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OZET

Kuraklik stresi tiitiin bitkisi de dahil ticari olarak Uretilen ve Uretilmeyen tim
bitkilerde iiriin verimliligini, biiylime ve gelismeyi etkileyen onemli ¢evresel bir
strestir. Kurakliga alistirma, bir bitkiyi hafif ve kontrollu bir sekilde belirli bir siire su
eksikligine maruz birakarak bitkinin kuraklik stresini tolere edebilme becerisini
artirmak i¢in kullanilan bir yontemdir. Bu tez ¢alismasinda Nicotiana tabacum bitkisi
tizerinde kurakliga alistirma uygulamasi yapilarak, bir sonraki kuraklik stresinde
fizyolojik, morfolojik ve biyokimyasal degisimleri incelenerek bitkiye kazandirdigi
kuraklik stresi toleransi incelenmistir. Bu amag¢ dogrultusunda 40 giinliik olan
Nicotiana tabacum fideleri kontrol (C), kurakliga alistirma (D), kurakliga alistirma
uygulanmayan (CD) olmak iizere ii¢ gruba ayrilmistir. Kurakliga alistirilan (D) grup,
ayni1 zamanda yetistirilen ve daha 6nce kuraklik stresine maruz kalmayan grup (CD)
ile ayn1 zamanda tekrar kuraklik stresi uygulanarak, morfolojik, fizyolojik,
biyokimyasal ve transkripsiyonel analizler gergeklestirildi.

Morfolojik analizlerde; rozet alanda, c¢iceklenme sirelerinde, fizyolojik
analizlerde; bagil su iceriginde, biyokimyasal analizlerde; D grubunda askorbat
peroksidaz ve superoksit dismutaz aktivitelerinde CD ve C grubuna kiyasla istatiksel
olarak anlamli sonuglar elde edilmistir. Transkripsiyonel analizler sonucunda kuraklik
stresine kars1 ifadesi artan 4 gen tespit edildi ve bunlarin yarisma iginde oldugu 4
ceRNA ag1 RNAhbrid ile belirlendi. ceRNA160 (PEPC-miR160-Inc160), ceRNA168
(RD22-miR168-Inc168), ceRNA172 (AP2-miR172-Inc172) ve ceRNA390 (F3H-
miR390-Inc390) aglarmin kuraklik stresinde mRNA, miRNA ve IncRNA seviyeleri
gRT-PCR ile belirlenerek aralarindaki iligski incelenmistir. PEPC, miR160, RD22
miR168, AP2, Inc172, miR390 ve Inc390 kontrol grubuna gore istatistiksel dnemli
bulgular elde edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Nicotiana tabacum, Kurakhga alistirma, ceRNA, miRNA,
IncRNA, ROS.



SUMMARY

Drought stress can harm crop growth and productivity, including tobacco plants.
Drought priming is a technique that exposes plants to mild, controlled water deficiency
to enhance their ability to withstand drought stress. In this thesis, the drought stress
tolerance of Nicotiana tabacum plant was examined by applying drought practice on
the plant, examining the physiological, morphological and biochemical changes in the
next drought stress. For this purpose, Nicotiana tabacum seedlings that are 40 days old
are divided into three groups as control (C), drought priming (D), drought non-priming
(CD). Morphological, physiological, biochemical and transcriptional analyses were
performed by applying drought stress again at the same time as the group (D) that was
drought primed, the group that was also raised and had not been exposed to drought
stress before (CD).

Statistically significant results were obtained in morphological analyses; rosette
area, flowering times, physiological analyses; relative water content, biochemical
analyses; ascorbate peroxidase and superoxide dismutase activities in group D
compared to CD and group C. As a result of transcriptional analyses, 4 genes with
increased expression against drought stress were identified and 4 ceRNA networks in
which they were in competition were determined by RNAhbrid. mRNA, miRNA and
InNcRNA levels of ceRNA160 (PEPC-miR160-Inc160), ceRNA168 (RD22-miR168-
Inc168), ceRNA172 (AP2-miR172-Inc172) and ceRNA390 (F3H-miR390-Inc390)
networks in drought stress were determined by gRT-PCR and the relationship between
them was investigated. Statistically significant findings were obtained according to
PEPC, miR160, RD22 miR168, AP2, Inc172, miR390 and Inc390 control group.

Keywords: Nicotiana tabacum, Drought Priming, ceRNA, miRNA, IncRNA, ROS.
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1. GIRIS

Kuraklik, belli bir alan ya da bdélgenin uzun bir sire su ile temas haline
gecebilecegi kaynaklara ulasamamasidir. Bu kaynaklar yagis, yer alt1 ve ylizey sulari
olarak degerlendirilebilir. Kurakliga baglica neden olan yagis, ¢ok az veya hig
olmamasiyla yer alti; goller, nehirler, dereler gibi yiizey sularini olumsuz yonde
etkilemektedir. Her y1l katlanarak artan niifus, sanayi ve enerji ihtiyaci sonucunda, tim
dunya Gzerinde kiiresel 1sinma hizla artmakta ve bununla birlikte iklim degisikligine
sebebiyet vermektedir [Spinoni et al., 2014].

Dogal dengenin bozulmasi diizeltilemez ise, hizla degisen iklimler ve kiresel
1isinmadan kaynakli kuraklik, gelecek siirecte hem insanlik hem de bitkiler ve
hayvanlar i¢in ciddi bir tehdit olusturacaktir.

Kurakligin birden fazla tiirii olsa da baslica en ¢ok 6n plana ¢ikan {i¢ adet tiirii
vardir. Bunlardan ilki meteorolojik kuraklik olarak adlandirilan kuraklik tiirtidiir.
Meteorolojik kurakligin belirlenmesi igin; klimatoloji biliminin inceledigi iklimin,
standartlastirdig1 degerlerler karsilastirilarak, ortalama degerlerinin altinda olmasi
durumuna denir. Bir diger tiir ise hidrolojik kurakliktir. Bu kuraklik tiirii ise yer alt1 ve
yizey sularmin yagmur, kar gibi yagislariin gerceklesmemesi Sebebiyle
olusmaktadir. Ugiincii tiir ise tarimsal kurakliktir. Tarimsal kuraklik, toprakta yetisen
bitkinin, topraktan gerek duydugu yeterli miktarda suyu alamamasidir. Topragin alt
katmanlar1 suya fazlasiyla sahip olsa da bitki koklerinin yetigebildigi alanda bitki
gelisimi i¢in yeterli diizeyde su olmamasi tarimsal kuraklig1 olusturmaktadir. Baslica
sebep olarak riizgarin sicak ve kuvvetli esmesiyle topragin st yilizeyini kurutmasi,
sicakliklarinin yiiksek derecelere ulagmasi ile topraktan nemin hizla buharlagmasi, az
diizeyde yagislarin ger¢eklesmesi sdylenebilir [Wilhite and Glantz, 1985].

Diinya {izerinde en ¢ok tiitiin iireten iilkeler arasinda Tiirkiye 15. siradadir.
Tiirkiye’de de en ¢ok tiitiin iiretimi yapilan iller ise Denizli, Manisa ve Adryaman’dur.
Cebeci ve arkadaslarmin (2019) arastirdigi Tiirkiye’deki illerin kuraklik seviyeleri
incelemesinde, Tirkiye de kuraklik riski bulunduran bdlgelerin basinda olan
Gilineydogu Anadolu bélgesinde bulunan Adiyaman’inin Bagnouls Gaussen kuraklik
indisine gore 213.4 ile asir1 kurak, Denizli 146.5 ile asir1 kurak, Manisa 140.3 ile asir1
kurak iller arasindadir. Bagnouls Gaussen kuraklik indisi O indisi nemli, 1-50 yari-

nemli, 51-130 kurak, >130’dan biyik indisi cok kurak olarak ge¢cmektedir. Bagnouls



Gaussen kuraklik indisi belirli = i ayindaki aylik ortalama sicakligi, = 1 ayindaki aylik
toplam yagis miktarin1 degerlendirilerek hesaplanir.

Tutin (Nicotiana tabacum) bitkisinin biiyiimesi i¢in gerekli su miktarini
topraktan yeterli miktarda saglayamaz ise morfolojik olarak gelisimsel gerileme
goriiliir. Tutiin bitkisi yaprag: ticari olarak biiyiikk bir 6nem arz ettigi i¢in gelisim
doneminde kurakliga maruz kalmak {iretici i¢in biiylik bir zarar olusturmaktadir.

Nicotiana tabacum bitki genetigi ve biyolojisi g¢alismalarinda model bir
organizma olarak da kullanilmaktadir. Tiitiin bitkisindeki kuraklik direng
mekanizmalarinin aydinlatilmasi, kurakligi tolere edebilme yetenegine 151k tutarak,
kuraklik stresi karsisinda ¢oziimler gelistirilmesine katki saglayacaktir.

Bu tez ¢alismasinda Nicotiana tabacum bitkisine kurakliga alistirma metodu
uygulanarak kuraklik stresi sirasinda fizyolojik, morfolojik, biyokimyasal ve
molekiiler analizler gerceklestirmek ve IncRNA-mIRNA-mRNA’larin yer aldigi
rekabetci endojen RNA (ceRNA) regiilasyon aglarmin roliiniin incelenmesi

amagclanmustir.

1.1. Nicotiana tabacum

Genel olarak tiitiin olarak adlandirilan Nicotiana tabacum, Nicotiana cinsi ve
Solanaceae familyasina ait tek yillik olarak yetisen, ¢ift ¢cenekli otsu bir bitkidir.
Diinya iizerinde yaygin olarak yetistirilir ve tarimsal ve ekonomik olarak degerli bir
bitkidir.

Diinya tizerindeki dagilimlar1 ve genetik Ozellikleri g6z Oniine alindiginda
Nicotiana bitkisinin anavatani Orta Amerika ve Giiney Amerika sinirlari igerisindedir.
Amazon bolgesinde yasayan yerli halk Nicotiana bitkisini tedavi igin sifal1 ve bir bitki
olarak kullanmaktaydilar [Russell and Rahman, 2015]. Nicotiana bitkisinin sifa
kaynagi olarak kullanilmaktan ¢ikip, keyif verici zararli bir maddeye doniisiimii ise
Amerika’nin kesfinden sonra tiim diinyaya yayilmasiyla baglamistir. Tarihte ilk kez
tiitin Tirkiye’ye 16. yiizyilin sonunda ticaret icin Avrupa’dan Turkiye’ye gelen
gemiler ile gelmistir. Giinlimiizde diinyanin hemen hemen her yerinde yetisebilen
Nicotiana tabacum, farkli iklim kosullarinda, pH derecesi farkli asidik ve bazik
topraklar ile hafif (kumlu), orta (tinl1) ve agir (kil) toprak gesitlerine de uyum
saglayarak yetisebilir [Berlowitz et al., 2020].



Tutln bitkisinin blyumesi icin verimli optimal sicaklik araligi 20-30 °C’dir.
Tutlnun triin olarak yetistirilmesi yapiliyor ise tuttnun dikildikten sonra yaklagik
olarak 3 ya da 4 ay icerisinde yapraklarmin toplanmas: gerekmektedir. Ulkemizde
birgok bolgede yetisebilen Nicotiana tabacum bitkisinin ¢i¢eklenme zamanlar1 haziran
ve agustos aylar1 arasinda olmaktadir. Boylar1 1 ila 3 metre arasinda degisebilen
Nicotiana tabacum bitkisi dik bir formda govdeye sahip olup, salgi igeren tiiylerle
kapl yapraklara sahiptir.

Tutln yapraklarinda siki bir bigimde bulanan epidermis hiicreleri yapragin alt ve
iistlindeki tabakada koruyucu olarak gorev almaktadir. Epidermisin iist tabakasinda
ince yapili kutikula ve iist epidermisten olusan aromatik salgi tiiyleri ve yapraktaki su
kaybma sebep olabilecek riizgar ve giines 1sinlardan korumak igin ortii tiiyleri
mevcuttur. Epidermisin iist tabakasinin alt katmaninda ise silindir seklinde olan, yan
yana bitisik bir sekilde bulunan palizat parankimasi mevcuttur. Bu katmanin altinda
ise daginik bir halde bulunan ve hiicrelerin birbirine olan mesafesinin fazla oldugu
stinger parankimasi vardir. Stomalar bitkide Oz ve CO; aligverisinin gergeklestigi
yerlerdir. Stomalar epidermis hicrelerinin igerisinde, genel seklinden ¢ikip sekil
degistiren iki tane epidermis hiicresinin olusturdugu bosluklardir. Genel olarak alt

epidermis tabakasinda daha az stoma mevcuttur [Anastasov, 2010].

1.2. Bitkide Stres Olusumu

Bitkiler bulunduklar1 konumda sabit olarak durmaktadirlar ve hareket ederek yer
degistirme becerileri bulunmaz. Bu sebepten dolayr olduklar1 konumlardaki ¢evre
sartlarmin  bitki  blylmesi icin  uygun kosullarda olmadiginda, bitkinin
metabolizmasindaki i¢ dengenin bozuldugu, sartlarin bitki gelisim ve biiylimesi
uzerinde olumsuz etkilere sebep olmasi, bitkilerin metabolik yolaklarda diizenlemeler
yaparak direng kazanmasini gerektiren durumlara stres denilmektedir [Shulaev et al.,
2008].

Bitki stres faktorleri ise stresin olusmasini saglayan her bir durumdur. Stres,
biyotik ve abiyotik olmak tizere temel iki faktore ayrilir (Sekil 1.1) [Web 1, 2022].
Biyotik stres faktorlerini canli unsurlar olusturmaktadir. Bunlar; bocek, viriis ve

mikroorganizma, mantar, bitkiyi strese sokabilen baska bitki tiirleri ve hayvanlardir.



Abiyotik stres faktorlerindeki unsurlar ise cansizdir. Abiyotik stresi olusturan
unsurlar; kuraklik, sicak ya da soguk hava kosulu, agir metal, tuzluluk, UV 1ginlar1 gibi

etmenledir.
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Sekil 1.1: Bitkide stres faktorleri.

1.2.1. Kuraklik Stresi

Kuraklik stresi, topraktaki mineralin fazla ya da az olmasi, mevcut su miktarinin
toprakta yetersiz kalmasi gibi sebeplerden dolayi bitki kdklerinin yeterli su miktarini
alamamasindan olusmaktadir. Kuraklik stresine daha iyi adaptasyon ve uyum
saglamak i¢cin zaman igerisinde evrimsel siirecle bitkiler mekanizmalar
gelistirmislerdir.

Kuraklik stresi bitkideki ozmoz ve iyon dengesini degistirip bozarak, bitkilerde
hasara, bliylimesindeki hizin degismesi gibi gelisimsel ve fizyolojik stirecinde negatif
etkiler olusturur (Sekil 1.2) [Khan et al., 2016], [Paramo et al., 2020].




Sekil 1.2: Bitkideki kuraklik stresi ile olusan tepkiler.

Tablo 1.1: Bitkilerin kuraklik stresine karsi olusturduklar tepkiler.

Kurakhk
Stresi

Cevap
Morfolojik Fizyolojik Biyokimyasal
Kok sistemini Stoma kapanmasi ABA sentezi
giiclendirir (uzatilmis
kokler)
Yaprak yiizey alanini CO , fiksasyonunu Rubisco'nun azaltilmig
azaltma azaltma aktivitesi
Yapraklart Azalan fotosentez Coziinen bilesiklerin birikmesi
yuvarlamak (prolin, glisin-betain, seker)

Diisen yapraklar

Erken ciceklenme

Artan ROS
bilesikleri

Artan antioksidan bilesikler

Kurakliga dayanikli gen

ifadesi




Temel olarak Ug¢ tepki mekanizmasi vardir. Bunlardan ilki kuraklik stresinden
kaginma (escape) mekanizmasidir. Bu strateji ile bitki kuraklik stresini algiladiginda
daha hizli biiyiime gostererek ve erken ciceklenerek kurakligin bitki liremesine
olumsuz etki gostermesinden kaginir [Kooyers, 2015]. Bir diger tepki mekanizmasi
kuraklik stresinden sakinmadir (avoidance). Bu strateji ile bitki stomalarini kapatir,
yapraklarini burusturarak yiizey alanini kii¢iiltiir, kok uzunlugunu artirir ve boylece su
kullanma verimliligini arttirir ve bagil su igerigini dengede tutarak kuraklik stresinden
sakinir [Seleimanve et al., 2021]. Son mekanizma ise kurakliga tolerans (tolerance)
mekanizmasidir. Ozmotik ayarlama, ¢dziinen madde birikimi, stresten kaynakli olugsan
hasarlar1 azaltmak ve onarabilmek igin gerekli genlerin ve metabolik yolaklarin
duzenlenmelerini icerir [Fang and Xiong, 2015].

Topraktaki yetersiz su miktarindan dolay1 toprakta bulunan tuz ve minerallerin
yogunlugu, bitkiye gore daha fazla miktardadir. Topraktaki ozmosun daha yuksek
olmasindan kaynakli su alinimin yetersiz olmasiyla otsu bitkilerde, bitkinin dik bir
sekilde kalmasini saglayan turgor basinci azalir ve hiicrelerdeki su kaybi sonucunda
bitki buzilmeye ve solmaya baslar. Bitki kokleri su alinimini arttirmak igin yiizey
alanini artirir [Chen et al., 2016]. Bitkiler terleme ile digariya atilan su molekiillerini
hiicre igerisinde tutabilmek icin stomalarini kapatir. Stomalarin kapanmasiyla
fotosentez icin gerekli olan karbondioksit (CO2) alintminin durmasiyla hiicre arasi
bosluklarda kisitl miktarda bulunan CO: ile fotosentez yapmaya devam eder. Kuraklik
stresinin uzun siirmesi durumunda bitkideki klorofillerde hasar olusur ve miktarlarinda
azalma meydana gelir [Basu et al., 2016]. Bitkideki fotosentez hizi azalir. Bu durumla
karsilasan bitki, fotosentezde kullanilacagi 151k enerjisinden daha ¢ok enerjiyi emmis
olur. Fazla enerjide superoksit radikali (Oe2) ve hidrojen peroksit (H202) reaktif

oksijen tdrlerinin (ROS) artmasina sebep olabilmektedir [Wang et al., 2018].

1.2.2. Kurakhga Ahstirma

Kurakliga alistirma, bir bitkiyi hafif ve kontrolli bir sekilde belirli bir siire su
eksikligine maruz birakarak bitkinin kuraklik stresini tolere edebilme becerisini
artirmak i¢in kullanilan bir yontemdir [Ru et al., 2022]. Kurakliga alistirma; bitkideki
su durumu yonetimini, fotosentezi, yaprak boyutunu, antioksidan enzim
aktivitelerinde degisimi, sinyal iiretimi gibi bitkinin kuraklik stresinden kurtulmasina

ve daha iyi bir sekilde hayatta kalabilmesine yardimci olabilecek fizyolojik ve
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biyokimyasal mekanizmalar1 aktive eder, bu sayede bitkinin ilerleyen sureclerde
kurakliga maruz kalmasi durumunda kuraklik stresi ile miicadele etme yeteneginin
gelismesine yardimci olur [Backhaus et al., 2014].

Kurakliga alistirma yontemi, bitkiyi kontrollii ve hafif sekilde kuraklik stresine
maruz birakilarak olusturulur. Bitkiye verilen suyun belirli bir siire kesilmesi ya da
suyu tutma kapasitesi az olan bir toprakta yetistirilme saglanarak bitkinin elde edecegi
su miktar1 azaltilip kuraklik stresi olusturulur. Bu sayede bitki kuraklik stresi ile
miicadele edebilmek i¢in fizyolojik ve biyokimyasal savunma mekanizmalarini aktive
ederek stres hasarindan korunmaya calisir. Stres uygulamasimin ardindan bitkiye
normal miktarda su verilerek, optimum blylme sartlarina geri dondiiriiliir (Sekil 1.3.).
Alistirma stiresi boyunca edindigi savunma sistemi ile bitki gelecekteki kuraklik

sartlarina kars1 daha direngli olacaktir [Abid et al., 2016].

Dehidrasyon

Strez Hafizas1

Sekil 1.3: Bitkileri kuraklik stresine alistirma ve stres hafizasi olusumu.

Bitkinin bir strese maruz kalmasinin ardindan sonraki stres ile daha kolay ve
daha az hasar gorerek atlatmasi durumuna stres hafizasi denir [Sintaha et al., 2022].
Stres hafizas1 Ladmke ve Baurle (2017) tarafindan ii¢ kategoriye ayrilmistir Bunlardan
ilki bir bitkinin yasam siiresi boyunca mitotik olarak aktardigi somatik stres hafizasi,

ikincisi sadece stres yasamayan birinci yavru nesilde etki gosteren stres hafizasi,
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uclincusi ise mayoz bélinme ile iki ya da daha fazla strese maruz kalmamis nesillerde
etkisini gosteren nesiller arasi stres hafizasi [Jacques et al., 2021].

Bitkiler birkag¢ giinliik ya da daha uzun siiren haftalar boyu kurakliga maruz
kalmalarin1 hatirlamalar1 somatik hiicrelerdeki transkriptomik ve metabolomik
degisimler sayesinde olmaktadir. Kuraklik hafizasina sahip olan bitkide bir sonraki
strese maruz kaldiginda transkripsiyon faktorleri (TF), absisik asit bagimh
sinyallesmede rol oynayan genler, lipid transferaz proteinleri, iyon tasiyicilar gibi daha
yuksek ifade edilen genler bulundu.

Kurakliga alistirilan bitkideki kuraklik ile alakali genlerden olan AREBI,
DREB2B ve WRKY6 genlerinin ekspresyon seviyeleri daha once kuraklik stresi
yasamamis bir bitki ile karsilagtirildiginda ekspresyon seviyelerinde artis bulunmustur
[Khan et al., 2020].

Yapilan ¢aligmalarda kurakliga alistirmanin bitkinin kuraklik stresine tekrar
maruz kaldiginda daha iyi adaptasyon gosterdigi belirtilmistir. Iki haftalik musir
fidelerine uygulanan kurakliga alistirma uygulamasinin ardindan uygulanan ikinci bir
kuraklik stresinde alistirilan bitkilerin alistirilmayan bitkilere gore daha az su
kaybettigi gozlenmistir [Ding et al., 2014].

Yapilan bir bagka c¢alismada kurakliga alistirmanin fotosentez hizina ve stoma
iletimi Uzerindeki etkileri incelenmistir. Yapilan deney sonucunda kurakliga
alistirilmis soya fasulyesinin alistirmamis olana gore kuraklik stresi altinda fotosentez
etkinligi, stoma iletkenligi ve terleme oraninda azalma meydana gelmistir [Sintaha et
al., 2022].

Bir bagka c¢alismada ise kurakliga alistirmanin antioksidan enzim aktivitesi
tizerindeki etkilerine bakildiginda kurakliga alistirilan grubun daha yiiksek seviyelerde

antioksidan enzim aktivitesine sahip oldugu gézlenmistir [Khan et al., 2020].

1.2.3. Bitki ceRNA’larimin Kuraklik ile Tliskisi

Bir protein kodlama yetenegi olmayan RNA’lar kodlamayan RNA’lar (ncRNAS)
olarak adlandirilmaktadir. CeRNA, “rekabet eden endojen RNA” anlamina gelir ve
hedef genlerin ekspresyonunu diizenlemek paylasilan miRNA’lar i¢in rekabet ederek

diger RNA transkriplerini diizenler.



Diizenleme mekanizmasi, miRNA’lar i¢in bir silinger gorevi gorerek
miRNA’nin, hedeflediZi mRNA’ya baglanmasi engellenerek hedef genlerin
ekspresyonunu duzenler.

RNA’lar genomdan RNA polimeraz ile transkripsiyona ugrarlar. NCRNA’lar

lineer ve dairesel olmak tizere iki sinifa ayrilirlar (Sekil 1.4.) [Liu et al., 2017].

—>| rRNAs I
—hl Housekeeping ncRNAs I——>| tRNAs ]
Conserved miRNAs
ey [ConservedmiRNAs
Lsnoras | o

Non-conserved miRNAs I

-
Il he-siRNAs
SIRNAS [Secondary sirNs|
Regulatory ncRNAs NAT-siRNAs

Exonic circRNAs | Long intronicncRNAs [

- IncRNAs
s dihiloble, | Long intergenicncRNAs |
—>| circRNAs |——)I UTR circRNAs

IntergeniccircRNAs

OthercircRNAs

Sekil 1.4: Bitkideki kodlanmayan RNA’larin sinifsal gésterimi.

Lineer ncRNA’lar fonksiyonlarina gore housekeeping ncRNA’lar ve
duzenleyici ncRNA’lar olarak siniflandirilir. Housekeeping ncRNA’lar rRNA’lar,
tRNA’lar, snoRNA’lar olmak (izere baslica ii¢ gruba daha ayrilmaktadir. Uzunluklari
elli ve bes yiiz niikleotit (nt) arasindadir ve butun hicrelerde bulunurlar. Hicre
icerisinde baslica gorevlerin yerine getirilmesini saglarken diizenleyici rollere de sahip
olabilirler [Zhang et al., 2019].

Dizenleyici ncRNA’lar ise biyukliklerine gore iki gruba ayrilmaktadir. 200
nlkleotitten daha fazla uzunluga sahip olan uzun kodlanmayan RNA (IncRNA) ve 200
niikleotitten kisa olanlara ise kiicik kodlamayan RNA (sRNA) olarak
isimlendirilmektedir. SRNA’lar1 olusturan miRNA’lar ve siRNA’lardir [Filipowicz et
al., 2008].

siRNA ve miRNA niikleotit uzunluklar1 yirmi bir ve yirmi alt1 niikleotit
arasindadir [Ferlita et al., 2018]. iki RNA ¢ok benzer olsa da aralarinda farkliliklar
bulunmaktadir. miRNA’lar transkripsiyon sonrasinda mRNA translasyonunu inhibe
ederek gen ekspresyonunu dizenler. miRNA ile mRNA arasinda gergeklesen yiiksek
oranda baz eslesmesi sonucunda mMIRNA hedef mMRNA dizisine baz
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komplementasyonu ile baglanarak mRNA’nin par¢alanmasina ya da baskilanmasina
neden olur [Dong et al., 2013].

miRNA'lar, gen ekspresyonunu hedef mRNA'larin bdliinmesi veya
translasyonun baskilanmasi1 olmak Uzere iki ana mekanizma yoluyla diizenleyebilir.
Bu mekanizma biiyiik 6lgiide miRNA ile hedef mRNA iizerindeki baglanma bolgesi
arasindaki tamamlayicilik diizeyi tarafindan belirlenir. Hedef mRNA'ya yiiksek
tamamlayicilik sergileyen miRNA'lar boliinmeye yol acarken, diisilk veya kismi
tamamlayiciliga sahip miRNA'lar translasyonel baskiya neden olma egilimindedir
[Millar et al., 2005].

LncRNA’lar miRNA tanima elemanlar1 (MRESs) icererek potansiyel ceRNA’lar
olarak hareket ederek gen diizenleme mekanizmasinda rol alir. IncRNA’lar mRNA ile
ortak olarak paylasilan miRNA i¢in mRNA’lar ile rekabet eder. Boylelikle
IncRNA’lar miRNA’larin mRNA’lara baglanmasii etkileyerek ve hedef genlerin
ekspresyon seviyelerini degistirerek miRNA’lar i¢in siinger gorevi yapar.

Endojen hedef mimik (eTM), miRNA'lar icin bir tuzak gorevi gorerek gen
ekspresyonunu dizenleyebilen bir RNA molekilu taradar. eTM'ler, spesifik
miRNA'larin hedef bolgelerini taklit eden diziler igererek miRNA'larin rekabetgi
inhibitorleri olarak islev gorebilir. eTM'ler tipik olarak gelisim, stres tepkileri ve
hastalik dahil olmak iizere ¢esitli biyolojik stireglerde gen ekspresyonunu diizenlemek
i¢in evrimlesmis uzun kodlamayan RNA'lardir (IncRNA'lar).

eTM'de odak noktasi, miRNA'lar tarafindan transkripsiyon sonrasi
duzenlemeden ziyade transkripsiyonun diizenlenmesidir. eTM'de, ortak transkripsiyon
faktorii baglama bdlgelerini paylasan bir grup RNA molekiilii, bu transkripsiyon
faktorlerine baglanmak igin birbirleriyle rekabet edebilir ve bu, spesifik genlerin
transkripsiyonel ¢iktisini etkileyebilir.

ceRNA’lar ise, uzun kodlamayan RNA'lar (IncRNA'lar), haberci RNA'lar
(mRNA'lar) ve dairesel RNA'lar (circRNA'lar) gibi bir grup RNA molekili, ortak
miRNA yanit elemanlarina (MRE'ler) sahip olabilir. miRNA'lara baglanmak ig¢in
birbirleriyle rekabet ederler. Bu rekabetin 6nemli diizenleyici sonuglari olabilir, ¢linkii
bu RNA'larin seviyeleri miRNA'larin seviyelerindeki degisikliklerden etkilenebilir.

LncRNA’larin miRNA’larin  endojen hedef mimikleri (eTM’ler) olarak
tanimlanan ilk IncRNA miR399 ile eslesen IPS1°dir. IPS1 ve PHO: (fosfat 2) mRNA
miR399’a baglanmak icin rekabet igerisinde olduklari benzer 23 nikleotid (nt)

baglanma bolgesine sahiptirler. miR399’nin hedefledigi mRNA’nin pargalanmasi,
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IPS1’in mirR399’a hedef taklit yapmasi sonunda engellenmis olur [Franco-Zorrilla et
al., 2007].

Endojen miRNA hedef mimikleri (eTM’ler) olarak hareket eden birden fazla
IncRNA’lar bitkide tanimlanmustir. Jiang ve arkadaslarinin (2019) domates bitkisi
tizerinde yaptigi bir g¢alismada, miR482b’nin ekspresyonun domates bitkisinin
Phytophthora infestans’a karsi direncini azaltmasindan dolayr miR482b’nin
eTM’lerini iceren IncRNA’lar ile miR482b’nin ekspresyonunu azaltmaya yonelik
calisma gergeklestirdiler. Calisma sonucunda INCRNA23468’in miR482b birikimini
azalttigini, miR482b’nin hedefledigi NBS-LRR genlerinin ekspresyonlarinin arttigin
ve P. infestans enfeksiyonuna kars1 direnci arttirdigini gézlemlediler.

Chen ve arkadaslarinin (2021) ceRNA diizenlemesi yolu ile piringte kuraklik ile
iliskili IncRNA ve miRNA iizerine ¢aligmalar yapmislardir. Bu ¢alisma sonucunda
kuraklik ile ilgili 40 IncRNA, 23 miRNA ve 103 mRNA iceren ceRNA aglan
tanimladilar.  IncRNA (TCONS 00021861) ve miRNA (miR528) ve mRNA
(YUCCAY) ekspresyon seviyelerini RT-qPCR ile incelemislerdir. Ayrica IncRNA ve
miRNA  (miR528)’nin  mRNA (YUCCA?7) ifadesindeki regiilator roliinii
gozlemleyebilmek i¢in, IncRNA (TCONS 00021861) ve miRNA (miR528)’y1 asir1
eksprese ederek qPCR ile analiz yapmislardir. Sonug olarak, kuraklik ve kontrol
gruplan karsilastirildiginda IncRNA (TCONS 00021861) ve mRNA (YUCCA?7)
ifadesinde azalig,miRNA (miR528) ifadesinde artis gozlenmistir IncRNA
(TCONS _00021861)’nin asir1 eksprese edilerek yapilan qPCR sonuglarinda ise,
INcRNA (TCONS_00021861)’nin mRNA (YUCCA?7) seviyesini arttirdigi buna
karsilik miRNA(miR528) asir1 ifade edilmesi sonucunda mRNA (YUCCAT)

seviyelerini azalttig1 bulundu.

1.3. Reaktif Oksijen Turleri (ROS)

Reaktif oksijen tirleri (ROS), oldukca reaktif olan ve oksijen iceren
molekiillerdir. ROS'lar, oksidatif strese ve hiicresel yapilarda hasara neden
olabildikleri i¢in genellikle bitkiler i¢in zararli kabul edilirken, ayn1 zamanda ¢esitli
bitki fizyolojik sireclerinde énemli roller oynarlar. Patojenlere karsi savunmada,
patojeni dldiirebilen ve enfeksiyonun yayilmasini 6nleyebilen siiperoksit anyonu (O2")
ve hidrojen peroksit (H202) gibi ROS dretimini tetiklenir. Sinyallesme

mekanizmasinda yer alarak cesitli bitki fizyolojik siireclerinde sinyal molekiilleri
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olarak hareket edebilir. Ornegin, hidrojen peroksit (H202), bitkilerde gaz degisimini
ve su kaybini diizenlemek i¢in ¢ok dnemli olan stoma hareketini diizenlemede kritik
bir rol oynar. ROS ayrica bitki hiicre dongiisiiniin diizenlenmesinde yer alir. Ornegin,
hidrojen peroksit (H202), hiicre boliinmesi ve farklilasmasinin diizenlenmesinde yer
alir. ROS, tohum ¢imlenmesinde kritik bir rol oynar. Ornegin, ¢imlenme sirasinda
tohum kabugunun pargalanmasinda hidrojen peroksit (H20>) tiretimi yer alir [Mittler,
2017].

ROS normal sartlarda bitkiler tarafindan azami miktarda tiretilmektedir [Sies et
al., 2020]. Az miktarda tiretildigi i¢in bir¢ok enzimatik antioksidan ve enzimatik
olmayan antioksidanlar tarafindan parcalanir. Fakat bitkide biyotik ve abiyotik stres
olustugunda, ROS miktar1 artar ve parcalanarak zararsiz forma doniistimiinii saglayan
homeostatik denge bozulur. Hiicre i¢inde bulunan pek ¢ok molekiil ile etkilesime
girme kapasitesi ¢ok yiiksek oldugundan dolayr DNA, RNA, protein ve lipitler ile
etkilesime girerek onlara zarar verebilir. Uzun siire reaktif oksijen turlerine maruz
kalmak, olusan hasarlarin telafi edilemez boyutlara ulasmasina ve hiicrelerin 6lmesine
neden olabilir [Osmolovskaya et al,. 2018]. Dolayistyla, ROS’un fazla miktarlarda
olmasi bitki i¢in toksik etki yaratir.

ROS’un dort temel formu bulunmaktadir. Bunlar O2 (tekli oksijen), H2O>
(hidrojen peroksit), Oe " (stperoksit) ve *OH (hidroksil radikali)’dir.

O fotosentez sonucunda ortaya ¢ikan bir yan {irindiir. Ortamda oksijen ve 15181
bulunmasi O2 (tekli oksijen) olusmasi igin yeterli olmaktadir. Kuraklik stresinden
dolayr stomalarin kapanmasiyla fotosentez hizinda yavaglama meydana geldigi i¢in
fazla miktarda 1s1k enerjisi ortamda bulunmaktadir ve O liretimini arttirict yonde bir
etki saglamaktadir. O2 miktarinin normal oldugu kosullarda, karotenoid, plastokinon,
tokoferol gibi kloroplastlarda bulunan yapilar O2’ yi parcalayabilmektedir. Fakat O>
miktarinin ¢ok fazla olmasi protein, DNA, RNA, lipit ve pigmentlerde hasar
olusturabilir ve hiicre 6liimlerine neden olabilir [Das et al., 2014].

H202 hem normal zamanlarda hem de bitkinin strese girdigi zamanlarda
oksidatif stresle de iiretilir. Kuraklik stresinde stomalarin kapali olmasiyla ribuloz
difosfata baglayacak yeterli miktarda CO2 bulamaz, onun yerine oksijen baglar ve
fotorespirasyon artar. Kuraklikta huicre igerisindeki H2O2’nin % 70’1 fotorespirasyon
ile Gretilir [Noctor et al., 2002].

O« >’de bitkide gerceklesen metabolik tepkimelerden ortaya cikan bir yan

urindur.  Kloroplastlarda fotosistem | merkezinde indirgenmis ferrodoksin ve
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tioredoksin  NADP+ vyerine O2’yi Oe7>’ye indirger (Mehler reaksiyonu)
[Osmolovskaya et al., 2018]. O< > sadece kendisi hicre icin blyUk hasarlara sebebiyet
vermez, "OH ve O formlarina doéniiserek membranlardaki doymamais yag asitlerindeki
baglar1 kirarak lipit peroksidasyonuna sebebiyet verir [Halliwell, 2006].

OH diger ROS tiirleri arasindaki en ¢ok toksik olan formdur. Fenton reaksiyonu
ile baglayan reaksiyonun tamamina Haber-Weiss reaksiyonu olan zincirleme
reaksiyonda gecis metalleri tarafindan (Fe2+, Fe3+), H.O2 ve O« 2’nin Katalize

edilmesi ile olusur [Chen et al., 1999].

1.3.1. Reaktif Oksijen Tiirleri Savunma Mekanizmalari

Reaktif oksijen tiirlerinden kaynakli olusan hasarlarin etkilerini azaltmak veya
kaldirmak i¢in Dbitkiler savunma mekanizmalar1 gelistirmiglerdir. Enzimatik
antioksidanlar ve enzimatik olmayan antioksidanlar olmak tzere iki grup vardir.

Silperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT), monodehidroksiaskorbat rediiktaz
(MDAR, askorbat peroksidaz (APX), glutatyon rediktaz (GR), peroksidaz (POD),
dehidroksiaskorbat rediiktaz (DHAR) ve glutatyon peroksidaz (GPX) enzimleri,

antioksidan enzim grubu igerisindedirler.

1.3.2. Stiperoksit dismutaz (SOD)

Stiperoksit dismutaz tiim oksijenli solunum yapan canlilarda olan ve
metalloenzimler ailesinde bulunan enzimdir. Superoksit dismutaz O, ~’yi H20,’ye
doniistiirerek ROS savunma hattinda en 6n sirada bulundugu diistiniilmektedir [Das et
al., 2014]. SOD bir reaktif oksijen tiiriinii bagka bir reaktif oksijen tiiriine dondistiiriir
(Sekil 1.5). Bu ylzden olusan hidrojen peroksitinde bir an Once par¢alanmasi
gerekmektedir. SOD aktif baglanma bolgesinde igerdigi metal iyonlarinin ¢esidine
gore li¢ ¢eside ayrilmistir. Mangan igeren aktif baglanma bolgesi varsa Mn SOD,
demir igeren aktif baglanma boélgesi varsa Fe SOD, bakir ve ¢inko iceren aktif
baglanma bolgesi varsa Cu/Zn SOD denilmektedir [Wang et al., 2018]. Mn SOD
mitokondride, Cu/Zn SOD sitozol, peroksizom ve kloroplastta, Fe SOD ise
kloroplastlarda, lokalize olmuslardir [Miller, 2012].
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SOD

Sekil 1.5: Swiss-model homoloji modelleme kullanilarak olusturulan SOD
enziminin 3 boyutlu yapis1 ve enzim reaksiyonu.

1.3.3. Katalaz (CAT)

Enzimatik antioksidanlardan biri olan katalaz bir¢ogu peroksizomlarda bulunur
fakat sitoplazma, gliokziom mitokondrilerde de bulunmaktadir. Katalazin gorevi
H202’yi H2O ve O2’ye parcalamaktir (Sekil 1.6). Katalaz fotorespirasyonda, yag
asitlerinin yikseltgenmesinde, mitokondriyel ETS sisteminde ve normal sartlarda
uretilen H202’yi temizler. Katalaz genel olarak ti¢ kategoriye siniflandirilabilir. Birinci
kategori fotorespirasyonda olusan H.O2’nin pargalanmasini saglar ve yapraktaki temel
doku olan mezofilde, fotosentetik dokuda cokga bulunurlar. ikinci kategori katalaz,
damar dokuda bol miktarda bulunur. Ugiincii kategori katalazlar, yeni yetisen geng
bitki ve bitki tohumlarinda ¢okga bulunurlar ve tohumlarin filizlenmek i¢in kullandigi
enerjinin tretildigi glioksilat dongiisiinde iiretilen H2O2’nin pargalanmasiyla iliskilidir
[Kiregci, 2018].

Bitkide olusan stres ile konsantrasyonu artan H20’in par¢calanmasinda katalaz

temel bir enzimdir.

Sekil 1.6: Katalaz enzim reaksiyonu.
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1.3.4. Peroksidaz (POD)

Hidrojen peroksiti indirgeyen enzimlere peroksidazlar denmektedir. Peroksidaz
veya peroksit rediktazlar olarak da adlandirilan peroksitlerin pargalanmasini katalizor
gorevi alan genis enzim grubudur. Peroksidaz enzimleri hidrojen peroksitin (H20,)
hicre icin toksik olan etkilerini en aza indirmek, hicreyi korumak igin hidrojen
peroksitin su ve oksijene ayrigmasini katalize eder (Sekil 1.7). Peroksidaz enzimi
hiicre duvarinda 6nemli bir bilesen lignin olusturmak ile de gorevlidir. Lignin olusumu
sirasinda fenolik bilesiklerin oksidasyonunu katalize ettigi i¢in yan Uriin olarak reaktif

oksijen tarleri Uretebilir [Hiraga, 2001].

& +H>O>» — 3 H,O+ 0O

Sekil 1.7: POD enzimi reaksiyonu.

1.3.5. Askorbat Peroksidaz (APX)

Askorbat peroksidaz huicre icerisinde mitokondrinde, kloroplast tilakoidlerinde
ve stomalarinda, sitozelde, glioksizomda, peroksizomda, apoplastlarda farkli
izoformlarda bulunmaktadirlar [Shigeoka et al., 2002]. Askorbat peroksidaz H20’yi
parcalamak igin askorbik asidi (AsA) kullanir. Elektron dondri olarak askorik asiti
kullanarak H>O>’yi suya indirgemektedir (Sekil 1.8) [Caverzan, 2012]. Askorbat
peroksidaz, H>O> ¢ok diisiik yogunlukta olsa bile askorbat1 substrat olarak kullandigi
icin etkili bir bicimde H202’yi pargalayabilir [Anjum et al., 2016].

Sekil 1.8: APX enzimi reaksiyonu.
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1.3.6. Glutatyon Reduktaz

Glutatyon rediktaz (GR) enzimi glutatyon disulfitin (GSSG), glutatyona (GSH)

indirgenmesini katalize eder (Sekil 1.9). Normal sartlarda glutatyon (GSH) orani

glutatyon disiilfite (GSSG) gore daha fazladir. Bitki kuraklik gibi strese girdiginde
hiicrede ROS seviyeleri artarak GSSG oran1 GSH oranindan fazla olur. Hiicrede GSSG

seviyesinin yiikselmesi sonucunda hiicre zarinda, proteinlerde ve DNA’da hasar

meydana gelebilir [Gill et al., 2013]. Cogunlukla kloroplastlarda ve az miktarda sitozol
ve mitokondride lokalizedir [Habibi, 2014].

GSSG + NADPH + H"

JonEo 1

¢ E1)

e

GR

2GSH + NADP~

Sekil 1.9: GR enzimi reaksiyonu.
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2. METARYEL VE METOD

2.1. Bitki Materyali ve Blyttme Sartlar:

Bu c¢alismada bitki materyali olarak tiitiin (N. tabacum) kullanilmigtir. N.
tabacum tohumlart 200 pl %70 etil alkol ile 3 dk boyunca 3 tekrarli olarak
sterilizasyona tabi tutulmustur. Ardindan ddH2O ile 2 kez durulanmustir. Sterilize
edilen tohumlar, otoklavlanarak sterilize edilmis turba/vermikulit (1/1, g/g) toprak
karigimi ile doldurulmus olan viyollore (130 ml) ekilerek ¢imlendirilmistir (Sekil 2.1).
Bitkiler16 saatlik 151k u ve ardindan 8 saatlik karanlik periyotlarinda, 151k yogunlugu
15.000 lux, sicakligi 25+2 °C ve nem orani %55-70 olan bitki biiylitme odasinda
yetistirilmistir (Sekil 2.1).

Sekil 2.1: Nicotiana tabacum bitkilerinin yetistirilmesi. Tohum ekili viyoller
(a) Bitki buyitme odasinda biiyiimekte olan N. tabacum bitkileri (b).
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Yaklasik bir aylik fideler 0,7 L saksilara aktarildi. Kuraklik stresi uygulamasi
icin esit biiyiikliikte rastgele fideler secilip 3 grup olusturuldu. Kontrol grubu (C),
kurakliga alistirma (D), kurakliga alistirma uygulanmayan grup (CD) olarak
isimlendirildi.

Kontrol grubu (C) ve kurakliga alistirma uygulanmayan grup (CD) toprak nem
miktar1 %80 oraninda tutuldu. Kurakliga alistirma uygulamasi i¢cin D grubundaki
bitkiler 40 giinliik olduklarinda sulamasi durduruldu. D grubunun toprak nem miktar1
%30’a diistiiglinde tekrardan sulandi. Bu siire bes giin siirmiistiir (Sekil 2.2). Ardindan
D ve CD grubu yedi giin boyunca sulanmadi. Yedinci giiniin ardindan C, CD ve D
gruplarindaki 5. yapraklar ayn1 zamanda hasat edildi ve hizlica siv1 azot igerisinde
dondurulup -80 °C saklandi.

Hasattan sonra tlim gruplar tekrardan normal bir sekilde sulanarak iyilesmeleri
saglandi. Kuraklik stresi sonrasi iyilesmenin ardindan antioksidan enzimlerdeki
degisiklikleri incelenmek {izere sulamadan dort giin sonra iyilesen bitkilerin altinc
yapraklar1 hasat edilerek 6rnekler s1vi azot igerisinde dondurulup analizlere kadar -80

°C’ de saklandi.

Deney Tasarimi

o I—

D — ]
1 2 3 45 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21
Deney Siresi (Gin)

® Kurakiga Alistirma m iyilestirme m Kontrol Sartlari ® Kuraklik Stresi

Sekil 2.2: Deney tasarimu.
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2.2. Klorofil Miktarmin Belirlenmesi

Kuraklik stresinin fotosentez etkinligine olan etkisini belirlemek i¢in, kontrol
(C) ve kuraklik stresi uygulanan kurakliga alistirilmig (D) ve alistirilmamis (CD)
bitkilerin yapraklarindaki klorofil icerigi SPAD metre ve biyokimyasal analizler ile
belirlendi. Bunun igin bu ti¢ grupta yer alan bitkilerin kurakliga alistirma, iyilesme ve
kuraklik stresi uygulamalar1 sirasinda {igiincii, dordiincii, besinci ve altinci
yapraklarinin klorofil miktar1 SPAD metre (SPAD-520 Plus) yardimiyla 6lgiildii
(Yuan et al., 2016). Olgiimler yapragin tabaninda, orta kismidan ve u¢ kismindan
olmak {izere {i¢ farkli kisimdan yapildi ve bu 6l¢iimiin ortalamasi alinarak her bir
yapragin klorofil miktar belirlendi. On iki biyolojik replikanin ortalamas1 alinarak her
bir yapragin klorofil miktar1 belirlendi. On iki biyolojik replikanin ortalamasi ve
standart sapmas1 hesaplandi. Gruplar arasindaki farkin istatiksel olarak 6nem derecesi
(P) Microsoft Excel programinda yer alan Student’s T-testi kullanilarak yapildi ve

P<0.05 iki grup arasinda farkin 6nemli oldugunu gostermektedir.

Sekil 2.3: SPAD metre ile Nicotiana tabacum yapraklarinin klorofil miktarinin
olcuma.

Biyokimyasal olarak klorofil a, klorofil b ve karotenoid miktarin1 belirlemek
icin, her Ug grupta yer alan bitkilerin Gglinci, dordiincii, besinci, altinct yapraklardan
yaklasik 2 cm? kesitler alind1 ve bu kesitler esit alt1 par¢aya béliinerek igerisinde Sml
% 100 aseton bulunan cam tiiplere konuldu. Tlpler +4 °C’ de 24 saat karanlik ortamda
bekletildi (Sekil 2.4). 24 saat sonra ornekler; 661.6 nm, 644.8 nm, 470 nm dalga
boylarinda kuvartz kiivet icinde spektrofotometre (Shimadzu, UV1280) ile dlculdd.
Klorofil a, klorofil b ve karotenoid miktarlar1 Lichtenthaler (2001)’a gére hesaplanildi.
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Sonuglar ortalama ve standart hata olarak sunulmustur. Microsoft Excel programinda

Student’s T-test kullanilarak gruplar aras1 6nem derecesi belirlendi.

Sekil 2.4: Toplam klorofil miktar1 6l¢timii. Klorofil a, b ve karotenoid
miktarinin belirlenmesi i¢in % 100 aseton icerisinde bekletilen Nicotiana tabacum
yapraklari (2 cm?).

2.3. Bagil Su I¢erigi Olciimii

Kurakliga alistiran (D) ve alistirilmamis (CD) bitkilerin kuraklik stres siddetini
belirlemek i¢in yapraklarin bagil su i¢erigi (RWC) Zhai ve arkadaslar1 (2012)’na gore
kontrol grubu ile karsilastirmali olarak belirlendi. Bunun igin, kuraklik stresi
uygulamasi sonunda, biiylimesi durmus ve tam olarak genislemis her grupta yer alan
bitkilerin besinci yapraklari hasat edildi. Yapraklardan toplamda 2 cm?alan kesilip esit
10 parcaya bollindi. Bltun gruplarin taze yaprak agirligi hassas terazide tartilarak
kaydedildi. Turgor agirligin1 bulabilmek i¢in kesitler gece boyunda oda sicakliginda
distile suyun igerisinde bekletildi ve kesitlerin suya doymus agirligir kaydedildi.
Ardindan kuru agirligi belirlemek i¢in kesitler 80 °C sicaklikta gece boyunca
bekletilerek kurutulmasi sagladi. Hassas terazide orneklerin kuru agirliklar: tartilarak
kaydedildi. Bagil su igerigini Formiil 1’e gore hesaplandi [Zhai et al., 2012]. Microsoft
Excel programinda Student’s T-test kullanilarak gruplar arasindaki farkin 6nem

derecesi belirlendi.

(taze agirlik - kuru agirlik)

RWC (%) = | | + 100 (2.1)

(rehidrate agurlik - kuru agirlik
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2.4.Rozet Alam, Gévde Uzunlugu ve Ciceklenme Siiresi
Olcimu

Kurakliga alistirilan (D) ve alistirilmamis (CD) bitkilerin kuraklik stresine
cevabinin kontrol grubuna gore yaprak biiylimelerin gézlemleyebilmek ic¢in kuraklik
stresi uygulamasi boyunca bitkiler fotograflanarak Image] (www.imagej.nih.gov)
uygulamasi ile yaprak alani dlgiildii [Jingwen, et al., 2012]. Bunun igin, Image J
uygulamasi agilarak ‘file’ konumundan ‘.jpg’ fotograf dosyalar1 eklendi (Sekil 2.5.a).
Rozet alan 6l¢limiinii hassas ve tutarli olmasini saglamak i¢in fotograf ile referans
olarak cetvel de fotograflanmistir. Cetvelden 1 cm’lik uzunluk diz ¢izgi cekilerek
belirlendi, ‘analyze’ sekmesinden ‘set scale’ secilerek 1 cm uzunlugun karsilik geldigi
pixel sayisi esitlendi (Sekil 2.5.b). Rozet alanin1 6l¢mek i¢in ‘polygon selections’ araci
secildi ve yapraklarin kenarina noktalar konularak, tiim rozet alan cercevelendi (Sekil
2.5.c-d). Rozet alam c¢ercevelendikten sonra alani hesaplamak igin ‘analyze’
sekmesinden ‘measure’ secildi (Sekil 2.5.e). Sonug yeni bir pencerede agildi (Sekil
2.5.f). Tum rozet alanlar Image J ile hesaplandiktan sonra Microsoft Excel

programinda Student’s T-test kullanilarak gruplar aras1 6nem derecesi belirlendi.

Sekil 2.5: image J uygulamasinda rozet alan lgiimii.

Kurakliga alistirilan (D) ve alistirtlmamis (CD) bitkilerin kuraklik stresi

uygulamasinin ardindan bitkilerin gdvde uzunluklar bir cetvel yardimiyla topraktaki
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govde baslangiciyla tepe dallarinin altindaki govde bitimine kadar Olclilmiis ve
aralarindaki fark kontrole gore karsilastirmali olarak belirlenmistir.

Kuraklik stresi uygulamasinin ardindan tiim gruplar giin asir1 sulanarak bitkiler
iyilestirilmis ve ¢iceklenme asamamasina gegis siireleri kaydedilmistir.

Tum bitkiler ¢iceklendikten sonra, tekrardan bitun bitkilerin gévde uzunlugu bir
cetvel yardimiyla topraktaki govde baslangiciyla cicek tag yapraklarinin altindaki
govde bitimine kadar olgiiliip kaydedilmistir. Sonug¢ degerleri alt1 biyolojik tekrarin
ortalamasi ve standart sapmasi hesaplanarak ve gruplar arasindaki énem derecesi

Microsoft Office Excel Student’s T-testine gore belirlenmistir.

2.5. Protein Izolasyonu

Kurakliga alistirilan (D) ve alistirnllmamis (CD) bitkilerin kuraklik stresinin
yedinci gilinlinde ve kuraklik stresi sonrasi iyilestirmenin dordiincii gilinii bitkilerin
dordunci, besinci ve altinci yapraklart hasat edilerek yaprak dokularinda protein
izolasyonu gergeklestirildi. Karsilastirmali analizler i¢in ayni asamalarda kontrol
bitkilerinden de yaprak dokular1 alinmistir. Alinan 6rnekler hizlica sivi azot ile fikse
edilerek analizlere kadar -80 °C’ de muhafaza edilmistir. Protein izolasyonu, biitiin
ornekler icin Bradford (1976) ’a gore gerceklestirildi. Ornekler -80 °C’ den alinarak
hizlica s1v1 azot igeren kaba alindi. Icerisinde 3 adet ¢elik bilyelerin (2 mm ¢apli)
bulundugu ependorf tiipler (2 ml) igerisinde 45 sn ve 25 frekansta toz haline gelene
kadar parcalandi. Islemin ardindan drnekler hizlica tekrar siv1 azotun igerisine alindi.

Homojenize edilen drneklerin icerisine 50 mM KH2PO4 (pH:7.8), 1mM ve % 2
PVP iceren 1 ml ekstraksiyon tamponu eklendi ve vorteks ile iyice karistirildi. Vorteks
isleminin ardindan 6rnekler 10.000 rpm’de 30 dakika boyunca +4 °C’de santrifiijlendi.
Santrifiij bittikten sonra dikkatli bir sekilde pelleti kaldirilmadan ve gelik bilyelere
degmeden siipernatant alinarak yeni bir ependorf (1.5 ml) tiipe aktarildi. Ekstrakt
edilen proteinler ilerideki analizler igin -20 °C’de saklandu.

Toplam protein miktar1 Bradford (1976)’ya goére belirlendi. Bunun igin, 2 mg/ml
BSA (sigir serum albiimini) stogu hazirlandi ve bu stoktan 0.25 mg/ml, 0.5 mg/ml,
0.75 mg/ml, 1 mg/ml, 1.5 mg/ml, 2 mg/ml konsantrasyonlarinda 2 ml’lik ependorf
tipler iginde seyreltik standartlar soliisyonlar1 hazirlandi. Bu ¢ozeltilerin
spektrofotometrik degerleri okunarak Microsoft Excel programi yardimi ile hazirlanan

standart egri grafigi hazirlanarak orneklerin protein miktarlarin1 belirlemek igin
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referans olarak kullanildi. Bunun i¢in, 96 kuyucuklu bir kap kullanildi ve her bir BSA
solisyonundan 5 pl ve Uzerine 250 pl Bradford (SIGMA) reaktifi bir kuyucuga
eklendi. Olgiimler ii¢ teknik tekrarli olarak gerceklestirildi. Kor i¢in 255 ul Bradford
reaktifi konuldu. Protein érnekleri icin 5 pl protein ve 250 pl Bradford reaktifi eklendi.
Kuyucuklara pipet ile iyi sekilde pipetaj yapildi. Ornekler karanlikta 10 dakika oda
sicakliginda inkiibe edildi. Ardindan spektral tarama ¢oklu kap okuyucuda (Thermo
Scientific Varioskan Flash) 595 nm absorbansta 6l¢iildii. Ardindan standart egri
grafigine gore Orneklerin toplam protein miktart mg/ml olarak Microsoft Excel
programinda hesaplandi.  Ekstrakt edilen protein Ornekleri antioksidan enzim

aktivitelerinin belirlenmesinde kullanildi.

2.6. Antioksidan Enzim Aktiviteleri

2.6.1. Katalaz Enzim Aktivitesi

Katalaz enzim aktivitesi 6l¢mek igin deney de kullanilanlar soyledir; 900 pl 50
mM KH2PO4 (pH:7.8), 50 ul 200 mM H20z ve 50 ul protein 6rnekleri kullanildi. Kor
icin 950 pl 50 MM KH2PO4 (pH:7.8) ve 50 pl H202 kullanildi. Olgiimler igin 1.5 ml
kuvartz kuvet ve spektrofotometre (Shimadzu, UV1280) kullanildi. Spektrofotometre
Ol¢tim i¢in 240 nm dalga boyuna ayarlandi. K&r ve protein drnekleri kuvartz kiivet
icerisinde 90 saniye boyunca 6lculdu ve absorbanstaki diisiis kaydedildi [Chance ve
Maehly, 1995].

Katalaz enzimi hiicre igerisinde olusan oksidatif hasar1 dnlemek i¢in hidrojen
peroksiti (H202) su ve oksijene indirger. Bir birim katalaz aktivitesi, 1 M H20>’yi
hidrojen ve oksijene parcalamak ic¢in gerekli olan enzim miktaridir. Katalaz enzim
aktivitesi Olctimi Aebi (1984) ‘ye gore yapilmistir. Deney 3 teknik tekrar ve 3
biyolojik tekrarin ortalamasi alinarak ve hata gubuklari i¢in ise standart hata gubuklari
alinarak hesaplandi. Gruplar arasindaki farkin istatistiksel onem derecesi tek yonlu

varyans analizi (ANOVA) ve ardindan TUKEY HSD testine gore belirlendi.

23



2.6.2. Peroksit Oksidaz Enzim Aktivitesi

Peroksidaz enzim aktivitesi Quesada et al., (1990)'ne gore yapildi. Peroksit
oksidaz enzim aktivitesini 6l¢mek i¢in deneyde kullanilanlar sdyledir; 850 ul 50 mM
KH2PO4 (pH:7.8), 50 pl % 0.02 o-Dianisidine, 50 pl 10mM H202, 50 pl protein
ornekleri kullanildi. Kor i¢in 900 pl 50 mM KH2PO4 (pH:7.8), 50 pl 10 mM H202 ve
50 pl % 0.02 o-Dianisidine kullanildi. Olgiimler igin 1.5 ml kuvartz Kivet ve
spektrofotometre (Shimadzu, UV-1280) kullanildi. Spektrofotometre 6l¢iim icin 460
nm dalga boyuna ayarlandi. Kor ve protein érnekleri kuvartz kiivet icerisinde 90 saniye
boyunca absorbans degisimi kaydedildi. Absorbans artisi ve renk degisimi
g6zlemlendi. Bir birim enzim, 1 dakika boyunca 1 uM hidrojen peroksiti pargalayan
enzim miktaridir. Deney 3 teknik tekrar ve 3 biyolojik tekrarin ortalamasi alinarak ve
standart sapmas1 hesaplandi. Gruplar arasindaki farkin istatistiksel onem derecesi tek

yonlii varyans analizi (ANOVA) ve ardindan TUKEY HSD testine gore belirlendi.

2.6.3. Askorbat Peroksidaz Enzim Aktivitesi

Askorbat enzim aktivitesi deneyi Nakano ve Asada (1981)’ya gore
gerceklestirildi. Askorbat peroksidaz enzim aktivitesini 6lgmek icin reaksiyonda
kullanilanlar soyledir; 750 pl 50 mM KH2PO4 (pH:7.8), 0.1 mM EDTA, 0.5 mM 100
pl askorbik asit, 100 pl 0.1mM H202, 50 pul protein drnekleri kullanildi. Kor igin 800
pl 50 mM KH2POg4 (pH:7.8), 0.1 mM EDTA, 0.5 mM 100 pl askorbik asit, 100 pl
0.1mM H20. kullanildi. Olgtimler icin 1.5 ml kuvartz kiivet ve spektrofotometre
(Shimadzu, UV-1280) kullanildi. Spektrofotometrede 290 nm’de 90 saniyede
i¢cerisinde absorbans azalis1 6l¢iildii.

Askorbat peroksidaz; peroksizom, mitokondri, sitozol ve kloroplast bulunan
H20-’yi atmak i¢in dncelikli antioksidan enzimdir. Askorbat peroksidaz, askorbik asiti
(AA) indirgeyici ozelliginden faydalanarak H>O'yi H,O ve dehidroaskorbik asit
(DHA)'ya indirgenmesini katalizler [Das et al., 2014]. Bir birim enzim, 1 dakika
boyunca 1 uM askorbik asiti parcalayan enzim miktaridir. Deney 3 teknik tekrar ve 3
biyolojik tekrarin ortalamasi alinarak ve standart sapmasi hesaplandi. Gruplar
arasindaki farkin istatistiksel onem derecesi tek yonlii varyans analizi (ANOVA) ve

ardindan TUKEY HSD testine gore belirlendi.
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2.6.4. Superoksit Dismutaz Enzim Aktivitesi

Superoksit dismutaz enzim aktivitesi Banowertz et al., (2004)’ne gore
yapilmustir. siiperoksit dismutaz enzim aktivitesini 6lgmek i¢in; 40 pl 250 mM
KH2PO4 (pH:7.8), 20 ul 0.75 mM NBT, 26 pl 100 mM metiyonin, 4 pl 5 mM EDTA,
90 pul 2 uM riboflavin ve 20 ul protein (5-10 mg/ml) 96 kuyulu olan TPP hicre kilttra
kabi igerisine eklendi.

Kor icin ise; 60 pl 250 mM KH2POg4 (pH:7.8), 20 pul 0.75 mM NBT, 26 pl 100
mM metiyonin, 4 ul 5 mM EDTA, 90 ul 2 uM riboflavin kullanildi. 96 kuyucuklu kap,
6lcum icin Variozkan spektrofotometre (Thermo Scientific Varioskan Flash) icerisine
yerlestirilip 6l¢limden 6nce cihaz igerisinde 1 dk boyunca calkalandi. Calkalanmanin
ardindan 560 nm’de absorbans 6l¢iimii yapildi. Olgiimden sonra plaka 10 dakika
boyunca floresan 1518in altinda inkiibasyona birakildi ve kap tekrar cihaz igerisine
yerlestirilip bir dakikalik ¢alkalama igleminin ardindan 560 nm’de 6rneklerin tekrar
absorbans Ol¢limii alindi.

Superoksit dismutaz enzim olcimunde 6rnekler icerisinde bulunan riboflavin
enzim 6lciminde bir kofaktor olarak rol alir. Riboflavin siiperoksit dismutazin (SOD)
notralize edecegi siiperoksit radikallerini 151k ile etkilesime girerek iiretmektedir.
Superoksit radikalleri ise oOrneklerin igine eklenen NBT’yi azaltarak absorbans
degerinde azalma meydana getirir. Sonug olarak SOD NBT’yi indirgeyen stperoksit
radikallerini notralize eder ve orneklerde ne kadar ¢cok SOD enzimi bulunursa
absorbans degeri o kadar diisiik olur.

Stiperoksit dismutaz enzim aktivitesi Kono (1978)’ya gore hesaplandi. Buna
gore, bir birim enzim 560 nm’deki NBT miktarindaki degisimden kaynakli absorbans
farkini, bir dakika igerisinde % 50 oraninda azaltmak icin gerekli olan enzim
miktaridir. Siiperoksit dismutaz enzim aktivitesi U/mg cinsinden ifade edildi. Deney 3
teknik ve 3 biyolojik tekrarli gergeklestirildi. Tekrarlarin ortalamasi ve standart
sapmasi hesaplandi. Gruplar arasindaki farkin istatistiksel 6nem derecesi tek yonli

varyans analizi (ANOVA) ve ardindan TUKEY HSD testine gore belirlendi.
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2.6.5. Glutatyon Reduktaz Enzim Aktivitesi

Glutatyon rediiktaz enzim aktivitesi deneyi Cakmak vd., (2006)’ne gore
gergeklestirildi. Glutatyon rediiktaz enzim aktivitesini 6lgmek i¢in reaksiyonda
kullanilanlar s6yledir; 850 pl hacimde 50 mM KH2PO4 (pH:7.8) ve 0.1 mM EDTA,
50 pl 0.5 mM GSSG, 0.12 ul hacimde NADPH ve 50 ul hacimde protein drnekleri
kullanildi. Kor i¢in 900 pl hacimde 50 mM potasyum fosfat (KH2POg4) (pH:7.8) ve 0.1
mM EDTA, 0.5 mM 50 pl GSSG ve 50 pl 0.12 mM NADPH kullaniimistir. Olgiimler
1.5 mI’lik quartz kiivet kullanilarak spektrofotometre (Shimadzu, UV-1280) cihazinda
340 nm’de 90 saniye boyunca absorbans 6l¢tlerek kaydedildi.

Glutatyon rediiktaz enzim aktivitesi; 1 umol GSSG (oksitlenmis glutatyon)’yi
25 °C’de GSH (glutatyon)’a indirgeyen 1 iinite enzim miktaridir. Deney 3 teknik ve 3
biyolojik tekrarli olarak gergeklestirildi. Tekrarlarin ortalamasi ve standart sapmasi
hesaplandi. Gruplar arasindaki farkin istatistiksel onem derecesi tek yonlii varyans

analizi (ANOVA) ve ardindan TUKEY HSD testine gore belirlendi.

2.7. In Silico ve in Vitro ceRNA Analizi

2.7.1. Veri Toplama

Bu calismada, Nicotiana tabacum bitkisinde kuraklik stresine cevap olarak
ifadesinde farklilik meydana gelen genleri belirleyebilmek icin, Gene EXxpression
Omnibus (GEO) veri tabaninda bulunan GSE214048 numarali transkriptom veri seti
kullanilmistir. Bu veri setinde, N. tabacum bitkilerine kuraklik stresi uygulanmis ve
gen ifadeleri kontrol sartlarinda yetistirilen bitkilere gore belirlenmistir. Transkriptom
veri setinde her iki grup i¢in 3’er biyolojik tekrar yer almaktadir.

GSE214048 numarali veri seti GEO veri tabanindan indirilmistir [Web 2, 2022].
Bu veri setinde kuraklik stresine cevap olarak ifadesinde artis gozlenen genler
secilmistir. Bu genlere ait diziler Solanaceae Genomics Network (Sol Genomics
Network) veri tabanindan indirilerek biyoinformatik analizlerde kullanildi [Edwards
etal., 2017]. N. tabacum ait miRNA veri seti (PMID: 22353177) miRBase siirim 22.1
veri tabanindan indirildi (http://www.mirbase.org/). N. tabacum IncRNA dizileri
PLncDB v2.2 (Plant Long noncoding RNA Database) veri tabanindan indirildi [Jin et
al., 2021].
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2.7.2. GSE214048 Veri Setinin Biyoinformatik Analizi

Gene expression omnibus veritabanina kayith GSE214048 numarali verisetini
FPKM (fragments per kilobase of transcript per million fragments mapped) degerleri
txt formatinda indirildi. Indirilen veriseti, R programlama dilinde read.csv fonksiyonu
ile yiiklemesi gergeklestirildi. RNA-seq veriseti, DEseq2 paketi kullanilarak analiz
edildi [Love et al., 2014]. Veri seti igerisinde K326 ve ondan tiiretilen kurakliga
direngli olan M28 tohumlarindan elde edilen gruplara kuraklik stres, uygulamalisinin
1, 2, 4 ve 8. saatlerinde 6rnekler toplanmistir. Uzun donem kurakliga maruz birakilan
genleri tespit edebilmek amaciyla K326 hattinin kontrol ve 8.saatteki gruplar kendi
arasinda karsilagtirildi.  Gruplarin = kendi igerisindeki biyolojik tekrarlarinin
giivenirligini anlamak amaciyla PCA (principal component analysis) gerceklestirildi.
Anlamli degismis genleri belirlemek amaciyla p-adjusted kesme degeri 0.01 olarak ve
logz(Fold change) degeri -1°den kiigiik veya 1’den biiyiik olacak sekilde belirlendi.
Volcano figiire EnhancedVolcano paketi, secilen mRNA’lar i¢in olusturulan 1s1

haritas1 pheatmap paketi ile R programi kullanilarak olusturuldu.

2.7.3. ceRNA Ag1 Tanimlanmasi

GSE214048 numarali veri setinden ifadelerinde farklilik belirlenen genler
(DEGS)’e baglanan miRNA ve IncRNA belirlemek i¢in miRNA hedef tahmin araci
olan RNAhybrid kullanildi [Kriiger et al., 2006].

ceRNA ag1 olusturmak i¢in RNAhybrid araci sayesinde baz eslesmesi sonucu
olusan miRNA-mRNA ve mMIiRNA-IncRNA dublekslerinin belirlemek amaciyla
kullanildi. RNAhybrid potansiyel hedefleri tanimlamak i¢in termodinamik olarak
minimum serbest enerjiye sahip en kararli hibridizasyonu tahmin eder.

RNAhybrid programinin parametreleri sdyle ayarlandi; -p: 0.05, -e: -30, -v: 4, -
u: 2, -m: 80000. Parametreler sirastyla miRNA-mRNA ve miRNA-IncRNA hedef
tahminini yapmak icin kullanildi. Girilen parametreler sonucunda p degeri 0.05’ten
kicuk olanlar ve minimum serbest enerji -30 kcal/mol *den kictk olanlar hedef olarak
belirlendi. Eslesme sonucunda, en kiigiik minimum serbest enerjiye (mfe) sahip
mMIRNA-mMRNA ve miRNA-IncRNA olanlar secildi [Alves et al., 2009]. ceRNA agi
tanimlamak i¢in birbirine en iyi hibridizasyon yapan mRNA-miRNA ve ayn1t miRNA’
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ya hibridize olan en iyi IncRNA belirlendi. Aralarindan, 4 adet ceRNA ag1 secilerek
kuraklik stresindeki rollerini belirlemek i¢in her birinin ifadesi RT-qPCR ile belirlendi.

Tablo 2.1: RT-gPCR analizleri igin secilen 4 adet ceRNA regiilasyon aginda
yer alan mMRNA-miRNA-IncRNA iligkileri ve transkript bilgileri.

MRNA miRNA INcRNA

PEPC miR160 INcRNA-miR160
(Nitab4.5_0000221g0050.1) (NTAB_LNC000053.2)
RD22 miR168d IncRNA-miR168d
(Nitab4.5_0001403g0020.1) (NTAB_LNCO015607)
AP2 miR172 INcCRNA-miR172
(Nitab4.5_0000533g0010.1) (NTAB_LNC005922.1)
F3H miR390 INCRNA-miR390
(Nitab4.5_0005893g0010.1) (NTAB_LNC014507)

2.7.4. ceRNA Regiilasyon Aginda Yer Alan miRNA-mMRNA-INcCRNA
Eslestirme Analizi

RNAhyrid kullanilarak elde edilen miRNA-mRNA ve miRNA-IncRNA ciftleri
karsilattirllarak mRNA-mMiRNA-IncRNA’larin yer aldigi bir ceRNA regiilasyon agi
olusturmak ic¢in Cytoscape (3.9.1) kullanildi [Shannon et al., 2003]. Tablo 2.2°de
belirlenen MIRNA, mRNA ve IncRNA’larin yer aldigi ceRNA regiilasyon aglar

gosterilmistir.
Tablo 2.2: miRNA ve hedef mRNA ve IncRNA ’lar1.
miRNA HEDEFLERI TUR
NTAB_LNC006354.2 INCRNA
NTAB_LNC006354.1 INCRNA
nta-miR156a-e NTAB_LNC005472.2 INCRNA
Nitab4.5_0001599g0130.1 MRNA
Nitab4.5_0000351g0090.1 MRNA
NTAB_LNCO17514.1 INCRNA
nta-miR159 NTAB_LNC012568.1 INCRNA
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Tablo 2.2: Devam.

NTAB_LNC004802.1 INcRNA
nta-miR159 NTAB_LNC004802.3 INcRNA
Nitab4.5_0001820g0130.1 mRNA
NTAB_LNCO016418.1 INcRNA
NTAB_LNC013842.1 INcRNA
NTAB_LNC012723.1 INcRNA
NTAB_LNC012650.1 INcRNA
NTAB_LNCO011891.1 INcRNA
NTAB_LNC010575.1 INcRNA
NTAB_LNC003359.4 INcRNA
NTAB_LNC002938.3 INcRNA
NTAB_LNC001157.1 INcRNA
Nitab4.5_00051910060.1 mRNA
Nitab4.5_0004398g0080.1 mRNA
Nitab4.5_0004398g0070.1 MRNA
nta-miR160a-d Nitab4.5_000271290020.1 MRNA
Nitab4.5_000243790020.1 MRNA
Nitab4.5_0001558g0060.1 MRNA
Nitab4.5_0001423g0100.1 mRNA
Nitab4.5_0001309g0110.1 mRNA
Nitab4.5_0001217g0040.1 mRNA
Nitab4.5_0000798g0090.1 MRNA
Nitab4.5_0000714g0070.1 MRNA
Nitab4.5_0000600g0060.1 MRNA
Nitab4.5_0000600g0050.1 mRNA
Nitab4.5_0000525g0010.1 mRNA
Nitab4.5_0000380g0050.1 mRNA
Nitab4.5_00002210050.1 MRNA
NTAB_LNCO013446.1 INcRNA
NTAB_LNCO011617.1 INcRNA
NTAB_LNC009167.1 INcRNA
NTAB_LNC008715.1 INcRNA
NTAB_LNC000158.3 INcRNA
Nitab4.5_000343690040.1 MRNA
Nitab4.5_0002700g0140.1 MRNA
Nitab4.5_00023220010.1 MRNA
Nitab4.5_00016080020.1 mRNA
nta-miR164a-c Nitab4.5_0001508g0050.1 mRNA
Nitab4.5_000085990350.1 mRNA
Nitab4.5_0000794g0140.1 MRNA
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Tablo 2.2: Devam.

Nitab4.5_0000681g0020.1 mRNA

Nitab4.5_0000716¢0240.1 mMRNA

Nitab4.5_0000506¢0240.1 mMRNA

nta-miR164a-c Nitab4.5_0000468g0150.1 mMRNA
Nitab4.5_0000445¢g0170.1 mRNA

Nitab4.5_0000171g0210.1 mRNA

Nitab4.5_0000106g0430.1 mRNA

Nitab4.5_0000010g0130.1 mMRNA

NTAB_LNC019538.1 IncRNA

NTAB_LNCO017803.1 IncRNA

NTAB_LNCO015374.1 IncRNA

NTAB_LNC001821.2 IncRNA

nta-miR167a-e NTAB_LNCO001821.1 IncRNA
Nitab4.5_0001894¢g0060.1 mMRNA

Nitab4.5_0000913g0020.1 mMRNA

Nitab4.5_0000856¢0150.1 mMRNA

Nitab4.5_0000820g0050.1 mRNA

Nitab4.5_0000121g0090.1 mRNA

NTAB_LNC018989.1 IncRNA

NTAB_LNCO018576.1 IncRNA

NTAB_LNCO016718.1 IncRNA

NTAB_LNC013400.1 IncRNA

NTAB_LNC010154.1 IncRNA

nta-miR168a-e NTAB_LNCO004174.2 IncRNA
Nitab4.5_000464690090.1 mRNA

Nitab4.5_0001403g0020.1 mMRNA

Nitab4.5_0000743g0050.1 mMRNA

Nitab4.5_0000014¢g0380.1 mMRNA

NTAB_LNC002763.2 IncRNA

nta-miR169a-t NTAB_LNC002763.1 IncRNA
Nitab4.5_000006890290.1 mRNA

NTAB_LNC009972.1 IncRNA

nta-miR171b NTAB_LNC007308.1 IncRNA
Nitab4.5_0001468g0070.1 mMRNA

Nitab4.5_0000303g0190.1 mRNA

Nitab4.5_0000495g0090.1 mRNA

NTAB_LNC019322.1 IncRNA

nta-miR1446 NTAB_LNCO017843.1 IncRNA
NTAB_LNC008725.1 IncRNA

NTAB_LNC001990.2 IncRNA

NTAB_LNC001588.1 IncRNA
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2.7.5. Primer Dizayn

RNAhybrid araci ile tanimlanan ceRNA aglarindaki mRNA ve IncRNA’lar i¢in

primer tasarimi SCiTools OligoAnalyzer 3.1 kullanilarak yapildi. Primerlerin

Ozgiinliigii BLASTn arama motoru kullanilarak kontrol edildi (Altschul et al., 1990).

miRNA’larin cDNA sentezi igin primer tasarimi Varkonyi-Gasic et al., (2007)’ye gore

yapildi. Primerler ve dizileri tablo 2.3, tablo 2.4 ve tablo 2.5’te gosterilmistir.

Tablo 2.3: mMRNA primer dizileri.

mMRNA Dizi 5’-3’
PEPC-qF TGGCAGCTGAATTAGGAAGTG
PEPC-gR GGCGTGCATCCTTCTGTAAA
RD22-qF CACTTACCTTTCGTTGGCACTA
RD22-qR GGCGTATTAGGCAGCTTAGTATT
AP2-gF GCTCACTTGTGGAATGGAGTA
AP2-gR CCGGAGTTGAGAATCCTGATG
F3H-qF AATTTCAGAGGCTAGTCGACAC
F3H-gR TTGTCGAGCTTCGTCCATAAG
EF-la-qF GTCAAGAATGTTGCGGTTAAGG
EF-1a-0R 1 GATGATAGCTTGGGAGGTAAAG
Tablo 2.4: miRNA primer dizileri.
miRNA  Dizi 5’-3’
miR160- *GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACTG
RT GCAT
miR160- GCGGCGTGCCTGGCTCCCTGT
gF
miR168- *GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACTTC
RT CCG
miR168- GCGGCGTCGCTTGGTGCAGGT
qF
miR172- *GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACCT
RT GCAG
miR172- GCGGCGAGAATCTTGATGATG
qF
miR390- *GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACGG
RT TGCT
miR390- GCGGCGAAGCTCAGGAGGGAT
gF

*evrensel geri primer (GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGAC)
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Tablo 2.5: IncRNA primer dizileri.

INcRNA Dizi 5’-3’

Inc-miR160-qF TGGGTGTTGCTTGGAGAATAG
Inc-mirR60-gR CCCTCAAATCTGCCTGACC
Inc-miR168-qF CCTGTTGTGACTGCAACATAGA
Inc-miR168-qR TGCGAATCTATAAGCCTTCAGC
Inc-miR172-qF CCTTAAGCGGATTGTACATTGA
Inc-miR172-qR TTCTGCTCCACATGATTTCT
Inc-miR390-qF CTGTAAAGCTCAGGAGGGATAG
Inc-miR390-qR GCCATAGAACTCAGGATGGATAG

2.8. ceRNA Regiilasyon Aglarinda Yer Alan IncRNA-mMiRNA
ve mRNA’larin Ifadelerinin RT-qPCR ile Belirlenmesi

2.8.1.Toplam RNA Izolasyonu

Kurakliga alistirilarak ve alistirilmadan kuraklik stresi uygulanmis ve kontrol
sartlarinda yetistirilmis bitkilerden elde edilerek -80 °C saklanan drnekler sivi azot
icerisine alindiktan sonra RNA izolasyonu gerc¢eklestirildi. Bunun i¢in, doku 6rnekleri
icerisinde 3 adet metal bilye bulunan ependorf tiipler i¢inde doku pargalayict ile
homojenize edildi. Homojenizator 25 sn/45 frekans olarak ayarlandi ve ornekler toz
haline gelmesi saglandu.

RNA izolasyonu TRIzol metoduna gore yapildi. Toz haline gelen bitki 6rnekleri
hizlica homojenizatoriin bloklarindan alinip sivi azot igerisine geri konuldu. Ardindan
siv1 azottan sirayla alinan 6rneklerin igerisine 1 ml TRIzol (Invitrogen) eklendi ve
ardindan ependorf tiipler vortekslendi. Vorteklemeden sonra 6rnekler oda sicakliginda
5 dk inkiibasyona birakild1. Inkiibasyonun ardindan érneklere 1 ml TRIzol igin 200 pl
kloroform eklendi. Kloroformun karismasi igin tiipler alt iist edildi. Ornekler oda
sicakliginda 2-3 dakikalik inkiibasyona birakildi. Siirenin bitmesinin ardindan 6rnekler
onceden sogultulmus santrifiij cihazinda 11.000 rpm’de ve 4 °C ‘de santrifiij edildi.
Islemin ardindan siipernatant tiipiin igerisindeki pellet kaldirilmadan ve bilyelere
degmeden alind1 ve yeni bir 1.5 ml tiipe aktarildi.

RNA’y1 ¢oktiirmek igin siipernatant bulunan tiiplere 1ml TRIzol igin 450 pl
izopropanol eklendi ve oda sicakliginda 10 dakikalik bir inkiibasyona birakildi.
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Inkiibasyonun ardindan 6rneklere 11.000 rpm ve 4 °C’de 10 dakika santrifiij yapildi.
Santrifiijiin ardindan ¢oken RNA’y1 yikamak i¢in oncelikle silipernatant atild.
Kullanilan 1 ml TRizol reaktifi icin 1 ml % 75 etanol ile pellet yikandi. Ardindan
ornekler 11.000 rpm ve 4 °C’de 5 dakika santriftj edildi. Pelleti kaybetmeden ependorf
tiipler icerisinde bulunan siipernatant atildi. Tiiplerin i¢indeki etanoliin uzaklagsmasi
icin pelletler kurumaya birakildi ve kurumanin ardindan tiipler icerisine 35 pl niikleaz
icermeyen su eklendi. Ornekler -20 °C’de saklandi. Elde edilen RNA’larin
konsantrasyon ve safligin1 6l¢mek i¢in NanoDrop (Thermo Scientific, NanoDrop Lite
Spectrophotometer) kullanildi. 260/280 nm &l¢liim yapilarak RNA’nin safligi kontrol
edilerek 2.0 degerine yakin olan en saf 6rnekler cDNA igin segildi.

2.8.2. mIRNA, mRNA ve IncRNA’lardan cDNA Sentezi

mRNA’lar ve IncRNA’lar icin cDNA sentezi, High Capacity cDNA Reverse
Trancription kiti (ThermoFisher) kullanilarak kitte bulunan protokole goére yapildi.
Reaksiyon hacmi 25 ul olarak ayarlandi. Her reaksiyon basina 2.5 ul 10x RT buffer, 1
ul 25x dNTP mix(100mM), 2.5 pl 10x random primer, 1.25 ul multiscribe reverse
transkriptaz kullanildi. Kullanilan total RNA miktari, kullanilan ¢cDNA kitindeki
protokole gore 25 pl icerisinde 1.25 pg olacak sekilde ayarlanmak iizere; drneklerin
RNA konsantrasyonlarina gore hesaplanarak eklendi ve kalan hacim ise niikleaz
icermeyen su (Nuclease-Free Water) kullanilarak 25 pl reaksiyon hacmi tamamlandi.

Tupler bir termal dongii cihazina yerlestirildi ve sartlart soyledir; 25 °C
sicaklikta 10 dakika, 37 °C sicaklikta 120 dakika 85 °C sicaklikta 5 dakika ve 4 °C
sicaklikta 120 dakika (sonsuz dongii) olacak sekilde ayarlandi. Reaksiyon bittiginde
cDNA ornekleri alinip RT-gPCR da kullanilmak iizere -20 °C’ ye kaldirildi.

miRNA cDNA sentezi igin, Varkonyi-Gasic et al., (2007)’ye gore High Capacity
cDNA Reverse Trancription kiti (ThermoFisher) kullanilarak yapildi. Toplam
reaksiyon hacmi 20 ul olarak hazirlandi. Reaksiyon basina 10 pl karisim ve 10 ul RNA
igermeyen su olarak hazirlandi. Karisim igerisine 2 ul 10x RT buffer, 0,5 ul 10 mM
dNTP karigimi, 0,25 pl reverse trankriptaz, 4ul stem-loop RT primer ve 3,25 pl
niikleaz icermeyen su eklendi. Kullanilan total RNA miktar1 RNA konsantrasyonlarina
gore hesaplanarak eklendi ve kalan hacmi 10 ul’ye tamamlayana kadar niikleaz
icermeyen su eklendi. Stem-loop primerler reaksiyona eklemeden dnce 65 °C’ de 5 dk

boyunca bir sicak su banyosunda bekletildi ve ardindan hemen 2 dk buz igerisinde
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bekletildi. Tiipler, bir termal dongii cihazina yerlestirildi ve pulsed RT islemi yapildi.
Cihazin dongii sartlari;16 °C” de 30 dk inkiibasyon, 60 dongii boyunca 30 °C’de 30
sn, 42 °C’de 30 sn ve 50 °C’de 1 sn, reverse transcriptase inaktivesi icin 85 °C’de 5
dk inkiibasyon olacak sekilde ayarlandi. Reaksiyon bittiginde ornekler alimip RT-
gPCR analizinde kullanilana kadar -20 °C’ ye kaldirildi.

2.8.3. Transkript Miktarimin Kantitatif RT-PCR (qRT-PCR)
Belirlenmesi

Total RNA 0Orneklerinden miRNA, IncRNA ve mRNA’larin ¢cDNA’ya
cevrildikten sonra transkript miktarlart qRT-PCR analizi ile belirlendi. gRT-PCR igin
Platinum® SYBR® Green gPCR SuperMix UDG (Invitrogen) kiti ve igerisimde
bulunan protokol kullanildi.

miRNA cDNA ornekleri icin her bir reaksiyon basina 10 pl 2X Syber Green, 2
pl cDNA, 1 pl universel geri primer (10 mM),1 pul miRNA’ya 6zgu ileri primer (10

mM), 7 ul niikleaz icermeyen su eklendi. Tupler StepOne™ Real-Time PCR System

(Thermo Fisher) cihazina yerlestirildi ve cihaz dongii sartlar1 su sekilde ayarlandi; 95
°C sicaklikta 5 dk inkiibasyon, 45 dongii i¢in 95 °C sicaklikta 10 sn, 60 °C sicaklikta
10 sn, 72 °C sicaklikta 10 sn, erime egrisinde ise 95 °C sicaklikta 15 sn ve 60 °C
sicaklikta 1 dk olarak ayarlandi.

mRNA ve IncRNA c¢cDNA’lar1 igin her reaksiyon basina 10 pl 2X Syber Green,
1 pul cDNA, 1 pl geri primer (10 mM),1 pl ileri primer (10 mM), 7 pl nikleaz
icermeyen su eklendi.

MRNA icin gRT-PCR dongii sartlart su su sekildedir; 95 °C sicaklikta 4 dk
inkiibasyon, 40 dongii i¢in 95 °C sicaklikta 1 dk, 60 °C sicaklikta 1 dk, erime egrisi
icin 95 °C sicaklikta 15 sn, 60 °C’de 1 dk ve 95 °C’de 15 sn olarak ayarlandi.

INcCRNA icin gqRT-PCR reaksiyon sartlar1 ise soyledir; 95 °C sicaklikta 5 dk
inkiibasyon,45 dongi icin 95 °C’de 10 sn, 60 °C’de 15 sn, 72 °C’de 10 sn, erime
egrisinde ise 95 °C sicaklikta 15 sn, 60 °C sicaklikta 1 dk ve 95 °C sicaklikta 15 sn
olarak ayarlandu.

Kuraklik stresi uygulanmis bitkilerde ceRNA regiilasyon aglarinda yer alan
mRNA, miRNA ve IncRNA’larin kontrole gore nispi transkript miktarlar1 delta-delta

Ct (222") metodu kullanilarak hesaplanmistir. Referans gen olarak kullanilan EF-1a
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(elongation factor 1 a)’ya gore mRNA, miRNA ve IncRNA dongii esik degerleri (Ct)
normalize edildi.

Transkrip miktarlar1 3 biyolojik ve 2 teknik tekrarin ortalamasi alinarak ve hata
cubuklari i¢in ise standart hata cubuklar1 alinarak hesaplandi. Gruplar arasindaki farkin
6nem derecesi (P) Microsoft Excel Programi’nda yer alan Student’s T-testi’ne gore

belirlendi ve P<0.05 oldugunda iki grup arasindaki farkin 6nemli oldugu kabul edildi.

2.8. Istatistiksel Analiz

Morfolojik ve SPAD analizlerinde her gruptan 12’ser adet bitki kullanilmistir.
Orneklere ait degerlerin ortalamalar1 ve standart hatalar1 (SE) Microsoft Excel
Student’s T-test programi yardimiyla hesaplanmigtir. P<0.05 olarak ifade edilmistir.

Fizyolojik ve transkripsiyonel analizlerde incelenen her uygulama grubundan
3’er adet bitki kullanilmistir. Orneklere ait degerlerin ortalamalar1 ve standart hatalar
Microsoft Excel Student’s T-test programi yardimiyla hesaplanmistir Ug tekrarin
ortalama degerleri + standart hata (SE) olarak ifade edilmis ve P<0.05 degerleri
anlamli farklilik olarak kabul edilmistir.

Biyokimyasal analizlerde, antioksidan enzim aktivitelerinde incelenen her
uygulama grubundan 3’er adet bitki kullanilmistir. Veriler SPSS istatistik programi
kullanilarak “tek yonlii varyans analizi” (ANOVA) ve ardindan TUKEY HSD testi ile
istatistiksel olarak analiz edilmistir. Ug tekrarin ortalama degerleri + standart hata (SE)

olarak ifade edilmis ve P<0.05 degerleri anlamli farklilik olarak kabul edilmistir.
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3. SONUCLAR

3.1. SPAD ve Klorofil Miktari

Bes giin kurakliga aligtirma yapilan ve ardindan dort giinliik iyilesme stiresinin
ardindan kurakliga alistirilan (D) ve alistirllmadan kuraklik (CD) stresi uygulanmis ve
kontrol (C) sartlarinda yetistirilen bitkilerin stres boyunca yapilan SPAD 6l¢iimleri
Sekil 3.1-3.4 de gosterilmektedir. Ugiincii yaprakta yapilan SPAD élciilerinde
ilerleyen giinlerde klorofil miktarinda azalma gozlenmistir (Sekil 3.1). D grubu bitkiler
kurakliga alistirma sirasindaki 5 giinliik siirecte {iglincli yapraklarinin klorofil
miktarinda C grubuna gore % 37.55, CD grubuna gore % 49.88 oraninda istatistiksel
olarak onemli derecede azalma gozlenmistir (P<0.05) (Sekil 3.1). CD grubu bitkiler
kuraklik stresinin bagladig1 5. glinden 11. gline kadar klorofil miktar: sabit kalmis, 11.
giinden sonra hizla klorofil miktarinda azalma gergeklesmistir. D ve CD gruplarinin

11. giindeki klorofil miktar1 Students T- test ile karsilastirildiginda 6nemli fark

bulunmustur (P<0.05).
SPAD Y3
=1 Kurakliga Alistirma ivilesme Kuraklik Stresi
5 —ma——
5 > T\H
@ = v
- ; : £
E ) LI\
s b
3 : : - :
0
a2
b
3 4 5 7 8 B 10 by
Kuraklik Aligtirmasindan Kuraklik Uygulamasinin Sonuna Kadar gegen siire (Giin)
—_ CD D

Sekil 3.1: Uglincii yaprak (Y3) SPAD 6lciimii. 1-6 giinler arasinda D kurakliga
alistirilma, 6-10 giinler arasinda D iyilesme, 10-17 giinler arasinda D ve CD kuraklik
stresi uygulama. Hata ¢ubuklari standart hatay1 gostermektedir. (n = 12, Student’s T-

test, farkli harfler her bir grup i¢in anlaml farkliliklart temsil eder (P<0.05).
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Dordunct  yapraklardaki SPAD ile Olgiilen klorofil miktarinda kurakliga
alistirma stiresince D grubu bitkilerde klorofil miktar1 uygulamanin ilk giiniinde diger
gruplar ile yaklasik olarak ayni degerdeyken alistirma siiresinin sonunda C ve CD
gruplarina karsi sirasiyla % 21.1 ve % 25.2 oraninda istatistiksel olarak 6nemli
derecede azalma gostermistir (P<0.05) (Sekil 3.2). Uygulama siiresinin bittigi 13.
giinde ise klorofil miktarlar1 karsilastirildiginda anlamli bir fark saptanmamistir

(P>0.05).

SPAD Y4
Kurakliga Alistirma iyilesme Kuraklik Stresi

@

W oW oW oW b
LR - 3 =]
4

Klorofil Miktari ( SPAD)
[l
[ Sl

BB R B B
S R B G om S

10 11 12 13 14 15 16

Kurakhk Alistirmasindan Kuraklik Uygulamasinin Sonuna Kadar gegen siire (Gin)

——C cD D

Sekil 3.2: Dordunct yaprak (Y4) SPAD o6l¢limi. 1-6 giinler arasinda D
kurakliga alistirilma, 6-10 giinler arasinda D iyilesme, 10-17 giinler arasinda D ve
CD kuraklik stresi uygulama. Hata ¢ubuklari standart hatay: gostermektedir. (n = 12,
Student’s T-test, farkli harfler her bir grup i¢in anlamli farkliliklar1 temsil eder
(P<0.05).

Besinci yapraklardaki SPAD ile 6lgiilen klorofil miktarinda kurakliga alistirma
stiresince D grubu bitkilerde klorofil miktar1 uygulamanin ilk giiniinde diger gruplar
ile yaklasik olarak ayn1 degerlerdeyken kurakliga aligtirma siiresinin sonunda C ve CD
gruplarina kars1 sirasiyla % 7.70 ve % 12 oraninda azalma gergeklesmistir. CD’ye
gore istatistiksel olarak 6Gnemli derecede azalis meydana gelmistir (P<0.05) (Sekil 3.3).
Uygulama siiresinin bittigi 13. giinde ise klorofil miktarlar1 karsilastirildiginda

istatiksel olarak anlamli bir fark saptanmamuistir (P>0.05).
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Sekil 3.3: Besinci yaprak (Y5) SPAD o6l¢limi. 1-6 giinler arasinda D kurakliga
aligtirilma, 6-10 giinler arasinda D iyilesme, 10-17 giinler arasinda D ve CD kuraklik
stresi uygulama. Hata ¢ubuklari standart hatayi gostermektedir (n = 12, Student’s T-

test, farkli harfler her bir grup i¢in anlaml farkliliklar1 temsil eder (P<0.05).

Altinc1 yapraklardaki SPAD ile olgiilen klorofil miktarinda kurakliga alistirma
stiresince D grubu bitkilerde klorofil miktar1 uygulamanin ilk giiniinde diger gruplar
ile yaklagik olarak ayni degerlerdeyken kurakliga alistirma stiresinin sonunda C ve CD
gruplarina karsi sirastyla % 0.60 ve % 1.2 azalig géstermistir ancak bu farkin istatiksel
olarak onemli olmadigi tespit edilmistir (P>0.05) (Sekil 3.4). Uygulama suresinin
bittigi 13. giinde klorofil miktarlari karsilastirildiginda CD grubu D grubuna gore %8.7

artig gdstermis ve istatiksel olarak anlaml bir fark bulunmustur (P<0.05).

SPAD Y6
Kurakliga Alistirma iyilesme Kuraklik Stresi
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.
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Sekil 3.4: Altinc1 yaprak (Y6) SPAD 6lciimii. 11-6 giinler arasinda D kurakliga
alistirilma, 6-10 giinler arasinda D iyilesme, 10-17 giinler arasinda D ve CD kuraklik
stresi uygulama. Hata ¢ubuklar1 standart hatay1 gostermektedir (n = 12, Student’s T-

test, farkli harfler her bir grup i¢in anlaml farkliliklar1 temsil eder (P<0.05).
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Kurakliga alistirilmis (D) ve alistirilmamig (CD) bitkilerin kuraklik stresi sonucu
yapraklarinin klorofil a, b ve karotenoid miktarlari, % 100 aseton ile ekstraksiyonu ve

ardindan spektrometre ile dlgiilerek belirlenmistir (Tablo 3.1).

Tablo 3.1: Besinci yapraklardaki klorofil a, b ve karotenoid miktarlari.

Klorofil Miktar1 Kontrol Kurakliga Kurakliga
© Alistirilmamis Alistirilmig
(CD) (D)
Klorofil a 22.53+0.81 12,14 £ 1.44 ** 12.23 £2.97*
Klorofil b 21.80 £ 1.86 4.46 £ 0.50** 6.16 £ 2.79**
Karotenoid 9.30 £ 0.69 5.12 £ 0.53** 5.75+£1.90

(n=3), Student’s T-test, **(P<0.01), *(P<0.05).

Klorofil a miktar1 gruplar arasinda en yiiksek 22.53 (ug/ml) ile C grubunda
bulunmustur. CD grubu 12.14 (ug/ml) klorofil a miktari ile C’ye gore % 46.09 daha
az klorofil a igerigine sahiptir ve istatiksel olarak onemli bir fark bulunmustur
(P<0.01). D grubu 12.23 (ug/ml) C’ye gbre % 45.73 daha az klorofil a igerigine
sahiptir ve istatiksel olarak onemli bir fark bulunmustur (P<0.05). CD grubu D
grubuna gore % 0.63 daha az klorofil a igerigine sahiptir ve gruplar arasinda istatiksel
olarak 6nemli bir fark bulunmamistir(P>0.05).

Klorofil b miktari ii¢ grup igerisinde en yuksek 21.80 (png/ml) ile C grubunda
bulunmaktadir. CD grubu 4.46 (pg/ml) klorofil b miktar1 ile C grubuna gore % 79.54
oraninda daha az klorofil b’ye sahiptir, iki grup arasinda istatiksel olarak 6énemli bir
fark bulunmustur (P<0.01). D grubu 6.16 (pg/ml) klorofil b miktarina sahiptir ve C
grubuna gore % 71.74 daha az klorofil b miktarina sahiptir. D ve C gruplar arasinda
istatiksel olarak onemli bir fark bulunmustur (P<0.01). CD, D’ye gére % 27.59
oraninda daha az klorofil b’ye sahiptir ve iki grup arasinda istatiksel olarak énemli bir
fark bulunmamaistir (P>0.05).

Karotenoid miktar1 en ¢ok C grubunda 9.30 (ug/ml) olarak bulunmustur. CD
5.12 (ng/ml) karotenoid ile C’ye gore % 44.94 daha az karotenoid miktarina sahiptir

ve iki grup arasinda istatiksel olarak 6nemli bir fark bulunmustur (P<0.01). D grubu
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5.75 (ng/ml) karotenoid ile C’ye gore % 38.17 daha az igerige sahiptir ve gruplar

arasinda istatiksel olarak onemli bir fark bulunmamastir (P>0.05).

3.2. Rozet Alan1 ve Bagil Su Icerigi

Nicotiana tabacum bitkileri 4 haftalik olduklarinda 3 gruba ayrildiktan sonra D
grubu bitkiler 5 giin boyunca kurakliga maruz birakildi. Bu siire¢ boyunca rozet alan
gelisim hizinda D grubu Nicotiana tabacum bitkileri, C ve CD gruplarina kiyaslama
yaprak biylme ve genislemesi yavaslamistir (Sekil 3.5). Besinci giiniin sonunda dort
giinliik iyilesme uygulanmis ve D ve CD gruplar1 es zamanl yedi giin boyunca
kuraklik stresi uygulanarak gOzle goOrilur solma bir kuraklik stresine maruz
birakilmigtir. Kuraklik stresine maruz birakildiklarinda D ve CD gruplarinin rozet
alan1 artis hizlar1 yaklagik 1 hafta paralel gittikten sonra artan kuraklik stresi siddeti ile
yapraklarda solmalar meydana gelmesinden dolayr rozet alanda azalmalar
kaydedilmistir. Yedi giinliik kuralik stresi uygulamasi bitiminde yapilan ol¢iimler
sonucunda; D grubu rozet alani, C grubu ile karsilastirildiginda % 55.3 daha kiguk,
CD grubu ile karsilastirildiginda % 15 daha biiyiik oldugu belirlenmistir (P<0.01). CD
rozet alani C ile karsilastirildiginda % 62 daha kiigiik oldugu belirlenmistir (P<0.01).

Rozet Alan(cm?)

_Kurakliga Algtirma lyilesme Kurakhk Stresi
200 3 r
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100 7‘; . , . b
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Rozet Alan{cm?)

Deney Sliresi

——C —o—CD D

Sekil 3.5: Image J ile rozet alan &lgiim sonuglari (cm?). 1-6 giinler arasinda D
kurakliga alistirilma, 6-10 giinler arasinda D iyilesme, 10-17 giinler arasinda D ve
CD kuraklik stresi uygulama. Hata ¢ubuklari standart hatayr gostermektedir (n = 12),
farkl1 harfler her bir grup i¢in anlamli farkliliklar temsil eder (P<0.05).
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Kurakliga alistirma ve kuraklik stresi uygulamalar1 ardindan ¢ekilen fotografta
kurakliga alistirtlan ve aligtirilmayan bitkiler kuraklik stresi uygulandiginda
morfolojik olarak farkli tepkiler vermislerdir (Sekil 3.6). Kuraklik stresi uygulamasi
alistirilan ve alistirllmayan her iki grupta kontrole gore gelisimsel olarak yavaslamaya
sebep olmustur (Sekil 3.6). Kurakliga alistirilan (D) ve alistirilmayan (CD) gruplar
karsilastirildiginda kurakliga alistirilan (D) grubun kuraklik stresini daha iyi tolere

edebildigi, sadece en alt kattaki yapraklarda solma meydana gelmistir.

Sekil 3.6: Kuraklik stresi uygulamasinin son giinii (17.giin) Nicotiana tabacum
bitkisinin Ustten (a) ve yandan (b) goruntisu. (a)ve (b) icin sirasiyla; C, D, CD
gruplart.

Bagil su igerigi taze agirliktan kuru agirlik ve rehidrate agirliklara gore
hesaplandi. Sonuglarina bakildiginda kontrol (C) grubunun % 78.75 ile en yiksek
yiizdeye sahip oldugu goriilmektedir (Sekil 3.7). Kurakliga aligtirma yapilmayan CD
grubu ise % 40 bagil su igerigiyle en diisiikk yiizdeye sahiptir. D grubu ise % 52.45
bagil su igerigine sahiptir. Kontrol ile CD ve D gruplari karsilastirildiginda kontrole
gore sirasiyla % 49.4 ve % 34.2 daha az bagil su icerigine sahiptirler ve istatiksel olarak
onemli farklar bulunmustur (P<0.01). CD ve D gruplar karsilastirildiginda D grubu
CD’ye gore % 30 daha fazla bagil su igerigine sahiptir ve istatiksel anlamda 6nemli

bir sonu¢ bulunmustur (P<0.01).
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Sekil 3.7: % Bagil su icerigi miktarlari. Hata cubuklari standart hatayi
gostermektedir (n = 5), Student’s T-test *(P<0.05), **(P<0.01).

3.3. Govde Uzunlugu ve Ciceklenme Siireleri

3.3.1. Stres Uygulamasindan Sonra Govde Uzunlugu

Yedi gunlik kuraklik stresi uygulamasinin bitmesinin ardindan (17.gtin) C, CD
ve D gruplarindaki bitkilerin gévde uzunluklar1 kaydedilmistir (Sekil 3.8). C grubu
fidelerin ortalama uzunlugu 6 cm, CD grubu ortalama gévde uzunlugu 2.6 cm, D grubu
govde uzunlugu ise 1.8 cm’dir. D grubu govde uzunlugu CD grubuna gore % 33
kisadir ve gruplar arasinda istatiksel olarak 6nemli bir fark bulunmustur (P<0.01). D
grubu govde uzunlugu otalamasi C grubu govde uzunlugu ortalamasina gore % 70
daha kisadir ve gruplar arasinda istatiksel olarak 6nemli bir fark bulunmustur (P<0.01).
CD govde uzunlugu ortalamasi C gévde uzunlugu ortalamasina kiyasla % 55 daha

kisadir ve iki grup arasinda istatiksel olarak dnemli bir fark bulunmustur (P<0.01)
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Sekil 3.8: Nicotiana tabacum bitkilerinin stres uygulamasi sonrasi (17. Giin)
govde uzunluklar1 (cm) (n = 12, Student’s T-test, P<0.01). Hata ¢ubuklar1 standart
hatay1 gostermektedir.

3.3.2. Ciceklenme Zamani Govde Uzunlugu

Nicatiana tabacum bitkilerinin tamamu ¢igeklendiginde gévde uzunluklari tekrar
oOlgiilerek kaydedilmistir. C grubu govde uzunlugu 30.7% (2.1) cm, CD grubu 26.9+
(1.6) cm, D grubu 29+ (2.5) cm olarak ol¢iilmiistiir (Sekil 3.9). CD grubu 26.9 cm
ortalama ile diger iki gruba gore en kisa uzunluga sahiptir. CD gévde uzunlugu C’ye
gore % 12.5 daha kisadir ve iki grup arasinda istatiksel olarak onemli bir fark
bulunmustur (P<0.01). CD gévde uzunlugu D grubu ile karsilastirildiginda % 7.2 daha
kisadir, iki grup istatiksel olarak incelendiginde aralarinda 6nemli fark bulunmustur
(P<0.05). D grubu ile C grubu karsilastirilmasinda D, C’ye gore % 5.7 daha kisadir ve
iki grup istatiksel olarak incelendiginde aralarinda onemli fark bulunmamigtir

(P>0.05).
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Sekil 3.9: Nicotiana tabacum bitkilerinin gigeklenme zamani govde
uzunluklar1. Hata ¢ubuklari standart hatayr géstermektedir.
(n =12, Student’s T-test, P<0.05).

Ik cigeklenmeden itibaren kaydedilen gruplarin ¢iceklenme sayis1 asagidaki
sekilde verilmistir (Sekil 3.10). ilk once ciceklenen grup; 12 fideden 6’sinin
ciceklenmesiyle CD grubu olmustur. Cigeklenmenin 2. gliniinde C grubunda 3 tane,
CD grubunda 10 tane, D grubunda ise 1 tane c¢iceklenen bitki olmustur.
Ciceklenmenin 3. glniinde C grubundan 3 tane daha bitki ¢icek acarak toplamda 6
tane, CD grubunda butiun bitkiler, D grubunda 5 tane daha bitki cicek acarak toplamda
6 tane bitki ¢igceklenmistir. Ciceklenmenin 4. gininde C grubundan 4 tane daha
ciceklenme olarak toplamda 10 tane bitki, D grubunda ise 1 bitki daha cicek acarak
toplamda 7 bitki ¢igeklenmistir. Ciceklenmenin 5. ve 6. gliniinde C grubunda 1’er tane
daha bitki ¢i¢eklenerek toplam 6 giinde 12 bitkinin hepsi ¢i¢eklenmistir. D grubunda
5. giin 2 tane, 6. guin 2 tane, 7. guin 1 tane daha bitki ¢igeklenerek toplam 7 gtinde bitiin
bitkiler ¢iceklenmistir.
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Sekil 3.10: Ciceklenme sureleri. Hata ¢ubuklari standart hatay1 gostermektedir

(n=12).

3.4. Antioksidan Enzim Aktivite Analizleri

3.4.1. Katalaz (CAT) Enzim Aktivitesi

Kontrol (C), kurakliga alismamis (CD) ve alismis (D) grubu bitkilerinden alinan

yaprak orneklerindeki katalaz aktivitesi agagidaki grafikte verilmistir (Sekil 3.11). CD

katalaz aktivitesi kontrole gore % 30 artmustir, fakat istatiksel olarak énemli bir fark

bulunmamustir (P>0.05). D katalaz aktivitesi C ve CD’ye gore sirasiyla % 60 ve % 23

artmistir ancak istatiksel olarak 6énemli bir fark bulunmamigtir (P>0.05).
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Sekil 3.11: Kontrol ve kuraklik stresi uygulamasinda katalaz (CAT) enzim
aktivitesi (n=3, Tek yonlii ANOVA'y1 takiben her gosterge ortalama degerleri
arasinda karsilastirma yapmak i¢in Tukey testi kullanildi. *P<0.05).
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Kuraklik stresi uygulamasinin ardindan yapilan dort giinliik iyilestirmenin
bitiminde altinci yapraklardan alinan drneklerdeki katalaz enzim aktivitesi sonuglari
Sekil 3.12°de gosterilmistir. Kurakliga alismamis (CD) grubun katalaz aktivitesi
kontrol (C) grubuna gore % 56.6 daha az aktivite gostermistir ve iki grup arasinda
istatiksel olarak 6nemli bir fark bulunmustur (P<0.05). Kurakliga aligmamis (CD)
grubu ve kurakliga aligmis (D) grubu arasindaki aktivite karsilagtirilmasinda CD D’ye
gore % 31.5 oraninda daha az enzim aktivitesine sahiptir ve iki grup arasinda istatiksel
olarak 6nemli bir fark bulunmamistir(P>0.05). D grubu C grubuna gére % 36.7 daha

az katalaz enzimine sahiptir ve iki grup arasinda istatiksel olarak onemli bir fark

bulunmamastir (P>0.05).
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Sekil 3.12: Tyilesmenin ardindan C, CD ve D gruplarinda katalaz (CAT) enzim
aktivitesi (n=3, Tek yonliit ANOVA'y1 takiben her gosterge ortalama degerleri
arasinda karsilagtirma yapmak icin Tukey testi kullanildi. ¥P<0.05).

3.4.2. Askorbat Peroksidaz (APX) Aktivitesi

Kontrol (C), kurakliga alismamis (CD) ve alismig (D) gruplarinda yer alan
bitkilerin besinci yapraklarindan alinan o6rneklerdeki askorbat peroksidaz (APX)
aktivitesi asagidaki grafikte verilmistir (Sekil 3.11). CD APX aktivitesi C’ye gore %
23 fazladir, fakat istatiksel olarak onemli bir fark bulunmamistir (P>0.05). D APX
aktivitesi C’ye gore % 66 daha fazla artmistir ve istatiksel olarak 6nemli bir fark
bulunmustur (P<0.01). D APX aktivitesi, CD’ye gore % 34 daha fazla artmistir ve

istatiksel olarak 6nemli bir fark bulunmustur (P<0.05).
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Sekil 3.13: Kontrol ve kuraklik stresi uygulamasinda askorbat peroksidaz
(APX) enzim aktivitesi (n=3, Tek yonliit ANOVA'y1 takiben her gosterge ortalama
degerleri arasinda karsilastirma yapmak icin Tukey testi kullanildi. *P<0.05).

Kontrol (C), kurakliga alismamis (CD) ve kurakliga alismis (D) bitkilerin
yeniden sulamanin ardindan alinan yaprak érneklerindeki askorbat peroksidaz (APX)
aktivitesi agagidaki grafikte verilmistir (Sekil 3.12). CD askorbat peroksidaz aktivitesi
C’ye gore % 31.2 fazladir, fakat istatiksel olarak onemli bir fark saptanmamistir
(P>0.05). D APX aktivitesi C’ye gore % 12.5 daha fazla artmistir ve istatiksel olarak
onemli bir fark saptanmamistir (P>0.05). CD APX aktivitesi D’ye gore % 16.6 daha
fazla artmastir, ancak istatiksel olarak 6nemli bir fark bulunmamistir (P>0.05).

APX ( lyilesme Sonrasi)

0,06
< 0,05
lED 0,04
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Sekil 3.14: lyilesmenin ardindan askorbat peroksidaz (APX) enzim aktivitesi
(n=3, Tek yonliit ANOVA'y1 takiben her gosterge ortalama degerleri arasinda
karsilagtirma yapmak i¢in Tukey testi kullanildi. *P<0.05).
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3.4.3. Peroksidaz (POX) Enzim Aktivitsi

Kontrol (C), kurakliga alismamis (CD) ve alismis (D) grubu bitkilerinden alinan
besinci yaprak Orneklerindeki peroksidaz (POX) aktivitesi asagidaki grafikte
verilmistir (Sekil 3.13). CD peroksidaz enzim aktivitesi C’ye gore % 11.1 azalmistir
ve istatiksel olarak 6nemli bir fark bulunmamistir (P>0.05). CD peroksidaz enzim
aktivitesi D’ye gore % 14.2 daha azdir ve istatiksel olarak onemli bir fark
bulunmamustir (P>0.05). D peroksidaz enzim aktivitesi C’ye gore % 3.7 artmis ve iki

grup arasinda istatiksel olarak 6nemli bir fark bulunmamistir (P>0.05).

POX (1,5)(Stres Sonrasi)
0,035
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Sekil 3.15: Kontrol ve kuraklik stresi uygulamasinda peroksidaz (POX) enzim
aktivitesi (n=3, Tek yonlii ANOVA'y1 takiben her gosterge ortalama degerleri
arasinda karsilastirma yapmak i¢in Tukey testi kullanildi. *P<0.05).

Yeniden sulamanin ardindan alinan 6rneklerden yapilan peroksidaz enzim
aktivitesi sonuglar1 Sekil 3.14’te gosterilmistir. CD grubu peroksidaz aktivitesi C
grubuna gore % 37 daha az aktivite gostermistir ancak iki grup arasinda istatiksel
olarak 6nemli bir fark bulunmamistir (P>0.05). CD grubu ve D grubu arasindaki
aktivite karsilastirilmasinda CD, D’ye gore % 44.5 oraninda daha az enzim aktivitesine
sahiptir ve iki grup arasinda istatiksel olarak 6énemli bir fark bulunmamistir (P>0.05).
D grubu C grubuna goére % 13.8 daha fazla peroksidaz enzimine sahiptir ve iki grup

arasinda istatiksel olarak 6nemli bir fark bulunmamistir (P>0.05).
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Sekil 3.16: Iyilesmenin ardindan peroksidaz (POX) enzim aktivitesi (n=3, Tek yonli
ANOVA'y1 takiben her gosterge ortalama degerleri arasinda karsilastirma yapmak
icin Tukey testi kullanildi. *P<0.05).

3.4.4. Superoksit dismutaz (SOD) Enzim Aktivitesi

Kontrol (C), kurakliga alismamis (CD) ve alismis (D) grubu bitkilerinden alinan
yaprak oOrneklerindeki siiperoksit dismutaz (SOD) aktivitesi asagidaki grafikte
verilmistir (Sekil 3.15). D slperoksit dismutaz enzim aktivitesi C’ye gore % 502
artmig, CD’ye gore % 468 artmistir ve istatiksel olarak onemli fark bulunmustur
(P<0.01). CD superoksit dismutaz enzim aktivitesi C’ye gore % 5.9 artmis ve istatiksel

olarak 6nemli bir fark bulunmamistir (P>0.05).

Birim Aktivite SOD -%50 (Stres Sonrasi)
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Sekil 3.17: Kontrol ve kuraklik stresi uygulamasinda Stperoksit dismutaz (SOD)
enzim aktivitesi (n=3, Tek yonlit ANOVA'y1 takiben her gosterge ortalama degerleri
arasinda karsilastirma yapmak i¢in Tukey testi kullanildi. *P<0.05).
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Yeniden sulamanin ardindan alinan 6rneklerden yapilan siiperoksit dismutaz
enzim aktivitesi sonuclar1 Sekil 3.16’da gosterilmistir. CD grubu siiperoksit dismutaz
enzim aktivitesi C grubuna gore % 8.9 daha azdir ve iki grup arasinda istatiksel olarak
onemli bir fark bulunmamistir (P>0.05). CD grubu ve D grubu arasindaki aktivite
karsilastirilmasinda CD, D’ye gOre % 16.4 oraninda daha az enzim aktivitesine sahiptir
ve iki grup arasinda istatiksel olarak onemli bir fark bulunmamistir (P>0.05). D grubu
C grubuna gore % 8.9 daha fazla superoksit dismutaz enzim aktivitesine sahiptir ve iki

grup arasinda istatiksel olarak 6nemli bir fark bulunmamistir (P>0.05).
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Sekil 3.18: lyilesmenin ardindan siiperoksit dismutaz (SOD) enzim aktivitesi (n=3,
Tek yonlii ANOVA'yi takiben her gdsterge ortalama degerleri arasinda karsilastirma
yapmak i¢in Tukey testi kullanildi. *P<0.05).

3.4.5. Glutatyon Reduiktaz (GR) Enzim Aktivitesi

Kontrol (C), kurakliga alismamis (CD) ve alismis (D) grubu bitkilerinden alinan
yaprak orneklerindeki glutatyon rediiktaz (GR) aktivitesi asagidaki grafikte verilmistir
(Sekil 3.17). D grubu glutatyon rediktaz aktivitesi C’ye gore % 32 artmus Ve istatiksel
olarak 6nemli fark bulunmamigtir (P>0.05). D grubu glutatyon rediktaz aktivitesi
CD’ye gore ise % 8 azalmis ve iki grup arasinda istatiksel olarak Onemli fark
bulunmamistir (P>0.05). CD glutatyon redliktaz enzim aktivitesi C’ye gore % 42

artmis ve istatiksel olarak 6nemli bir fark bulunmamistir (P>0.05).
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Sekil 3. 19: Kontrol ve kuraklik stresi uygulamasinda glutatyon rediiktaz (GR) enzim
aktivitesi (n=3, Tek yonliit ANOVA'y1 takiben her gosterge ortalama degerleri
arasinda karsilastirma yapmak i¢in Tukey testi kullanildi. *P<0.05).

Iyilesmenin ardindan altinci yapraklardan alinan orneklerdeki stiperoksit
dismutaz enzim aktivitesi sonuglar1 Sekil 3.18’de gosterilmistir. CD grubu siiperoksit
dismutaz enzim aktivitesi C grubuna gore % 13.8 daha fazladir ve iki grup arasinda
istatiksel olarak onemli bir fark bulunmamistir (P>0.05). CD grubu ve D grubu
arasindaki aktivite karsilastirllmasinda CD grubu D’ye gore % 4.6 oraninda daha az
enzim aktivitesine sahiptir ve iki grup arasinda istatiksel olarak onemli bir fark
gozlemlenmemistir (P>0.05). D grubu C grubuna gore % 13.8 daha fazla enzim
aktivitesine sahiptir ve iki grup arasinda istatiksel olarak onemli bir fark tespit

edilmemistir (P<0.05).

GR (lyilesme Sonrasi)
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Sekil 3.20: lyilesmenin ardindan glutatyon rediiktaz (GR) enzim aktivitesi (n=3, Tek
yonlii ANOVA'y1 takiben her gosterge ortalama degerleri arasinda karsilagtirma
yapmak i¢in Tukey testi kullanildi. *P<0.05).
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3.5. Biyoinformatik Analiz Sonuc¢lar

Veri seti igerisinde K326 uygulamalisinin 1, 2, 4 ve 8. saatlerinde 6rnekler
toplanmistir. Veri setinden elde edilen gruplarin kendi iglerindeki biyolojik
tekrarlariin dagilimlarini incelemek tizere yapilan PCA grafigi Sekil 3.21°de
sunulmustur. Kontrol, 1, 2 4 ve 8 saatlik kuraklik stresi uygulama sonrasi toplanan
ornekler grup icerisinde karsilastirildiginda biyolojik tekrarlarin benzerlik gosterdigini

ve varyansi bozan bir drnegin olmadig1 anlagilmaktadir.

) Control
y Treatment_|
@ Treamment_2|

Treatment_3|

) Treatment_4

PC 2:16% variance

PC1:69% variance

Sekil 3.21: PCA grafigi.

ceRNA aglarindaki mRNA’larin gen ifadesindeki degisikliklerin incelenmesi
icin 1s1 haritasi olusturuldu (Sekil 3.22). F3H kuraklik stresinin sadece birinci saatinde
ifadesi artmig ve ardindan ifadesi azalmistir. AP2 artan kuraklik stresi ile yukari regiile
edilmistir. PEPC birinci, ikinci saatlerde asagi regiile edilmisken sekizinci saatte
yukar regiile olmustur. RD22 kuraklik stresinin birinci saatinde asagi regiile iken

ilerleyen zamanda yukari regiile edilerek sekizinci saatte en fazla ekspresyon

yapmigtir.
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RD22 (Witabd.5_0001403g0020.1)

Sekil 3.22: Is1 haritasi.

Veri setinde analizler sonucu elde edilen uzun siireli kuraklik stresi altinda
ifadesinde farklilik olan genlerin biyolojik islevlerini tahmin etmek i¢in GO terimi
kullanildi. Veri setinin Go Terms incelemesi yapildiginda molekiiler fonksiyonda ile

ilgili olan protein baglanmasinda ve katalitik aktiviteye sahip genler cogunluktadir.
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Sekil 3.23: Ifadesinde farklilik olan genlerin énemli 6l¢iide zenginlestirilmis
GO terimi analizi.

MRNA ifadelerinin x ekseni boyunca logz (Fold change) degisimleri ve y ekseni
boyunca p degerlerinin negatif logaritmasi volkan grafigi olusturularak gdsterilmistir

(Sekil 3.24).
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Sekil 3.24: Volkan grafigi.

Cytoscape (3.9.1 versiyon) yazilimi tarafindan olusturulan ceRNA ag1 asagidaki
sekillerde verilmistir (Sekil 3.25-3.32). Segilen parametreler dogrultusunda mirl60
toplam 16 mRNA ve 9 IncRNA ile olas1 hibridizasyonu tahmin edilmistir (Sekil 3.25).
mirl64 toplam 15 mRNA ve 5 IncRNA ile olasi hibridizasyonu tahmin edilmistir
(Sekil 3.26). mirl67 toplam 5 mRNA ve 5 IncRNA ile olas1 hibridizasyonu tahmin
edilmistir (Sekil 3.27). mirl68 toplam 4 mRNA ve 6 INCRNA ile olas1 hibridizasyonu
tahmin edilmistir (Sekil 3.28). mirl56 toplam 2 mRNA ve 3 IncRNA ile olasi
hibridizasyonu tahmin edilmistir (Sekil 3.29). mirl59 toplam 1 mRNA ve 4 IncRNA
ile olas1 hibridizasyonu tahmin edilmistir (Sekil 3.29). mirl446 toplam 2 mRNA ve 5
INCRNA ile olasi hibridizasyonu tahmin edilmistir (Sekil 3.30). mirl71b toplam
1mRNA ve 2 IncRNA ile olas1 hibridizasyonu tahmin edilmistir (Sekil 3.30).

Ekspresyon seviyelerine bakilan ceRNA-160 ve ceRNA-168 ag1 Sekil 3.31°de
gosterilmistir. ceRNA-172 ag1 ve ceRNA-390 ag1 Sekil 3.32°de gosterilmistir.

miRNA hedefleri 6rnekleri i¢in hesaplanan miRNA:mRNA hibrit yapilar1 sekil
3.33’te gosterilmistir. RNAhybrid ile tahmin edilen miRNA:mRNA hibritlerinin
yapisi sunulmaktadir. Hedef mRNA ve INCRNA’nin miRNA baglanma yeri Ustte,
tamamlayict miRNA alt iplik¢ik olarak gosterilmektedir. Hedef mRNA ya da
IncRNA’nin baglanma pozisyon noktasini, mfe degerleri (kcal/mol) ve p value

degerleri verilmektedir.
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Sekil 3.25: ceRNA-160 (a-d) agy.
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Sekil 3.26: ceRNA-164 ag:.
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mRNA

NTAB_LNC001821.2 Nitab4.5_0000121g0090.1 NA

<@ IncRNA
Nitabd.5_0000820g0050.1 NTAB_LNC001821.1

NTAB_LNC015374.% —————  nta-miR167a-e ——————Nitab4.5_0001894g0060.1

Nitabd.5_0000856g0150.1 / \ NTAB_LNCO19536.1

NTAB_LNCO17803.1  Nitabd.5_0000913g0020.1

Sekil 3.27: ceRNA-167(a-¢) ag1.

mRNA
Nitab4.5_0004646g0090.1  NTAB_LNCO18989.1 oiRNA

< IncRNA
NTAB_LNC004174.2 Nitab4.5_0001403g0020.1

NTAB_LNC0101584.1 ————  nla-miR168a-e ————————— NTAB_LNC018576.1

NTAB_LNC013400.1 / \ Nitabd.5_0000743g0050.1

Nitab4.5_0000014g0380.1  NTAB_LNCO16718:1

Sekil 3.28: ceRNA-168(a-¢) agi.
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Sekil 3.29: ceRNA-156 ve ceRNA-159 ag1.
) mRINA
Nitabd.5_0000303g0180:1  ~NTAB_LNCDO8725:9 NTAB_LNC007308.1 mRNA
NTAB_LNCO17843.1 ——  nia-miR1446  —— NTAB_LNC001050:2 !i_t;mll_!17lh ——niitab4.5_000146890070.1
NTAB_LNCO19322.1 NTAB_LNCOO1588.1 NTAB_LNCO09972.1

Sekil 3.30: ceRNA-1446 ve ceRNA-171b agi.

miR172

miR160 miR390

<

Sekil 3.32: ceRNA-160 ve ceRNA-390 agi.
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mfe: -33.3 kcal/mol mfe: -35.8 kcal/mol
p-value: @.814147 p-value: @.0865398
position 1949 position 372
target 5° uu G 3 target 5° G A ALY G 3
UGC GEGEAGCUAGECA GG UAUAL  GGGGOGUCAGGCA
mRNA AUG UCCCUCGEUCCEU IncRNA CC GUALG  UCCCUCGGUCCGU
miRNA 3" ACCGU 5 miRNA 3° A 5
mfe: -34.6 kcal/mol mfe: -32.2 kcal/mol
p-value: 9.813578 p-value: @.006222
position 8@ position 243
target 5° C u 3 target 5° C AG c 3
RNA uuCCy COUGCAUCGAGLGR CCC UCUGCACCAAGUG
m AAGGE  GGACGUGGLUCGCU IncRNA GGG GGACGUGGUUCGE
miRNA 3" CL 5° miRMA 3" AA cu us
mfe: -40.4 kcal/mol mfe: -38.2 kcal/mol
p-value: @.008099 p-value: 9.000315
position 1183 position 709
target 5° G C 3 target 5" G A3
CUGCAGCALIC AUCAGGALLICU IncRMNA CUGCAGCAUUAUCAAGAULC
mRNA GACGUCGUAGUAGLIUCUAAGA GACGUCGUAGUAGUUCUAAG
miRNA 3 5 miRNA 3’ A s
mfe: -36.8 kcal/mol mfe: -33.3 kcal/mol
p-value: @.801149 p-value: 9.003089
position 275 position 256
target 5° A G A 3 target 5" U C A c 3
UG UGUUCCLCCUGAGCUY GG GOUAUCC UCCUGAGUL
mRNA AC AUAGGGAGGACUCGAA IncRNA CC CGAUAGG AGGACUCGA
miRNA 3° CC G 5 miRNA 3° A G A5

Sekil 3.33: ceRNA regiilasyon aglari. Ustten alta: RNAhybrid tarafindan tahmin
edildigi gibi; miR160-PEPC ve Nt-Inc160, mirl68-RD22-Nt-Inc-168, mirl72-AP2-
Nt-Inc-172, mir390-F3H-Nt-Inc-390 baglanma bolgelerinin semasi.

ceRNA-160’1n qRT-PCR ile ekspresyon seviyeleri Olctlilerek Sekil 3.34°te
gruplar arasindaki degisimleri gosterilmistir. PEPC ekspresyon seviyelerinde CD ve
D gruplarinda kontrole gore sirasiyla 2.6 ve 2.5 kat artig ger¢eklesmistir ve istatiksel
olarak énemli bir fark bulunmustur (P<0.05). Kurakliga alistirilmamis (CD) grupta
miR160 ekspresyon seviyesi kontrole gore 2.9 kat artmustir ve istatiksel olarak dnemli
bir fark bulunmustur (P<0.05). Inc160 seviyeleri gruplar arasinda kontrole gore

istatiksel olarak dnemli bir fark olusturmamistir (P>0.05).
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Sekil 3.34: ceRNA-160 ag1 (n=3, Student’s T-test. *P<0.05, **P<0.01.

ceRNA-168’in gRT-PCR ile ekspresyon seviyeleri oOlgililerek Sekil 3.35’te
gruplar arasindaki degisimleri gosterilmistir. RD22 ekspresyon seviyelerinde D
grubunda kontrole gore 2.7 kat artis gerceklesmistir ve istatiksel olarak 6nemli bir fark
olusmustur (P<0.05). D grubundaki RD22 ekspresyon miktar1 CD grubuna gore 4.3
kat artmistir ve istatiksel olarak 6nemli bir fark bulunmaktadir (P<0.01). Kurakliga
alistirilmamis (CD) grupta miR168 ekspresyon seviyesi kontrole gore 3.4 kat istatiksel
anlamda 6nemli derecede artmistir (P<0.05). Kurakliga alismig (D) grupta miR168
ekspresyon seviyesi 2.2 kat artmistir ve istatiksel olarak 6nemli bir fark bulunmaktadir
(p<0.05). Inc168 seviyeleri CD ve D grubunda kontrole gore artmistir fakat istatiksel

olarak dnemli bir fark bulunmamistir (P>0.05).
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Sekil 3.35: ceRNA-168 ag1 (n=3, Student’s T-test, *P<0.05, **P<0.01).
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ceRNA-172'nin gqRT-PCR ile ekspresyon seviyeleri Olgiilerek Sekil 3.36°da
gruplar arasindaki degisimleri gosterilmistir. AP2 ekspresyon seviyelerinde CD
grubunda kontrole gore 1.8 kat, D grubuna goére 1.7 kat azalma meydana gelismistir
ve istatiksel olarak énemli bir fark olusmustur (P<0.05). CD ve D gruplarinda miR172
ekspresyon kontrole gore artis gerceklesmemis ve istatiksel Onemli bir fark
saptanmamustir. (P>0.05). D grubunda AP2 ekspresyon miktar1 ise kontrole gore ayni
kalmis ve istatiksel olarak 6nemli bir fark tespit edilmemistir (P>0.05). Inc172
seviyeleri CD grubunda kontrole gore 2.1 kat artmistir ve istatiksel olarak 6nemli fark
bulunmustur (P<0.01). CD grubunda Inc168 ekspresyon miktari ile D grubu Inc168
arasinda istatiksel olarak 6nemli bir fark bulunmamistir (P>0.05). D grubu Inc168’de

kontrol Inc168’e gore artis gozlemlenmistir fakat istatiksel olarak onemli bir fark

olusmamustir (P>0.05).
ceRNA-172
5 5,00
=
S 400
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< AP2 miR172 Nt-Inc172
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Sekil 3.36: ceRNA-172 ag1 (n=3, Student’s T-test, *P<0.05, **P<0.05).
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ceRNA-390’nin qRT-PCR ile ekspresyon seviyeleri olgiilerek Sekil 3.37°de
gruplar arasindaki degisimleri gosterilmistir. F3H ekspresyon seviyelerinde CD ve D
grubunda kontrole gore istatiksel olarak énemli bir fark saptanmamistir (P>0.05). D
grubunda miR390 ekspresyonu kontrole gore 2.1 kat istatiksel olarak 6nemli derecede
artis gostermistir (P<0.05). CD grubunda miR390 ekspresyonu kontrole gore artis
gerceklesmis, fakat, istatiksel Onemli bir fark olusmamistir (P>0.05). Inc390
ekspresyon seviyeleri incelendiginde, D grubu kontrole gore 1.4 kat azalmistir ve

istatiksel olarak anlamli bir fark tespit edilmistir (P<0.05).
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Sekil 3.37: ceRNA-390 ag1 (n=3, Student’s T-test, *P<0.05, P<0.01).
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4. TARTISMA

Diinya genelinde iklim sartlarinin hizli degisimi, kiiresel 1sinma, niifus artisi,
tarimda yanlis su kullanimi, geri doniisiime kazandirilmayan ve su kaynaklarini
kirleten sanayi sulari gibi bircok faktoriin etkisiyle kiiresel capta bitkisel Gretim
kuraklik stresi tehdidi ile ylz yizedir. Bitkiler, kuraklik stresi ile basa ¢ikmak igin
fizyolojik, morfolojik ve biyokimyasal seviyede diizenlemeler yaparlar. Ornegin
stomalarin kapanmasi, fotosentez hizinin azalmasi, reaktif oksijen tiirlerinin artmasi,
antioksidan enzimlerin artmasi, erken ¢igeklenme gibi tepkiler bitki tarafindan tretilir
[Marchin et al., 2020].

Kurakliga alistirma uygulama maliyetinin diisilk olmasi, kolay uygulanabilir
olmast sebebiyle bitkilerin kuraklifa dayanikli hale gelmesi i¢in Onemli bir
uygulamadir [Gilnay vd., 2022]. Bu tez ¢aligmasinda Nicotiana tabacum bitkileri
tizerinde kurakliga alistirma yapilarak, kurakliga alistirllmamis bitki ve kontrole gore
karsilastirilmali olarak incelenmistir.

Kuraklik stresinin klorofil ve karotenoid miktarini olumsuz olarak etkiledigi
yapilan ¢aligmalar sonucunda gosterilmistir [Efeoglu vd., 2009]. Klorofil ve
karotenoid igerigindeki azalma, kuraklik stresinden kaynakli stomalarin kapanmasiyla
birlikte hiicredeki karbon miktarinin azalmasi ile iliskilidir [Baker et al., 2004]. Bu tez
caligmasinda uygulanan kuraklik stresi sonucunda yapraklarda toplam klorofil
miktarinda azalma gergeklesmistir. Kuraklik stresine aligtirilan grubun alistirilmayan
gruba gore klorofil a % 0.63, klorofil b % 27.59 ve karotenoid % 10.95 daha fazla
bulunarak istatiksel acidan bir fark olusturmamistir. Onemli bir fark olusmamasinimn
nedeni kuraklifa alistirma sirasinda gelismekte olan {ist yapraklardaki fotosentez
hizinda azalma meydana gelmesi ve kuraklik stresi altinda olusan ROS’larin
fotosentez mekanizmasinda hasara yol agmasindan kaynaklanmis olabilir.

Kuraklik stresinin bitkiye fizyolojik olarak bir etkisi bagil su igeriginin (RWC)
azalmaya sebep olmasidir. RWC bitki tarafindan emilen su miktar1 ve terleme ile
kaybedilen su miktar1 arasindaki dengeyi gostermektedir [Kamanga et al., 2018].
Yaprak dokusundaki su miktar1 yapragin biiylime evrelerinde fazla, yaglanma ve kuru
madde birikimi ile de azaldigi bulunmustur. A. thaliana bitkisinde birden fazla
kuraklik stresi uygulayarak kuraklik hafizasi olusturulmus bitkilerin, hi¢ kuraklik
stresine maruz kalmayan bitkiye gore daha fazla yaprak bagil su igerigine (RWC) sahip

olduklar1 gosterilmistir [Ding et al., 2012]. Bitki gelisiminin su miktar1 eksikliginde
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geriledigi ve yaprak yiizey alaninda ilerleyen kuraklik stresinde azaldigi bulunmustur
[Campo et al., 2002]. Kurakliga alisttrmanin nispi su miktarindaki etkisi soya
fasulyeleri lizerinde arastirilarak kurakliga alistirilan ve stres hafizasina sahip olan
grupta, kurakliga alistirllmamis gruba gore daha yiiksek bagil su igerigine (RWC)
sahip oldugu gozlemlenmistir [Sintaha et al., 2022]. Bugday fidelerine de uygulanan
kurakliga alistirma metodunun sonuglarinda da kurakliga aligtirilan bugday fidelerinin
bagil su igerigi, alistirilma yapilmamis gruba gore daha fazla miktarina sahiptir [Wang
et al., 2015]. Benzer sekilde bu tez ¢alismasinda diger arastirmacilarin elde ettigi
bulgular ile tutarlilik gostererek kuraklik stresi uygulanan CD ve D gruplarinin nispi
su miktar1 kontrole gore sirasiyla % 49.4 ve % 34.1 daha azdir. Bu da bitkilere
uygulanan kurakligin bir gostergesini sunmaktadir. RWC degerleri kurakliga
alistirnlan grupta (D), alistirilmayan gruba (CD) gore % 30 daha fazla nispi su
miktarina sahip olarak kurakliga alistirmanin kuraklik stresini hafiflettiginin bir
gostergesi olmustur.

Kuraklik sonrasi rozet alani 6l¢timleri incelendiginde D grubunun CD’ye gore
rozet alan1 % 15 daha biiyilik oldugu ve istatiksel olarak anlamli1 bir fark bulunmustur
(P<0.01). Burada kuraklik hafizasina sahip olan kurakliga alismig (D) grubun
karsilagtig1 kuraklik stresini daha iyi tolere edebildigi goriilmektedir. Rozet alani
Olcimi sayesinde yapraklardaki solma dereceleri karsilastirilmaktadir. Deney
sonucunda D grubunun rozet alan1 daha biiyiik oldugu i¢in yapraklardaki solma daha
CD grubuna gore daha az olmustur. Literatiir caligmalari incelendiginde misir
bitkisinde kurakliga alistirma uygulamasinin yaprak alanini kurakliga alismamis gruba
gore daha fazla oldugu gorilmistiir [Ru et al., 2022].

Kuraklik stresinde bitkiler kuraklik kagis olarak bilinen bir tepki gerceklestirerek
ciceklenme siirecini hizlandirirlar. Literatiirde kuraklik stresi uygulanan bitkilerin,
normal sartlarda gelisen kontrollerine gore daha erken ¢igeklendigi kaydedildi [Franks
2011], [Kazan et al., 2016]. Cigeklenme siireleri kaydedilen gruplarin sonuglari
incelendiginde literatiir ile ayni sonuglar1 verdigi gozlemlendi. Kuraklik stresi
etkilerini daha ¢ok hisseden kurakliga alistirilmamis grup kurakliktan kacis tepkisi
gostererek kontrol grubuna gore 12 Ornegin 6 tanesi daha once cicek agmis ve
kurakliga alistirilan gruba gore dort giin daha 6nce tiim bitkiler ¢icek agmigtir. GOvde
uzunluklar1 incelendiginde D grubun ilk 6l¢iimde govde uzunlugu CD’ye % 33 daha
kisa iken, ¢igeklenme zamanindaki 6l¢iimlerde % 7.2 daha uzun olmustur. Kuraklik

stresi CD grubunu daha ¢ok etkileyerek gelisimini yavaglatmistir.

63



Reaktif oksijen tiirleri kuraklik stresinin bitkideki 6nemli bir biyokimyasal tepki
gostergesidir. Normal sartlarda da hiicre igerisinde reaktif oksijen tiirleri iiretilse de
kuraklik stresi gibi stresler altinda bitkide normalden ¢ok daha fazla dizeyde
uretilmektedir [Badawi et al., 2004]. Kislik bugdayda yapilan kurakliga alistirma
calismasi sonrasinda kurakliga alistirilmis ve alistirllmamig gruplardaki antioksidan
enzim miktarlar1 incelendiginde daha onceden kuraklik stresi yasamis bugday
grubunun SOD, APX, GR, CAT aktiviteleri ilk kez kuraklik stresine maruz kalan
gruba gore daha yuksek olduklar1 gozlenmistir [Wang et al., 2019]. Cok y1llik bir bitki
olan Alopecurus pratensis ile yapilan kurakliga alistirma calismalari sonucunda
kurakliga alistirilan grubun antioksidan enzim seviyelerinin kurakliga alistirilmayan
gruba gore ¢ok yiiksek oldugu gosterilmistir [Lukic¢ et al., 2020]. Benzer sekilde, bu
tez caligmasinda kuraklik aligtirilmasi yapilan grubun antioksidan enzim seviyeleri
kurakliga alistirilma yapilmayan gruba gore artmustir. Ozellikle, D grubunda SOD
enzim miktar1 % 468 artmistir ve istatiksel olarak 6nemli fark olugsmustur (P<0.01).
Bunun sebeplerinden SOD’1n tekli oksijeni hidrojen peroksite doniistiirdiigii igcin ROS
savunmasinda dncii olarak diisiiniilmektedir [Das et al., 2014]. Iyilesme periyodunun
ardindan tekrardan OSlgiilen enzim aktivitesi sonu¢larinda SOD, POD, APX ve GR
enzim aktivitelerinde kontrole kiyasla D ve CD gruplar1 enzim aktiviteleri benzerlik
gostererek istatiksel olarak &nemli bir fark olusmamustir. Iyilesme periyodunun
ardindan bitkilerdeki su stresinin ortadan kaybolmasi ile reaktif oksijen turlerindeki
azalmalar sonucunda antioksidan enzim miktarlarinda azalma gergeklesmistir.

ceRNA (rekabet eden endojen RNA), paylasilan mikroRNA'lar (miRNA'lar) i¢in
rekabet ederek gen ekspresyonunu diizenleyen, kodlayict olmayan bir RNA tiiriidiir.
miRNA'lar, haberci RNA'lara (mRNA'lar) baglanabilen ve bunlarin proteinlere
cevrilmesini engelleyerek gen ekspresyonunda bir azalmaya yol acabilen kiigik RNA
molekdlleridir. ceRNA'lar, hedef mRNA'larda bulunanlara benzer miRNA yanit
elemanlar1 (MRE'ler) igerir. MRE'leri aracilifiyla miRNA'lara baglanarak, ceRNA'lar
miRNA'lar1 etkili bir sekilde "stingerleyebilir" ve bunlarin hedef mRNA'lara
baglanmasin1 engelleyerek hedef mRNA'larin daha yiliksek seviyelerde ifade
edilmesine izin verebilir.

IncRNA’larin miRNA’lar i¢in endojen hedef mimikleri (eTM’ler) olarak
tanimlanan ilk IncRNA miR399 ile eslesen IPS1°dir. Arobidopsis’te yapilan ¢alismada
IPS1 ve mRNA miR399’a baglanmak i¢in rekabet ettikleri bulunmustur. Literatiirde

yapilan calismalar incelendiginde kuraklik stresi icin kritik olan genlerin
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ekspresyonunu duzenleyerek bitkinin kuraklik stresi toleransini pozitif olarak
diizenledigi bulunmustur [Qin et al., 2017]. Bu tez ¢alismasinda dort adet ceRNA ag1
tanimlanmistir. CERNA aglari, MRNA-miRNA ve aynt miRNA’ ya hibridize olan en
iyi IncRNA giftleri arasinda en iyi olast hibridizasyon yapmis olan ve en kigculk
minimum serbest enerjiye sahip olan ¢iftler secilerek tanimlandi. Bu sayade
birbirlerine tamamlayicilik diizeyleri fazla olan mRNA, miRNA ve IncRNA’lar
se¢ildi. Tanimlanan ceRNA aglarinin gRT-PCR ile ekspresyon seviyeleri incelendi.
Fosfoenolpiruvat karboksilaz (PEPC), hem monokot hem de dikot bitki
turlerinde ve bazi1 bakterilerde bulunan Onemli bir enzimdir. PEPC, karbonlu
oksaloasetat olusturmak icin fosfoenolpiruvata (PEP) karbondioksitin eklenmesini
katalize eder ve bdylece krebs dongiisiinde karbon akisini diizenler. Kuraklik stresi,
PEPC aktivitesini etkileyerek, potansiyel olarak CO? fiksasyonunu artirmak ve su
stresi altinda trikarboksilik asit (TCA) dongiisiinii siirdiirmek igin, kuraklik stresine
yanit olarak PEPC aktivitesi artirilabilir [Sharma and Malik, 1994]. Pamuk ve
Nicotiana tabacum’da yapilan kuraklik ¢alismalarinda PEPC’nin aktivitelerinde artis
gerceklestigi bildirilmistir [Hyskova et al., 2014], [Wei et al., 2022]. Literatlirde
miR160 ile ilgili ¢calismalar incelendiginde, kuraklik stresinde dnemli rolii olan ARF
gen ailesini hedefledigi bulunmustur [Kai et al., 2022]. ceRNA-160 agmni
inceledigimizde literatiire paralel olarak PEPC seviyesinin arttigi bulunmustur. Is1
haritas1 incelendiginde PEPC’nin uzun siireli kuraklik stresinde arttig1 gosterilmistir
(Sekil 3.22). Bu tez ¢alismasinda uygulanan kuraklik stresi sonucunda incelenen veri
seti ile ayn1 sekilde bir ekspresyon profili gdstermistir. D ve CD gruplarinda sirastyla
PEPC ekspresyon miktar1 kontrole gore 2.5 ve 2.6 kat artig gostermistir. Bu sonug her
iki grubun kuraklik stresi yasadigimi ve kuraklik stresi ile iligkili PEPC genin
ekspresyon seviyesinde artis gergeklestigini gostermektedir. CD grubunda kontrole
gore miR160’1n ekspresyon seviyesinde artis gdzlenmistir. D grubu incelendiginde
mir160’m hedefi olan PEPC genindeki artig, Inc160’1mn miR160’a baglanarak miRNA
hedef mimikleri olarak rol oynamis olabilecegine isaret etmektedir. Bu sayede
kurakliga toleransta etkili olan PEPC aktivitesinde artis ger¢eklesmis olabilir.
ceRNA-168 aginda bulunan RD22, bitkilerde su stresine tepki olarak aktif olan
ve kurakliga oldukga duyarli oldugu iyi bilinen bir gendir. RD22 geninin uyarilmasin
ABA aracilik etmektedir [Shinozaki et al.,, 2007]. miR168, bitki blylmesi ve
gelisiminin diizenlenmesinde yer alan bir miRNA’dir. Literatlrde bilinen hedef geni

ise AGOL’dir. Yapilan g¢alismalar sonucunda Arabidopsis thaliana’da kuraklik

65



stresinde miR168 yukar regiile edildigi gosterilmistir. ccRNA-168 ag1 incelendiginde
CD grubunda RD22 geninin ekspresyon seviyesinde D grubuna gore istatiksel
anlamda 6nemli olarak az ifade edilmistir (p<<0.01.) RD22 genindeki bu farklilik
miR168’in kuraklik stresi ile ekspresyon seviyesinin artmasina, hedefledigi RD22
genini inhibe etmesine neden olmustur ve ilk defa bu tez c¢alismasinda miR168’in
RD22 genini hedefledigi gosterilmistir. Ayn1 sekilde miR168 hedefi Inc168 ise
miR168’e¢ hedef mimik olarak rol oynamamistir. D grubu kurakliga alistirilarak
kuraklik stresinin etkilerini daha az hissettiginden dolay1 miR168 ekspresyonunda ¢ok
fazla artisa sebep olmamustir. Is1 haritasi incelendiginde RD22 geninin Nicotiana
tabacum’da artan kuraklik stresi ile paralel olarak arttig1 bulunmustur (Sekil 3.22). CD
grubunda kuraklik stresine ragmen artmamasmin arkasinda miR168’in hedef
mRNA’nin degradasyonuna sebep olmasi sonucu gerceklesebilir [Ferdous et al.,
2015].

ceRNA-172 aginda bulunan AP2/ERF (APETALAZ2/etilen tepki faktori),
kuraklik stresi de dahil olmak iizere bitki stres tepkilerinin diizenlenmesinde yer alan
bir transkripsiyon faktorleri ailesidir. AP2/ERF proteinleri, bitki kurakligi stres
tepkisinde yer alan genlerin ekspresyonunun duzenlenmesinde ¢ok 6nemli bir rol
oynar. Bu genlerin promotor bdlgelerine baglanirlar ve ekspresyonlarini aktive ederler
veya baskilarlar [Chen et al., 2022]. miR172 strese duyarli genleri hedefleyerek bitki
kuraklik toleransini diizenlemede rol oynayan miRNA ailesidir. miR172’nin piring,
musir ve Arabidopsis thaliana’da kuraklik stresi toleransini artirmada rol oynadigi
gosterilmistir [Kong et al., 2010]. Nicotiana tabacum’da yapilan kuraklik ¢alismasi
sonrasinda miR172’nin asag regiile oldugu bulunmustur [Zhou et al., 2010].
Literatiirde yapilan ¢alismalar sonucunda miR172’nin AP2’nin mRNA bdlgesi ile
tamamlayiciliga sahip oldugu gosterilmistir. miR172’nin, AP2’yi c¢igek gelisimi
sirasinda baskiladig1 gosterilmistir [Chen 2014]. Prunus mume’de yapilan ¢alismalar
INcCRNA XR_514690.2, ppe-miR172d'yi asag1 reglle ettigi ve ¢igek gelisimi ile ilgili
AP2'yi (APETALA?2) yukari regiile ettigi gosterilmistir [Wu er al., 2019].

ceRNA ag1 incelendiginde literatiire gore kuraklik stresinde artmasi beklenen
AP2 geninde CD grubunda kontrole gore 1.8 kat azalma ger¢eklesmistir. CD
grubundaki miR172 hedef AP2 genine baglanmasindan dolayi, AP2 ekspresyon
seviyesinde azalma gerceklestigi diisiiniilmektedir. Inc172 ekspresyon seviyesinde ise
istatiksel olarak anlamli CD grubunda artis gézlemlenmistir (P<0.05). Inc172’nin

kuraklik stresi sonucunda arttig1 sdylenebilir ve kuraklik stresinde hicre igerisinde
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diizenleyici olarak rol oynadigi sdylenebilir. Biyoinformatik olarak tanimlanan
ceRNA-172 aginin qPCR sonuglar1 incelendiginde Inc172’nin miR172’ye baglanarak
miR172’nin ekspresyon seviyelerini azaltmis olabilir. Bu durumda miR172’nin
hedefledigi AP2’nin ekspresyon sevilerinde artis gerceklesmemesinin sebebi ise
AP2’nin kuraklik stresinde rol oynayan diger genler ile etkilesime girmesinden
kaynakli olabilir. Literatiirde miR172’nin ¢igeklenme sirasinda AP2 geninin ifadesini
azalttig1 gosterilmistir ve kuraklik stresinde bitkiler erken ¢iceklenmeye giderler. Bu
durum, bitkilerin kuraklik stresi sirasinda erken c¢igeklenmeye gitmesini agiklayabilir.

Flavanon-3-Hidroksilaz (F3H), bitki sekonder metabolizmasinda rol oynayan
ve flavonoidlerin biyosentezinde yer alan bir enzimdir. Flavonoidler, bitkilerde
pigmentler, UV koruyucular ve strese tepki modiilatorleri gibi ¢esitli islevlere sahip
bir grup fitokimyasaldir. Kuraklik stresine yanit olarak, F3H gen ekspresyonunun
artarak flavanonlarin flavonlara doniigsmesine yol agtig1 gosterilmistir [Samanta et al.,
2011]. Bu flavonlarin, su kullanim verimliligini iyilestirerek ve oksidatif hasari
azaltarak kuraklik stresine kars1 bitki toleransini arttirdigi gosterilmistir. Boylece, F3H
ve lrettigi flavonoidler, bitkilerin kuraklik stresine verdigi tepkilerde rol oynayarak
bitkilerin sinirli su kosullarina uyum saglamasina ve hayatta kalmasina yardime1 olur
[Samanta et al., 2011]. Nicotiana tabacum’da asir1 eksprese edilen F3H geninin
kuraklik stresi toleransini artirdigi, transgenik hatlardaki yapraklarda antioksidan
enzim miktarinda kontrole gore artis gézlemlenmistir [Song et al., 2016]. Col bitkisi
Reaumuria Soongorica’da kuraklik stresi altinda F3H gen ekspresyonun arttig
gozlemlenmistir. Is1 haritas1 incelendiginde F3H geninin erken kuraklik stresi tepkisi
olarak kurakligin birinci saatinde en yiiksek ekspresyon seviyesine ulasarak ilerleyen
stres siiresi boyunca azalmistir (Sekil 3.22.) miR390 kok gelisimi, yaprak gelisimi ve
ciceklenme surelerinde etkiye sahiptir. Boriilceye uygulanan kuraklik stresi sonrasinda
miR390’nin yukar1 ekspresyonu oldugu gozlemlenmistir. ceRNA-390 aginda her iki
grupta da F3H geninin ekspresyon seviyelerinde ©nemli bir degisim
gerceklesmemistir. Literatiire bakildiginda Nicotiana tabacum ve diger tiirlerde F3H
geninde artis goézlemlenmistir. Bu tez caligmasinda literatiirden fakli olarak
ekspresyon seviyesinde degisim gerceklesmemesinin nedeni ekspresyon seviyesinde
artis gerceklesen miR390’nin hedef mRNA’ya baglanarak F3H genini baskilamasi
sonucunda oldugu goriilmektedir. ceRNA-390 aginda Inc390’in, miR390’na hedef

taklit yaparak mRNA baskilanmasinin 6niine gegilemedigi gortlmektedir. Burada,
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Inc390 kuraklik stresi ile indiiklenmemesi, F3H’in farkli bir diizenleme mekanizmasi

tarafindan etkilenmis olabilecegini diisiindiirmektedir.
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5. ONERILER

Bu tez calismasinda kuraklik stresi altinda kurakliga alistirmanin etkileri ve
MIiRNA-INcCRNA-mRNA molekilleri arasinda meydana gelen rekabetgi endojen
diizenleme aglar1 (ceRNA)’nin kurakliga alistirma sirasinda rolleri incelenmistir. Elde
edilen sonuglar, ceRNA-160, ceRNA-168, ceRNA-172 ve ceRNA-390 aglarinda yer
alan miRNA-INcRNA-mRNA’larin kurakliga cevap olarak ifadelerinde farkliliklar
tespit edilmistir. Bu baglamda, ceRNA aglarindaki rollerin daha iyi anlasilmasi i¢in
mRNA, miRNA ve IncRNA’larin ekspresyonunu artirarak ya da susturarak elde
edilecek mutantlar ile yapilacak kuraklik deneyleri yapilmalidir. Boylece, kurakliga
toleransli bitki etmek i¢in yapilacak ¢alismalara 1s1k tutulacaktir.

Kurakliga alistirmanin kuraklik stresini hafiflettigi fizyolojik, morfolojik ve
biyokimyasal analizler ile gruplar incelenerek gosterilmeye c¢alisilmistir. Kurakliga
alistirma uygulamasi farkli periyot ve sikliklar ile uygulanarak bitki i¢in en verimli ve
en 1yi bir sekilde kuraklik stresini atlatmasini saglayan sekilde prosediir gelistirilebilir.
Bu uygulama zirai bitkilerde uygulanarak, kuraklik stresi sirasinda c¢igeklenme
miktarinin korunmasimi ve iiriin verimliligi incelenebilir. Kurakliga alistirmanin
kuraklik hafizas1 olusturmasi {izerindeki etkileri stres ile gelecek nesiller Gzerindeki

etkileri incelenerek aydinlatilabilir.
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