCR, qRT-PCR reaksiyonlarinda ve agaroz jelin hazirlanip
goriintiilenmesinde kullanilan bilesenler.

Kimyasal Adi Firma Ad1 Katalog No
RevertAid First Strand cDNA Thermo Fisher K1622
Synthesis Kit

5x HOT FIREPol® Blend Master Mix | Solis BioDyne 04-25-00S25
Maxima SYBR Green/ROX gPCR Thermo Fisher K0221
Master Mix (2X)

Agaroz Sigma T6066
RedSafe Intron 21141

A DNA-Hind Il AppliChem A3461.1000
1 kb DNA belirteg (TrackIt™) Intron Biotechnology | 27062

100 bp DNA belirteg (TrackIt™) Intron Biotechnology | 32181
Trizma base Sigma S3014
Asetik asit Calbiochem 324503
EDTA Applichem A11080.0100
dH20 - -

3.1.3. Kullanilan Cihazlar

Tez kapsaminda kullanilan cihazlarin listesi Tablo 3.5’te sunulmustur.
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Tablo 3.5: Tez kapsaminda kullanilan cihazlar.

Cihaz Ad1 Cihazin Modeli Firma

Hassas terazi TP3030 Denver Instrument
Otoklav HV-110L Hirayama

Etliv DIN 12880 Binder

Bitki biiyilitme odas1 RivaCold Genpa Miihendislik
pH metre pH209 Hanna Instrument
Manyetik karistirict MR3001 Heidolph
Sterilizator Steri 350 Swiss Made
Laminar akimli kabin Cleanair PMU Company
Iklimlendirme dolab1 WTC Binder

Derin dondurucu (-20 °C) GS26DN13NE Simens

Buzdolabi (4 °C) RG 1380 Indesit

SA tanki ARPEGE 40 Dmc-airliquide
Sicak su banyosu D-77960 Julabo
Homojenizator MM400 Retsch

Vorteks AC230 VNR International
Mikrodalga firin MWT71E Samsung
Nanodrop BioSpec-nano Shimadzu Biotech
Otomatik pipet 3862243 Eppendorf Research
Santrifiij Universal 32 Hettich

Termal dongii cihazi PTC-200 MJ Research INC
qPCR cihazi StepOne Plus Applied Biosystems
Jel elektroforezi ve gii¢ kaynagi | MP300 Claver Scientific

Jel goriintiileme cihazi

Universal Hood 11

BIO-RAD

3.2. Yontem

3.2.1. Besi Ortami ve Tohumlarin Eldesi

Tez kapsaminda kullanilan Arabidopsis thaliana’nin doku kiiltiiriinde

cimlendirilmesi ve Kriyoprezervasyon sonrasi fidelerinin geri kazanimi sirasinda
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kullanilan MSO [Murashige and Skoog, 1962] besi ortamina ait bilesenler Tablo 3.6’da

sunulmustur.

Tablo 3.6: MS besi ortaminin hazirlanmasinda kullanilan bilesenler (1 L).

Bilesen adi Miktar

Sukroz 3049

MS 4400 g

Gelrite 39

dH20 1 L’ye tamamlanacak
pH 5.8

Mevcut Arabidopsis tohumlari tez kapsamindaki tiim deneylerin yiiriitiilmesi
icin yeterli olmadigindan, 40 adet Arabidopsis thaliana (Col-0) tohumu steril bir
eppendorf tiip icerisinde dnce %70 EtOH soliisyonu ile 2 dakika ve ardindan %15
NaOCl ile 10 dakika calkalanarak yiizey sterilizasyonuna tabi tutulmus sonrasinda
tohumlar 3 kere dH20 ile yikandiktan sonra 2 ayri petriye her bir petride 20 tohum
olacak sekilde bitki biiyiime diizenleyicisi igermeyen MSO [Murashige and Skoog,
1962] besi ortamina aktarilmistir. Tiim tohumlarin ¢imlenmesinin senkronize olmasi
icin 48 saat 4°C’de karanlikta tutulmustur. Senkronizasyonun ardindan tohumlar bitki
bliylitme odas1 kosullarinda 8/16 saat fotoperiyot olacak sekilde 224+2°C sicaklikta
c¢imlendirilmeye birakilmigtir. Yaklasik 15 giin ¢imlenen Col-0 Sekil 3.1.°de

gosterilmistir.
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Sekil 3.1: 15 giin ¢imlenen Arabidopsis thaliana Col-0 tohumlari.
Bar 1 cm’yi ifade eder.

5 hafta bitki biiyiitme odas1 kosullarinda biiyiiyen bitkiler akabinde her biri 6 cm
capindaki yan yana kuyulardan olusan ve i¢i, otoklavlanmis steril toprak ile
doldurulmus kabin igerisine birer birer konulmus ve 22+2°C sicaklikta sera kosullarina
aktartlmistir. Her bir bitki diizgiin ve birbirine karismadan biiylimeleri igin 15181

gegirebilen seffaf malzeme ile etraflari kapatilmistir (Sekil 3.2.).

Sekil 3.2: Sera kosullarina aktarilan Arabidopsis thaliana bitkileri a) Topraga
aktarilan Arabidopsis fideleri, b) Fideleri koruyan seffaf malzeme.

Bitkilere sera kosullarinda ilk hafta her giin, 1 haftadan sonra 2 gilinde bir su

verilmigtir ve bitkiler maksimum boyutlarina ulasip kuruyana kadar su verilmeye
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devam edilmistir. 10 hafta sonunda kuruyan bitkilerden tohumlar, bir beyaz kagidin
lizerine sallama ve ufalama yoluyla dokiilerek saglanmistir. Toplanan tohumlar 1.5
ml’lik ependorf tiiplerine konulmus, kapaklar1 parafilmlenmis ve +4°C sicakliga
kaldirilmistir. Bu ¢alismada 3 eppendorf yaklasik 20000 tohum elde edilmistir. Tez
calismasi kapsaminda yapilacak olan kriyoprezervasyon deneyleri elde edilen bu

tohumlardan gergeklestirilmistir.

3.2.2. Arabidopsis thaliana’min Kriyoprezervasyonu

Arabidopsis thaliana (Col-0) fidelerinin kriyoprezervasyonu Ren ve arkadaslari
(2013) tarafindan tanimlanan vitrifikasyon temeli yontem kullanilarak

gerceklestirilecektir. Kriyoprezervasyonun asamalart su sekilde siralanmistir:

e Ozmokoruma (OK): 3040 fide igerisinde yiikleme soliisyonu (MS + 2 M
gliserol + 0.4 M sukroz) [Wang and He 2009] iceren 2 mL kriyoviyallere transfer
edilir, 20°C, 20 dk.

e Dehidratasyon (DH): Yiikleme soliisyonundan ayrilmasini takiben, fideler PVS2
(MS + %30 gliserol + %15 etilen glikol + %15 DMSO + 0.4 M sukroz) [Sakai
et al., 2008] ile dehidrate edilir, 0°C, 50 dk.

e Hizli sogutma ve 1sitma (HSI): PVS2 iceren kriyovialle hizli bir sekilde sivi
azota daldirilir ve 1 saat orada tutulur, sonrasinda hizli bir sekilde steril su igeren
su banyosunda 40°C’ta sabit ¢alkalama ile ¢ozdiiriiliir, 90 sn.

e Diliisyon (DL): Kriyoviallerdeki fideler her 10 dakikada bir yenisi ile
degistirilen bosaltma soliisyonu (MS + 1.2 M sukroz) ile 40 dakika durulanir.

e Geri kazanim (GK): Fideler ¢cimlenme i¢in kullanilan ayni kosullarda MS besi

ortaminda kiltiirlenir.

MS + 2 M gliserol + 0.4 M sukroz ¢ozeltisinin hazirlanmasinda kullanilan
bilesenler Tablo 3.7°de, PVS2 ¢6zeltisinin hazirlanmasinda kullanilan bilesenler Tablo
3.8°de, MS + 1.2 M sukroz ¢ozeltisinin hazirlanmasinda kullanilan bilesenler ise Tablo

3.9.’da gosterilmistir.
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Tablo 3.7: MS + 2 M gliserol + 0.4 M sukroz ¢6zeltisisinin hazirlanmasinda
kullanilan bilesenler (100 mL).

Bilesen ad1 Miktar

Gliserol 18,4 mL

Sukroz 13,691 g

dH20 80 mL

MS Sukroz X
Bitki bliylime diizenleyicisi X 100 mL’ye tamamlanacak
Vitamin X

pH

5.8

Tablo 3.8: PVS2 ¢ozeltisinin hazirlanmasinda kullanilan bilesenler (200 mL).

Bilesen ad1 Miktar

Gliserol 54 mL

Etilen glikol 32 mL

DMSO 32 mL

MS (0.4 M sukroz igeren) 200 mL’ye tamamlanacak
pH 5.8

Tablo 3.9: MS + 1.2 M sukroz ¢6zeltisisinin hazirlanmasinda kullanilan bilesenler

(100 mL).
Bilesen ad1 Miktar
Sukroz 41,074 g
dH20 80 mL
MS Sukroz X
Bitki biiyiime diizenleyicisi X 100 mL’ye tamamlanacak
Vitamin X

pH

5.8
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48 saat ve 72 saat ¢imlenen fidelerin kriyoprezervasyonu iki set olarak ayr1 ayri
yapilmustir. Her iki set de kendi igerisinde kontrol grubu (K), siv1 azot dncesi grubu
(ozmokoruma ve dehidratasyon; OD) ve s1v1 azot sonrasi grubu (s1v1 azot ve diliisyon;
LD) olmak tizere 3 farkli gruptan olusturulmustur. K, OD ve LD gruplar1 i¢in yaklasik
300’er, 3 tekrarli gerceklestirildigi i¢in de her bir sette yaklasik 2700 tohum
kullanilmistir. Her gruptaki 300 fideden yaklagik 20 tanesi canlilik testi i¢in ayrilmus,
geri kalan yaklasik 270 fide aliiminyum folyoda toplanip s1v1 azota ve takiben -80°C’a
miRNA calismalarinda kullanilacak olan total RNA’larin izolasyonu igin

kaldirilmistir. Tiim protokol Sekil 2.3’de sematize edilmistir.

LD
* Osmokoruma,
* Dehidratasyon,
* Hizh sogutma ve ¢dzdiirme,

KONTROL oD

* Herhangi bir muameleye * Osmokoruma,

maruz kalmayan grup * Dehidratasyon - Dilisyon
N . o o
300 300 300 300 300 300 300
flde flde flde flde flde flde flde
280 20 280 20 ?80 280 20 280 20 280 20 ?60
RNA TTC RNA TTC RNA RNA TTC RNA TTC RNA TTIC RNA
20 20 20
Geri Geri Geri
kazanim kazanim kazanim
sonrasi sonrasi sonrasi
(24saat) (24saat) (24saat)
TTC TTC TTC

Sekil 3.3: 48 ve 72 saat ¢imlenen Arabidopsis thaliana tohumlarindan elde edilen
fidelerin kriyoprezervasyon protokol semasi.

3.2.3. Arabidopsis thaliana’min Canhhik Testi

Kriyoprezervasyon sonrasinda fidelerin canlilik testi TZ (Tetrazolium) testi
[Porter et al., 1947] ile yapilmustir. TZ testi, tohum canliligini1 dogru ve hizl bir sekilde
belirlemek amaciyla kullanilan ve diinya ¢apinda genis 6l¢iide kabul goren bir testtir.
TZ testi, solunum aktivitesinin 6l¢iisiidiir ve tohumlardaki yasam belirtilerini ya da
metabolik aktiviteyi ortaya ¢ikarir. Bu testte solunum orani ve tohum canliliginin
belirteci olarak dehidrogenaz enzimlerinin aktivitesinden yararlanilir. Testte

kullanilan 2,3,5 triphenyl tetrazolium chloride (TTC) tuzu ile hazirlanan ¢ozelti
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renksizdir ve solunum esnasinda canli dokular ile temas halindedir. Bu asamada
dehidrogenaz enzimlerinin aktivitesi ile indirgenir ve c¢oziinemez halde kalan,
formazan adi verilen kirmizi renkli bir bilesige doniisiir. Boylece formazan kirmizisi
rengine donen tohumlar canli, renksiz kalan (ya da renk degistiremeyen) tohumlar 6li
olarak ayrilabilir [ISTA, 2003], [ISTA, 2007].

Tez ¢alismasinda K, OD ve LD grubu fidelere ek olarak kriyoprezervasyon
sonrasi fidelerin gegisimi i¢in besiyerine alinan geri kazanim (GK) grubu fidelere de
24 saatin sonunda TZ testi uygulanmistir. TZ testi i¢in kullanilacak olan %1°1lik TTC
cozeltisi; otoklavlanmig dH20 ile hazirlanmis, pH’s1 7 olarak ayarlanmis ve amber
sisede 4°C’ta muhafaza edilmistir. Test, Verma et al., (2013) protokolii referans

aliarak asagidaki sekilde uygulanmistir.

e Testi yapilacak tiim grup fideler 0.5°lik ependorf tiiplerine alind1 ve 300 ml %1
TTC ¢ozeltisi ile 30°C’ta 48 saat inkiibe edildi.
» Negatif kontrol (6lii) i¢in kontrol grubu fidelerden yaklasik 20 fide 100°C’ta
1 saat bekletildi ve takiben onlar da teste tabi tutuldu.
e TTC muamelesinden sonra fideler 2-3 kere dH0 ile yikandi ve daha berrak bir
goriiniim icin laktofenol (1:1:2:1 oraninda laktik asit: fenol: gliserin: su)
¢ozeltisinde 1-2 saat inkiibe edildi.

e Stereo mikroskop altinda gozlendi ve canli, cansiz sayimi1 yapildi.

3.2.4. Molekiiler Analizler

3.2.4.1. miRNA’larin, Hedef Genlerinin ve Soguk Iliskili Genlerin
Belirlenmesi ve Gen Anlatim Analizleri

Tez kapsaminda kullanilan, kriyoprezervasyon sirasinda karsilasilabilecek
dehidratasyon, soguk ve oksidatif stres gibi abiyotik streslerde etkin olan 10 adet
MIRNA, bunlarin hedef genleri ve soguk iliskili genler miRbase ve NCBI veri

tabanlar1 kullanilarak secilmistir.
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3.2.4.2. Total RNA izolasyonu

Arabidopsis thaliana fidelerinin kriyoprezervasyonun tiim asamalarini takiben
TRIzol ¢ozeltisi kullanilarak total RNA’lar izole edilmistir [Chomczynski and Sacchi

1987]. Bu yontem asagidaki adimlar takip edilerek gergeklestirilmistir.

e izolasyon siireci swrasida tiim materyaller ve soliisyonlar DEPC
(Dietilpirookarbonat) ile muamele edilerek kullanild.

e Fideler siv1 azot ile sogutulmus ependorf tiiplerinin igerisine aktarildi ve
ependorflar tekrar siv1 azota atildi.

e Sivi azottan ¢ikarilan tiipler hizli bir sekilde -80°C’ta sogutulmus homojenizator
cihazinin bataryalarina yerlestirildi ve 20 m/s hizda 1 dk (X2) calkalanarak toz
haline gelinceye kadar ezildi.

e 1 ml TRIzol ¢6zeltisi eklendi ve oda sicakliginda 15 dakika vortekslendi ve daha
sonra ependorflar maksimum hizda oda sicakliginda 5 dakika santrifiij edildi.

e 900 pl supernatant yeni bir tiipe transfer edildi ve 180 ul kloroform eklendi.

e Tiip vortekslendi ve oda sicakliginda 3 dakika inkiibe edildikten sonra 4°C’ta
maksimum hizda 15 dakika santrifiij edildi.

e 450 ul ist faz yeni bir tiipe aktarildi ve 200 ul kloroform eklendi. Tiip
vortekslendi ve oda sicakliginda 3 dakika inkiibe edildikten sonra oda
sicakliginda maksimum hizda 5 dakika santrifiij edildi.

e 400 pl Gst faz yeni bir tiipe aktarildi ve lizerine bir hacim isopropanol eklendi ve
tiip/ler birkag defa ters-diiz edildikten sonra 10 dakika oda sicakliginda inkiibe
edildi.

e Tiip oda sicakliginda maksimum hizda santrifiij edildi ve supernatant atildi.

e Pellet 1 ml %75 etanol ile yikandi ve 3 dakika oda sicakliginda inkiibe edildi.

e Oda sicakliginda 5 dakika maksimum hizda santrifiij edildi ve supernatant atildu.

e Etanolii uzaklastirmak icin ek olarak 15 saniye santifiij edildi ve 10 dakika
boyunca kurutmaya birakildi. Son olarak 50 ul DEPC’li su eklendi ve 65°C’ta
pelletin ¢6ziinmesi i¢in inkiibe edildi.

e Agaroz jel elektroforezi ve NanoDrop kullanilarak RNA niteligi, biitiinligii ve
konsantrasyonu kontol edildi.

e 1zole edilen total RNA’lar kullanilana kadar -80°C’ta tutuldu.
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3.2.4.3. Total RNA’larin Ters Transkripsiyonu ve Sap-Ilmik (stem-
loop) gRT-PCR

miRNA'larn hedef genleri ve i¢-kontrol geni Ubiquitin (UBQ5), [Ren et al.,
2015] i¢in cDNA sentezi, 500 ng total RNA ile ticari kit (RevertAid First Strand cDNA
Sentez Kiti, K1622; Thermo Scientific) kullanilarak gerceklestirilmistir. Ters
transkripsiyon (RT) reaksiyonu i¢in primer olarak rastgele heksamerler kullanilmistir.
miRNA'lar igin ise CDNA sentezi Varkonyi-Gasic ve arkadaslarinin (2007) sap-ilmik
(SL) RT reaksiyon yonteminin Kayihan ve arkadaslar1 (2016) tarafindan modifiye
edilen yontemi kullanilarak ayni kit ile gerceklestirilmistir. Ters transkripsiyon (RT)
reaksiyonu i¢in primer olarak miRNA’larin SL primerleri karigim halinde

kullanilmistir. Tiim cDNA sentez protokolii Tablo 3.10°da detaylandirilmistir.

Tablo 3.10: RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kit protokolii.

RNA 0,5 pug
Primer* SL Miks1 veya 2** Lul
Rastgele heksamer K
Nukleaz igermeyen dH,O 12 pl’ye tamamlanur.
Total hacim 12 ul
5 dakika 65°C’ta ve ardindan 2 dakika buzda inkiibasyon
5x Reaction Buffer 4 ul
RiboLock RNase Inhibitor 1 ul
10 mM dNTP Mix 2 ul
RevertAid M-MuLV RT 1 ul

o Rastgele heksamerler ile cDNA sentezi i¢in 5 dakika 25°C, 60 dakika 42°C ve 5
dakika 70°C‘ta inkiibasyonun ardindan sentezlenen cDNA’lar -20°C kaldirildu.

o SL Miks’ler ile cDNA sentezi i¢in 16°C 30 dakikay1 takiben 60 dongii olacak
sekilde 30°C’ta 30 saniye, 42°C’ta 30 saniye, 50°C’ta 1 saniye ve dongii sonrasi
70°C 5 dakikanin ardindan sentezlenen cDNA’lar -20°C kaldirildi.

*]¢ kontrol, hedef genleri ve soguk-iliskili genlerin cDNA sentezi igin rastgele Hexamer
primerler kullanilirken, miRNA’lar i¢in ise 5 miRNA’nin Stem-Loop (SL) primeri karisim
(1’er pl 100uM ilgili 5 miRNA SL primeri ve 45ul NF su; son hacim 2uM) halinde
kullanilmigtir. 10 miRNA i¢in SL Mix primerleri 2 seferde yapilmistir.

**SL Miksl (miR159, miR169, miR172, miR319 ve miR394), SL Miks2 (miR156, miR393,
miR397, miR398 ve miR408)

RT- : Her bir 6rnek i¢in RT- negatif kontrol olarak kullanildi. RT- reaksiyonunda
RevertAid enzimi harig¢ tiim reaktifler kullanildu.

NTC : Reaktiflerin kontaminasyonunu belirlemek i¢in de NTC kullanildi. NTC
reaksiyonunda RNA kalib1 harig tiim reaktifler kullanildi.
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“RevertAid First Strand cDNA Synthesis” kiti kullanilarak 48 ve 72 saat tiim
orneklerden (K1, K2, K3, OD1, OD2, OD3, LD1, LD2 ve LD3) rastgele heksamer
primerler ile elde edilen cDNA’lar kullanilarak, i¢ kontrol geni UBQS5 primerleri ile
kontrol PCR gergeklestirilmistir. Kontrol PCR reaksiyonu PCR 12,5mM MgCl; i¢eren
“5x HOT FIREPol® Blend Master Mix Ready to Load (Solis Biodyne)” kullanilarak
gerceklestirilmistir.

Elde edilen tiim cDNA’lar uzun siireli kullanim i¢in -80°C’a kaldirilmis ve qRT-
PCR reaksiyonu i¢in dogrudan kalip olarak kulllanilmistir.

Real-time PCR Maxima SYBR Green qPCR Master Mix (2X) (Thermo
Scientific) kullanilarak StepOnePlus™ Real-Time PCR sisteminde (Applied
Biosystems) gergeklestirilmistir. gqRT-PCR reaksiyonu, 1 ul cDNA, 7 ul 2X Master
Mix, son konsantrasyonu 0,3 pM primerler 15 pl hacime nukleaz icermeyen suyla
tamamlayarak elde edilen karisimda gergeklestirilmistir.

I¢ kontrol genleri ve hedef genler icin cDNA olarak rastgele heksamer primerleri
ile sentezlenen cDNA o6rnekleri, miRNA’lar i¢in ise mirl159, mir169, mirl172, mir319,
mir394 i¢in SL Miksl primer karisimi ile sentezlenen cDNA 6rnekleri ve mirl56,
mir393, mir397, mir398, mir408 i¢in SL Miks2 primer karigimi ile sentezlenen cDNA
ornekleri kullanilmistir. I¢ kontrol genleri ve hedef genler icin primer olarak kendi F
ve R primerleri kullanilirken, miRNA’lar i¢in kendi F primerlerinin yaninda geri
primer olarak universal R primer kullanilmistir. Kullanilan tiim primerler 100uM ana
stoktan diliisyon ile SuM’a disiiriilmiistir. qPCR i¢in reaksiyon hacmi ve

konstrasyonu, PCR kosulu Tablo 3.11.’te gosterilmistir.

Tablo 3.11: gRT-PCR i¢in reaksiyon hacmi ve konsatrasyonu, PCR kosulu.

Reaksiyon Hacmi ve PCR Kosulu

Konsantrasyonu

cDNA lul
95°C 10 dakika

SYBR Green Tul 95°C 15 saniye

5uM F Primer 0,ul 55°C 30 san@ye } X40

. 72°C 30 saniye

SuM R Primer 0.9l 95°C 15 saniye

5uM Universal R Primer | : 60°C ! dakl.k a } Erime Egrisi
95°C 15 saniye

dH20 5,2ul
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gRT-PCR sonrasi elde edilen her bir gene ait Ct (dongii esigi) degerine gore
hesaplanan katl1 degisim 2 24 hem 48 ve 72 saat drnekleri ile hem de iki i¢ kontrol
geni UBQ)S ile karsilastirilmis ve normalize edilmistir.

Gen anlatim analizleri igin segilen mMiRNA’lara ait primerler Kayihan ve
arkadaglar1 (2016, 2019)’a gore tasarlanmistur. Hedef genlerinine, soguk-iliskili
genlere ve i¢ kontrol geni UBQS5’e ait primerler ise “Primer 3” programi ve NCBI

primer tasarlama programi kullanilarak tasarlanmistir (Tablo 3.12).
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Tablo 3.12: Tez kapsaminda kullanilan miRNA’lar, hedef genleri ve soguk-iliskli

genlerin primer listesi.

Primerler

Diziler 5’ - 3’

miR156_SL RT primer

GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGA
CGTGCTC

miR156_F

AGGCGGTGACAGAAGAGAGT

miR159_SL RT primer

GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGA
CTAGAGC

miR159 F

CGGCGGTTTGGATTGAAGGGA

miR169_SL RT primer

GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGA
CTCGGCT

miR169 F

GATATGCAGCCAAGGATGACT

miR172_SL RT primer

GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGA
CATGCAG

miR172_F

CGGCGGAGAATCTTGATGATG

miR319_SL RT primer

GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGA
CAGGGAG

j—;:’ miR319 F CGGATATTGGACTGAAGGGAG
pd ; . GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGA
[od miR393_SL RT primer CGGATCA
€ | 'mirR393 F CGTAATTCCAAAGGGATCGCAT
miR394_SL RT primer GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGA
- CCATCAA
miR394 F CGATATTCATTGAGTGCAGCG
miR397 SL RT primer GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGA
- CAAGGGG
miR397_F CGGCGGTGTGTTCTCAGGTCA
miR398_SL RT primer GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGA
- CGCCAGG
miR398_F TGGCGGATGCACTGCCTCTTC
miR408_SL RT primer GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGA
- CGGAGGT
miR408_F GGTAGTTTGGCATTCTGTCC
Universal R GTGCAGGGTCCGAGGT
SPL10_F TGTGGTCAGAGCATGCAAGT
SPL10 R ACAGCATGGAACCTGCTACA
TCP4_F AAGAAGAGGAGCAGCACGAC
TCP4 R GGAAGCTAGACAAGCCCTGAA
'S | TIRLF CCTCTGGGTGCTTGACTACA
S |[TIRLR AAAAGGCTCGGACGGAAACA
O |HOSLF CTCCGCCGAATCACAGCTAA
R HOS1 R GTTGTTGTTGTCCTTTAAGCTCG
o LAC4 F CCATCTCAAGGTTACAAACTGTCAG
= LAC4 R CTTCTACCACCGTGAAAATATGGC
& |[CSDLF ATGGCGAAAGGAGTTGCAGT
< | csblR TCACAGTGGTCACACCATCG
E LCR F TGCCATGCTTAGACAGCTCA
g LCR R GGCAAACACCATCCGTTCTG
PLANTACYANIN F TATAATCCGAGGATGCACAAC
PLANTACYANIN_ R ATATCGCTTTCGCAATGGTT
LAC3_F CCTGGCCAAACCACTAACGT
LAC3 R ATGTAGTAGCGGCCTGGTCTCT
COR15_F GCGATGTCTTTCTCAGGAGC
= COR15_R GCTTTCTTTGTGGCCTCGTT
2 _ | COR47F GACGTGTCTAATGGCCCACA
= 2 | COR47 R TAAAAGAGGTGGGAACGGGC
= § CBF1 F AGGGTCAAAGGACACACGTC
20 CBF1 R GGGAGCACACGGAGTTTTTG
2 CBF3_F ACTTGCGCTAAGGACATCCA
CBF3 R TGTCGAAGCCATGATCCGTC
s UBQ5_F GACGCTTCATCTCGTCC
=) UBQ5_R CCACAGGTTGCGTTAG
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3.3. Verilerin Toplanmasi ve Istatistiksel Analizler

Canlilik testi verileri SPSS istatistik programi kullanilarak “tek yonlii varyans
analizi” (ANOVA) ve ardindan “en az anlamli farklilik” (LSD) testi ile istatistiksel
olarak analiz edilmistir. U¢ tekrarin ortalama degerleri + standart hata (SE) olarak
ifade edilmis ve p<0.05 degerleri anlamli farklilik olarak kabul edilmistir. qRT-PCR
verileri ise t-testi ile analiz edilmis ve ortalama + SE (p<0.05) olarak ifade edilmistir.
Is1 haritas1 grafikleri, ti¢ kopyanin ortalama degerlerine gore Microsoft Excel ve

GraphPad Prism 8 istatistik programi kullanilarak ¢izilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Arabidopsis Fidelerinin Kriyoprezervasyon Siirecindeki
Canhihig1

48 ve 72 saat ¢imlenen Arabidopsis thaliana fidelerinden iki set olarak
gergeklestirilen kriyoprezervasyon asamalarinin sonunda ve sonrasinda alinan
fidelerin TZ testi ile degerlendirilen canlilik oranlarinin istatistiksel analizleri sonucu
olusturulan grafikleri Sekil 4.1°de, ilgili gruplara ait fidelerin canlilik goriintiileri ise
Sekil 4.2°de sunulmustur.

Tablo ve sekillerden anlasilacagi gibi 48 saatlik ¢cimlenmis K fidelerinin TZ testine
dayali canlilig1 %97.8 olarak saptanmis ve bunun LD ve GK fidelerinin canlilik
yiizdesinden 6nemli 6l¢iide farkli oldugu goriilmiistiir (sirastyla %67.3 ve %63.6, Sekil
4.1a). Ote yandan, 72 saatlik ¢imlendirilmis fidelerin canliligt OD (%47.4) ve LD
(%8.7) basamaklarinda (Sekil 4.1b) K ile karsilastirildiginda keskin bir diisiis

gostermistir.
a
100 - a
= . 100 £y
80 b b 80
) )
E  60- J-& = 60+ b
< x
S 40- T 40-
3}
S 8
20+ 20- .
c C
o/ . o4
-K K OD LD GK K K OD LD GK
a b

Sekil 4.1: 48 (a) ve 72 saat (b) in vitro ¢imlendirilmis A. thaliana fidelerinin
kriyoprezervasyon sirasindaki canlilik yiizdeleri. K: Herhangi bir muamele olmayan
kontrol fideler, OD: s1v1 azota daldirilmadan 6nceki fideler (ozmokoruma ve
dehidratasyon), LD: s1v1 azota daldirildiktan sonraki fideler (SA’da hizli sogutma ve
diliisyon), GK: geri kazanim sonrast MSO besiyerindeki 24 saat sonraki fideler ve -K:
1 saat 100°C’ta bekletilerek oOldiiriilen fideler (negatif kontrol). Farkli harfler ise her
bir grup i¢in anlamli farkliliklar1 temsil eder (P<0.05).
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Sekil 4.2: 48 ve 72 saat in vitro ¢imlendirilmis A. thaliana fidelerinin
kriyoprezervasyon sirasinda ve sonrasindaki canlilik testi goriintiileri. Kirmizi renk

canliligl, soluk renkler ise cansizlig1 temsil eder.

Hem 48 saat hem de 72 saat grubu igin siv1 azottan geri kazanim sonrasi 20’ser

fide 3 tekrarl1 olarak MSO rejenerasyon besi ortaminda 15 giin siire ile kiiltiire edilmis

ve canlilik yiizdeleri petri ortaminda da o6l¢iildiiglinde sonu¢ 72 saat grubu igin

degismezken (%0), 48 saat grubu icin TZ testinden daha yiiksek (%91,67) oldugu

goriilmistir (Sekil 4.3). Elde edilen bu sonuglar 72 saat ¢imlenen fidelerin

kriyoprezervasyon sonrast canlilik yilizdesinin 48 saat c¢imlenen fidelerinkinden

anlamli 6l¢lide daha diisiik oldugu ve 72 saat ¢imlenen fidelerin Kriyoprezervasyon

sonrasi geri kazanimin %0’a yakin oldugunu ortaya ¢ikarmistir.

Sekil 4.3: MSO besi ortaminda 15 giinliik inkiibasyonun ardindan 48 saat (a) ve 72

saat (b) in vitro ¢imlenmis ve kriyoprezerve edilmis A. thaliana fidelerinin geri

kazanimi1. Barlar 1 cm'yi temsil eder.
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4.2. Molekiiler Analizler

Hem 48 saat, hem de 72 saat ¢imlenip kriyoprezerve edilen Arabidopsis thaliana
fidelerin canlilik yiizdeleri karsilastirlldiginda iki grup arasindaki biiyiik farki
molekiiler anlamda anlayabilmek i¢in bu siirecte maruz kaldig stresler g6z 6niinde
bulundurularak segilen 10 miRNA ve bunlardan bazilarinin hedef genlerinin anlatim
analizlerini gergeklestirmek icin kriyoprezervasyon Oncesi, sirast ve sonrasinda ilgili
grup bitkilerden total RNA izolasyonu, takiben cDNA sentezi ve gRT-PCR ¢alismalari
yapilmistir.

4.2.1. Total RNA izolasyonu

48 saat ve 72 saat cimlendirilen Arabidopsis thaliana fidelerinden ve
kriyoprezervasyonun farkli asamalarinda alinan fidelerden TRIzol kullanilarak izole
edilen total RNA’larin NanoDrop degerleri Tablo 4.1°de, %1°lik agaroz jel goriintiileri
ise Sekil 4.4, Sekil 4.5°te gosterilmistir.

Tablo 4.1: 48 saat ve 72 saat grubuna ait RNA izolatlarinin NanoDrop sonuglari.

48 saat | Konsantrasyon (ng/ul) | OD 260/280 | OD 260/230
K1 335,93 1,97 0,95
K2 410,17 1,86 0,66
K3 711,01 1,93 0,92
OD1 251,45 1,92 0,72
OoD2 326,14 1,89 0,56
OD3 382,79 1,95 0,81
LD1 436,54 1,98 0,90
LD2 253,44 191 0,55
LD3 154,90 1,82 0,28
72 saat | Konsantrasyon (ng/ul) | OD 260/280 | OD 260/230
K1 2076,84 1,89 0,86
K2 2103,25 191 0,81
K3 256,67 1,97 1,01
OoD1 212,72 1,99 1,40
0OD2 274,42 2,02 1,46
OD3 362,58 2,05 1,58
LD1 213,48 2,04 0,96
LD2 162,67 2,01 0,84
LD3 427,37 2,04 1,60
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OD1 OD2 OD3 LD1 LD2

Sekil 4.4: 48 saat ¢imlenen Arabidopsis thaliana fidelerinin tiim kriyoprezervasyon

asamalarindan izole edilen total RNA’larin %1°lik agaroz jelde goriintimii, kontrol

grubu (K), s1vi azot dncesi grubu (ozmokoruma ve dehidratasyon; OD) ve siv1 azot
sonrast grubu (s1v1 azot ve diliisyon; LD).

K3 oD1 OD2 oD3 LD1 LD2 LD3

1500 bp

B N el

cannily

Sekil 4.5: 72 saat ¢imlenen Arabidopsis thaliana fidelerinin tiim kriyoprezervasyon

asamalarindan izole edilen total RNA’larin %1’lik agaroz jelde gorliniimii, kontrol

grubu (K), s1v1 azot dncesi grubu (ozmokoruma ve dehidratasyon; OD) ve s1vi azot
sonrast grubu (s1v1 azot ve diliisyon; LD).

4.2.2. Total RNA’lardan ¢cDNA Sentezi

miRNA’larin ¢cDNA sentezi “RevertAid First Strand cDNA Synthesis” kiti
kullanilarak 48 ve 72 saat tiim 6rneklerden (K1, K2, K3, OD1, OD2, OD3, LD1, LD2
ve LD3) SL primer karisimlari ile 2’ser set olarak [SL Miksl (miR159, miR169,
miR172, miR319 ve miR394), SL Miks2 (miR156, miR393, miR397, miR398 ve
miR408)]), hedef genlerin, soguk-iliskili genlerin ve i¢ kontrol geninin CDNA sentezi
ise yine ayni Orneklerden rastgele heksamer primerler ile tek set olarak

gerceklestirilmistir. Rastgele heksamer primerler ile elde edilen cDNA’lar
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kullanilarak, i¢ kontrol geni UBQS primerleri ve hem 48 saat hem de 72 saat d6rnekleri
kontrol PCR gerceklestirilmis ve PCR firiinii %1°lik agaroz jelde goriintiilenmistir
(Sekil 4.6). PCR 12,5 mM MgCl igeren “5x HOT FIREPol® Blend Master Mix Ready
to Load (Solis Biodyne)” kullanilarak gergeklestirilmistir.

R
)
q")

v

Sekil 4.6: UBQS5 primeri ile gerceklestirilen kontrol PCR iiriinlerinin %1 agaroz jel
elektrofez goriintiisii. a) 48 saat UBQS5 ve b) 72 saat UBQS5 (beklenen band
biiytlikliigii: 195bp), Negatif kontrol (-K), NTC, kontrol grubu (K1, K2, K3), s1v1 azot
oncesi grubu (ozmokoruma ve dehidratasyon; OD1, OD2, OD3), siv1 azot sonrasi
grubu (s1v1 azot ve diliisyon; LD1, LD2, LD3).

4.2.3. cDNA‘lar Kullamlarak qRT-PCR Analizleri

Farkli ¢imlenme siireleri (48 saat ve 72 saat) sonrasinda kriyoprezerve edilen
Arabidopsis fidelerinin kriyoprezervasyonu sirasinda ve sonrasinda alinan fidelerden
izole edilen RNA’lar kullanilarak sentezlenen cDNA’larin kalip olarak kullanildig: 10
miRNA, 9 hedef gen ve 4 soguk iligkili genin primerleri ile ger¢eklestirilen qRT-PCR

reaksiyonu ile ilgili siirecteki olas1 gen anlatim degisimleri analiz edilmistir.
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4.2.3.1. 48 Saatlik Fidelerde miRNA'larin ve Secilen Hedef Genlerin
Anlatim

4 miRNA'nin (miR156, miR319, miR394 ve miR408) anlatim diizeyi 48 saatlik
fidelerde sabit kalirken, 6 miRNA (miR393, miR397, miR398, miR159, miR169 ve
miR172) ozmokoruma ve SA’da saklama karmasik bir model gostermistir. Ornegin,
miR393 anlatimi1 OD &rneklerde 2 kat artmis, sivi azot ile muamele edilmis olanlarda
ise 15 kat artmistir. Ayrica, 48 saatlik fidelerde oksidatif stresle iliskili olan iki
mMIiRNA, miR397 ve miR398'de anlatim diizeylerinde degisim tespit edildi. OD’de, bu
miRNA'larin anlatim diizeyleri indiiklenmemistir ancak LD’de, kontrole kiyasla
miR397'de li¢ kat bir artisa yol agcmustir. Yaklasik olarak, LD 6rneklerinde OD'ye
kiyasla miR397 ve miR398 anlatim diizeylerinde iig kat artis gdzlenmistir. Ote yandan,
mMiR172 anlatimi sadece OD ile muamele edilmis fidelerde azalirken, LD
numunelerinde kontrol fidelerine kiyasla daha kararlidir. Aksine, miR159'un anlatim
diizeyi OD fidelerinde artmis ve sivi azot muamelesinden sonra diigmiistiir, ancak bu
degisiklik anlaml1 degildir (Sekil 4.7a, Sekil 4.10a).

Her ne kadar yukarida belirtilen miR156, miR319, miR394 ve miR408 anlatim
diizeylerinde istatistiksel olarak bir degisiklik olmasa da, hedef genleri hem OD hem
de LN grubu 6rneklerde (SPL10) veya sadece LD grubu fidelerde (LCR, TCP4 ve
PLANTACYANIN ve LAC3) azalmistir (Sekil 4.7b). LD o6rneklerinde miR393 ve
miR397'nin artan anlatimina gore hedef genleri TIR1, HOS1 ve LAC4’in anlatim
diizeyleri diismiistiir. CSD1'in anlatim diizeyi OD numunelerinde artmis daha sonra

LD fidelerinde kontrol diizeylerine diismiistiir (Sekil 4.7b, Sekil 4.10c).
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Sekil 4.7: 48-saat in vitro ¢imlendirilmis A. thaliana fidelerinin kriyoprezervasyon

asamalarinda farklilasmis olarak anlatilan miRNA'larin (a) ve bunlarin hedef

genlerinin (b) kantitatif analizi. K: Herhangi bir muamele olmayan kontrol fideler,
OD: s1v1 azota daldirilmadan 6nceki fideler (ozmokoruma ve dehidratasyon), LD:
siv1 azota daldirildiktan sonraki fideler (SA’da hizli sogutma ve diliisyon). Barlar

standart hatay1, farkli harfler ise her bir grup i¢in anlamli1 farkliliklar1 temsil eder

(P<0.05).
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4.2.3.2. 72 Saatlik Fidelerde miRNA'larin ve Secilen Hedef Genlerin
Anlatim

Test edilen 6 miRNA'nin (miR397, miR398, miR159, miR169, miR172 ve
miR408) anlatim diizeyi, kontrol ile karsilastirildiginda OD ve LD islemlerine maruz
birakilan 72 saatlik fidelerde 6nemli 6l¢iide azalmistir. miR156 ve miR394’iin OD
orneklerinde anlatiminda bir diigiis saptanirken, LD fidelerinde kontrol diizeyine goére
artis gozlenmistir. Diger yandan, miR393 anlatim1 OD ve LD orneklerinde 2 kat
artmistir. Benzer sekilde, miR319 LD orneklerinde neredeyse 1.7 kat indiiklenmistir,
ancak kontrol ile karsilastirildiginda 72 saatlik fidelerin OD 6rneklerinde kararli
oldugu gozlenmistir (Sekil 4.8a, Sekil 4.10b).

Hedef gen anlatimu ile ilgili olarak, miR319 anlatimindaki artistan 6tiirii LN
orneklerinin TCP4 anlatiminda 20 kat azalma tespit edilmistir. miR393 anlatimindaki
artisla uyumlu bir sekilde hem OD hem de LN orneklerinde TIR1 ve HOS1
anlatiminda 6nemli bir diigiis belirlenmistir. Aksine, CSD1 anlatim1 OD ve LD'ye
maruz birakilan 72 saatlik fidelerde (sirasiyla 9 kat ve 6.5 kat) artmistir. Koordineli
olarak, miR398’in anlatimi bu kosullarda dikkate deger ol¢lide azalmistir. Benzer
sekilde, PLANTACYANIN'in gen anlatimi, 72 saatlik fidelerin OD ve LD
orneklerinde miR408 anlatimmin diismesi nedeniyle sirasiyla 3.9 kat ve 1.5 kat
artmistir. Ek olarak, miR408'in diger hedef geni olan LAC3, OD 6rneklerinde artarken,
LD fidelerinde kontrol diizeylerinde bir diisiis gozlenmistir. Bununla birlikte, LD
orneklerinde miR394’in anlatiminda kontrole kiyasla istatistiksel bir fark goriilmese
de, hedefi olan LCR'de 5 kat diisiis gbzlenmistir. miR156'in hedefi olan SPL10 ayni
anlatim modelini sergiledi. Ayrica, OD ve LD fidelerinde miR397'nin anlatimindaki
azalmadan bagimsiz olarak LAC4 anlatimi, sadece LD ile muamele edilmis 72 saatlik

fidelerde 6nemli dlgiide azalmigtir (Sekil 4.8b, Sekil 4.10d).
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Sekil 4.8: 72-saat in vitro ¢imlendirilmis A. thaliana fidelerinin kriyoprezervasyon

asamalarinda farklilasmis olarak anlatilan miRNA'larin (a) ve bunlarin hedef

genlerinin (b) kantitatif analizi. K: Herhangi bir muamele olmayan kontrol fideler,
OD: s1v1 azota daldirilmadan 6nceki fideler (ozmokoruma ve dehidratasyon), LD:
siv1 azota daldirildiktan sonraki fideler (SA’da hizli sogutma ve diliisyon). Barlar

standart hatay1, farkli harfler ise her bir grup i¢in anlamli farkliliklari temsil eder

(P<0.05).
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Daha once dehidratasyon (OD) asamasinin kriyoprezervasyondan sonra
hayatta kalmak icin kritik 6neme sahip oldugu bildirilmis (Engelmann 2004; Ren et
al., 2015) olmasina ragmen, sogukta maruz kalma da A. thaliana fidelerinin geri
kazanilmasi i¢in onemli goriinmektedir. Bu nedenle, tez g¢alismasinda, yiiksek
antioksidan durumu ve oksidatif stres tepkisi ile birlikte, miRNA'larla iliskili soguk
iliskili genlerin ve hedef genlerin anlatim diizeylerinin degismesinin, basarili
kriyoprezervasyon protokollerinin gelistirilmesinde 6nemli bir rol oynadigini
gostermistir. Ayrica, abiyotik stres ve gelisim asamalari ile iliskili miRNA'larla elde
edilen sonuglar, A. thaliana fidelerinde ¢imlenme siiresinin uzamasinin, uzun siireli
depolama sirasinda meydana gelen streslere karsi toleransin azalmasina neden

oldugunu gostermistir.
4.2.3.3. Soguk liskili Genlerin (CBF’ler ve COR’lar) Anlatim

Kriyoprezerve edilmis Arabidopsis thaliana'da miR393 ve miR397'nin
diizenledigi soguk toleransinin yolunu anlamak i¢in CBF1 ve CBF3 transkripsiyon
faktorlerinin ve bunlarmn alt genlerinin (COR15 ve COR47) anlatim diizeyleri qRT-
PCR ile degerlendirilmistir. 48 saat ve 72 saat ¢imlenen Arabidopsis thaliana
tohumlarindan gergeklestirilen kriyoprezervasyon asamalarindan 6rnek alarak RNA
izolasyonu ve akabinde bunlardan sentezlenen cDNA’larin kullanildig1r gen anlatim
caligmalarina ait tim qRT-PCR analizi sonuglarindan elde edilen verilerin istatistiksel

olarak islenmesi sonucu olusturulan grafikler Sekil 4.9°da gdsterilmistir.
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Sekil 4.9: 48-saat (a) ve 72- saat (b) in vitro ¢imlendirilmis A. thaliana fidelerinin
kriyoprezervasyon asamalarinda farklilasmis olarak anlatilan soguk iligkili genlerin
(CBF’ler ve COR’lar) kantitatif analizi. K: Herhangi bir muamele olmayan kontrol

fideler, LD: s1v1 azota daldirildiktan sonraki fideler (SA’da hizli sogutma ve
diliisyon). Barlar standart hatayi, farkli harfler ise her bir grup i¢in anlamli
farkliliklar1 temsil eder (P<0.05).

Soguk-iligkili transkripsiyon faktorleri ve genlerinin (CBF1, CBF3, COR15 ve
CORA47) anlatim diizeyleri, kontrole kiyasla 48 saat - LD orneklerinde 6nemli 6lgiide
artmistir (Sekil 4.9a, Sekil 4.10e). CBF1 ve CBF3 anlatimi, 48 saat - LD 6rneklerinde
sirastyla 5.7 ve 1.8, COR15 ve COR47 anlatimi ise sirasiyla 1.7 ve 2.3 kat artmustir.
Aksine, 72 saat - LD o6rneklerinde CBF3 anlatiminda 6nemli bir azalma (5.2 kat)
gozlenirken COR15’in anlatimi, kontrole kiyasla 2.9 kat azalmistir (Sekil 4.9b, Sekil
4.10f). CBF1 ve COR47’in anlatimi ise sirasiyla 4.1 ve 1.5 kat yiikselmistir.

48 ve 72 saat ¢cimlenen Arabidopsis fidelerinin kriyoprezervasyonu sirasi ve
sonrasinda alinan fidelerden izole edilen RNA orneklerinden sentezlenen cDNA’lar
ile 10 mIRNA, 9 hedef geni ve 4 soguk-iliskili gene ait primerler kullanilarak ¢alisilan
gRT-PCR calismalarina ait tim sayisal veriler Tablo B1.2’de ve bu veriler ile

olusturulan 1s1-haritas1 grafikleri Sekil 4.10°da gosterilmistir.
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Sekil 4.10: 48- ve 72-saat in vitro ¢imlendirilmis A. thaliana fidelerinin
kriyoprezervasyon asamalarinda farklilasmis olarak anlatilan miRNA'larin (a, b),
bunlarin hedef genlerinin (c, d) ve soguk-iliskili genlerin (e, f) qRT-PCR
analizlerinin 1s1 haritas1. Genlerin anlatim diizeyleri kontrole kiyasla 222" formatina
doniistiiriilmiis kat degistirme degerleri kullanilarak sunulmustur. Anlatim diizeyi
artan genler kirmiz1 ve anlatim diizeyi azalan genler ise yesil renkle gosterilir.
Sagdaki ¢ubukta gosterildigi gibi, anlatim farkliliklar arttik¢a rengin yogunlugu
artar.
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5. TARTISMA

Bir¢ok farkli bitkide kriyoprezervasyonu icin ¢esitli teknikler gelistirilmis
olmasma ragmen, bazi tiirlerde [6rn; fisttk (Ozden-Tokatli ve ark. 2009), cennet
agacinda (Scocchi ve ark. 2007)] halen sivi azotta dondurulma ve ¢ozdiiriilme
sonrasinda nispeten diisiik sagkalim oranlar1 goézlenmektedir. Bu siiregte bitkiler
bircok strese maruz kalmaktadir. Dahasi, simdiye kadar, bitkilerin kriyoprezervasyon
sirasinda abiyotik streslere karsi toleransini artirmak i¢in benzersiz bir bilesik veya
hatta metabolik yol yoktur. Bununla birlikte, bitkilerin basaril1 bir sekilde uzun siireli
saklanabilmesi icin anahtar adimin, dehidratasyon, donma ve bu kosullarin
olusturdugu oksidatif strese karsi tolerans oldugu iyi bilinmektedir (Folgado ve ark.
2015). Ayrica, bu streslere tolerans, kriyoprezerve edilen A. thaliana'nin fide yaslar
ile de dogrudan iliskilidir. Ren ve arkdaslarmin (2013) yaptigi ¢alismada, A.
thaliana’nin 48 saatlik fidelerinde kriyoprezervasyon sonrasi geri kazanim
saglanabilirken, 72 saatlik fideler kriyojenik islemden sonra dlmiistiir (Ren ve ark.
2013). Destekleyici olarak, bu tez ¢alismasinda da, 48 saat ¢imlendirilmis A. thaliana
fidelerinde kriyoprezervasyon sonrast MSO besi ortamindaki 15 giinliik kiiltiirlerinde
%91,7 oraninda geri kazanim gozlenirken, 72 saatlik ¢imlendirilmis fidelerde
kriyoprezervasyondan sonra hayatta kalma kaydedilmemistir (Sekil 4.3).

Soguk, ABA, dehidrasyon ve tuz stresleri gibi abiyotik streslerin miR393,
miR397b, miR402 anlatimlarimi indiikledigi iyi bilinmektedir [Sunkar and Zhu 2004].
Birgok bitki tiiriinde mevcut korunmus bir miRNA ailesi olan miR393’in [Bian et al.,
2012] anlatimi tez ¢alismamizda da ozellikle 48 saatlik 6rneklerde dikkate deger bir
sekilde artmustir (Sekil 4.7a ve Sekil 4.10a). Daha 6nce dort F-box geni, TIR1, AFB1,
AFB2 ve AFB3, miR393 i¢in hedef olarak belirlenmistir [Jones-Rhoades and Bartel
2004], [Parry et al., 2009]. Tez ¢alismasinda, kriyoprezervasyon uygulamasi sirasinda
miR393 anlatimindaki degisiklikleri degerlendirmek i¢in F-box / RNI benzeri siiper
aile proteini TIR1 se¢ilmistir. miR393"ilin (15 kat) artisina uygun olarak, TIR1 anlatim1
SA ile muamele edilmis 48 saatlik fidelerde azalmistir. Benzer sekilde, 72 saatlik
fidelerde miR393 anlatim diizeyinde bir artis (Sekil 4.8a ve Sekil 4.10b) ve TIR1'de
ise azalig (Sekil 4.8b ve Sekil 4.10d) gozlenmistir. miR393 anlatimindaki elde edilen
bu tiir farklilasan anlatim diizeyi, bu miRNA'nin bir baska hedef geni HOS1’in
baskilanmasiyla anlatim1 artan RD29A (COR78), COR47, COR15 ve KIN1 gibi
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soguk iligkili proteinler nedeniyle SA muamelesinden sonra 48 saat ¢imlenmis
fidelerde nispeten daha yiiksek sagkalimm meydana gelmesinde rol oynadigini
gostermistir (Sekil 5.1a) [Liu et al., 2008]. Bu proteinler arasinda, COR15'in, kararsiz
soguk laktat dehidrojenaz enzimini [Lin ve Thomashow 1992] etkili bir sekilde
korudugu ve ayni zamanda donma sirasinda hassas membranlari stabilize ettigi i¢in
giiclii kriyoprotektif aktiviteye sahip oldugu iyi bilinmektedir [Thalhammer and
Hincha 2014]. Bu nedenle, 48 saatlik fidelerde elde edilen nispeten yiiksek hayatta
kalma oranlari, miR393 anlatiminin yilikselmesinin bir sonucu olarak HOSI1't
baskilayarak muhtemelen COR15 ve diger soguk iliskili proteinlerin indiiklenmesiyle
hassas membranlarin daha stabil hale gelmesinden kaynaklanabilir. Ayrica, TIRI
transkript diizeyi soguk stresi altinda distiigiinden, miR393 soguk yaniti verme
sirasinda membran stabilizasyonu igin de Onemli olan seker sinyallerini stres
yanitlartyla birlestirebilir [Sunkar et al., 2007]. Bu varsayim, ciddi membran lipid
peroksidasyonunun 72 saatlik fidelerin diisiik hayatta kalma nedenlerinden biri oldugu

tespit edilen Chen ve arkadaslarinin (2015) ¢alismasi ile de tutarlidir.
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Sekil 5.1: 48 saat (a) ve 72 saat (b) ¢imlenme sonrasi kriyoprezerve edilmis A.
thaliana fidelerinde kuraklik, soguk ve oksidatif stres ile iligki mMiIRNA'larm (i¢
cember), onlarin segilmis hedef genlerin (dis gember) ve soguk-iliskili genlerin stres
durumunda diizenlenme mekanizmalarinin diagrama.

48 saat orneklerindeki soguk iliskili proteinlerin artmasi, 48 saatlik ¢imlenmis
LD fidelerinde (Sekil 4.7a ve Sekil 4.10a) miR397'nin anlaml artisiyla (yaklasik 3
kat) da kanitlanabilir. Dong ve Pei (2014) bitkinin soguk stresine toleransinda gorev
alan CBF ve COR genlerinin transkript diizeylerinin indiiklenmesi ile sonuglanan
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miR397'nin asir1 anlatimini gdstererek bu miRNA'min A. thaliana'da soguk stresine
yanitta diizenleyici bir fonksiyonu oldugunu rapor etmistir. Benzer sekilde, CBF1
anlatim1 Arabidopsis'te 4°C'ye maruz kaldiktan sonraki bir saat iginde yaklasik 3 kat
uyarilmistir [Fowler ve Thomashow 2002]. Tez ¢alismasinda, miR397’nin anlatimi 72
saatlik ¢imlenmis OD ve LD orneklerinde belirgin sekilde (5 kat) diismistiir (Sekil
4.8a ve Sekil 4.10b). Bu miRNA'nin bir kazein kinaz beta alt birimi 3 ve iki farklh
lakkaz1 (LAC17 ve LAC4) hedefledigi bilinmektedir [Sunkar and Zhu 2004], [Li et
al., 2010]. Bu ¢alismada LAC4 anlatim1 miR397'nin artis1 ile uyumlu olarak 48 saatlik
LD orneklerinde (Sekil 4.7b ve Sekil 4.10c) 2.6 kat azalmistir. Her ne kadar 72 saatlik
OD ve LD 6rneklerinde miR397'nin anlatimi 5 kat azalmis olsa da, hedef genin LAC4
anlatim1 OD'deki kontrole gore degismemis ve ayrica LD’de azalmistir (Sekil 4.8b ve
Sekil 4.10d). Yukarida belirtilen miR393 anlatimi ile birlikte bu ilging sonug, 72 saat
orneklerinin hayatta kalamamalarmin nedenlerinden biri, miR397 anlatiminin
azalmasi ve miR393 anlatiminin yeterli bir sekilde artmamasi nedeniyle soguk iliskili
genlerin anlatimimin indiiklenememesi olabilir.

Soguk iligkili genlerin anlatiminin yani sira, reaktif oksijen tiirlerinin (ROS)
tiretilmesi ve serbest radikallerin antioksidan sistemlerle atilmasi, kriyoprezervasyon
stirecinde bir diger dnemli faktordiir [Chen et al., 2015]. A. thaliana'da, oksidatif stres
diizeylerinin yiikselmesi miR398 anlatiminin azalmas: ile sonuglanirken, miR398’in
hedef geni CSD1 ve CSD2 traskriptleri uyarilmistir [Khraiwesh et al., 2012].
Calismamizda OD o6rneklerinde miR398 anlatimi baskilanmig, CSD1 anlatimi hem 48
saat (Sekil 4.7 ve Sekil 4.10a,c) hem de 72 saat (Sekil 4.8a ve Sekil 4.10b) 6rneklerinde
artmis ve ardindan beklenildigi gibi antioksidan tepkiler gergeklesmistir. Bununla
birlikte, miR398 anlatimindaki diisiis ve CSD1 transkriptinin indiiklenmesi, 72 saatlik
fidelerde daha belirgindir (8 kat). Bu da muhtemelen soz konusu fidelerde
kriyoprezervasyon sonrast Onemli Olgiide diisiik hayatta kalmalarinda rol
oynayabilecek daha ciddi oksidatif hasarin olustugunu gosterir. Bu varsayim, oksidatif
strese maruz kaldiktan sonra membran lipit peroksidasyonundan dolay1 ozmokoruma
ve dehidratasyon sirasinda 48 saatlik numunelere kiyasla 72 saatlik fidelerde nispeten
diisiik oksidatif fosforilasyonun kaydedildigi Ren ve caligma arkadaslarinin (2013)
sonuglari ile ayn1 goriistedir. LD ile ilgili olarak, SA islemi, miR398 ve CSD1'in 48
saatlik fidelerde anlatim degisikliklerine neden olmazken, 72 saatlik fidelerde miR398

anlatimini azaltmig ve bununla uyumlu olarak, isaret ettigimiz gibi daha fazla oksidatif
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stresin varligimin oldugu 72 saatlik fidelerde dikkate deger bir CSD1 indiiksiyonuna
yol agmustir.

Dort bakir atomu igeren glikoproteinler olan ve hiicre duvari islevinde rol
oynayan lakkaz (LAC3) ve proteinler arasinda elektrontransfer servisleri olarak islev
gordiigii disiiniilen bakir baglayict proteinleri kodlayan PLANTACYANIN
[Nersissian et al., 1998], farkl1 abiyotik stres tepkilerinde rol oynayan dnemli biyolojik
yolaklar1 diizenleyen miR408 tarafindan hedeflenmektedir [Sunkar and Zhu 2004],
[Liu et al., 2008], [Mutum et al., 2013], [Jovanovic et al., 2014], [Zhang et al., 2014].
Ma ve arkadaslar1 (2015), miR408'in tuzluluk, oksidatif ve soguk stresleri tarafindan
indiiklendigini, anlatimmin ozmotik ve kuraklik stres kosullarinda azaldigini
gostermistir. Bu c¢alisma ile uyumlu olarak, miR408’in anlatimi kuraklik stresi
altindaki 72 saatlik OD 6rneklerinde azalmis ve hedef genlerinin (PLANTACYANIN
ve LAC3) anlatimi ayni stres kosulundaki 72 saatlik OD orneklerinde artmistir (Sekil
4.8 ve Sekil 4.10 b,d). miR408 anlatiminin azalmasi ve hedef genlerinin anlatimlarinin
72-saatte eszamanli artmasi muhtemelen bu fidelerin dehidratasyon stresinden daha
fazla etkilendigini gostermektedir. LD Orneklerinde soguk stresine maruz
kalindiginda, hedef genlerinin anlatimi 48 saatte miR408 ile ters olarak azalmistir
(Sekil 4.7a ve Sekil 4.10a). Sonuglarimizla ilgili olarak, 72 saatlik LD 6rneklerinde
miR408'in azalmasi, oksidatif stresin neden oldugu artan lipid peroksidasyonu ile
aciklanabilir [Ren et al., 2013]. Bu nedenle, ilgili anlatimin azalmasi muhtemelen
bitkileri oksidatif strese karsi daha hassas hale getirmis ve 72 saatlik ¢imlenmis A.
thaliana fidelerinin kriyoprezervasyonu sonrasinda diisiik bir geri kazanim orani ile
sonuglanmistir.

A. thaliana'da gen anlatimini degistiren bir baska miRNA, kuraklik stresinde
anlatimlar1 azalan ve transkripsiyon sonrasi diizeyde hedef genleri NFYAS'in
diizenlenmesinde ¢ok dnemli rol alan miR169a ve miR169c¢ Li ve arkadaslar1 (2008)
tarafindan rapor edilmistir. Sonuglarimiz, miR169'un anlattiminin hem 48 saat (Sekil
4.7a ve Sekil 4.10a) hem de 72 saat (Sekil 4.8a ve Sekil 4.10b) OD ve LD orneklerinde
distiiglinii gostermistir. Ek olarak, miR159 anlatim1 72 saatlik 6érneklerde hem OD
hem de LD’de azalmistir (Sekil 4.8a ve Sekil 4.10b), ancak 48 saatlik 6rneklerde LD'de
kontrol diizeyine diiserken, OD'de 1.8 kat artmustir (Sekil 4.7a ve Sekil 4.10a). Bu
sonug, Reyes ve Chua’nin (2007) ¢alismasinda, miR159’un A. thaliana tohumlarinin
erken ¢imlenme evrelerinde kuraklik stresine neden oldugunu belirttigi ¢alismasina

uygundur.
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Abiyotik stres ile iligkili miRNA'larin yani sira, gelisim ile iliskili miRNA’larin
da kriyoprezervasyon sonrasi geri kazanimda rol oynadigi varsayilmaktadir. Bu
nedenle, farkli kriyoprezervasyon basamaklarinda miR156, miR319 ve miR394'lin
anlatim diizeyleri bu calismada degerlendirilmistir. Geng fidelerde yiiksek oranda
ifade edilen miR156 [Xu et al., 2016] kuraklik stresinde 6nemli dl¢iide (2.1 kat)
azalmis [Zhou et al., 2010], tuz stresi altinda ise (1.56 kat) artmistir [Liu et al., 2008].
miR 156 bu ¢alismada kriyoprezervasyonun ozmokoruma ve dehidratasyon basamagi
nedeniyle 72 saatlik OD 6rneklerinde onemli 6l¢iide azalmistir (Sekil 4.8a ve Sekil
4.10b). Ancak, 72 saatlik LD 6rneklerinde (Sekil 4a) ve hem geng-yetiskin vejetatif
hem de vejetatif-iireme fazinin gegisini kontrol eden hedef geni SPL10’nun anlatimi
ayn1 Orneklerde (miR156-SPL yolunun, A. thaliana'da soguk stres altinda etkili
olmadig bildirildigi halde [Khraiwesh et al., 2012]) ilging bir sekilde azalmistir (Sekil
4b). Bununla birlikte, 72 saat orneklerinde miR156'nin indiiksiyonu, abiyotik stres
kosullarinda jiivenil durumun uzun siire korunmasindan kaynaklanabilir. Ayrica,
juvenil durumdan erigkinlige gegise izin vermek igin anlatimi baskilanmistir [Cui et
al., 2014]. Ancak, A. thaliana'da ¢imlenmenin ilk asamalarindaki gen anlatim
diizeylerini degerlendirdigimiz ¢alismamizda bu baskinin goriilmesi i¢in erken oldugu
distiniilmektedir.

miR319, hedef geni TCP ailesi transkripsiyon faktorlerini dizenler. TCP
transkripsiyon faktorleri ise hormon biyosentezi, sinyalizasyon, hiicre ¢gogalmasi ve
farklilasma bitki gelisim siirecleri, 6zellikle yaprak morfogenezi dahil olmak {izere
¢oklu biyolojik yollarin diizenlenmesinden sorumludur [Schommer et al. 2012].
miR319'un anlatim1 A. thaliana'da soguk stresi altinda artmigtir [Liu et al, 2008],
[Sunkar and Zhu 2004]. Tez ¢alismasinda, miR319'daki anlatim degisikliginin hedef
geni TCP4 ile uyumlu oldugu gézlenmistir. miR319 anlatimi 72 saat LD 6rneklerinde
artmig, TCP4 anlatimi ise azalmistir (Sekil 4.8 ve Sekil 4.10b,d). Her ne kadar miR319
anlatim diizeyl, 48 saatlik LD 6rneklerinde (Sekil 4.7a ve Sekil 4.10a) kontrole kiyasla
degismese de, 72 saatlik LD orneklerinde artist 72 saatlik ¢imlenen fidelerin
kriyoprezervasyon sirasinda soguk stresinden daha fazla etkilendigini gosterebilir.

Yaprak morfolojik gelisiminde ve kuraklik [Ni et al., 2012], [Song et al., 2013],
tuzluluk [Song et al., 2013] ve soguk [Song et al., 2016] gibi abiyotik streslerin
diizenlenmesinde gorev alan bir bagska miRNA, miR394 [Song et al., 2012] olarak
rapor edilmistir. Sonuglarimiz, 48 saat 6rneklerinde miR394'in anlatim diizeyinde

(Sekil 4.7a ve Sekil 4.10a) anlamli bir degisiklik olmadigin1 gostermis, ancak 72
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saatlik LD oOrneklerinde miR394 anlatiminda artis ve hedef geninde (LCR) azalis
goriilmistiir (Sekil 4.8 ve Sekil 4.10 bd). 72 saat 6rneklerinde LD'de miR394 ve
LCR'nin anlatimlarindaki degisiklik muhtemelen 72 saat ¢imlenen fidelerin, abiyotik
strese 48 saatlik fidelerden daha duyarli olduguu bir kez daha gostermistir.

Daha 6nce dehidratasyon (OD) asamasinin kriyoprezervasyondan sonra hayatta
kalmak icin kritik 6neme sahip oldugu bildirilmis [Engelmann 2004], [Ren et al.,
2015] olmasmna ragmen, sogukta maruz kalma da A. thaliana fidelerinin geri
kazanilmasi i¢in onemli goriinmektedir. Bu nedenle, tez g¢alismasinda, yiiksek
antioksidan durumu ve oksidatif stres tepkisi ile birlikte, miRNA'larla (6zellikle
miR393) ve onlarinhedef genleri ile iliskili, soguk ile uyarilan genlerin anlatim
diizeylerindeki ~ degisimlerin,  basarili  kriyoprezervasyon  protokollerinin
gelistirilmesinde onemli bir rol oynadigini gostermistir. Ayrica, abiyotik stres ve
gelisim asamalari ile iligskili miRNA'larla elde edilen sonuglar, A. thaliana fidelerinde
¢imlenme siiresinin uzamasinin, uzun siireli depolama sirasinda meydana gelen

streslere kars1 toleransin azalmasina neden oldugunu gostermistir.

68



6. SONUC

Bu tez calismas1 kapsaminda farkli ¢imlenme stireleri (48 ve 72 saat) sonrasinda
Arabidopsis fideleri kriyoprezerve edilmis, kriyoprezervasyon sirasi ve sonrasinda
fidelerin canliliklar1 TZ testi ile degerlendirilmis, bu siiregte alinan 6rneklerden RNA
izolasyonu ve cDNA sentezi yapilmis, cDNA’lar kalip olarak kullanilarak da ilgili
miRNA’lar ve hedef genleri i¢in qRT-PCR ile gen anlatim g¢alismalari

gerceklestirilmistir. Elde edilen 6nemli sonuglar asagida listelenmistir.

e 48 saat ¢imlenen fideler kriyoprezervasyon sonrasi canliliklarini siirdiirtirken, 72
saatlik ¢imlenenlerin canliligi OD (%47.4) ve LD (%8.7) basamaklarinda K ile
karsilastirildiginda keskin bir diisiis gostermistir.

e 48 saat drneklerinde miR393 anlatimi1 OD 6rneklerde 2 kat artmus, sivi azot ile
muamele edilmis olanlarda ise 15 kat artmistir. Ayrica, 48 saatlik fidelerde
oksidatif stresle iliskili olan iki miRNA’dan, miR397 ve miR398'de anlatim
diizeylerinde degisim tespit edilmistir. miR393 ve miR397'nin artan anlatimina
gore hedef genleri TIR1, HOS1 ve LAC4’iin anlatim diizeyleri diigmiistiir.
CSD1'in anlatim diizeyi OD numunelerinde artmis daha sonra LD fidelerinde
kontrol diizeylerine diismiistiir.

e 72 saat drneklerinde miR397, miR398, miR159, miR169, miR172 ve miR408
anlatim diizeyi, kontrol ile karsilastirildiginda OD ve LD islemlerine maruz
birakilan fidelerde 6nemli Gl¢lide azalmistir. mMiR319 anlatimindaki artistan
otiirti LD 6rneklerinin TCP4 anlatiminda 20 kat azalma tespit edilmistir. miR393
anlatimindaki artisla uyumlu bir sekilde hem OD hem de LD 6rneklerinde TIR1
ve HOS1 anlatiminda 6nemli bir diisiis belirlenmistir. Aksine, CSD1 anlatimi1
OD ve LD'ye maruz birakilan 72 saatlik fidelerde (sirasiyla 9 kat ve 6.5 kat)
artmistir. Koordineli olarak, miR398 anlatimi1 bu kosullarda dikkate deger
Olclide azalmistir.

e 48saat LD orneklerinde CBF1 ve CBF3 anlatimi sirasiyla 5.7 ve 1.8 kat, COR15
ve CORA47 anlatimi ise sirasiyla 1.7 ve 2.3 kat artmistir.
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Ek A: Tez Calismas1 Kapsaminda Yapilan Yayinlar

Ekinci M. H., Kaythan D. S., Kaythan C., Ozden Cift¢i Y. (2020), “The role of
microRNAS in recovery rates of Arabidopsis thaliana after short term cryo-storage”,
Plant Cell, Tissue and Organ Culture (PCTOC), 1-13.

Ek B: Tez Kapsaminda Yapilan Cahsmalara Ait Istatistiksel Veriler

48 ve 72 saat ¢cimlenen Arabidopsis fidelerinin kriyoprezervasyonu sirasi ve
sonrasinda alinan fidelerin TTC testi ile yapilan canlilik sonuglarina ait sayisal veriler
Tablo B1.1’de, bunlardan izole edilen RNA Orneklerinden sentezlenen cDNA’lar ile
10 miRNA, 9 hedef geni ve 4 soguk-iliskili gene ait primerler kullanilarak ¢aligilan
gRT-PCR ¢aligmalarina ait tiim sayisal veriler Tablo B1.2’de sunulmustur.

Tablo B1.1: 48 ve 72 saat in vitro ¢imlendirilmis A. thaliana fidelerinin
kriyoprezervasyon sirasindaki canlilik oranlarinin istatistiksel analiz sonuglari®. K:
Herhangi bir muamele olmayan kontrol fideler, OD: siv1 azota daldirilmadan 6nceki
fideler (ozmokoruma ve dehidratasyon), LD: sivi azota daldrildiktan sonraki fideler
(SA’da hizli sogutma ve diliisyon), GK: geri kazanim sonrast MSO besiyerindeki 24
saat sonraki fideler ve -K: 1 saat 100°C’ta bekletilerek dldiiriilen fideler (negatif
kontrol). Farkl: harfler ise her bir grup i¢in anlamli farkliliklar1 temsil eder (P<0.05).

K (%) K (%) oD (%) LD (%) GK (%)

48 saat | 0.00 +0.00c® | 97.95+2.04a | 84.31+5.14ab | 67.31+6.57b | 63.63 +8.5b

72saat | 0.00£0.00c | 97.78£2.22a |47.37+£821b | 8.69+4.2¢c 2.18+2.18¢

@Her deneme i¢in farkl harfler, LSD ¢oklu karsilagtiriimali teste gore anlamli bir fark (P < 0.05) gostermektedir.
Farkliliklar dikey olarak degerlendirilmistir.
b Ortalama + standart hata.
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Tablo B1.2: 48 ve 72 saat in vitro ¢imlendirilmis A. thaliana fidelerinin kriyoprezervasyon asamalarinda farklilasmis olarak anlatilan
miRNA'larm, bunlarm hedef genlerinin ve soguk-iliskili genlerin qRT-PCR verileri. Genlerin anlatim diizeyleri kontrole kiyasla 222 formatina
dontstiiriilmiis kat degistirme degerleri kullanilarak sunulmustur?®. K: Kontrol fideler, OD: sivi azota daldirilmadan 6nceki fideler, LD: s1v1 azota

daldrildiktan sonraki fideler. Farkli harfler ise her bir grup i¢in anlamli farkliliklar1 temsil eder (P<0.05).

@Her deneme i¢in farkli harfler, LSD coklu karsilastirilmali teste gore anlamli bir fark (P < 0.05) gostermektedir. Farkliliklar dikey olarak degerlendirilmistir.

bQOrtalama + standart hata.

V6

miR156 miR 319 miR393 miR397 miR398 miR394 miR159 miR169 miR172 miR408
- K 1.00+0.06a 1,01+0.16a 1,00+0.03c 1,02+0.21b 1,04+0.30ab 1,01+0.16a 1,00+0.05b 1,00+0.02a 1,00+0.09a 1,01+0.19a
g oD 0.74+0.13a 0,97+0.11a 2,79+0.30b 1,05+0.09b 0,46+0.06b 0,90+0.04a 1,79+0.01a 0,61:+0.08b 0,67+0.06b 0,85+0.01a
g LD 0,78+0.08a 1,10+0.06a 15,34+3.51a 2,89+0.07a 1,34+0.08a 0,89+0.04a 1,07+0.27ab 0,48+0.04b 0,96+0.06ab 1,12+0.16a
- K 1,00+0.01a 1,00+0.06b 1,05+0.25b 1,03+0.24a 1,01+0.12a 1,01+0.07a 1,02+0.12a 1,00+0.05a 1,00+0.01a 1,02+0.19a
§ oD 0,83+0.03b 0,86+0.03b 2,15+0.27a 0,14+0.01b 0,17+0.01c 0,71+0.01b 0,57+0.02b 0,57+0.01b 0,24+0.01c 0,20+0.01b
R LD 1,19+0.14a 1,78+0.17a 1,94+0.23a 0,21+0.06b 0,24+0.01b 1,37+0.18a 0,62+0.02b 0,70+0.06b 0,53+0.03b 0,35+0.05b
SPL10 TCP4 TIR1 HOS1 LAC4 CSD1 LCR PLANTACYANIN LAC3
- K 1,02+0.19a 1,01+0.10a 1,00+0.06a 1,01+0.09a 1,00+0.04a 1,01+0.14b 1,04+0.29a 1,02+0.19a 1,02+0.20ab
g oD 0,43+0.03b 0,88+0.26ab 1,03+0.01a 0,41+0.04b 0,65+0.13ab 1,56+0.03a 0,80+0.12a 0,95+0.06a 1,33+0.01a
g LD 0,41+0.06b 0,33+0.01b 0,77+0.11b 0,40+0.07b 0,39+0.02b 0,86+0.11b 0,18+0.02b 0,16+0.03b 0,27+0.04b
= K 1,01+0.11a 1,02+£0.17a 1,00+0.04a 1,07+0.27a 1,00+0.01a 1,00+0.02¢ 1,00:+0.06a 1,00+0.01c 1,00+0.06b
§ oD 0,72+0.05a 0,77+0.19a 0,51+0.01b 0,64+0.05b 1,10+0.18a 9,05+0.34a 0,59+0.04b 3,96+0.69a 1,51+0.09a
~ LD 0,34+0.04b 0,06+0.02b 0,27+0.04c 0,33+0.01c 0,49+0.07b 6,48+0.48b 0,19+0.04c 1,56+0.13b 0,71+0.19b
CBF1 CBF3 COR15 COR47
§ K 1,01+0.08b 1,07+0.25b 1,06+0.27b 1,00+0.06b
® LD 1,71+0.22a 2,29+0.12a 5,72+0.60a 1,78+0.09a
- K 1,04+0.19b 1,02+0.15a 1,01+0.15a 1,03+0.18b
3
N LD 0,19+0.06a 1,58+0.20b 4,19+1.03b 0,34+0.02a



