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OZET

YUKSEK LiSANS TEZi

Arabidopsis thaliana’DA ABIYOTIK STRES KOSULLARINDA GENOMIK
DNA METILASYONU ANALIZLERI

Burcu ARIKAN

istanbul Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii

Molekiiler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dah

Damisman : Dog. Dr. Neslihan TURGUT KARA

Bitkiler dogada siklikla abiyotik strese maruz kalir. Bu durum bitki gelisimini ve verimini
biiyiik 6lgiide etkiler. Ozellikle tuzluluk giin gegtikge tarim arazilerini kullanilamaz hale
getirmektedir. Bu durum hizla artan diinya niifusuna karsilik aglik tehdidi
olusturmaktadir. Bu nedenle, bitkilerin degisen cevre kosullarina ve strese verdikleri
cevaplarin molekiiler mekanizmalarinin anlasilmas1 ile strese dayamikli bitkiler
gelistirilerek tarimin siirdiiriilebilirligi saglanmalidir.

Bu tez ¢alismasinda, Arabidopsis thaliana bitki ve kalluslarina in vitro kosullarda NaCl
ve ABA uygulamasi yapilmis, bitki ve kalluslarin verdigi morfolojik, fizyolojik ve
molekiiler cevaplar incelenmistir. NaCl ve ABA’nin global DNA metilasyonu ve stres
sonucu epigenetik modifikasyonlarda 6nemli oldugu bilinen MET1, Pol IV, Pol V ve
DRM2 genlerinin anlatim diizeylerine etkisi arastirilmistir.

NaCl ve ABA uygulamas: sonucunda Arabidopsis bitkilerinin morfolojik olarak
etkilendigi gozlenirken, kalluslarda morfolojik bir degisim gozlenmemistir. Bitkilerin
yaprak sayilari, yaprak yiizey alanlari, kok boylar1 ve klorofil miktarlart da incelenmis ve
stres kosullarinin bitki gelisimini etkileyerek biitlin parametre degerlerinde diisiise neden
oldugu belirlenmistir.

xii



Bitkilerde stres kosullar1 altindaki fenotipik degisimlerin DNA dizi varyantlarina ek
olarak DNA metilasyonu, kromatin modifikasyonlar1 ve siRNA aracili mekanizmalar gibi
epigenetik modifikasyonlara da bagli oldugu bilinmektedir. Bu ¢alismada NaCl ve ABA
uygulamasi sonucunda bitki ve kalluslardan izole edilen DNA’larin hidroliz edilmesiyle
olusan deoksiriboniikleozidler HPLC ile analiz edilmistir. HPLC analizleri sonucunda
NaCl uygulamasinin bitki ve kalluslarda hipometilasyona neden oldugu belirlenirken;
ABA uygulamasiin genomik metilasyonda bir de§isim yaratmadig1 goriilmiistiir.

NaCl ve ABA uygulamasi sonucunda epigenetik mekanizmalarla iliskili olduklar1 bilinen
MET1, Pol IV, Pol V ve DRM2 genlerinin anlatimlar1 gergek zamanli PZR ile
incelenmistir. NaCl ve ABA’nin gen anlatimi iizerindeki etkileri arasinda anlamli
farklilik yoktur. En belirgin farklilik hem bitki hem de kallus 6rneklerinde NaCl
uygulamasinda Pol IV anlatiminda artis, DRM2 geni i¢in ise ABA uygulamasinda bitki
orneklerinde artistir.

ABA ve NaCl uygulamasi sonucunda bitki ve kalluslardaki morfolojik, fizyolojik ve
molekiiler analizlerden elde edilen bilgilerin epigenetik temelli stres mekanizmalarinin
anlagilmasina yardimei olacag diisiiniilmektedir.

Aralik 2016, 95 sayfa.

Anahtar kelimeler: Arabidopsis thaliana, NaCl, ABA, HPLC, gen anlatimu.
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In nature, plants are frequently exposed to abiotic stress. This situation greatly affects
plant growth and yield. Especially, salinity makes the agricultural lands unavailable day
by day. This poses a hunger threat contrary to rapidly increasing world population. For
this reason, the sustainability of agriculture should be ensured by developing stress-
tolerant plants with the understanding of molecular mechanisms of the responses given
to diverse environmental conditions and stress.

In this thesis study, after application of NaCl and ABA in vitro to Arabidopsis thaliana
plants and calli, the morphological, physiological and molecular responses were
investigated. The effects of NaCl and ABA on the expression levels of MET1, Pol 1V,
Pol V and DRM2 genes, which are known to be important in global DNA methylation
and stress-related epigenetic modifications, have been studied.

While Arabidopsis plants were morphologically affected as a consequence of NaCl and
ABA application, it was observed that there was no morphological change in calli. Leaf
numbers, leaf surface areas, root lengths and chlorophyll contents of the plants were
analysed and it was determined that stress conditions caused all parameters to decrease
by affecting plant development.

Xiv



It is known that, phenotypic changes under stress conditions in plants are also dependent
on epigenetic modifications such as DNA methylation, chromatin modifications and
siRNA mediated mechanisms in addition to DNA sequence variants. In this study,
deoxyribonucleosides formed by the hydrolysis of DNA isolated from plants and calli
exposed to NaCl and ABA were analysed by HPLC. As a result of HPLC analysis, it was
determined that while NaCl application caused hypomethylation in plants, ABA
application did not make a change in genomic methylation.

After application of NaCl and ABA, expressions of MET1, Pol 1V, Pol V and DRM2 genes
that are known to be related with epigenetic mechanisms, have been investigated by real
time PCR. There is no significant difference between the effects of NaCl and ABA on
gene expression. The most obvious difference is the increase in expression of Pol IV after
NaCl application in both plant and calli samples and for the DRM2 gene is the increase
in plant samples after ABA application.

Informations obtained from morphological, physiological and molecular analysis in
plants and calli as consequence of NaCl and ABA application, are considered to help
understanding of epigenetic-based stress mechanisms.

December 2016, 95 pages.

Keywords: Arabidopsis thaliana, NaCl, ABA, HPLC, gene expression.
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1. GIRIS

Bitkiler hareketsiz canlilar olduklari i¢in dogada maruz kaldiklar1 tuzluluk, kuraklik,
soguk, sicak gibi abiyotik stres kosullarindan ya da patojen enfeksiyonu ve herbivorlar
gibi biyotik stres kosullarindan kacamazlar (Suzuki ve dig, 2014). Hizla artan diinya
niifusuna karsilik kuraklik ve tuzluluk gibi olumsuz cevre sartlar1 da ¢esitli morfolojik,
fizyolojik, biyokimyasal ve molekiiler degisimlere neden olarak bitki gelisimini ve {irlin
verimini dnemli Ol¢iide etkilemektedir (Wang ve dig., 2001; Ngara ve Ndimba, 2014).
Tuzluluk bitkilerin dogada en ¢ok maruz kaldig stres gesididir ve bu sebeple 15 yil iginde
tarim arazilerinin %30 unun ekilemez hale gelecegi tahmin edilmektedir (Heidari ve dig.,

2011; Wang ve dig., 2003).

Model organizmalar diinyadaki biyogesitliligin ¢ok kiigiik bir kismini olusturmalarina
ragmen onlarla yapilan ¢calismalar sonucunda elde edilen bulgular sahip oldugumuz temel
biyoloji bilgisinin olugmasint saglamistir. Gliniimiizde insan hastaliklarinin
arastirtlmasinda Mus musculus, Danio rerio ve Drosophila melanogaster yaygin olarak
kullanilirken; bitkilerde ise Arabidopsis thaliana (Fare kulagi teresi), Zea mays (Misir),
Medicago truncatula (Yonca), Oryza sativa (Celtik), Nicotiana tabacum (Tiitiin) siklikla
kullanilmaktadir. Bu tez calismasinda, diger bitkilerle karsilastirildiginda genetik
miithendisligi uygulamalarinin daha kolay uygulanabildigi Arabidopsis thaliana model

organizmasi kullanilmigtir.

Epigenetik degisimler, DNA'da ve DNA ile etkilesim halinde olan proteinlerde
gerceklesen geri doniisiimli kimyasal modifikasyonlardir. Bu degisimler, DNA baz
dizisinde herhangi bir degisim yapmadan organizmanin fenotipini degistirebilir (Hirsch
ve dig., 2012). Epigenetik mekanizmalar gen anlatimini dogrudan ya da dolayl yollar ile
etkileyebilirler. DNA metilasyonu, histon modifikasyonlari, kromatin diizenlenmesi ve
kiicik RNA’lar baslica epigenetik modifikasyonlardir. Bu epigenetik mekanizmalar
sadece genomun kodlama yapan boélgesini degil kodlama yapmayan DNA dizilerini de
kontrol ederler; boylece genom kararhiligi saglanir (Dupont ve dig., 2009). DNA

metilasyonu en yaygin epigenetik modifikasyondur. Bitki genomlarinin diger okaryotik



genomlara gore ¢ok daha fazla metilasyona ugradigi bilinmektedir. Bitki genomlarindaki
tim sitozinlerin %6 ila 251 metillenmis durumdadir; ancak bitkilerdeki sitozin
metilasyonu sabit degildir (Sahu ve dig., 2013). Metilasyon, gelisim asamasinda ya da
¢evre kosullarina bagh olarak degisebilir (Grant-Downton ve Dickinson, 2005). Genel
olarak sitozin metilasyonunda yer alan enzimler {i¢ ana gruba ayrilir: Metiltransferazl
(MET1), kromometilaz3 (CMT3) ve DRM (“Domains Reaaranged Methylase”). DNA
metilasyonu ayni zamanda RNA aracili (“RNA-directed DNA Methylation”, RIDM)
olarak da gerceklesebilir. RADM yolaginda RNA Polimeraz IV (Pol 1V) ve RNA

Polimeraz V (Pol V) enzimleri gorev alir.

Global metilasyon, genomik DNA'da bulunan metillenmis sitozinlerin orani olarak
tanimlanmaktadir ve ¢esitli organizmalarin ¢evresel degisimlere verdigi cevaplarin ortaya
konmasinda epigenetik degisimlerin gostergesi olarak kabul edilmistir (Santoyo ve dig.,
2011). Yapilan galismalar sonucunda RNA-aracili DNA metilasyonunun, ozellikle
bitkilerde abiyotik strese cevapla iliskili oldugu ortaya konmustur (Chinnusamy ve Zhu,
2009a). Giiniimiizde DNA metilasyonunun saptanmasinda ¢esitli  yontemler
kullanilmaktadir. Bunlara; yiiksek-performansh sivi kromatografisi (HPLC), metilasyon-
duyarl amplifikasyon polimorfizmi (MSAP), bisiilfit dizileme, kapiller elektroforez, sivi
kromatografisi (LC) ve kiitle spektrometrisinin (MS) beraber kullanimi 6rnek olarak
verilebilir (Wagner ve Capesius, 1981; Hajkova ve dig., 2002; Lu ve dig., 2008; Chen ve
dig., 2013). HPLC yontemi, DNA metilasyonu belirlenmesinde en giivenilir ve hassas
tekniklerden biridir. Bu yontem; DNA'nin niikleotidlere, niikleozidlere ve bazlara kadar

parcalanmasini ve ayrilmasini igerir.

Hiicredeki ya da organizmanin ¢evresindeki kosullarin degismesi genlerin anlatimlarinin
degismesine de neden olur. Genlerin ne kadar anlatim yaptiginin belirlenmesi, hiicrede
hangi metabolik yollarin ne kadar ¢alistigin1 yorumlayabilmemize olanak saglar. Gen
anlatiminin  belirlenmesinde Northern melezleme, ger¢ek zamanli PZR, DNA
mikrodizilimi, yeni nesil dizileme gibi yontemler kullanilabilir. GZ PZR, ¢ok hassas bir

tekniktir; her PZR dongiisii sonucunda ¢ogalan hedef DNA miktar1 anlik olarak belirlenir.

Bu tez ¢alismasinda dncelikle Arabidopsis bitki ve kalluslarina NaCl ve ABA uygulamasi
yapilarak morfolojik ve fizyolojik degisimler incelenmistir. Bunun igin bir haftalik

Arabidopsis bitkilerine ve kallus kiiltiirlerine 7 giin boyunca 0, 100, 150 ve 200 mM NaCl



ile 0, 5, 15, 25 ve 35 uM ABA uygulanmistir. Morfolojik ve fizyolojik deneyler
sonucunda belirlenen NaCl ve ABA konsantrasyonlart genomik DNA metilasyonu ve gen
anlatim1 analizlerinde kullanilmistir. NaCl ve ABA uygulamasinin bitki ve kalluslarda
genomik DNA metilasyonu tizerindeki etkisi 5-metilsitozin igeriginin HPLC ile analizi
sonucu Dbelirlenmistir. Metilasyon c¢alismalarina ek olarak bitkilerde metilasyon
mekanizmalarinda yer aldiklart bilinen MET1, Pol IV, Pol V ve DRM2 genlerinin
anlatimlar1 gercek zamanli PZR ile analiz edilmistir. Elde edilen biitiin sonuglar birbiri

ile karsilastirilarak degerlendirilmistir.

Biyotik ve abiyotik stres kosullarina maruz kalan bitkiler genetik potansiyellerine
ulasamadiklar1 i¢in verimleri de istenilen diizeyde olmaz. Bitkilerin ekin verimini tist
diizeye ¢ikarabilmek i¢in, strese karsi olusturduklari molekiiler cevaplar belirlenerek
bitkiler bu kosullara dayanikli hale getirilmelidir. Epigenetik mekanizmalarin
aydinlatilmasinin ekin miktar ve kalitesinin arttirllmasinda 6nemli genlerin diizenlenmesi

icin alternatif bir biyoteknolojik ara¢ olarak hizmet edecegi diisliniilmektedir.



2. GENEL KISIMLAR

2.1. MODEL ORGANIZMALAR

Arastirmacilar, uzun yillardir yasamin kdkeni ve c¢ok hiicreli yagamin gelisimi
hakkinda bilgi sahibi olmak i¢in calismaktadir. Bu amag¢ dogrultusunda, model
organizmalar ¢ok uzun yillardir biyolojik olaylarin  aydinlatilmasinda
kullanilmaktadir. Model organizmalar diinyadaki biyocesitliligin sadece kiigiik bir
kismin1 temsil etmesine ragmen, sahip oldugumuz biyolojik bilginin olusmasini
saglamis ve saglamaya devam etmektedir (Hedges, 2002). Model organizmalarin
laboratuvar ortaminda kolaylikla iretilebilmesi ve yetistirilebilmesi, kisa yasam
dongiisiine sahip olmalari, ¢ok sayida dol vermeleri, genomlarinda kolaylikla genetik
degisimler yapilabilmesi tercih edilme nedenlerindendir. Model organizmalardan elde
edilen bilgiler, temel biyoloji bilgileri ile temel hiicre molekiiler mekanizmalarinin
anlagilmasini ve genomlarmin aydinlatilmasint kolaylastirmaktadir. Son yillarda
birgok model organizmanin genom dizisinin agiklanmasi arastirmacilara farkl tiirler

arasinda karsilastirma yapabilme olanagi saglamistir (Hedges ve Kumar, 2002).

Gilintimiizde, model organizmalar biyolojik ve klinik arastirmalarin vazgegilmez
ogeleri haline gelmistir. Ozellikle insan hastaliklarmin arastirilmasinda Mus musculus,
Caenorhabditis elegans ve Drosophila melanogaster model organizmalari yaygin
olarak kullanilmaktadir. Ayrica tarim ve sanayi alanlarindaki gelismeler de model
organizmalardan elde edilen temel bilgilerin uygulanmasi ile miimkiin olmaktadir.
Bitkilerde de model organizma olarak; Arabidopsis thaliana (Fare kulag: teresi), Zea
mays (Maisir), Medicago truncatula (Yonca), Oryza sativa (Celtik), Nicotiana tabacum
(Titiin) siklikla kullanilmaktadir. Bu tiirler ayn1 zamanda ¢ogu insan popiilasyonu

tarafindan besin olarak da tiiketildigi i¢in ayr1 bir 6neme sahiptir.

2.1.1. Arabidopsis thaliana

Arabidopsis thaliana 16. yiizyilda botanik¢i Johannes Thal tarafindan Harz daglarinda

(Almanya) kesfedilmistir ve ilk olarak Pilosella siliquosa olarak isimlendirilmistir.



Birkag isim degisikligine ugradiktan sonra bugiinkii adin1 almistir. Model organizma
olarak kullanilabilecegini 90’larin ortalarinda ilk ortaya koyan arastirmaci ise

Friedrich Laibach olmustur (Laibach, 1907, Meyerowitz, 2001).

Sekil 2.1: Arabidopsis thaliana
(Farmer, 2013).

Arabidopsis thaliana, Brassicaceae veya hardal ailesinin bir iiyesi olan kii¢iik, dikotil
bir bitkidir (Sekil 2.1). Turp, lahana, brokoli ve kanola gibi ekonomik olarak énemli
bitkilerle yakindan akraba olmasina ragmen A. thaliana ekonomik 6nemi olan bir bitki
degildir (““The National Science Foundation”, 2002). Buna ragmen; 40 yili agkin bir
stiredir genetik, biyokimya ve fizyoloji c¢alismalarmin ilgi odagi olmustur.
Arabidopsis, basit besiyerinde ya da toprakta kolaylikla yetistirilebilir. 6-8 haftalik
kisa bir yasam dongiisiine sahiptir ve 6 hafta sonunda tohumu toplanabilir. Ayni
zamanda c¢ok sayida dol verir ve farkli irklar arasinda ¢aprazlamalara olanak saglar.
Arabidopsis’in ayn1 zamanda ¢ok sayida mutanti vardir, bu yiizden genlerin ve

hiicredeki yolaklarin islevlerinin belirlenmesinde siklikla kullanilmaktadir.

Arabidopsis thaliana genomu dizilenen ilk bitkidir. 125 Mb boyutundaki genomunda;
haritalandirilmis 5 kromozomu, yaklasik 27.000 geni vardir. Yapilan dizi analizleri
sonucunda genlerinin yaklasik %350'sinin diger organizmalarla ortak oldugu
belirlenmistir. A. thaliana'nin sahip oldugu genlerin siniflandirilmasini gosteren grafik

Sekil 2.2'de verilmistir. Arabidopsis, ayn1 zamanda Agrobacterium tumefaciens ile gen



aktarimimna elveriglidir. Bu 0zelligi nedeniyle genlerin ve genlerin islevlerinin
tanimlanmasinda onemli bir model organizmadir (Arabidopsis Genome Initiative,
2000).

Hiicre hiiyiimesi, holiinmesi
ve DNA sentezi

Metaholizma Tmmkripeinn .
Hiicre korumasi, savunmasi,
oliimii ve yaglanmasa

Hiicresel iletigim,
sinyal iletimi

Protein
hedeflendirilmesi

Hiicre ici tagima
Hiicresel biyogenez
Saflandinimanay H
Hetim
kolaylaghrcilam
Enexji

Protein sentezi

iyonik homeostazi

Sekil 2.2: Arabidopsis thaliana genomundaki genlerin siniflandirilmasi
(Arabidopsis Genome Initiative, 2000).

Arabidopsis, laboratuvarda kisa bir siirede ve etkili olarak hipotezleri test etmeye
olanak saglar. Model organizmalardan saglanan bilgi temel alinarak ekonomik ve
tarimsal onemi olan bitkilerin gelistirilmesinde kullanilabilir. Bu sayede, ekonomik
onemi olan bitkilerin gelistirilmesinde hem daha az maliyet hem de daha kisa zaman

gerekir.

Arabidopsis ile yapilan yiiksek islem hacimli profilleme g¢alismalar1 sonucunda,
epigenetik alaninda genel bilgiler elde edilmistir. Arabidopsis mutantlari ile yapilan
analizler sonucunda bitkilerdeki epigenetik diizenlenme hakkinda temel bilgiye sahip
olunmasin1 saglamigtir (Vanyushin ve Ashapkin, 2011). A. thaliana 35 bp

¢Oziiniirliikte biitlin genomun DNA metilasyon haritasi ¢ikartilan ilk organizmadir. Bu



calisma sonucunda gen kodlanan bdlgelerin metilasyon adayr olabilecegi ortaya
konmustur (Zhang ve dig., 2006). Ek olarak kodlanan bolgelerde metillenmis ve
stirekli anlatim yapan bazi genlerin daha yiiksek diizeyde anlatim yapabildigi
belirlenmistir. Farkli Arabidopsis ekotiplerinde protein kodlayan genlerde metilasyon
polimorfiktir (Vaughn ve dig., 2007). Bu veriler, kodlama yapan bdlgelerdeki
metilasyonun dogrudan gen anlatimu ile ilgili olmadigin1 ortaya koymaktadir. Ornegin;
promotorlerdeki DNA metilasyonu gen anlatim seviyesini etkileyebilir ve bitki
gelisimi i¢in ¢ok 6nemlidir (Chen ve dig., 2010). Arabidopsis’in yabani tiplerinden ve
SIRNA yolagi mutantlarindan 21-24 niikleotid uzunlugunda pekgok SIRNA
klonlanarak dizilenmistir (Zhang, 2008). Ayrica Arabidopsis ile yapilan ¢alismalar
sonucunda bitkilerdeki genomik damgalamanin (“imprinting”) DNA demetilasyonu
ile desteklendigi ortaya konmustur (Hsieh ve dig., 2009). Arabidopsis’te benzer
islevlere sahip ti¢ farkli metilasyon yolagi karakterize edilmistir: CpG dizilerinde DNA
metilasyonu saglayan MET1, CpNpG dizilerinde DNA metilasyonu saglayan bitkilere
6zel CMT3 ve CpNpN dizilerinde DNA metilasyonu saglayan DRM1/2 (Zhang,
2008).

2.2. BITKILERDE STRES

Bitkilerin biiylimesini, gelisimini ve iiretkenligini azaltan her tiirlii etki bitkilerde stres
olarak tanimlanmaktadir (Osmond ve dig., 1987). Bitkiler dogada tuzluluk, kuraklik,
soguk, sicak, agir metal gibi abiyotik; patojen (bakteri, mantar ve viriis) enfeksiyonu
ve herbivorlar gibi biyotik stres kosullarina maruz kalmaktadir (Suzuki ve dig., 2014).
Abiyotik ve biyotik stres kosullar1 Tablo 2.1°de listelenmistir (Mahajan ve Tuteja,
2005).



Tablo 2.1: Abiyotik ve biyotik stres kosullari.

Abiyotik Stres

Soguk (asir1 soguk ve don)
Yiiksek sicaklik
Tuzluluk
Kuraklik
Sel

Radyasyon (UV ve goriiniir 1s1k)

Kimyasallar ve kirletici maddeler (agir metaller, pestisitler)

Oksidatif stres (reaktif oksijen tiirleri)

Riizgar (riizgardaki kum ve toz parcalari)

Topraktaki besin eksikligi

Biyotik Stres

Patojenler (viriisler, bakteriler, mantarlar)

Bocekler

Herbivorlar

Kemirgenler

Diinya niifusunun endise verici bir hizda artmasiyla 2050 yili sonuna kadar 9,7 milyar:
bulacag1 diistiniilmektedir (UN DESA, 2015). Hizla artan diinya niifusuna karsilik
kuraklik ve tuzluluk gibi olumsuz kosullar bitki gelisimini kisitlamakta ve iiriin
verimini 6nemli ol¢iide diisirmektedir (Ngara ve Ndimba, 2014). 2050 yilina kadar
ekilebilir toprak arazilerinin yarisindan fazlasinin tuzluluktan olumsuz sekilde
etkilenecegi ongoriilmektedir (Wang ve dig., 2003). Buna ek olarak, abiyotik stres her
yil yilizlerce milyon dolar zarara neden olmakta ve tarim endiistrisinin
stirdiirtilebilirligini tehlikeye sokmaktadir (Mahajan ve Tuteja, 2005). Artan insan
popiilasyonunun  besin  ihtiyacinin  karsilanmasi ve tarim  endiistrisinin
stirdiiriilebilmesi i¢in olumsuz gevre kosullarina adapte olmus bitkiler gelistirilmelidir
(Vinocur ve Altman, 2005). Bu baglamda da ilk adim bitkilerin stres kosullarina

verdikleri cevaplarin anlasilmasidir.

Bitkiler strese kars1, hiicresel olarak cevap verirler, ancak biitiin hiicrelerin es zamanl

olarak ayni1 cevabi vermesi ile organizma diizeyinde yanit olusumu saglanir. Bitkilerin



strese verdigi cevap Sekil 2.3’te ayrintili olarak gosterilmistir. Bitkilerde herhangi bir
stres altinda ilk gerceklesen olay stres sinyallerinin membran reseptorleri tarafindan
algilanmasidir. Hiicreye iletilen sinyal; Kalsiyum, reaktif oksijen tiirleri (“reactive
oxygen species”’, ROS) ve inositol fosfati igeren ikincil mesajc1 molekiillerin
olusmasini saglar. Bu mesajcilar da sitosolik Ca?* seviyesini diizenler. Sitosolik Ca?*
seviyesindeki degisim, Ca®* sensorleri tarafindan algilanarak fosforilasyon kaskati
olusur ve stresten sorumlu genler ya da bu genleri kontrol eden transkripsiyon
faktorleri hedeflenir. Olusan iirlinler, bitkinin strese karsi dayanikli hale gelmesini
saglar (Mahajan ve Tuteja, 2005). Ayni zamanda strese bagli gen anlatimindaki
degisimler sonucu ABA, salisilik asit ve etilen gibi hormonlarin iiretimi de

gerceklesebilir. Bu molekiiller de strese karsi olusturulan ilk sinyalin ¢ogalmasini

saglayarak tekrar ikincil bir sinyal kaskat1 baglatirlar.
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Sekil 2.3: Bitki hiicrelerinin strese karsi verdigi
cevabin molekiiler semas: (Mahajan ve Tuteja,
2005).

Bitkilerde stres ile ilgili genleri temel olarak erken ve ge¢ uyarilmis genler olarak ikiye
aymrabiliriz. Erken genler, bitkilerin strese karsi olusturdugu sinyali algiladiktan
dakikalar sonra uyarilirken, ge¢ genler sinyali algiladiktan saatler sonra aktif hale gelir.
Cesitli transkripsiyon faktorlerini erken gen grubunda iken; stres cevabindan sorumlu

genler ge¢ gen grubundadir (Mahajan ve Tuteja, 2005).

Bitkilerin dogada maruz kaldig1 biyotik ve abiyotik stres kosullari genetik
potansiyellerine ulagsmalarin1 engellemekte ve ekin {iiretkenliginin kisitlamaktadir.
Bitkilerin stres kosullarina verdikleri molekiiler cevaplarin belirlenmesi ve elde edilen
bilgiler dogrultusunda ekin bitkilerinin stres kosullarina kars1 dayanikli hale getirilerek

stres kosullar1 altinda tirtin veriminin arttirilmas1 miimkiin olabilecektir.
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2.2.1.Biyotik Stres

Bitkiler dogada abiyotik stres kadar bakteri, mantar, viriis gibi patojenler ya da
herbivorlar tarafindan biyotik strese de maruz kalmaktadir (Atkinson ve Urwin, 2012).
Bu durum iiriin veriminin diismesine ve hasattan sonra dagitim esnasinda {iriin kaybina
neden olmaktadir (Strange ve Scott, 2005; Flood, 2010; Bebber ve Gurr, 2015).
Bitkiler hareketsiz canlilar olduklar1 ve stres kosullarindan uzaklasamadiklari i¢in
cesitli hormonlar ve metabolitler iireterek kendilerini savunurlar. Yiksek yapili
bitkilerde abiyotik strese karsi sentezlenen sekonder metabolitler siklikla biyotik strese
kars1 da sentezlenmektedir (Mithofer ve dig., 2004). Ancak, bitkilerin biyotik strese
verdigi cevaplar abiyotik strese oranla daha az anlasilabilmistir. Cilinkii; 151k, sicaklik,
su gibi abiyotik stres faktorleri kolayca kontrol altina alinabilirken, bitkilere biyotik
stres uygulanmas1 ve kontrole alinarak takip edilmesi ¢ok zordur. Ayrica bitkilerin
biyotik strese verdikleri fizyolojik cevaplar da degiskenlik gostermektedir
(Balachandran ve dig., 1997).

2.2.2. Abiyotik Stres

Tuzluluk, kuraklik, soguk, sicak, agir metaller ve oksidatif stres bitkilerin dogada en
stk maruz kaldig1 abiyotik stres kosullaridir. Bu stres kosullar1 tarim icin ¢ok ciddi
tehdit olusturmakta ve ayn1 zamanda dogay1 da tahrip etmektedir. Diinya ¢apinda ekin
kaybinin en temel nedeni en basta tuzluluk ve kuraklik olmak iizere abiyotik strestir.
Abiyotik stres bitkilerde, ¢esitli morfolojik, fizyolojik, biyokimyasal ve molekiiler
degisimlere neden olarak bitki gelisimini ve iiretkenligini ciddi 6l¢iide etkiler (Wang
ve dig., 2001). Tuzluluk, kuraklik, soguk, sicak ve kimyasal kirlilik birincil abiyotik
stres olarak degerlendirilirken; oksidatif ve osmotik stres ise ikincil abiyotik stres
olarak degerlendirilmektedir (Wang ve dig., 2003). Tuzluluk, kuraklik, asir1 sicakliklar
ve oksidatif stres genelde birbiriyle baglantilidir ve hiicrede iyon dengesini bozarak

hiicre hasarmnin ortaya ¢ikmasina neden olabilir (Zhu, 2001).

Bitkilerin abiyotik strese karsi cevabi stres ile ilgili 6zel genlerin anlatimlarinin
diizenlenmesine ya da aktiflestirilmesine baglidir. Bu genler, sinyal iletimi,
transkripsiyonel kontrol, membran ve proteinlerin korunmasi ile serbest radikal ve
toksik maddelerin uzaklastirilmasina kadar stres ile ilgili tiim asamalarda yer alir.

Osmotik, iyonik etkiler, sicaklik ya da hiicre membranindaki degisimler, hiicrede ilk
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stres sinyalleri olarak algilanir ve hiicre homeostasisinin tekrar saglanabilmesi, hasar
gormiis membranin ve proteinlerin onarilmast ve korunmasi igin stres cevabinin
aktiflestirilmesinde gorevli sinyal aginin islemesini saglar. Gen anlatiminin
aktiflestirilmesinde ya da sinyal iletiminde yetersiz cevap verildigi takdirde hiicredeki
islevsel ve yapisal proteinler, membranlar geri doniisiimii olmayan sekilde zarar

gorerek hiicreyi 6liime siiriikler (Wang ve dig., 2003).

Bitkiler, gelismeye devam edebilmek ve tretkenliklerini siirdiirebilmek igin stres
kosullarina adapte olarak stres tolerans mekanizmalar1 gelistirmelidir. Stres ile ilgili
genlerin anlatimlarinin degistirilmesi ile abiyotik strese karst daha toleransh bitkiler
gelistirilebilir. Bitkilerin stres toleransinin arttiritlmasinda, genel olarak hiicre
bilesenlerinin yapisini ve islevini korumasi hedef alinir. Ancak pestisit ve herbisitlere
diren¢ gibi monogenik 6zelliklerin bitkilere aktarilmasi daha kolay olurken; abiyotik
stres gibi genetik olarak karigik cevaplarin kontrol edilmesi ve diizenlenmesi daha
zordur. Giiniimiizde abiyotik strese karsi yapilan calismalar, sinyal iletiminde ya
diizenleyici yolaklarda gorevli bir ya da birka¢ gen; ya da stres toleransi saglayan
proteinleri kodlayan genler, islevsel veya yapisal koruyucularin sentezini saglayan
enzimleri kodlayan genlerin aktarilmasina dayanmaktadir. Bitki iiretkenliginin
arttirilmasinda abiyotik stres sinyal iletimi de anlasilmas1 gereken 6nemli bir ¢alisma
alamdir. Ayrica bu genlerin anlatimlarinin diizenlenmesinde goérevli transkripsiyon
faktorlerinin ve c¢esitli sinyal molekiilleri arasindaki iletisimin molekiiler
mekanizmalarinin arastirilmasi yeni caligma alanlariinin olusmasini saglamigtir

(Mahajan ve Tuteja, 2005).

2.2.2.1. Tuzluluk Stresi

Tuzluluk bitkilerin dogada en sik maruz kaldigi stres kosullarindandir ve ekin
tiretimini onemli 6l¢iide kisitlamaktadir. Topraktaki tuzluluk suda ¢6ziinebilen tuzlarin
katyonlarindan (Na*, Ca*, Mg*?) ve anyonlarindan (Cl, SO4 2, CO3 ?) olusur. Bu
¢ozilinebilen tuzlarin %50-80’ini NaCl olusturur (Rengasamy, 2010). 15 yil i¢inde
ekilebilir arazilerin %30’ unun artan tuzluluk yiiziinden ekilemez hale gelecegi tahmin
edilmektedir (Wang ve dig., 2003; Mahajan ve Tuteja, 2005; Heidari ve dig., 2011).
Tarimsal 6neme sahip ¢eltik (Oryza sativa), misir (Zea mays), soya fasulyesi (Glycine

max) ve fasulye (Phaseolus vulgaris) tuzluluga karsi oldukca hassas bitkilerdir ve fazla



13

tuzdan oldukga etkilenirler (Mahajan ve Tuteja, 2005). Hiicrede tuzluluk stresi
sonucunda Na*, K*, H" ve Ca" iyonlari arasindaki etkilesim sonucu hiicre homeostasisi
korunur. Bitki hiicrelerinin tuza maruz kalmasi ile osmotik stres ortaya ¢ikar; uzun
stire tuza maruz kalan bitki hiicrelerinde iyonik stres olusmasi sonucunda iyonik denge
bozulur. Tuza maruz kalan her bitki ¢evreden Na* alir ve diger hiicrelerine, doku ve
organlarma iletir (Maathuis ve dig., 2014). Na* akis1 membran potansiyelini bozar.
Fazla Na* hiicre metabolizmasina toksik etki yapar, hiicrede baz1 enzimler ¢alisamaz
hale gelir. Yiiksek konsantrasyonlarda Na* osmotik dengenin bozulmasina neden olur;
bunun sonucunda hiicre boliinmesi engellenir ve bitki bilylimesi yavaslar. Ayni
zamanda, fotosentezde ve reaktif oksijen tlirlerinin tiretiminde de azalma gergeklesir
(Niu ve dig., 1995; Yeo, 1998). Na*'un bitki gelisimi igin zararl etkisinin aksine; K*
bitki gelisimi igin esansiyel elementler arasindadir. K*, stomalarin agilip
kapanmasinda is goriir, bircok enzimin kofaktoriidiir ve ayrica osmotik dengenin
stirdiiriilebilmesi i¢in gereklidir. Birgok hiicre normal kosullarda sitosoliinde nispeten
yliksek konsantrasyonda K* ve diisiik konsantrasyonda Na* igerir. Birgok K* tasiyici
sistem aym zamanda Na* igin de ilgi gosterir ve Na® ve K" hiicre igine girmek igin
birbirleri ile yarigirlar. Bu yiizden, hiicre disindaki Na* igeriye K™ alinmasini olumsuz

olarak etkiler (Amtmann ve Sanders, 1998; Blumwald ve dig., 2000).

2.2.2.2. Absisik Asit Stresi

Bitki gelisimi ve biiytimesi hormonlar, endojen sinyaller ve dis g¢evre kosullari
tarafindan diizenlenir. Absisik asit (ABA), tohum depo protein ve yaglarinin
sentezlenmesi gibi bitki gelisiminin tarimsal olarak 6nemli bir¢ok asamasinda 6nemli
bir yere sahip olan; tohum olgunlasmasindan, ¢imlenmesinden, stomalarin agilip
kapanmasindan ve ayni zamanda bitkilerin abiyotik strese karsi verdigi yanitlarin
diizenlenmesinden sorumlu lipofilik bitki hormonudur (Rock, 2000; Finkelstein ve
dig., 2002; Xiong ve Zhu, 2003). ABA, bitkide endojen sinyal molekiilii olarak gorev
yapar ve bekgi hiicrelerdeki iyon akisini hizlica degistirerek stomalarin kapanmasini
saglar. ABA, tohumlarin sadece uygun kosullarda ¢imlenmesini saglayarak stres
altinda ¢imlenmeyi engeller. Ayrica, hiicrede stres kosullarina cevaptan sorumlu
genlerin anlatimlarinin diizenlenmesinde de gorev alir (Leung ve Giraudat, 1998;
Finkelstein ve dig., 2002; Xiong ve Zhu, 2003).
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ABA’nin baglica gorevi bitkideki su dengesini ve osmotik stres toleransini
diizenlemektir (Zhu, 2002). Ozellikle, kuraklik, tuzluluk ve soguk stresine karsi
bitkinin cevap vermesinde ve tolerans gostermesinde ABA’nin 6nemli oldugu
bildirilmistir. ABA’nin 6nemi mutantlari ile yapilan bir¢ok ¢alisma ile gosterilmistir.
Arabidopsis’in abal, aba2 ve aba3 isimli mutantlar1 bulunurken; tiitiin, misir ve
domates bitkilerinin de ABA geni eksik mutantlar1 bulunmaktadir (Koornneef ve dig.,
1998; Liotenberg ve dig., 1999). Cesitli ABA mutantlar1 ile yapilan g¢alismalar
sonucunda ABA geni eksik olan mutantlarda bitkiler stres kosullarindan ¢ok daha fazla
etkilenmis, ABA genine sahip bitkilere gore ¢ok daha az gelisim gostermis ya da
Olmiislerdir (Llorente ve dig., 2000; Xiong ve dig, 2001).

Normal kosullarda bitki hiicrelerinde ABA hormonu diisiik seviyelerde bulunmaktadir
(Xiong ve Zhu, 2003). Bitkiler tuz, kuraklik ve diisiik sicaklik stresine maruz
kaldiginda ABA biyosentezinde gorevli genlerin anlatimlar1 ve sonug¢ olarak ABA
seviyesi artmaktadir. Stres sonucu olusan sinyaller ve ABA’nin ortak elementlere
sahip olmasi sayesinde bu elementler hiicrenin i¢ dengesini saglamak i¢in karsilikli
olarak etkilesime girerler (Leung ve Giraudat, 1998). Bitkilere ABA uygulanmasi stres
kosulu etkilerinin olusumunu saglayarak sinyal iletimini baglatir. Bu sayede, disaridan
ABA stresi uygulamasi ile tuzluluk, kuraklik ve diisiik sicakliga kars1 bitkinin verdigi

molekiiler cevap, gen anlatiminin degisimi belirlenebilir.

2.3. EPIGENETIK

Epigenetik terimi ilk olarak 1940’11 yillarin baglarinda Conrad Waddington tarafindan
ortaya konmustur. Waddington (1942), epigenetigi ‘Genler ve fenotipi olusturan gen
iriinleri arasindaki nedensel etkilesimleri arastiran biyoloji dali” olarak tanimlamistir.
Daha sonra Griffith ve Mahler (1969) tarafindan epigenetik modifikasyonlarin gen
anlatimin1  diizenledigi One siiriilmiistiir. Yapilan c¢alismalar sonucunda bir
organizmanin fenotipinin belirlenmesinde sadece DNA dizisinin yeterli olmadigi
ortaya konmustur. Organizmanin fenotipinin olusumunda DNA dizisi ile birlikte
epigenetik mekanizmalar da rol almaktadir. Epigenetik degisimler, DNA'da ve DNA

ile etkilesim halinde olan proteinlerde gerceklesen geri doniisiimli kimyasal
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modifikasyonlardir. Epigenetik degisimler, DNA baz dizisinde herhangi bir degisim

yapmadan organizmanin fenotipini degistirebilir (Hirsch ve dig., 2012).

DNA modifikasyonlari, kromatin modifikasyonlar1 ve posttranskripsiyonel
mekanizmalari igeren epigenetik mekanizmalar; 6karyotlarda farklilagsma, gelisim ve
hiicresel homeostasinin saglanmasinda temel olusturur (Su ve dig., 2011). Epigenetik
mekanizmalar gen anlatimin1 dogrudan ya da dolayli yollar ile etkileyebilirler ve
transkripsiyon, replikasyon, DNA tamiri, gen transpozisyonu ve hiicre farklilasmasini
da iceren neredeyse biitiin genetik islevleri diizenlerler. Cevresel degisimler de
epigenetik degisimlere neden olabilir. Epigenetik bilginin nesiller arasinda aktarildig:
ve cevresel strese karsi hafiza olusturdugu yapilan calismalar sonucunda ortaya
konmustur (Bond ve dig., 2007; Gravitol ve dig., 2012). Epigenetik modifikasyonlar;
Sekil 2.4’te genel olarak gosterildigi gibi temel olarak DNA metilasyonu, histon
modifikasyonlari, kromatin diizenlenmesi, kiigiik RNA’lar ve transpozabl elementler
tarafindan (“transposable elements”, TE) kontrol edilir. Epigenetik mekanizmalar
sadece kodlama yapan bolgeyi degil, ayn1 zamanda kodlama yapmayan DNA dizilerini

de kontrol ederler. Boylece genom kararliligin1 devam ettirilebilir (Dupont ve dig.,
2009).

DNA Modifikasyonu / RNA Modifikasyonu
O
/\jt ﬁ‘\ﬂﬂ
\
sRNA =
ncRNA
EPIGENETIK
— % 7z Trarepombl elemant
é ( — -
.
"] (s — -
Kromatin Modifikasyonu Transpozisyon

Sekil 2.4: Epigenetik mekanizmalarin genel semasi
(Tarhan ve Turgut-Kara, 2016).
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DNA metilasyonu, en yaygin epigenetik modifikasyonlardandir ve gen anlatiminin
diizenlenmesini saglar (Bird, 2002). DNA'daki sitozinin 5" konumundaki karbonunun
metilasyonu onemli bir epigenetik mekanizmadir. Bitkilerde bu metilasyon genomik
kararlilig1, gen anlatiminin diizenlenmesini, hiicre farklilagmasini ve bitkilerin strese

kars1 cevabini etkiler (Finnegan ve dig., 1998; Chinnusamy ve Zhu, 2009b).

Epigenetik diizenlenme kromatin diizeyinde de gergeklesir. Kromatin, DNA ve histon
oktamerlerinden olusur. DNA molekiiliiniin histon proteinleri etrafinda sarilarak
paketlenmesi DNA’nin bazi bolgelerine erisimi engeller; boylece transkripsiyon
gerceklesemez. Histonlarin N- uglarinda bulunan kuyruk bdlgelerinde asetilasyon,
metilasyon, demetilasyon, sumolasyon, ubikitinasyon, biyotinilasyon gibi
modifikasyonlar gergeklesir (Chen ve dig., 2010). Genel olarak asetilasyon,
fosforilasyon ve ubikitinasyon gen anlatimmin artmasini saglarken; demetilasyon,
biyotinilasyon ve sumolasyon gibi modifikasyonlar ise gen anlatimini baskilamaktadir
(Vaillant ve Paszkowski, 2007; Chen ve dig., 2010). Histon modifikasyonlarinin bitki
gelisimi ve bitki savunma mekanizmalarindaki 6nemi yapilan arastirmalarla ortaya
konmustur (Wagner, 2003; Sokol ve dig., 2007, Chen ve dig., 2010). Yiiksek
konsantrasyonlarda NaCl uygulanan soya fasiilyelerinde strese kars1 cevap
verilmesinde histon modifikasyonlari ve DNA metilasyonun etkileri belirlenmistir

(Song ve dig., 2012).

2.3.1. Metilasyon

DNA dizisinde adenin ya da sitozin bakiyelerine metil grubu eklenebilir. DNA'nin bu
kimyasal modifikasyonu protein-DNA iliskilerini etkiler (Finnegan ve dig., 1998).
Bitki ve hayvanlardaki en yaygin DNA modifikasyonlarindan biri sitozin bakiyesine
metil grubunun eklenmesi ile 5-metil-deoksisitidin (5-mdC) olusumudur (Sekil 2.5).
Bu modifikasyon, niikleotid dizilimini degistirmeden genetik bilgiye erisime olanak
saglar ya da erisimi sinirlandirir. Metilasyon ile DNA'da meydana gelen degisimler
mitotik hiicre boliinmesi ile aktarilir (Holliday, 1990). DNA metilasyonu, DNA
metiltransferazlar tarafindan gergeklestirilir. DNA'nin demetilasyonu ise aktif ya da
pasif olarak gerceklesebilir. DNA demetilasyonu pasif olarak; de novo metilasyonun

inhibisyonu ya da hiicre boliinmesi sirasinda genomik damgalamanin aktarilamamasi
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ile olugabilir. Aktif demetilasyon ise; DNA'dan metilsitozinlerin glikozilaz aktivitesi

ile kaldirilmast sonucu meydana gelir (Sahu ve dig., 2013).

NH NH
2 CH3 2

| ~N metiltrausteraz ‘ ~N
L BS

Sekil 2.5: Sitozine metil grubu eklenmesi ile 5-
metilsitozin bazi olusumu.

N
H

DNA metilasyonu ilk defa 1963 yilinda, bakterilerde gosterilmis, daha sonra
okaryotlarda gdzlemlenmistir (Gold ve Hurwitz, 1964). Onceleri, Drosophila
melanogaster genomunda metillenmis sitozin saptanamadigi igin DNA
modifikasyonunun Okaryotik organizmalarin yasaminda onemli bir yeri olmadigi
distintiliiyordu. Gliniimiizde Drosophila DNA'sinin da metillenmis oldugu ve normal

gelisimi i¢in gerekli oldugu bilinmektedir (Lyko ve dig., 2000).

DNA metilasyonu, stres, gelisim, adaptasyon ve morfogenez gibi biyolojik siireclerde
gen anlatimmin diizenlenmesinde 6nemli bir mekanizmadir. Genom dizileme
analizleri sonucunda Okaryotik genomlarin ¢ogunda transpozonlarin ve diger
tekrarlana dizilerin genomun biiyiik bir kismini olusturdugu belirlenmistir. Aktif halde
bulunan transpozonlar protein kodlayan bolgelere girerek normal genomik islevin
yapilmasini engelleyebilir. Okaryotik organizmalar bu duruma kars1t RNA miidahalesi
ya da DNA metilasyon mekanizmalariyla transpozonlari susturarak ve hareketsiz hale

getirerek cevap verirler (Chen ve dig., 2010).

2.3.1.1. Bitkilerde Metilasyon

Genom, tiirlerin 6zelliklerini ve biyolojik davranislarini belirleyen ana genetik bilgiyi
icerdiginden kararlt olmalidir. Genetik rekombinasyon, ¢evresel dirence karsi
organizmanin direncini arttiran yeni gen kombinasyonlarinin olusmasini saglasa da

cevredeki degisim ile ayn1 hizda olamaz (Boyko ve Kovalchuk, 2008). Bitkiler ise
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cevredeki stres kosullarina karsi, kendilerini savunmak i¢in genomlarinda epigenetik
modifikasyon mekanizmalarimi kullanirlar. Bitki genomunda en stk meydana gelen
modifikasyonlardan biri de metilasyondur. Bitki genomlarinin diger Okaryotik
genomlara goére ¢ok daha fazla metilasyona ugradigr bilinmektedir. Bitki
genomlarindaki tiim sitozinlerin %6 ila 25'" metillenmis durumdadir; ancak
bitkilerdeki sitozin metilasyonu sabit degildir (Sahu ve dig., 2013). Metilasyon,
gelisim asamasinda ya da ¢evre kosullarina bagh olarak degisebilir (Grant-Downton
ve Dickinson, 2005). Stres kosullar1 altinda metiltransferazlar tarafindan DNA'nin
metilasyonu, genomik DNA'nin degisime ugramasma neden olur (Boyko ve
Kovalchuk, 2008). Bitki ve hayvanlarda sitozin oncelikle CpG dizisinde metilasyona
ugrarken bitkilerde metilasyonun bu diziler ile smirli olmadigr belirlenmistir
(Gruenbaum ve dig., 1981). Bitkilerde DNA metilasyonu diger organizmalara gore
daha karmasiktir. DNA metilasyonu, metillenen sitozinlerin 'simetrik’ ya da ‘asimetrik’
bolgelerde olmasina bagli olarak gruplandirilabilir. CpG ve CpNpG dizileri (N,
herhangi bir niikleotid) simetrik metilasyonun gerceklestigi bolgelerdir. CpNpN
dizileri ise asimetrik metilasyonun gergeklestigi bolgelerdir. Asimetrik metilasyon
bolgeleri bitkilerde simetrik metilasyon bolgeleri kadar sik bulunmamaktadir. Genel
olarak sitozin metilasyonunda yer alan enzimler ii¢ ana gruba ayrilabilir:
Metiltransferazl (MET1), kromometilaz3 (CMT3) ve DRM (‘Domains Reaaranged
Methylase’). MET1 enzimi, memelilerdeki Dnmtl [DNA (sitozin-5-)-metiltransferaz
1] enzimi ile homologdur ve ozellikle sentromerik tekrarlar ve transpozonlarda
bulunan CpG dizilerinin metillenmesinden sorumludur (Kankel ve dig., 2003; Chan
ve dig., 2005). CMT3 enzimi, bitkilere 6zel bir enzimdir ve CpNpG dizilerinin
metilasyonunu saglar. DRM enzimi ise siRNA’larla beraber asimetrik CpNpNp
dizilerinin metilasyonundan sorumludur (Cao ve Jacobsen, 2002; Zhang, 2008; Sahu
ve dig., 2013).

DNA metilasyonu ayni zamanda RNA aracili (“RNA-directed DNA Methylation”,
RdDM) olarak da gerceklesebilir. RADM ilk olarak viroidlerle enfekte olmus tiitiinde
gozlemlenmistir (Wassenegger ve dig., 1994). RdDM yolag: ile ilgili yapilan
calismalar sonucunda diger okaryotlarda bulunan Pol II ve Pol III’iin aksine bitkilerin
Pol TV ve Pol V enzimlerine sahip oldugu ve bu enzimlerin siRNA ile susturma

mekanizmalarinda yer aldigi belirlenmistir (Herr ve dig., 2005; Kanno ve dig., 2005;
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Onodera ve dig., 2005; Pontier ve dig., 2005). Pol IV, siRNA iiretimi igin
gerekmektedir; Pol V ise argonat proteini 4’tin (AGO4) kromatine yonlendirilmesine
yardimei1 olur (Wierzbicki ve dig., 2008; Wierzbicki ve dig., 2009).

Global metilasyon, genomik DNA'da bulunan metillenmis sitozinlerin orani olarak
tanimlanmaktadir ve gesitli organizmalarin gevresel degisimlere verdigi cevaplarin
ortaya konmasinda epigenetik degisimlerin gostergesi olarak kabul edilmistir (Santoyo
ve dig., 2011). Arabidopsis, ayrintili sitozin metilasyon genom haritasi olusturulan ilk
organizmadir. Oncelikle metilom, metilsitozin immuno-¢oktiirmesi (mCIP) ve
kutucuklama dizin melezleme yontemi (“tiling array hybridization method”) ile
olusturulmustur (Zhang ve dig., 2006). Hem yabani tip Arabidopsis thaliana
genomundaki hem de metilasyon-yetersiz metl, drml, drm2 ve cmt3 mutantlarinin
genomlarindaki metillenmis diziler 35 bp ¢oziiniirlikte haritalanmigtir. Haritalama
calismalar1 sonucunda biitiin genomun %18.9'unun metillendigi belirlenmistir.
Heterokromatin, sentromerik ve perisentromerik bdlgelerde yogun DNA metilasyonu
oldugu gozlemlenmistir (Vanyushin ve Ashapkin, 2011). Daha sonra Arabidopsis
genomunda metillenmis sitozinlerin daha ayrintili olarak analizi DNA bisiilfit dizileme
(BS-Seq, “DNA bisulfite modificaiton”) yontemi kullanilarak yapilmustir. Sirasiyla
CpG, CpNpG ve CpNpN bolgelerindeki genom metilasyon oranlart %24, %6.7 ve
%1.7 olarak bulunmustur (Cokus ve dig., 2008). U¢ metilasyon ¢esidi de dizi tekrari
zengin olan perisentromerik bolgelerde bulunmaktadir. Ayrica Arabidopsis thaliana,
Oryza sativa ve Zea mays genomlarinda yapilan yiiksek 6lgekli DNA metilasyon
dizilemeleri sonucunda gen kodlayan bolgelerin de metilasyon i¢in aday olabilecegi
belirlenmistir (Zhang ve dig., 2006; Cokus ve dig., 2008; Li ve dig., 2008, Wang ve
dig., 2009a).

Bitki genlerinin promotdr boélgelerinin diizenlenme mekanizmalarindan biri DNA
metilasyonu yolu iledir. Bu promotor boélgelerindeki metilasyon genellikle CpG
bolgelerinde MET1 ve DRM2 enzimlerine bagli olarak gergeklesir (Zhang ve dig.,
2006; Berdasco ve dig., 2008). Piring genomundaki metilasyon analizleri sonucunda
Arabidopsis promotorlerine oranla piring promotorlerinin daha ¢ok metillendigi
belirlenmistir (Li ve dig., 2008). DNA metilasyonunun genellikle genlerin
susturulmas ile iligkili oldugu diisiiniiliirken; Zhang ve dig. (2006) kodlama yapan
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bolgelerdeki metillenmis devamli anlatim yapan genlerin (“house-keeping”) daha

yiiksek seviyede anlatim yaptigini belirtmislerdir.

Genomda bulunan sitozinlerin metillenmesi, transpozonlarin susturularak genlerin
anlatim yapmasi ile sonuglanabilir. Bu durum, bitkilerin gevresel degisimlere verdigi
ana epigenetik mekanizmalardandir (Alonso ve dig., 2016). Yapilan calismalar
sonucunda RNA-aracili DNA metilasyonunun, ozellikle bitkilerde abiyotik strese
cevapla iliskili oldugu ortaya konmustur (Chinnusamy ve Zhu, 2009a). Kanamisine
maruz birakilmig Arabidopsis thaliana kallluslari ile yapilan ¢alisma, bu kalluslarda
cok fazla metilasyon degisimi oldugunu gostermistir (Bardini ve dig., 2003). Lepidium
sativum bitkisi, farkli konsantrasyonlarda Cd (II) (kadmiyum) ve Se (1V) (Selenyum)
abiyotik stres kosullarina maruz birakilarak global DNA metilasyonu analizleri
yapilmis ve belirli konsantrasyona kadar metilasyonun artti§i ancak; belirli

konsantrasyondan sonra DNA metilasyonunun azaldigi gozlenmistir (Yanez ve dig.,
2013).

Bitkilerdeki epigenetik diizenleyiciler hem bitki gelisiminde hem de stres cevaplarinin
diizenlenmesinde yer aldiklar1 i¢in farkli ve karmasiktirlar. Epigenetik alanindaki
caligmalar, epigenetik mekanizmalarla gen anlatimmin bitki gelisimi ve stres
toleransin1 nasil diizenledigini daha ayrmntili bir sekilde anlamamizi saglayacagi
ongoriilmektedir (Chen ve dig., 2010). Ayrica, epigenetik mekanizmalarin
aydinlatilmasi ekin miktar ve kalitesinin arttirilmasinda 6nemli genlerin diizenlenmesi
icin alternatif bir biyoteknolojik ara¢ olarak hizmet edecegi diisiiniilmektedir.

(Vanyushin ve Ashapkin, 2011; Gravitol ve dig., 2012).

2.3.1.2. Metilasyon Belirleme Yontemleri

DNA metilasyonu, gen anlatiminin diizenlenmesinde 6nemli bir modifikasyondur;
strese cevap, morfogenez, gelisim ve adaptasyon gibi biyolojik siire¢lerde 6nemlidir
(Chan ve dig., 2005; Chen ve dig., 2013). Giiniimiizde DNA metilasyonunun
saptanmasinda ¢esitli yontemler kullanilmaktadir. Bunlar; yiiksek-performansli sivi
kromatografisi (HPLC), metilasyon-duyarli amplifikasyon polimorfizmi (MSAP),
bistilfit dizileme, kapiller elektroforez, LC ve MS'in beraber kullanimi, RNA dizileme,
metillenmis DNA’nin immunog6ktiirmesi (“Methylated DNA immunoprecipitation”,
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MeDIP) yontemleridir (Wagner ve Capesius, 1981; Hajkova ve dig., 2002; Lu ve dig.,
2008; Chen ve dig., 2013).

2.4. HPLC

DNA metilasyonunun saptanmasi i¢in kullanilan yoOntemlerin bazilar1 6lgiim
yapabilmek i¢in ¢ok fazla DNA'ya ihtiya¢ duyar (Ramsahoye, 2002). Bu durumda,
kiigiik doku orneklerinde ya da DNA izolasyonunun iyi yapilamadigi durumlarda
yontem uygulanamaz. Aksine HPLC ile ¢ok daha az miktarda DNA ile sonug almak
miimkiindiir (Armstrong ve dig., 2011).

HPLC yontemi, DNA metilasyonunun belirlenmesinde en giivenilir ve hassas
tekniklerden biridir. Bu yontem; DNA'nin niikleotidlere, niikleozidlere ve bazlara
kadar pargalanmasini ve ayrilmasini igerir. Bunun i¢in genomik DNA 6nce hidrolize
edilerek deoksiriboniikleozidlere ayrilmalidir (Sekil 2.6). Bunun amagla, genomik
DNA 06nce niikleaz P1 daha sonra alkali fosfataz enzimi ile muamele edilir. Ardindan
serbest niikleozidler HPLC ile analiz edilir (Armstong ve dig., 2011). HPLC yontemi
ile 5-metilsitozin diginda biyolojik 6neme sahip modifiye olmus diger bazlar da
belirlenebilmektedir (Wagner ve Capesius, 1981; Johnston ve dig., 2005). Bu yontem,
memeliler ve mikrobiyal DNA'lar i¢in optimize edilmis olmasina ragmen bitkilerde bu
alandaki ¢aligmalar agisindan az sayida 6rnek bulunmaktadir (Wagner ve Capesius,
1981; Ramsahoye, 2002; Johnston ve dig., 2005). Bitkilerde DNA metilasyonu
seviyesinin belirlenmesinde HPLC analizleri gelisim, biiylime ve stres kosullari
altinda bitkide gergeklesen epigenetik degisimler belirlenebilmesi agisindan son
derece 6nemlidir. Farkli hormon konsantrasyonlar1 uygulanarak kiiltiirlenmis Brassica
napus bitki eksplantlari ile yapilan bir ¢alisma sonucunda, metilasyon seviyelerinin
degisimleri HPLC yontemi kullanilarak gézlemlenmis ve hipokotillerin kiiltiirlenmesi
stiresince metilasyon seviyelerinin degistigi belirlenmistir (Gao ve dig., 2014). Glycine
max (soya fasulyesi) bitkisinde 6-benzialminopiirin (6-BA) uygulamasinin
Agrobacterium ile enfeksiyon siiresine ve siirgiin uyarimi siiresine etkisini inceleyen
arastirmacilar, elde ettikleri fenotipik sonuglart HPLC ile genom metilasyonu analizi

yaparak da dogrulamiglardir (Jiang ve dig., 2016).
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2.5. GEN ANLATIMI ANALIiZLERI

DNA’daki kalitsal bilginin, belirli bir zaman ve kosulda nasil kullanildiginin
belirlenmesi tiim sistemin nasil islediginin anlasilmasi i¢in ¢ok énemlidir. Hiicredeki
ya da organizmanin c¢evresindeki kosullarin degismesi genlerin anlatimlarinin
degismesine de neden olur. Gen anlatimi ile beraber protein-protein, DNA-protein ve
RNA-RNA etkilesimlerinin belirlenmesi hiicrede hangi metabolik yollarin ne kadar
calistigin1 yorumlayabilmemize olanak saglar (Tarhan, 2009). Giiniimiizde gen
anlatimmin belirlenmesi i¢in ¢esitli yontemler kullanilmaktadir. Bunlardan biri olan
Northern melezleme (“Northern blotting”), RNA o6rneklerinin agaroz jel iizerinde
ayrilarak problarla isaretlenmesi teknigine dayanir. Ancak bu yontem fazla miktarda
RNA gerektirmektedir ve miktar belirlemesi jeldeki bantlarin analizine dayandigi icin
kesin sonu¢ alinamayabilir. Gen anlatimimin belirlenmesinde kullanilan bir diger
yontem ger¢ek zamanli PZR (“Real-time PCR”)’dir. GZ-PZR analizinde, melezleme
problari ya da DNA molekiillerinin arasinda giren boyalar tarafindan floresan emilimi
ile DNA’nin ¢ogalmasindaki degisimler belirlenebilir. Cok fazla genin ve 6rnegin
analizi igin ise gen anlatiminin seri analizi (“serial analysis of gene expression”,
SAGE’), DNA mikrodizilim (“DNA microarray”), farklilik gosterimi (“Differential
Display”) yontemleri ya da yeni nesil dizileme (“Next-generation sequencing”, NGS”)
ile RNA dizileme analizi yapilabilir (Ding ve Cantor, 2004; Wang ve dig., 2009b).
Mikrodizilim ve RNA dizileme yontemleri tek seferde binlerce genin anlatimini
incelenmesine olanak saglar; ancak pahali teknikler olduklari i¢in arastirmacilar
tarafindan her zaman tercih edilmezler. Gen anlatimi i¢in kullanilan biitiin tekniklerin
kendine gore olumlu taraflar1 ya da eksik yonleri vardir; bu yiizden gen anlatiminin

belirlenmesinde kullanilacak yontem yapilan calismaya gore segilmelidir.

2.5.1. Ger¢ek Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Ik defa 1992 yilinda Higuchi ve dig. (1992) tarafindan gelistirilen ger¢ek zamanli
polimeraz zincir reaksiyonu (GZ PZR) yontemi, kinetik tabanli bir miktar belirleme
teknigidir (Ding ve Cantor, 2004). Klasik PZR reaksiyonunda farkli kosullardan elde
edilerek kullanilan DNA molekiillerinden hemen hemen ayni miktarda {iriin olugsmasi
nicel degerlendirme yapilamamasina neden olmaktadir. Ancak, GZ PZR y6nteminde

hedef DNA dizisinin ¢ogaltilmasina dair  bilgi  reaksiyon  boyunca
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gozlemlenebilmektedir ve reaksiyon bitiminde iriinlerin nicel degerlendirmesi
yapilabilmektedir. GZ PZR yontemi ayni zamanda mikrodizilim sonuglarinin
dogrulanmasinda da kullanilmaktadir. Baslangi¢ materyali ¢ok az oldugu ve yiiksek
hassasiyet arandig1 durumlarda da bu yontem oldukca yararlidir (Ding ve Cantor,
2004). Gen anlatim analizlerine ek olarak; GDO analizleri, patojen saptanmasi, tek
niikleotid polimorfizmi (“single nucleotide polymorphism”, SNP) ¢alismalarinda da
tercih edilen bir yontemdir (Kubista ve dig., 2006).

GZ PZR’nda, her PZR dongiisii sonucunda ¢ogalan hedef DNA miktar1 belirlenir. PZR
reaksiyonu sonucunda olusan {iriin miktari, prob ya da boyanin olusan iirline
baglanmasi sonucu yaptigr floresan igimanin izlenmesi ile saptanir (Kubista ve dig.,
2006). 11k 10-15 PZR déngiisiinde floresan 1s1mas1 daha yeni olusmaya baslar, arka
plan 1s1masin1 gecemez. Hedef DNA dizisinin neden oldugu floresan 1simanin arka
plani is1masini gegtigi dongii esik dongiisii (“cycle treshold”, Cy) olarak adlandirilir ve
bu dongii hedef DNA dizisinin gogaltildig1 ilk dongiidiir. C¢ degerinin diisiik ya da
yiiksek olmasi baslangigtaki DNA miktarina baghdir, baslangigtaki DNA dizisinin
miktar1 ne kadar fazla ise floresan 1simasindaki artis o kadar hizli olur ve diistik Ct
degeri elde edilir. PZR reaksiyonu devam ettikge iiriin miktar1 ve bunun sonucunda da
floresan 1s1ma artar. Bir slire sonra PZR bilesenleri sinirli hale gelir ve floresan
yogunlugu da artik hesaplama i¢in uygun degildir. Sekil 2.7°de gosterildigi gibi
reaksiyonda ulasilan bu faza plato fazi denir (Wong ve Medrano, 2005).
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Sekil 2.7: GZ PZR reaksiyonunun genel olarak 6zeti,
floresan 1s1manin arka plan 1s1masini gegmesi sonucu Cy
degerine ulasilmasi, floresan miktarmin sabit degere
ulagmasiyla plato fazina girilmesi, grafikte A 6rnegi B
orneginde daha fazla miktarda {iriin igermektedir
(Kubista ve dig, 20006).

PZR iiriinlerinin miktarinin saptanmasinda diziye 6zgii problar ya da spesifik olmayan
boyalar kullanilmaktadir. Floresan boyalar herhangi bir ¢ift zincirli DNA’ya
baglanirken; diziye 6zgli DNA problar1 floresan 6zellikli boyalarla etiketlidir ve
tamamlayict dizi ile melezlemeden sonra floresan 1s1ma saptanmaya olanak
vermektedir. PZR iriinlerinin saptanmasinda genellikle isleyis mekanizmasi Sekil

2.8’de verilen SYBR Green boyasi ya da Tagman probu kullanilmaktadir.



26

SYBR GREEN

SYBR Greenhoyasi ¢ift zincirli DNA'ya
haglandiZinda 151ma yapar.

DINA dentaiire oldugu zaman SYBR Green
hoyasi serhest kahr ve 11mada azalma
gizlemlenir.

Uzama sirasinda PZR iiriinleri olusturulur.

Forward primer
e o
. L
—
®
Reverse primer

Polimerizasyon hittigi zaman STYBR Green
olugan cift zincirli PZR diviiniine baglanr ve
floresan 151masmda artma gizlemlenir.

Sekil 2.8: GZ PZR reaksiyonu sonucu
iiriinlerin saptanmasinda kullanilan SYBR
Green boyasi isleyisinin genel 6zeti (Bio-
Resource, 2013).

SYBR Green gibi ¢ift zincirli DNA’ya baglanan floresan boyalar, her dongiiden sonra
olusan PZR iiriinlerine baglanarak floresan 1s1ma yaparlar; ancak bu boyalar herhangi
bir 6zglinliik gdstermeden ¢ogalan herhangi bir DNA dizisine baglanabildiginden elde
edilen 1s1manin hedef diziden olusup olusmadigi kontrol edilmelidir. Bu yiizden;
ayrisma egrileri (“dissociation curves”) olusturularak (erime noktasi “melting curve”
analizleri) hedef DNA’nin ¢ogaltimi kontrol edilmelidir. Eger reaksiyon karisiminda
yalnizca hedef DNA iiretiliyorsa sadece bir tane erime egrisi olusur; ancak reaksiyon
karisiminda yabanct DNA varsa Sekil 2.9’da gosterildigi gibi birden fazla erime egrisi

olusur.
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Sekil 2.9: GZ PZR reaksiyonunda hedef diziden farkli bir kalip
olup olmadig1 erime egrisi ile kontrol edilebilir. Sekildeki gibi
hedef DNA dizisinden baska kalip oldugu durumlarda birden
fazla tepe noktasi elde edilir (Cheow ve dig., 2015).

Gen anlatim analizleri i¢in hedefe 6zgiinliikk bakimindan problar daha uygun olsa da
maliyetleri yliksektir; bu ylizden genellikle SYBR Green boyasiin kullanildigi PZR
reaksiyonlari tercih edilmektedir (Lekanne Deprez ve dig., 2002).
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3. MALZEME VE YONTEM

3.1. BITKi MATERYALI

Bu calismada kullanilan Arabidopsis thaliana tohumlar1 Columbia (Col-0), Bielefeld
Universitesi, Biyoteknoloji Merkezi, Genom Arastirma Béliimii’nden Dr. Ralf

Stracke’den temin edilmistir.

Familya: Brassicaceae
Cins: Arabidopsis

Tiir: Arabidopsis thaliana

3.2. BESIYERI VE KULTURLEME KOSULLARI

Arabidopsis thaliana bitki ve kalluslarinin doku kiiltiirii ¢alismalarinda Murashige ve
Skoog (MS) (Murashige ve Skoog, 1962) besiyeri kullanildi. Besiyerlerinin
hazirlanmasinda toz halindeki MS mikro ve makro element karisimi (Sigma, M5519),
sukroz (Sigma, 84097) ve agar (Sigma, A1296) kullanildi. 250 ml MS besiyeri igin,
yaklasik 200 ml distile suda 1.1 g MS tozu ¢ozdiiriildiikten sonra 7.5 g sukroz ilave
edildi ve karistirilarak tamamen ¢oziindiirildi. Cozeltinin pH’s1 1 ve 5 N NaOH
(Merck, 1.06462.1000) ile 5.7-5.8 e ayarlandiktan sonra ¢zeltinin hacmi distile su ile
250 ml’ye tamamlandi. MS besiyerlerinin kati olmast i¢in ¢ozeltiye 2.25 g agar ilave
edilerek, hazirlanan besiyerleri otoklavda (Niive, OT 012) (121°C’de, 1.2 atmosfer
basingta, 15 dakika) steril edildi. Steril edilmis besiyerleri 50-60°C’ye kadar
sogutulduktan sonra MS vitamin ¢ozeltisinden (Sigma, M3900) 250 pl ilave edildi.
Kallus kiiltiirii ¢aligmalarinda kullanilan MS besiyerlerine, ek olarak etil alkolde
(EtOH) (Sigma, 32221) ¢ozdiiriilerek hazirlanan ve 0.22 um por agikligina sahip
Millipore (Millex-GS) filtre ile steril edilen 1 mg/ml derisiminde bitki biiyiime
diizenleyicisi 2,4-D’den (2,4-diklorofenoksiasetik asit) (Sigma,D-4517) eklendi.

Cimlendirme, bitki ve kallus doku kiiltiirii ve stres uygulamasi ¢aligmalari i¢in bitki
biiylime kabini [25+£2°C, 16 saat 151k/8 saat karanlik, 1400 lux (Sanyo, MLR-352H)]
kullanildi. Doku kiiltiirii caligmalar1 laminar hava akimli steril kabinde (Telstar Bio 11

Advance, EN-12469) yapildi.
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3.3. TOHUMLARIN CIMLENDIRILMESI

Tohumlarin yiizey sterilizasyonu i¢in 5 mg tohuma 3 kez 1 ml %70’lik etil alkol
eklenerek 2 dakika 600 rpm’de (ScanSpeed Mini) ile etil alkol uzaklastirildi Ardindan
1 ml %100’liik etil alkol eklenerek santrifiij ile etil alkol uzaklagtirildi. Steril edilen
tohumlar, laminar hava akimli steril kabinde 15-20 dakika kurumaya birakildi.
Kuruyan steril tohumlar, MS besiyeri igeren 9 cm ¢apli Petri kaplarina ekilerek
parafilm ile sarild1 ve hava almasi engellendi. MS besiyerine ekimi yapilan tohumlar

bitki biiyiime kabininde ¢imlenmeye birakildi.

3.4. KALLUS KULTURLERININ OLUSTURULMASI

In vitro kiiltiirlenen 30 giinliik A. thaliana bitkileri kallus kiiltiirlerinin elde edilmesi
icin kullanildi. Kallus kiiltiirlerinin olusturulmasinda, bitkilerin hipokotil ve kok
kisimlar1 eksplant olarak kullanildi. Bitki eksplantlar1 1’er cm’lik pargalar halinde
kesilerek, kallus olusumunu tesvik etmek i¢in 1 mg/l 2,4-D igeren MS besiyerlerine
ekildi ve eksplantlar lizerinde elde edilen kalluslar 0.5 mg/l 2,4-D igeren yeni MS
besiyerlerine aktarildi. Kalluslarin Kiltiirii 3 haftada bir alt kiiltiirlenerek devam

ettirildi.

3.5. STRES UYGULANMASI

3.5.1. Tuz Uygulamasi

MS besiyerinde ¢imlenen 7 giinliik A. thaliana bitkileri 0, 100, 150 ve 200 mM NacCl
(Multicell, 600-082-LG) igeren MS besiyerlerine aktarildi. Bitkiler bir hafta boyunca
bitki biliyiime kabininde tutuldu ve bir hafta sonunda toplanan bitki ornekleri
morfolojik ve fizyolojik analizler i¢in kullanildi. Molekiiler analizler i¢in toplanan tiim
bitki drnekleri sivi nitrojende dondurularak kullanilacaklari zamana kadar -80°C’de

muhafaza edildi.

Benzer sekilde A. thaliana kallus kiiltiirleri 0.5 mg/l 2,4-D’ye ilave olarak 0, 100 ve
150 mM NaCl iceren MS besiyerlerine aktarildi. Kalluslar bir hafta boyunca bitki
bliylime kabininde tutuldu ve bir hafta sonunda toplanan kallus Ornekleri sivi

nitrojende dondurularak kullanilacaklari zamana kadar -80°C’de muhafaza edildi.
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3.5.2. Absisik Asit Uygulamasi

MS besiyerinde ¢imlenen A. thaliana bitkileri 7 giinliik olduklar1 zaman 0, 5, 15, 25
ve 35 uM absisik asit (ABA) (Sigma, A1049) igeren MS besiyerlerine aktarildi.
Bitkiler bir hafta boyunca bitki biiylime kabininde tutuldu ve bir hafta sonunda
toplanan bitki 6rnekleri morfolojik ve fizyolojik analizler i¢in kullanildi. Molekiiler
analizler i¢in toplanan bitki ornekleri sivi nitrojende dondurularak kullanilacaklar

zamana kadar -80°C’de muhafaza edildi.

Benzer sekilde A. thaliana kallus kiiltiirleri de 0.5 mg/l 2,4-D’ye ilave olarak 0, 5, 15,
25 ve 35 uM ABA igeren MS besiyerlerine aktarildi. Kalluslar bir hafta boyunca bitki
biiyiime kabininde tutuldu ve bir hafta sonunda toplanan kallus Ornekleri sivi

nitrojende dondurularak kullanilacaklari zamana kadar -80°C’de muhafaza edildi.

3.6. MORFOLOJIK VE FiZYOLOJiK ANALIZLER

3.6.1. Bitki Yaprak Sayisi, Yaprak Yiizey Alanm1 ve Kok Boyunun Belirlenmesi

NaCl ve ABA stresine maruz birakilan A. thaliana bitkilerinin bir hafta sonunda
yaprak sayisi, yaprak yiizey alani ve kok boylart belirlenerek morfolojik olarak
karsilastirildi ve kontrol grubu ile stres kosuluna maruz kalmis bitkiler arasindaki
morfolojik degisimler belirlendi. Yapraklarin yiizey alanlar1 Carus ve Catal (2005)

tarafindan kullanilan Denklem 3.1 ile hesaplandi.
yy=(mr+2r)*x (Denklem 3.1)
y.y.= yaprak ylizeyi, r= yapragin yari¢api, A= yapragin uzunlugu

3.6.2. Klorofil Miktar Tayini

Fizyolojik analiz kapsaminda NaCl ve ABA stresine maruz birakilan A. thaliana
bitkilerinin klorofil miktarlart Wiedemann ve dig.’nin (2007) belirttigi gibi asagida

verilen yonteme gore hesaplanarak karsilagtirildi.

Klorofil miktarinin belirlenmesinde farkli stres kosullarina maruz kalmis bitki
orneklerinden 100 mg kullanildi. 100 mg bitki siv1 nitrojen ile homojenize edilerek

tizerine 2 ml %80 (v/v) aseton (Sigma, 24201) eklendi. Elde edilen ¢ozelti 2 ml’lik
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Eppendorf tiiplere aktarildi ve hiicre debrisini uzaklastirmak igin 5 dakika 13.000
rpm’de santrifiij edildi. Elde edilen {ist sivilardan 200’er ul’si 96 kuyucuklu plakalara
(Sarstedt, 83.3924) konularak 645 ve 663 nm dalga boyundaki absorbans degerleri Eon
(BioTek) spektrofotometre cihazi ile belirlendi. Olgiimler 3 tekrarli olarak yapildi.
Santrifiij sonrasinda elde edilen pelletler 105°C’de (WiseTherm, HB-48P) 2 saat
boyunca kurumaya birakildi ve pelletlerin kuru agirliklar1 (Shimadzu, ATX224)
tartildi. Islemler sonucunda klorofil miktarlar1 (mg klorofil / g kuru agirlik) asagida

verilen Denklem 3.2°ye gore hesaplandi.

T = [(A663)x(0.00802)+(A645)x(0.0202)] x 2/ g kuru agirhik  (Denklem 3.2)
T : Total klorofil miktar1

3.7. YUKSEK BASINCLI SIVI KROMOTOGRAFISi

Metilasyonun belirlenmesi amact ile, farkli konsantrasyonlarda stres kosullari
uygulanmig A. thaliana bitki ve kalluslarindan DNA izolasyonu yapildi ve izole edilen
DNA’lar hidrolize edilerek HPLC analizi i¢in hazirlandi. DNA’daki 5-metil-
deoksisitidin’in ~ (5-mdC)  kantitatif tayini, hidrolize =~DNA’daki serbest
deoksiriboniikleozidlerin HPLC-UV-DAD (Shimadzu LC-20A) sisteminde analizi ile
gergeklestirildi.

3.7.1.DNA iZOLASYONU

Toplanan bitki ve kallus 6rneklerinden DNA izole etmek i¢in modifiye edilmis CTAB
DNA izolasyonu yontemi kullanildi (Dellaporta ve dig., 1983; Jobes ve dig., 1995).
CTAB DNA izolasyonu yonteminde kullanilan soliisyonlar ve hazirlaniglar1 Bolim

3.7.1.1.°de ayrintili olarak anlatildu.

3.7.1.1. DNA Izolasyonunda Kullanilan Soliisyonlar ve Hazirlanislart
DNA izolasyonunda kullanilan soliisyonlar (2X CTAB tamponu hari¢) hazirlandiktan
sonra otoklavda (121°C’de, 1.2 atmosfer basingta, 15 dakika) steril edildi.

2X CTAB Tamponu: 2X CTAB tamponu Hu’nun (2002) 6nerdigi sekilde hazirlandu.
Son konsantrasyonu %2 (w/v) CTAB olacak sekilde 2 g CTAB (Biomatik, A2317)
tartilarak 40 ml ddH>O’da ¢ozdiiriildii. Ardindan son konsantrasyonlar1 100 mM Tris,
10 mM EDTA ve 1.4 M NaCl olacak sekilde; 10 ml 1 M Tris (pH 8.0) (Multicell,
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600127-LG), 4 ml 0.5 M EDTA (pH 8.0) (Merck, 324503) ve 28 ml 5 M NaCl
¢ozeltilerinden eklenerek iyice karigtirildi. Cozeltinin pH’s1 HCI (Merck, 100317) ile
5.0’e ayarlanarak son hacmi ddH2O ile 100 ml’ye tamamlandi ve 0.22 um por
acikligina sahip Millipore filtre ile steril edildi. DNA izolasyonunda kullaniimadan
once 2X CTAB tamponuna %0.2 B-merkaptoetanol (Sigma, M 3148) ve %0,5 PVP
(Sigma, P 6755) ilave edildi.

Tris-EDTA (TE) Tamponu: Son konsantrasyonlar1 10 mM Tris-HCIl ve 1 mM EDTA
olacak sekilde 0.5 ml 1 M Tris-HCI (Multicell, 600126-LG) (pH 8.0) ve 100 ul 0.5 M
EDTA (pH 8.0) ¢ozeltileri 49 ml ddH20’ya eklenerek iyice karistirildi ve pH’s1 8.0’e

ayarlandiktan sonra son hacmi ddH20O ile 50 ml’ye tamamlandi.

5 M NaCl Soliisyonu: 29.22 g NaCl tuzu 90 ml ddH20’da ¢6zdiiriildiikten sonra hacmi

100 ml’ye tamamlanda.

1 M Tris Base Soliisyonu: 12.11 g Tris Base 80 ml ddH20’da ¢6zdiiriildiikten sonra
pH’s1 HCl ile 8.0’¢ ayarland1 ve hacmi ddH2O ile 100 ml’ye tamamlandi.

3 M Sodyum Asetat (NaAc) Soliisyonu (pH 5.2): 24.6 g CH3COONa (susuz sodyum
asetat) (Sigma, S2889) 80 ml ddH.O’da ¢ozdiiriildiikten sonra pH’s1 glasiyel asetik
asit (Merck) ile 5.2’ye ayarlandi ve hacmi ddH20 ile 100 mI’ye tamamlandi.

3.7.1.2. DNA Izolasyonu

Yaklasik 100 mg bitki/kallus 6rnegi 6nceden sogutulmus havanda sivi nitrojen ile
pargalandi. Pargalanan dokularin iizerine 15 ml/g olacak sekilde 2X CTAB tamponu
eklenerek 2 mI’lik Eppendorf tiiplere aktarildi ve 65°C’de 1 saat bekletildi. 10 dakika
oda sicakligina gelmesi beklenen 6rneklere esit hacimde kloroform (Sigma, C2432)
eklenerek 1 dakika altiist yapilarak karistirildi ve 4°C’de 12.000 rpm’de 10 dakika
santrifiij edildi. Ust sivi yeni Eppendorf tiiplere aktarilarak 0.7/1.0 hacminde
izopropanol (Sigma, 24137) eklendi ve 10 dakika oda sicakliginda bekletildi. 4°C’de
10.000 rpm’de 20 dakika santrifiij edilerek elde edilen pelletler 100 ul TE tamponunda
¢ozdiiriildii. Ornekler, su banyosunda (Termal Laboratuvar Aletleri) 37°C’de 40
dakika pellet tamamen ¢oziinene kadar tutuldu ve 0.5 ul RNase (Thermo Fisher, 10
mg/ml) eklenerek su banyosunda 37°C’de 20 dakika daha tutularak RNA’larin

pargalanmasi saglandi. Daha sonra 100 ul kloroform/izoamilalkol (24:1) eklenerek 1
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dakika altiist edilerek karistir1ldi ve 13.000 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi. Ust sivi
alinarak 1/10 hacminde 3 M NaAc soliisyonundan eklendi. Ardindan 0.7 hacminde
izopropanol eklendi ve 10.000 rpm’de 5 dakika santrifiij edilerek DNA’nin ¢6kmesi
saglandi. Pellet %70’lik soguk etanolle yikandi ve oda sicakliginda 10-15 dakika
kurutuldu. Ardindan DNA pelleti 40 pl TE tamponu eklenerek ¢ozdiiriildi ve 4°C’de

bir gece bekletilerek DNA’nin tamamen ¢oziinmesi saglandi.

3.7.2. DNA Miktarimmin ve Safliginin Belirlenmesi

DNA ornekleri TE tamponunda tamamen c¢ozdiriildiikten sonra nanodrop
spektrofotometre (Thermo scientific, nanodrop 2000) cihazi ile 260 ve 280 nm dalga
boylarindaki absorbans degerleri oOlglilerek miktar ve safliklari belirlendi. DNA
konsantrasyonlart (pg/ml) temelde asagida verilen Denklem 3.3’¢ gore cihaz

tarafindan hesaplandi.

DNA (ng/ml)= Azeo x sulandirim katsayist x 50 (Denklem 3.3)

DNA o6rneklerinin safliklarinin kontrolii i¢in ise A2eo/A280 orani kullanildi. Azeo/A2g0

orani =1.8 olan DNA’lar saf olarak kabul edildi.

3.7.3. Agaroz Jel Elektroforezi

DNA orneklerinin miktar ve safliklar1 belirlendikten sonra biitiinliiklerinin
degerlendirildigi kalitatif analizler i¢in % 0.8 agaroz jel elektroforezinden yararlanildi.
DNA’nin jelde yiirtimesi i¢in 5X TAE tamponunun distile su ile seyreltilmesi sonucu
elde edilen 1X TAE tamponu kullanildi. 5X/1 L konsantrasyonunda TAE tamponu
hazirlamak igin 242 g Tris-base (Sigma, T-8524) 600 ml ddH2O’da ¢ozdiiriildiikten
sonra 57.1 ml glasiyel asetik asit (Merck, 101830) ve 100 ml 0.5 M EDTA (pH 8.0)
(Merck, 324503) eklenerek son hacim ddH20 ile 1000 ml’ye tamamlandi.

Agaroz jel, Maniatis ve dig. (1982) tarafindan belirtigi sekilde hazirlandi. 40 ml 1X
TAE tamponu i¢in 0.32 g agaroz (Sigma, A5073) tartilarak mikrodalga firinda eritildi
ve ¢ozeltinin 50-60°C’ye kadar sogumasit beklendikten sonra iizerine 3 ul EtBr (10
mg/ml) eklendi. 6x9 cm boyutlarina sahip jel kasetine (Thermo, EC 320) jel karigimi

dokiilerek polimerize olmasi i¢in sogumaya birakildi.
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Polimerize olan jel iginde 1X TAE yiirlitme tamponu bulunan tanka yerlestirildi ve
DNA ornekleri (Spl) 1pl 6X yiikleme tamponu (Thermo Fisher, R0611) ile
kanistirilarak kuyucuklara yiiklendi. DNA o6rnekleri 90 V sabit giigte 20 dakika
boyunca jelde yiritiildii ve jel goriintiileme sisteminde (Avegene-Xlite 30R) jelin

goriintiisii alindu.

3.7.4. HPLC Oncesi RNaz Uygulamasi

Izole edilen DNA’lar hi¢bir RNA kalintis1 kalmamasi amaci ile RNaz A ve RNaz T;
ile tekrar muamele edildi. 10 pg DNA alinarak son hacmi dH2O ile 50 ml’ye
tamamlandi. Her bir 6rnek i¢in 0.5 pl RNaz A (Thermo Fisher, 10 mg/ml) ve 100 U/ul
konsantrasyonunda 1 pl RNaz Ti (Thermo Fisher, 1000 U/ ul) eklendi ve su
banyosunda 37°C’de 1 saat bekletildi. Enzimlerin aktivitelerinin durdurulmas: igin

ornekler su banyosunda 70°C’de 15 dakika bekletildi.

3.7.5. HPLC Oncesi DNA’larin Saflastiriimasi

RNaz uygulamasi yapilan DNA 6rneklerine 1 hacim (50 ul) kloroform:izoamilalkol
(24:1) eklenerek 1 dakika boyunca altiist edilerek karistirildi. 11.000 rpm’de 5 dakika
santrifiij sonucunda olugan tist s1v1 yeni bir Eppendorf tiipe alindi ve iizerlerine 0.1
hacim 3 M NaAc (pH 6.0) tamponu ile 2 hacim soguk absolii etanol eklendi. Ornekler
-80°C’de 1 saat bekletilmelerinin ardindan 4°C’de 10.000 x g’de 30 dakika santrifiij
edildi. Santrifiij sonucunda olusan st sivi atilarak DNA pelletleri %70’lik soguk
etanol ile yikandi ve oda sicakliginda 10-15 dakika kurutuldu. DNA pelletleri 50 pl

niikleaz icermeyen suda ¢oziindiiriildii.

DNA hidrolizine gec¢ilmeden hemen 6nce, DNA 6rnekleri 100°C’de 3 dakika tutularak
denatiire edildi ve renatiirasyon ger¢eklesmemesi i¢cin hemen buza alindi. Bu asamalar

bittikten sonra DNA hidrolizine gegildi.

3.7.6. DNA Hidrolizi

Hidrolize etmek amaciyla DNA orneklerine, 1.25 pl 1 M amonyum asetat, 45 mM
¢inko kloriir (pH 5.1) ¢ozeltisinden ve 5 ul Niikleaz P1 (1 {inite/ul) enziminden
eklenerek su banyosunda 37°C’de yaklasik 17 saat (gece boyu) bekletildi. Daha sonra
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5 ul 1.5 M tris base (pH 8.0) ve 5 ul alkali fosfataz enzimi eklenerek ¢dzelti su
banyosunda 37°C’de 2 saat bekletildi.

Hidrolize edilmis DNA 6rnekleri 0.5 ml’lik Millipore-Amicon® Ultra Santrifiij Filtre
tinitesi kullanilarak saflastirildi. Ornekler 4°C’de 14.000 x g’de 20 dakika santrifiij
edildikten sonra filtre {initesi ters ¢evrilerek tekrar 1.000 X g’de 2 dakika santrifiij
edildi. Bu islem sonucunda elde edilen DNA hidrolizatt HPLC analizlerinde
kullanilana kadar -20°C’de muhafaza edildi

3.7.7. Orneklerin HPLC ile Analizi

DNA hidrolizatlarmin hacmi ddH20 ile 100 pl’ye tamamlanarak cam viallere konuldu
ve bunlardan 50’ser ul HPLC cihazina enjekte edildi. Deoksiriboniikleozidlerin HPLC
sisteminde analizi icin Ramsohoye (2002) ve Demirel (2012) tarafindan uygulanmis
mobil faz sistemleri modifiye edilerek kullanildi. Deoksiriboniikleozidlerin analizinde

kullanilan kromatografik kosullar Tablo 3.1°de ayrintili olarak verilmistir.

Tablo 3.1: Deoksiriboniikleozidlerin analizi i¢in kullanilan kromatografik kosullar.

Phenomenex, Synergi Polar RP Cig, 250 mm x 4,6 mm, 4

Kolon um, 80 A
Koruyucu Kolon Phenomenex, Ci5 5 pm, 4 mm Lx3.0 mm ID
Mobil Faz 50 mM KH3PQOy4, pH 4,1 (A), Metanol (B)
Stire (dk) A B
0 97.5 2.5
15 97.5 25
Gradient Sistem 20 90 10
30 90 10
31 97.5 25
40 97.5 2.5
Akis Hiz1 1 mi/dk
Enjeksiyon Hacmi 50 pl
Kolon Sicaklig: 35°C
Pompa Basinc1 Minimum 0 bar, maksimum 300 bar
Detektor Dalgaboyu UV-DAD (278 nm)
dc:4.9
5-mDC:6.8
Alikonma Zamani (dakika) dG:11.1
T:12.3

dA:22.7
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3.7.8. HPLC Standartlarinin Hazirlanmasi ve Kalibrasyon Egrisi Cizimi

Detektoriin cevabinin farkli konsantrasyonlar arasindaki dogrusalligini belirlemek i¢in
deoksiriboniikleozidlerin standart ¢ozeltileri hazirlandi. Bu amagla dC, dG, dT ve dA
icin 1, 2.5, 5, 10 ve 15 uM konsantrasyonlarinda; 5-mdC i¢in ise 0.04, 0.1, 0.2, 0.4 ve
0.6 uM konsantrasyonlarinda standartlar hazirlandi. Her ¢ozeltiden 4’er kez HPLC
cihazina enjekte edilerek standartlarin olusturdugu pik alanlart kullanilarak

kalibrasyon egrisi ¢izildi.

3.7.9. HPLC Sonuclarinin Degerlendirilmesi

%5-mdC miktar1 asagida verilen Denklem 3.4’e gore hesaplandi. dG miktarinin dC ile
esdeger oldugu diisiintilerek %5-mdC miktari ile dG miktar1 oranland1 ve sonuglarin

dogrulugu kontrol edildi.

%5-mdC=5-mdC x 100 / 5-mdC + dC (Denklem 3.4)
3.7.10. HPLC Soliisyonlarinin Hazirlanmasi

1 M Amonyum asetat, 45 mM Cinko kloriir, pH 5.1: Son konsantrasyonlari 1 M ve 45
mM olacak sekilde 1.927 g amonyum asetat ve 0.1533 g ¢inko kloriir tartilarak 23 ml
ddH.O’da ¢ozdiiriildii. Asetik asit (C2H402) ile pH 5.1°e ayarlanarak ¢ozeltinin son
hacmi ddH0O ile 25 ml’ye tamamlandi.

1.5 M Tris Baz: Son konsantrasyonu 1.5 M olacak sekilde 4.543 g tris base tartilarak
23 ml ddH20’da ¢ozdiiriildi. %25 amonyak ile pH 8.0’e ayarlanarak ¢ozeltinin son
hacmi ddH20O ile 25 ml’ye tamamlandi.

25 mM Amonyum asetat, | mM Cinko kloriir, pH 5.1: Son konsantrasyonlar1 25 mM
ve 1 mM olacak sekilde 0.048 g amonyum asetat ve 3.407 mg ¢inko kloriir tartilarak
23 ml ddH20’da ¢ozdiiriildii. Asetitk asit (C2H40.) ile pH 5.1°e ayarlanarak ¢ozeltinin
son hacmi ddH20 ile 25 ml’ye tamamlandi. Bu ¢6zelti niikkleaz P1 enzim ¢6zeltisinin

hazirlanmasinda kullanildi.

100 mM Amonyum bikarbonat, pH 8.0: Son konsantrasyonu 100 mM olacak sekilde
0.198 g amonyum bikarbonat tartilarak 23 ml ddH>O’da ¢ozdiiriildii. %25 amonyak
ile pH 8.0’e ayarlanarak ¢ozeltinin son hacmi ddH20 ile 25 ml’ye tamamlandi. Bu

¢ozelti alkali fosfataz enzim ¢ozeltisinin hazirlanmasinda kullanildi.
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Alkali fosfataz enzim ¢ozeltisi, pH 7.0: Son konsantrasyonu 1 {inite/pul olacak sekilde
10 ml alkali fosfataz enzim ¢dzeltisinin hazirlanmasi i¢in; %50 gliserin (v/v), 50 pl 1
M Tris, 2 ml 25 mM MgCl2 ve 100 pl 10 mM ZnCl; karistirilarak son hacmi ddH2O

ile 10 ml’ye tamamlandi.

Niikleaz P1 Enzim Cozeltisi (1 iinite/ pl): Niikleaz P1 enzimi, 336 iinite enzim
icermektedir. 336 pl ‘25 mM amonyum aseatat, | mM ¢inko kloriir, pH 5.1° ¢ozeltisi
icinde coziilerek niikleaz P1 enzimi 1 iinite/ul konsantrasyonuna getirildi ve kii¢iik

porsiyonlara ayrilarak -20 °C’de muhafaza edildi.

Mobil Faz Tampon Cozeltisi (50 mM KH2PO4 ¢ozeltisi, pH 4,1): Son konsantrasyonu
50 mM olacak sekilde 6.804 g KH2PO4 tartilarak 950 ml ddH>0’da ¢6zdiiriildi. 1M
ortofosforik asit ¢ozeltisi ile pH’s1 4.1’ ayarlandiktan sonra son hacmi ddH-O ile 1
L’ye tamamlandi. 0.22 um por acikligina sahip Millipore filtre ile steril edildikten

sonra, ¢dzelti ultrasonik su banyosunda degaze edildi.

Deoksiriboniikleozid ~Standart Cozeltileri:  5-metil-deoksisitidin ~ (5-mdC), 2-
deoksisitidin (dC), 2-deoksiguanozin (dG), 2-deoksiadenozin (dA), 2-deoksitimidin
(dT) standart ¢ozeltileri 5 mM konsantrasyonda olacak sekilde ddH2O ile hazirlandi.
Daha sonra kalibrasyon egrisi i¢in standart ¢ozeltileri dC, dG, dT, dA standartlar1 igin
100 uM; 5-mdC standarti i¢in 4 uM olacak sekilde mobil faz i¢inde hazirlandi.
Hazirlanan standart ¢ozeltileri analizlerde kullanilana kadar cam vial iginde -20°C’de

muhafaza edildi.

3 M Sodyum Asetat (NaAc) Soliisyonu (pH 6.0): Son konsantrasyonu 3 M olacak
sekilde 12.3 g CH3COONa 40 ml ddH>O’da ¢o6zdiiriildiikten sonra pH’s1 glasiyel

asetik asit ile 6.0’ya ayarlandi ve son hacmi ddH20 ile 50 ml’ye tamamlandi.

3.8. GERCEK ZAMANLI POLIMERAZ ZINCIR REAKSIYONU

Gergek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu ile secilen stres genlerinin anlatim
analizleri gercgeklestirildi. Bunun i¢in Oncelikle Bolim 3.5°te belirtilen stres
kosullarinda yetistirilen A. thaliana bitki ve kalluslarindan RNA izolasyonu yapildi.
Izole edilen RNA’lar cDNAya cevrilerek RT-PCR analizlerinde kullanild.
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3.8.1. Gen Anlatimlar1 Analiz Edilen Genler ve Ozellikleri

Bitkilerde stres kosullar1 altinda metilasyon mekanizmalari ile iliskileri oldugu bilinen
ve Naydenov ve dig. (2015) tarafindan da sicaklik stresi sonucu anlatimlari ¢aligilmis
MET1, DRM2, Pol IV ve Pol V genleri segildi. Referans gen olarak ise aktin geni
secildi. Secilen genlerin 6zellikleri asagida Tablo 3.2°de ayrintili olarak verildi. Bu

genlerin anlatimlariin analizinde kullanilan primer dizileri ise Tablo 3.3’te verildi.

Tablo 3.2: Gen anlatimi ¢aligmalarinda kullanilan genler ve dzellikleri.

Genler Ozellikleri Referans

Biitlin okaryotik hiicrelerde bulunur. Mikrofilament
. . .. Deeks ve Hussey,
. olusumunda yer alarak hiicre iskeletinin olusumu i¢in ) .

Aktin - . 2009; Gunning ve
gereklidir. Evrim boyunca en ¢ok korunan genlerden diz. 2015
biridir. £
Memelilerdeki DNA Metiltransferaz 1 (Dnmtl)’in

MET1  bitkilerdeki homologudur. CpG bolgelerinde Kankel ve dig., 2003
metilasyon saglar.
De novo DNA Metiltransferazdir. CpNpN

DRM2  bolgelerinde siRNA ile beraber bitkilere 6zgii Zhang, 2008
metilasyon saglar.
Bitkilere 6zel RNA Polimerazdir. siRNA {iretimi

Pol IV gergeklestirir. Transpozonlarin ve tekrar dizilerinin Herr ve dig., 2005
RADM ile susturulmasini saglar.
Birfien cok altﬁniteyg sahip, bijckilere’ ozel RNA  ywierbicki ve dig,,
polimereazdir. Pol 1V ile birlikte siRNA’larin normal 2008

Pol V biyogenezi ve islevinin devami igin gereklidir. ) . N
Ayrica, argonat proteini 4’tin (AGO4) kromatine %g’émekl ve dig,

yonlendirilmesine yardimci olur
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Tablo 3.3: Gen anlatimi analizlerinde kullanilan primerler ve dizileri (Naydenov ve dig.,
2015).

Primer Dizi
= Forward 5’CAAACACAGCTGAGCGCCAC3’
Reverse 5’GGAAACCCCTGAGATCGGGC3’
Pol IV Forward 5’GAAACGCATTCTCCACAGTTACS’
Reverse 5’GCGACCCGGATTCCTTTGAC3?’
Pol V Forward 5’CATCCGTCTGCGTACCCTG3’
Reverse 5’TCAACCGTGATGAAGTCAACG3’
DRM2 Forward 5’AAACAAAGCTGCCCCACTCG?’
Reverse 5’ATACGCCACAGTATCAACCTGS’
Aktin Forward 5’ TGCTGACCGTATGAGCAAAZ’
Reverse 5’CTCCGATCCAGACACTGTA3’

3.8.2.RNA IZOLASYONU

A. thaliana bitkilerinden ve kallus kiiltiirlerinden TRIzol® (Invitrogen, 15596026)
kullanilarak RNA izolasyonu yapildi. Yaklasik 100 mg bitki ve kallus 6rnekleri sivi
azot yardimi ile onceden sogutulmus havanda parcalanarak toz haline getirildi. Toz
haline gelen orneklerin {izerine 1 ml TRIzol® eklenerek Eppendorf tiiplere aktarildi.
Ornekler oda sicakliginda 5 dakika bekletildi. Her bir érnege 200 ul kloroform
eklenerek tiipler 10-15 saniye altiist edilerek karistirildi. Ornekler 2-3 dakika oda
sicakliginda bekletildikten sonra 4°C’de ve 12.000 x g’de 15 dakika santrifiij edildi.
Santrifiij sonrasinda renksiz {ist s1vi yeni Eppendorf tiiplere alinarak her 1 ml TRIzol®
i¢in 500 pl izopropanol eklendi. Ornekler 10 dakika oda sicakliginda bekletildikten
sonra 4°C’de ve 12.000 x g’de 10 dakika santrifiij edildi. Santrifiij sonrasinda iist sivi
atilarak pelletler 1 ml %75 EtOH ile yikanarak 4°C’de ve 7.500 x g’de 5 dakika
santrifiij edildi. Santrfifiij sonrasinda etanol dokiilerek RNA pelletleri 55-60°C’de
1sitict blokta (Biosan, TS-100C) kurumaya birakildi. Kuruyan RNA pelletlerinin
tizerine 20-50 pl niikleaz igermeyen dH20 ilave edildi. Tiipler 55-60°C’de 1sitici
blokta 10-15 dakika tutularak RNA’larin tamamen ¢dziinmesi saglandi.

Izole edilen RNA’larin biitiinliigii Bolim 3.7.3’te anlatildigi gibi agaroz jel
elektroforezi ile kontrol edildi. 1X TAE ile hazirlanan %1°lik agaroz jelde 6rnekler 90

V’ta 20 dakika yiiriitiildii ve jel goriintiileme sisteminde jelin goriintiisii alindi. izole
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edilen RNA’larin safliklar1 ve miktarlart ise Boliim 3.7.2°de hesaplandig: gibi 260 ve
280 nm dalga boylarindaki absorbans degerleri Ol¢iilerek belirlendi. Bu 6l¢iim,
nanodrop spektrofotometre (Thermo scientific, nanodrop 2000) cihazinda yapildu.
Formiilde ¢ift zincirli DNA i¢in 50 olan katsay:1 tek zincirli RNA i¢in 40 olarak
kullanildi.

3.8.3.¢cDNA SENTEZIi

Izole edilen RNA’lardan ProtoScript® II First Strand cDNA Synthesis Kiti kullanilarak
tireticinin  6nerdigi protokole gore CDNA sentezlendi. Sentez reaksiyonunun
bilesenleri Tablo 3.4’te, kosullar1 ise Tablo 3.5’te verildi.

Tablo 3.4: cDNA sentez reaksiyonunun bilesenleri.

Bilesen Hacim
Primer (10 uM) 4 ul
ProtoScript Il Reaction Mix (2X) 20 ul
ProtoScript 1l Enzyme Mix (10X) 4 ul
Kalip RNA 1000 ng
Niikleaz igermeyen dH>O 40 pl’ye tamamlanir

Tablo 3.5: cDNA sentez
reaksiyonunun kosullari.

Sicakhik Zaman
25°C 5’
42°C 60’
80°C 5’

3.8.4. Gercek Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Gen anlatimi analizleri icin segilen genlerin primerleri i¢in optimum baglanma
kosullar1 6n denemelerle belirlendikten sonra analizler gergeklestirildi. Elde edilen

cDNA’lar kullanilarak yapilan gercek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu
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analizlerinin reaksiyon bilesenleri Tablo 3.6°da, reaksiyon kosullari ise Tablo 3.7°de

verildi.
Tablo 3.6: Gergek zamanli polimeraz zincir reaksiyonunun
bilesenleri.
Bilesen Hacim
Primer (10 uM) 0.5 ul
SYBR Green Master Mix 12.5 pl
cDNA 3 ul
Niikleaz igermeyen dH,O 25 pl’ye tamamlanir
Tablo 3.7: Ger¢ek zamanli polimeraz zincir
reaksiyonu kosullari.
Sicakhik Zaman
50°C N
94°C 30”
40 dongii 57°C (Aktin, PollV ve MET1) 30
59°C (PolV ve DRM2) 30>
72°C 30”
40°C 30°

GZ PZR analizleri, Roche LightCycler Nano cihazi ile yapildi ve elde edilen Ct
degerleri AACt yontemi ile rolatif olarak degerlendirilerek anlatim katsayilar

belirlendi.

3.9. ISTATISTIKSEL ANALIZLER

A. thaliana bitki ve kalluslar ile yapilan morfolojik deneyler, HPLC sonuglarinin
degerlendirilmesi ve gen anlatimi analizleri istatistiksel olarak GraphPad Prism® 5.01
bilgisayar programi kullanilarak tek yonliit ANOVA (“One-Way-AVOVA”) Tukey
testi ve iki yonliit ANOVA (“Two-Way-AVOVA”) ile degerlendirildi. P<0.05 olan
sonuglar anlaml kabul edildi. Morfolojik ve fizyolojik deneyler 5 biyolojik tekrarli,
HPLC ve gen anlatim1 analizleri ise 3 biyolojik, 2 teknik tekrarli olarak yapildi.
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4. BULGULAR

4.1. TOHUMLARIN CIMLENMESI VE KALLUS KULTURLERININ ELDE
EDILMESI

Arabidopsis thaliana tohumlar1 yiizey sterilizasyonu yapildiktan sonra MS besiyeri
iceren Petri kaplarina ekildi ve bitki biiylime kabininde ¢imlendirildi. Tohumlar

ekimleri yapildiktan ii¢ giin sonra ¢imlenmeye basladi.

MS besiyeri igeren Petri kaplarinda ¢imlendirilen A. thaliana bitkileri 10 giinliik
olduktan sonra MS besiyeri igeren cam tiiplere aktarilarak 30 giinliik olana kadar bitki
biiyiime kabininde tutuldu. Sekil 4.1’de verilen 30 giinliik A. thaliana bitkileri, steril
hava akimli laminar kabinde 1’er cm’lik pargalar halinde kesildi. Bitki eksplantlar1
kallus olusumunu tesvik etmek tizere 1 mg/l 2,4-D bitki biiylime diizenleyicisi katkilt
MS besiyeri iceren Petri kaplarina aktarildi. Birkac giin sonra eksplantlarin yara

bolgelerinde kallus olusumu Sekil 4.2°de gosterildigi gibi gergeklesti.

Sekil 4.1: MS besiyerinde biiyliyen
30 giinliik A. thaliana bitkileri.
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Sekil 4.2: 1 mg/l 2,4-D bitki biiytime diizenleyicisi katkili MS besiyerinde yaralanan
A. thaliana bitki eksplantlarindan kallus olusumu.

Kallus olusumu gergeklestikten sonra, A. thaliana kalluslari ii¢ haftada bir 0.5 mg/I
2,4-D igeren MS besiyerlerine aktarilarak altkiiltiirlendi. Sekil 4.3 te goriildiigi gibi in
vitro olarak kiiltiirlenen kalluslar 4 defa altkiiltiirlendikten sonra deneyler i¢in yeterli

miktara ulasildi.
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Sekil 4.3: 0,5 mg/l 2,4-D igeren MS besiyerinde in vitro kiiltiirlenen A. thaliana kalluslari.
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4.2. STRES UYGULAMASININ MORFOLOJIK VE FiZYOLOJIiK ETKILERI

4.2.1. Tuz Uygulamasi

Bir hafta sonunda 200 mM konsantrasyonunda NaCl igeren besiyerine aktarilan
bitkilerin % 71’1 oliirken, digerleri ¢alismaya uygun gorildd. 0, 100, 150 mM
konsantrasyonlarinda NaCl igeren besiyerinde biiyliyen bitkiler morfolojik ve
fizyolojik olarak degerlendirilerek klorofil miktarlari, yaprak sayisi, yaprak yiizey
alani, k6k boyu degerlendirildi. Tuz uygulamasi sonrasinda bitkilerin genel goriiniimii

Sekil 4.4°te verildi.

Sekil 4.4: Bir hafta boyunca farkli konsantrasyonlarda tuza maruz kalan A. thaliana
bitkileri. A, 0 mM konsantrasyonda yetisen ve kontrol grubu olarak degerlendirilen
bitkileri; B, 100 mM konsantrasyonda yetisen bitkileri; C, 150 mM konsantrasyonda
yetisen bitkileri; D, 200 mM konsantrasyonda yetisen bitkileri temsil etmektedir.
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Sekil 4.4’te NaCl ile muamele edilen Arabidopsis bitkilerinin morfolojik olarak
gelisimlerinin  etkilendigi ¢ok belirgin bir sekilde goriilmektedir. 200 mM
konsantrasyona maruz kalmis Arabidopsis bitkilerinin %71°1 6lmiistiir. Morfolojik
analizler sonucunda bitkilerin yaprak sayilarinin biitiin gruplar arasinda anlamli olarak
azaldig1, yaprak yiizey alanlarinin 100 ve 150 mM NaCl arasinda anlamli olarak
kiiglilmedigi ancak diger gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli sekilde
kiciildiigii, koklerin uzunlugunun biitiin gruplar arasinda konsantrasyon artigina
paralel olarak anlamli bir sekilde kisaldigi; klorofil miktarlarinin ise 0 ile 100 mM, 0
ile 150 mM, 0 ile 200 mM, 100 ile 200 mM arasinda anlamli olarak azaldig

belirlenmistir.

Benzer sekilde kallus kiiltiirleri de 0.5 mg/l 2,4-D’ye ek olarak 0, 100, 150 ve 200 mM
konsantrasyonlarinda NaCl i¢ceren MS besiyerlerine aktarilarak bir hafta bitki biiylime
kabininde tutuldu. Sekil 4.5’te goriildiigii gibi kalluslarin morfolojisinde herhangi bir

degisim gozlemlenmedi.
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Sekil 4.5: Bir hafta boyunca farkli konsantrasyonlarda tuza maruz kalan A. thaliana
kalluslari. A, 0 mM konsantrasyonda yetisen ve kontrol grubu olarak degerlendirilen
kalluslari; B, 100 mM konsantrasyonda kiiltiirlenen kalluslari; C, 150 mM
konsantrasyonda kiiltiirlenen kalluslar;; D, 200 mM konsantrasyonda kiiltiirlenen
kalluslari temsil etmektedir.

Arabidopsis thaliana bitkilerine uygulanan NaCl uygulamasi sonrasinda morfolojik
degisimleri belirlemek iizere yaprak sayilari, yaprak ylizey alanlari, kok boylar1 ve
klorofil miktarlar1 degerlendirildi. GraphPad Prism® 5.01 bilgisayar programi
kullanilarak tek yonlii ANOVA (‘One-Way-AVOVA’, tek yonlii varyans analizi) ve
Tukey testi ile istatistiksel analizler yapildi ve Sekil 4.6’da verilen grafik ¢izildi.

P<0.05 olan sonuglar anlaml1 kabul edildi.
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Sekil 4.6: A. thaliana tim bitkisine farkli konsantrasyonlarda NaCl uygulanmasi
sonucunda meydana gelen morfolojik degisimler. A; yaprak sayisindaki degisimleri; B,
yaprak yilizey alanindaki degisimleri; C, kok uzunlugundaki degisimleri; D, klorofil
miktarlarindaki degisimleri gostermektedir.

Grafik verilerine ek olarak yapilan morfolojik analizlerin degerlerinin ortalamalar1 ve

standart hatalar1 Tablo 4.1’de verilmistir.
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Tablo 4.1: Farkli NaCl konsantrasyonlarinin morfolojik olarak etkilerinin belirlenmesi. Her bir
deger 3 deneyin ortalamasini ve standart hatay1 (=SH) gostermektedir.

NaCl Yaprak Sayist Yapr.ak' Yiizgy Kok Uzunlugu  Klorofil Miktarl

(mM) Hacimi (cm?) (cm) (mg/kuru agirhk)
0 9,472+40,25 0,4652+0,01 3,983+0,13 8,011+0,75
100 6,861+0,25 0,2064+0,02 2,611+0,11 3,620+0,58
150 4,889+0,32 0,1569+0,01 1,603+0,06 2,457+0,42
200 0,500+0,15 0,01113+0,00 0,2867+0,08 0,2590+0,25

4.2.2. Absisik Asit (ABA) Uygulamasi

Bir hafta sonunda bitkilerin ABA uygulanmasindan etkilenmesi NaCl ¢alismalarina
paralel olarak degerlendirildi ve gen anlatim ¢aligmalar1 ve metilasyon analizleri i¢in
0, 5, 15 uM konsantrasyonlari ile devam etmeye; morfolojik ve fizyolojik analizler
icinise 0, 5, 15, 25 ve 35 uM konsantrasyonlari ile ¢alisilmaya karar verildi. 0, 5, 15,
25 ve 35 uM konsantrasyonlarinda ABA igeren besiyerinde biiyiiyen bitkiler
morfolojik ve fizyolojik olarak degerlendirilerek klorofil miktarlari, yaprak sayisi,
yaprak ylizey alani, kok boyu degerlendirildi. ABA uygulamasi sonrasinda bitkilerin

genel goriinimii Sekil 4.7’de verildi.
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Sekil 4.7: Bir hafta boyunca farkli konsantrasyonlarda ABA’ya
maruz kalan A. thaliana bitkileri. A, 0 uM konsantrasyonda yetisen
ve kontrol grubu olarak degerlendirilen bitkileri; B, 5 uM
konsantrasyonda yetisen bitkileri; C, 15 puM konsantrasyonda
yetisen bitkileri; D, 25 pM konsantrasyonda yetisen bitkileri; E, 35
uM konsantrasyonda yetisen bitkileri temsil etmektedir.

Benzer sekilde kallus kiiltiirleri de 0.5 mg/l 2,4-D’ye ek olarak 0, 5, 15, 25 ve 35 uM
konsantrasyonlarinda ABA igeren MS besiyerlerine aktarilarak bir hafta bitki biiytime
kabininde tutuldu. Sekil 4.8”de goriildiigii gibi kalluslarin morfolojisinde herhangi bir

degisim gozlemlenmedi.
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Sekil 4.8: Bir hafta boyunca farkli konsantrasyonlarda ABA’ya maruz
kalan A. thaliana kalluslari. A, 0 uM konsantrasyonda yetisen ve kontrol
grubu olarak degerlendirilen kalluslari; B, 5 pM  konsantrasyonda
kiiltiirlenen kalluslart; C, 15 uM konsantrasyonda kiiltiirlenen kalluslart;
D, 25 pM konsantrasyonda kiiltiirlenen kalluslar;; E, 35 pM
konsantrasyonda kiiltiirlenen kalluslar1 temsil etmektedir.
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Sekil 4.7°de gorildiigii gibi uygulanan ABA konsantrasyonu arttikga bitkinin
gelisiminin 6nemli Ol¢lide azaldig1 gozlendi. ABA uygulamasi yapilan bitkilerde 15
ile 25 uM gruplan arasindaki karsilastirmalar hari¢ biitiin gruplar arasinda yaprak
sayis1 anlamli olarak azalmistir. Yaprak yiizey alanlari, 15 ile 25 uM ve 25 ile 35 uM
gruplar1 arasindaki karsilagtirmalar hari¢ anlamli olarak azalmistir. Kok uzunluklar
ise, 25 ve 35 uM gruplan arasindaki karsilagtirmalar hari¢ biitiin gruplar arasinda
anlaml 6l¢giide kisalmistir. Klorofil miktarlari ise; 0 ile 5, 15, 25, 35 uM ve 5 ile 35
uM gruplart arasinda anlamli diger gruplar arasinda anlamsiz olarak diisiis

gostermistir.

Arabidopsis thaliana bitkilerine uygulanan ABA uygulamasi sonrasinda morfolojik ve
fizyolojik degisimleri belirlemek {izere yaprak sayilari, yaprak yiizey alanlari, kok
boylar1 ve klorofil miktarlar1 degerlendirildi. GraphPad Prism® 5.01 bilgisayar
programi kullanilarak tek yonlii ANOVA (‘One-Way-AVOVA’, tek yonli varyans
analizi) ve Tukey testi ile istatistiksel analizler yapildi ve Sekil 4.9°da verilen grafik

¢izildi. P<0.05 olan sonuglar anlamli kabul edildi.
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Sekil 4.9: A. thaliana tiim bitkisine farkli konsantrasyonlarda ABA uygulanmasi sonucunda
meydana gelen morfolojik degisimler. A; yaprak sayisindaki degisimleri; B, yaprak yiizey
alanindaki degisimleri; C, kok uzunlugundaki degisimleri; D, klorofil miktarlarindaki
degisimleri gostermektedir.

Grafik verilerine ek olarak yapilan morfolojik analizlerin degerlerinin ortalamalar1 ve

standart hatalar1 Tablo 4.2°de verilmistir.



Tablo 4.2: Farklt ABA konsantrasyonlarinin morfolojik olarak etkilerinin belirlenmesi. Her bir
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deger 3 deneyin ortalamasini ve standart hatay1 (=SH) gostermektedir.

ABA (uM)  Yaprak Sayisi Yaprak Yiizey Kok Uzunlugu Klorofil Miktar:
Hacimi (cm?) (cm) (mg/kuru agirhk)

0 10,05+0,33 0,4932+0,01 4,469+0,20 8,011+0,75

5 8,442+0,18 0,3777+0,02 2,877+0,16 5,257+0,37

15 7,049+0,17 0,1955+0,01 2,026+0,12 3,599+0,64

25 5,939+0,33 0,1331+0,01 1,096+0,08 2,421+0,30

35 4,571+0,39 0,1139+0,01 1,043+0,09 1,113+0,44

NaCl ve ABA uygulamasi sonrasinda yapilan morfolojik analizler ile 150 mM NaCl
ve 15 uM ABA konsantrasyonlarindan sonra bitkilerin oldiiriicii derecelerde
etkilendigi ve bu dozlarin yasamla bagdasmadigi belirlendi. Metilasyon ve gen
anlatimi analizlerinde kullanilmak {izere yeterli miktarda DNA ve parcalanmamis
RNA izole edilemedigi icin ¢aligmalara 100, 150 mM NaCl ve 5, 15 uM ABA ile

devam edilmesine karar verildi.

4.3. HPLC iLE GENOM DUZEYINDE METILASYONUN BELIiRLENMESI

4.3.1. DNA Izolasyonu

HPLC ile metilasyon diizeylerinin belirlenebilmesi i¢in NaCl ve ABA uygulamasi
yapilan A. thaliana bitki ve kalluslarindan DNA izolasyonu yapilarak biitiinliikleri
Sekil 4.10 ve 4.11°de gosterildigi gibi agaroz jel elektroforezi ile kontrol edildi.
Az60/A2g0 orani ~1.8 olan DNA’lar saf olarak kabul edildi ve deneylerde kullanildi.

Eonirel MNaCl NaCl ABA ABA
W00 mM 150 mb S M 15 pi

Sekil 4.10: NaCl ve ABA uygulamasi yapilan A.
thaliana bitkilerinden izole edilen DNA’larin
agaroz jel elektroforezindeki goriintiisi.
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Sekil 4.11: NaCl ve ABA uygulamasi yapilan
A. thaliana kalluslarindan izole edilen
DNA’larin agaroz jel elektroforezindeki
goruntisii.

4.3.2. HPLC Analizleri

Izole edilen bitki ve kallus DNA’lar1 RNaz uygulamasinin ardindan hidroliz edilerek
DNA deoksiriboniikleozidlere ayrildi ve HPLC ile analiz edildi. HPLC analizleri
sonucunda belirlenen metilasyon degisimleri Sekil 4.12°deki  grafiklerde
gosterilmistir. Yapilan analizler sonucunda NaCl uygulamasi yapilan Arabidopsis
bitki ve kalluslarinda hipometilasyon goriiliitken; ABA uygulamasi yapilan
Arabidpsis bitki ve kalluslarinda metilasyon diizeyinde anlamli bir degisim
belirlenmemistir. Bu analizlerde kullanilan 5-mdC ve 2-dG standartlarinin kalibrasyon

egrileri ise Sekil 4.13 ve 4.14’°te verilmistir.
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Sekil 4.12: NaCl ve ABA uygulamasi yapilan Arabidopsis bitki ve
kalluslarinda genomik DNA metilasyonu degisiminin gosterilmesi.
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Sekil 4.13: Farkli konsantrasyonlarda hazirlanan 5-mdC
standartlarinin kalibrasyon egrisi.
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Sekil 4.14: Farkli konsantrasyonlarda hazirlanan 2-dG
standartlarinin kalibrasyon egrisi.

4.4. GEN ANLATIMI ANALIiZLERIi

Genomik metilasyon analizleri gergeklestirilen A. thaliana bitki ve kallus kiiltiirleri
epigenetik mekanizmalarda yer aldiklart bilinen MET1, Pol IV, Pol V ve DRM2

genlerinin stres kosullarindaki anlatim diizeyleri i¢in de analiz edildi.
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4.4.1.RNA Izolasyonu

Gen anlatim diizeylerinin belirlenebilmesi icin NaCl ve ABA uygulamasi yapilan A.
thaliana bitki ve kalluslarindan RNA izolasyonu yapilarak biittinliikleri Sekil 4.15 ve
4.16°da gosterildigi gibi agaroz jel elektroforezi ile kontrol edildi. Azso/A280 oran1 =2.0
olan RNA’lar saf olarak kabul edildi ve deneylerde kullanildi. Agaroz jel elektroforezi
ile biitiinliikleri kontrol edilen RNA’lardan GZ-PZR reaksiyonlarinda kalip olmak

uzere cDNA sentezlendi.

[Konirol NaCl NaCl ABA ABA
100 mM 150 mM 5 M 15 n

o \od \d W

Sekil 4.15: NaCl ve ABA uygulamasi
yapilan A. thaliana bitkilerinden izole
edilen RNA’larin agaroz jel
elektroforezindeki goriintiisii.

2 NaCl NaCl ABA  ABA
Konirol S
ox 100mM 150 mM 5pM 15 u.M

W W W W

Sekil 4.16: NaCl ve ABA uygulamasi
yapilan A. thaliana kalluslarindan izole
edilen RNA’larin agaroz jel
elektroforezindeki goriintiisii.
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4.4.2. Ger¢cek Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu Analizleri

NaCl ve ABA stresine maruz birakilmig A. thaliana bitki ve kalluslarinda segilen
MET1, Pol IV, Pol V ve DRM2 genlerinin anlatim diizeyleri GZ-PZR reaksiyonu ile

analiz edildi. Gen anlatimlarmin degisimi Sekil 4.17 ve 4.18’de verilen grafiklerde

Ozetlenmistir.
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Sekil 4.17: GZ-PZR analizleri sonucunda MET1 ve Pol IV genlerinin A. thaliana bitki ve
kalluslarindaki anlatim diizeylerinin degisiminin grafiksel olarak gdsterimi.
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Sekil 4.18: GZ-PZR analizleri sonucunda Pol V ve DRM2 genlerinin A. thaliana bitki
ve kalluslarindaki anlatim diizeylerinin degisiminin grafiksel olarak gdsterimi.

NaCl uygulamasinin aktin genine gére gen anlatim degisiminin katsayilar1 Tablo
4.3’te Ozetlenmistir. Bitkilere NaCl uygulamasi sonucunda MET1 anlatiminin
degismedigi; ancak kalluslara NaCl uygulamasi sonucunda 100 mM NaCl
uygulamasinin hiicrede siirekli anlatim yapan aktine gore 2.68 kat, 150 mM NacCl
uygulamasinin ise yaklasik 1.79 kat anlatimi arttirdigi belirlenmistir. NaCl
uygulamasinin bitkilerde 100 mM konsantrasyonun Pol IV ve Pol V anlatimim
degistirmedigi; 150 mM konsantrasyonunu ise Pol IV anlatimmi 1.26 kat arttiriken,
Pol V anlatimini 0.82 kat azalttig1 belirlenmistir. NaCl uygulamasi kalluslarda ise
Pol V anlatiminda herhangi bir degisim yapmazken; Pol IV anlatimmi 150 mM
konsantrasyonda 1.99 kat arttirmistir. NaCl uygulamasinin bitkilerde DRM2
anlattmin1 100 ve 150 mM NaCl konsantrasyonlarinda sirasiyla 1.24 ve 1.36 kat
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arttirdig, kalluslarda ise 100 ve 150 mM NaCl konsantrasyonlarinda sirasiyla 0.60 ve
0.54 kat azalttig1 belirlenmistir.

Tablo 4.3: Arabidopsis bitki ve kalluslarina NaCl uygulamasi sonrasinda MET1, Pol 1V,
Pol V ve DRM2 genlerinin anlatimlarindaki degisimlerin aktin genine gore rolatif
katsayilart.

MET1 Pol IV Pol V DRM2
NacCl . o _ o
(MM) Bitki Kallus Bitki Kallus Bitki Kallus Bitki Kallus
0 1 1 1 1 1 1 1 1
(Kontrol)
100 0.97 2.68 0.93 0.89 0.91 0.99 1.24 0.60
150 0.93 1.79 1.26 1.99 0.82 1.06 1.36 0.54

Tablo 4.4: Arabidopsis bitki ve kalluslarina ABA uygulamasi sonrasinda MET1, Pol 1V,
Pol V ve DRM2 genlerinin anlatimlarindaki degisimlerin aktin genine gore rolatif
katsayilart.

MET1 Pol IV Pol V DRM2
ABA " Bitki Kallus Bitki Kallus Bitki Kallus Bitki Kallus
(uM)

0 1 1 1 1 1 1 1 1

(Kontrol)

5 084 318 099 102 082 104 079 071
15 046 120 063 104 052 068 064 107

ABA uygulamasimin aktin genine gore gen anlatim degisiminin katsayilar1 Tablo 4.4’te
Ozetlenmistir. ABA uygulamasi bitkilerde MET1 anlatimini 5 uM igin 0.84, 15 uM i¢in
ise 0.46 kat diisiiriirken; kalluslarda ise 5 uM konsantrasyonda 3.18 kat arttirirken, 15 pM
konsantrasyonda ise 1.20 kata kadar arttirdig1 belirlenmistir. ABA uygulamasi bitkilerde
5 uM konsantrasyonda Pol IV anlatimmi etkilemezken, Pol V anlatimmi 0.82 kat
azaltmistir. 15 uM ABA uygulamasi ise bitkilerde Pol IV ve Pol V anlatimini sirasiyla
0.63 ve 0.52 kat azaltmistir. Kalluslarda ise ABA uygulamasi Pol 1V iizerinde bir etki
gostermezken, 15 pM ABA uygulamasi Pol V anlatimmi 0.68 kat azaltmistir. ABA
uygulamasi bitkilerde DRM2 anlatimini1 5 ve 15 p M igin sirasiyla 0.79 ve 0.64 kat
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azaltirken, kalluslarda da 5 pM konsantrasyonda gen anlatiminda 0.71 katlik azalma

gosterirken 15 uM konsantrasyonda ise bir etki gdstermemistir.

NaCl ve ABA’nin gen anlatimi iizerindeki etkileri arasinda yiiksek oranda farlilik
olmamasina ragmen belirgin farkliligin hem bitki hem de kallus 6rneklerinde NaCl
etkisinde yalnizca Pol IV anlatiminda artis seklinde oldugu, DRM2 geni agisindan ise

ABA etkisinden farkli olarak bitki 6rneklerinde artis egiliminde oldugu gozlenmistir.
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5. TARTISMA VE SONUC

Bitkiler topraga bagimli canlilar olduklar i¢in degisen ¢evre kosullarindan ya da maruz
kaldiklar stresten kagamazlar. Bu yiizden; anatomik, morfolojik, hiicresel, biyokimyasal
ve molekiiler diizeyde ¢esitli mekanizmalar gelistirerek hayatta kalmak icin bu kosullara
kars1 cevap vermeye ve adapte olmaya ¢alisirlar (Gravitol ve dig., 2012). Basta kuraklik
ve tuzluluk olmak tizere olumsuz ¢evre kosullart bitkilerin gelisimini ve verimini 6nemli
Olciide kisitlamaktadir. Buna karsilik diinya niifusu da endise verici bir hizla artmaktadir.
Bu durum tarim enddstrisinin siirdiiriilebilirligini ve sonug¢ olarak insanlarin besin
thtiyacinin karsilanmasii tehlikeye sokmaktadir (Mahajen ve Tuteja, 2005). Tim
sorunlarin {istesinden gelebilmek i¢in olumsuz ¢evre kosullarina adapte olmus, verimi
yiikksek bitkiler gelistirilmelidir. Bu baglamda da ilk adim bitkilerin degisen ¢evre

kosullarina ve strese verdikleri cevaplarin molekiiler mekanizmalariin anlagilmasidir.

Arabidopsis thaliana, genomu dizilenen ilk bitki olmasinin yani sira genetik mithendisligi
uygulamalarina elverisli oldugu icin 6nemli bir model organizmadir. Su ana kadar
Arabidopsis ile yapilan ¢alismalar pek cok hiicresel siirecin aydinlatilmasina olanak
saglamigtir ve saglamaya da devam etmektedir. Model organizmalardan elde edilen
bilgiler 15181nda, daha kisa siirede ve daha az maliyetle ekonomik ve tarimsal 6neme sahip

bitkiler gelistirilebilir.

Gilintimiizde ek olarak DNA metilasyonu, kromatin modifikasyonlari ve siRNA aracili
mekanizmalar gibi epigenetik modifikasyonlarin da fenotipin olusumunda etkili oldugu

bilinmektedir (Gravitol ve dig., 2012).

Bu tez ¢alismasinda da Arabidopsis thaliana bitki ve kallus kiiltiirleri kullanilarak NaCl
ve ABA uygulamasimin genomik DNA metilasyonu ve stres sonucu epigenetik
modifikasyonlarda énemli oldugu bilinen MET1, Pol 1V, Pol V ve DRM2 genlerinin

anlatim diizeyleri lizerindeki etkisi incelenmistir.

Tuzluluk bitkilerin dogada en sik maruz kaldig: stres kosullarindandir ve bitki gelisimini

onemli olgiide kisitlamaktadir. Hiicrede tuzluluk stresi sonucunda Na*, K*, H* ve Ca*
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iyonlar1 arasindaki etkilesim sonucu hiicre homeostasisi korunur. Bitki hiicrelerinin tuza
maruz kalmasi ile osmotik stres ortaya ¢ikar; uzun siire tuza maruz kalan bitki
hiicrelerinde iyonik stres olugmasi sonucunda iyonik denge bozulur. Tuza maruz kalan
her bitki ¢evreden Na™ alir ve diger hiicrelerine, doku ve organlarina iletir (Maathuis ve
dig., 2014). Yiiksek konsantrasyonlarda Na* osmotik dengenin bozulmasina neden olur;
bunun sonucunda hiicre boliinmesi engellenir ve bitki biiyiimesi yavaslar. Ayni zamanda,
fotosentezde ve reaktif oksijen tiirlerinin tiretiminde de azalma gergeklesir (Niu ve dig.,
1995; Yeo, 1998). Gossypium davidsonii (pamuk) bitkisine tuz stresi uygulayan Zhang
ve dig. (2016), yaptiklar1 ¢aligmalar sonucunda, tuz stresinin fotosentetik yolaklar1 ve

hiicre homeostasisini etkileyerek bitki gelisimini kisitladigini ortaya koymustur.

Bu tez calismasinda, bir haftalik Arabidopis bitkileri ve kallus kiiltiirleri 7 glin boyunca
0, 100, 150 ve 200 mM konsantrasyonlarinda NaCl’ye maruz birakilarak morfolojik
etkileri incelenmistir. NaCl’ye maruz kalan Arabidopsis bitkilerinin morfolojik olarak
gelisimlerinin etkilendigi ¢ok belirgin bir sekilde goriilmektedir. 200 mM konsantrasyona
maruz kalmis Arabidopsis bitkilerinin %71’1 dlmiistiir. Yapilan morfolojik analizler
sonucunda bitkilerin yaprak sayilarinin biitiin gruplar arasinda anlamli olarak azaldigt,
yaprak boyutlarinin 100 ve 150 mM NaCl arasinda anlamli olarak kii¢iilmedigi ancak
diger gruplar arasinda anlamli olarak kiiciildiigli, koklerin uzunlugunun biitiin gruplar
arasinda konsantrasyon artigina paralel anlamli olarak kisaldigi; klorofil miktarlarinin ise
0 ile 100 mM, 0 ile 150 mM, 0 ile 200 mM, 100 ile 200 mM arasinda anlamli olarak
azaldig1 belirlenmistir. Biitlin morfolojik analizler istatistiksel olarak degerlendirilerek
P<0.05 seviyesinde anlamli olduklar1 belirlenmistir. Buna karsilik; Arabidopsis kallus
kiiltiirlerinde belirgin bir morfolojik degisim belirlenmemistir. Misira 0, 25, 50, 100, 150,
200 ve 250 mM NaCl uygulanmasimin ardindan da benzer sekilde kok ve siirgiin
gelisiminin kisitlandigi bildirilmistir (Li ve dig., 2014). Solanum nigrum ile yapilan bir
caligmada da 50, 100 ve 150 mM NaCl uygulamasinin siirgiin ve kok gelisimini kisitladigi
ve ayrica karotenoid ve flavonoid metabolizmalarini da etkiledigi belirlenmistir (Ben

Abdallah ve dig., 2016).

ABA, tohum depo protein ve yaglarinin sentezlenmesi gibi tarimsal olarak énemli birgok
asamasinda onemli birgok 6zellik agisindan ve tohum olgunlasmasi, ¢imlenmesinden,

stomalarin agilip kapanmasi ve abiyotik strese karsi yanitlarin diizenlenmesinden sorumlu
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lipofilik bir bitki hormonudur (Rock, 2000; Finkelstein ve dig., 2002; Xiong ve Zhu,
2003). ABA bitki hiicrelerinde endojen sinyal molekiilii olarak gérev yaptigi i¢in bitkilere
disaridan ABA uygulanmasi stres kosulu etkilerinin olusumunu saglar ve bitkinin stres
kosullarina kars1 verdigi molekiiler cevap, gen anlatiminin degisimi seklinde
belirlenebilir. Bu etkiyi yaratmak i¢in bir haftalik Arabidopsis bitkilerine ve kallus
kiiltiirleri bir hafta boyunca 0, 5, 15, 25 ve 35 uM konsantrasyonlarinda ABA’ya maruz
birakildi. Bir hafta sonunda ABA konsantrasyonu arttik¢a bitkinin gelisiminin énemli
Olciide azaldig1 gozlendi. ABA uygulamasi yapilan bitkilerde 15 ile 25 uM gruplar
arasindaki karsilastirmalar hari¢ biitiin gruplar arasinda yaprak sayisi anlamli olarak
azalmistir. Yaprak yiizey alanlari, 15 ile 25 uM ve 25 ile 35 pM gruplar1 arasindaki
karsilastirmalar hari¢ anlamli olarak azalmistir. Kok uzunluklari ise, 25 ve 35 uM gruplari
arasindaki karsilastirmalar hari¢ biitiin gruplar arasinda anlamli 6l¢iide kisalmistir.
Klorofil miktarlart ise; 0 ile 5, 15, 25, 35 uM ve 5 ile 35 uM gruplar1 arasinda anlaml
diger gruplar arasinda anlamsiz olarak diisiis gostermistir. Singh ve Khurana (2016) da
Arabidopsis tohumlarinda 0.5, 1 ve 2 uM ABA’nin ¢imlenmeyi azalttigini
gostermislerdir. ki farkli Malus tiirii ile yapilan calisma sonucunda da, bitkilere ABA
uygulamas: sonucunda bitki uzamasmin, toplam biyokiitlenin, yaprak alaninin ve

fotosentezin belirgin olarak azaldigi belirlenmistir (Ma ve dig., 2008).

Bitkilerin abiyotik strese karsi cevabi strese 6zel genlerin anlatimlarinin diizenlenmesine
baghdir. Eger gen anlatiminin diizenlenmesinde ya da sinyal iletiminde cevap yetersiz
kalirsa hiicredeki islevsel ve yapisal proteinler geri doniisiimii olmaksizin hasar goriir ve
hiicre o6liime siiriiklenir (Wang ve dig., 2003). Gen anlatiminin diizenlenmesinde DNA
metilasyonu, histon modifikasyonlar1 ve siRNA mekanizmalarini igeren epigenetik
modifikasyonlar yer almaktadir. Epigenetik mekanizmalar kodlama yapan bdolgeyi degil
ayn1 zamanda kodlama yapmayan bdlgedeki DNA dizilerini de kontrol ederler; boylece
genomik kararlilik devam ettirilebilir (Dupont ve dig., 2009). DNA metilasyonu en
yaygin epigenetik modifikasyonlardandir ve bitkilerin strese karsi cevap olusturmasinda
ve genomik kararliligin saglanmasinda 6nemlidir. Bitki genomlarmin diger dkaryotik
genomlara gore ¢ok daha fazla metilasyona ugradig: bilinmektedir (Sahu ve dig., 2013).
Global metilasyon, genomik DNA'da bulunan metillenmis sitozinlerin orani olarak
tanimlanmaktadir ve ¢esitli organizmalarin ¢evresel degisimlere verdigi cevaplarin ortaya

konmasinda epigenetik degisimlerin gostergesi olarak kabul edilmistir (Santoyo ve dig.,



65

2011). Strese maruz kalan bitkiler genomik bolgelere bagli olarak DNA metilasyonunda
artma ya da azalma gosterebilir. Gen anlatiminda artmaya neden olabilen
hipometilasyonun strese karsi daha yaygin bir cevap oldugu goriilmektedir (Bilichak ve
dig., 2012). Farkli hormon konsantrasyonlar1 uygulanarak kiiltiirlenmis Brassica napus
bitki eksplantlar1 ile yapilan bir ¢alisma sonucunda, metilasyon seviyelerinin degisimleri
HPLC yontemi kullanilarak gézlemlenmis ve hipokotillerin kiiltiirlenmesi siiresince

metilasyon seviyelerinin degistigi belirlenmistir (Gao ve dig., 2014).

Bu tez ¢alismasin kapsaminda NaCl ve ABA uygulamasinin genomik DNA metilasyon
diizeyine etkileri bitki ve kalluslarda arastirtlmistir. HPLC analizleri sonucunda bitki ve
kalluslara ABA uygulamasinin anlamli bir degisim yaratmadigi; NaCl uygulamasinin ise
bitki ve kalluslarda hipometilasyona neden oldugu belirlenmistir. Benzer bir ¢alismada,
biyotik ve abiyotik stres kosullarina maruz birakilmis tiitiin ile yapilan bir arastirma
sonucunda hipometilasyonun gergeklestigi belirlenmistir (Wada ve dig., 2003; Choi ve
Sano, 2007). Migicovsky ve dig. (2014) Arabidopsis’e sicaklik stresi uygulanmasi
sonucunda NaCl etkisine benzer olarak global DNA hipometilasyonu gergeklestigini

belirlemistir.

Genel olarak bitkilerde sitozin metilasyonu MET1, CMT3 ve DRM enzimleri tarafindan
gerceklestirilmektedir. Bu tez ¢alismasinda, CpG dizilerinin metillenmesinden sorumlu
oldugu bilinen MET1 enziminin stres kosullar1 altindaki anlatim diizeyi bitki ve kallus
kiiltiirlerinde incelenmistir. Bitkilere NaCl uygulamasi sonucunda MET1 anlatiminin
degismedigi; ancak kalluslara 100 mM NaCl uygulamasinin MET1 gen anlatimin1 3 Kat,
150 mM NaCl uygulamasinin ise yaklasik 2 kat arttirdig1 belirlenmistir. ABA uygulamasi
ise bitkilerde MET1 anlatimmi 0.5 kata kadar disiiriirken; kalluslarda ise 5 uM
konsantrasyonda 3 kat arttirmig, 15 uM konsantrasyonda ise en fazla 1.25 kata kadar
arttirdigr belirlenmistir. Naydenov ve dig. (2015) 6, 24 ve 48 saat sicaklik stresi
uyguladiklar1 Arabidopsis bitkilerinde yaptiklari gen anlatimi analizleri sonucunda MET1
anlattmmin 6 saatlik uygulamada arttigini, 24 ve 48 saat sonucunda ise azaldigini

belirlemislerdir.

DRM2 enzimi ise bitkilerde siRNA’larla beraber asimetrik CpNpNp dizilerinin
metilasyonundan sorumludur (Zhang, 2008). Bu ¢alismasinda DRM2 enziminin stres

kosullar1 altindaki anlatim diizeyi bitki ve kallus kiiltiirlerinde incelenmistir. NaCl
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uygulamasinin bitkilerde DRM2 anlatimini arttirdigi, kalluslarda ise 0.5 kata kadar
azalttig1 belirlenmistir. ABA uygulamasi ise bitkilerde DRM2 anlatimini azaltirken;
kalluslarda da 5 uM konsantrasyonda gen anlatiminda azalma gostermis, 15 puM
konsantrasyonda ise anlamli bir etki géstermemistir. Naydenov ve dig. (2015) 6, 24 ve
48 saat sicaklik stresi uyguladiklar1 Arabidopsis bitkilerinde yaptiklari gen anlatimi
analizleri sonucunda DRM2 anlatiminin 6, 24 ve 48 saat saatlik uygulamada arttigini,

ancak artigin en ¢ok 6 saatlik uygulama sonucunda gézlendigini belirlemislerdir.

DNA metilasyonu RNA aracili olarak da gergeklestirilebilir. Bitkilerde Pol 1V ve Pol V
enzimleri RNA aracili DNA metilasyonunda (RdDM) rol oynamaktadir. Bitkilerde
Pol IV, siRNA iiretimi i¢in gerekmektedir; Pol V ise argonat proteini 4’iin (AGO4)
kromatine yonlendirilmesine yardime1 olur (Wierzbicki ve dig., 2008; Wierzbicki ve dig.,
2009). Stres kosullar1 altinda bu mekanizmalarin aktif olup olmadigin1 anlamak i¢in bu
mekanizmalarda yer alan Pol 1V ve Pol V genlerinin anlatim diizeyleri arastirilmistir.
NaCl uygulamasimin bitkilerde 100 mM konsantrasyonun Pol IV ve Pol V anlatimini
azalttig; 150 mM konsantrasyonunu ise Pol IV anlatimimi yaklagik 1.3 kat arttirirken,
Pol V anlatimini 0.7 kat azalttig1 belirlenmistir. NaCl uygulamasi kalluslarda ise Pol V
anlatiminda herhangi bir degisim yapmazken; 150 mM NaCl uygulamas: Pol IV
anlatimini yaklasik 2 kat arttirmistir. ABA uygulamasi bitkilerde 5 uM konsantrasyonda
Pol IV anlatimin1 etkilemezken, Pol V anlatimimi azaltmistir. 15 uM ABA uygulamasi ise
bitkilerde hem Pol 1V hem de Pol V anlatimimi yaklasik 0.5 kat azaltmistir. Kalluslarda
ise ABA uygulamasi Pol 1V iizerinde bir etki gostermezken, 15 uM ABA uygulamasi
Pol V anlatimini yaklasik 0.6 kat azaltmistir.

DNA metiltransferaz ve histon metiltransferaz mutantlari ile yapilan analizler sonucunda
DNA metilasyonu ve posttranslasyonel histon modifikasyonlar1 arasinda giiclii bir
baglantinin oldugu ortaya konmustur (Bilichak ve dig., 2012). Histon modifikasyonlar1
arasindan histon asetilasyonu DNA’ya dogrudan ulasim saglayarak transkripsiyonel
aktiflesme saglar. Histon metilasyonu ise gen anlatimini azaltici ya da arttiric1 etki
yaratabilir. Lang-Mladek ve dig. (2010) sicaklik stresi uyguladiklari somatik Arabidopsis
dokularinda yaptiklar1 analizler sonucunda gen anlatimi ve histon asetilasyonu arasinda
pozitif baglanti bulurken; gen anlatimi ve metilasyon arasinda herhangi bir baglanti

gozlemlememislerdir. Ancak Bilichak ve dig. (2012) abiyotik ve biyotik stres kosullar
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altinda DNA metilasyon degisimine bagli olarak, DNA metilasyonu ile iligkili enzim

genlerinde de paralel degisimleri destekleyen pek ¢ok bulgunun oldugunu bildirmektedir.

Bu tez ¢alismasinda da NaCl ve ABA uygulanmis Arabidopsis bitki ve kalluslarinda
genomik DNA metilasyonu ve epigenetik mekanizmalarda gorevli MET1, Pol IV, Pol V
ve DRM2 genlerinin anlatimlart analiz edilmistir. NaCl uygulamasi sonucunda bitki ve
kalluslarda genomik hipometilasyon goriiliirken, ABA uygulamasi sonucu metilasyon

diizeyinde herhangi bir degisim saptanmamuistir.

Naydevov ve dig. (2015) Arabidopsis’te sicaklik uygulamasi sonucunda DNA
metilasyonunda gorev alan DNA metiltranferazlarin, DNA demetilaz ROS1 ve RADM
mekanizmasinda gorevli Pol IV ve Pol V genlerinin anlatimini incelemis ve sonug olarak
sicaklik stresi altinda Pol 1V, Pol V ve DRM2 anlatiminin arttigini, buna bagli olarak da
goreceli DNA metilasyonunda artis oldugunu gozlemistir. Ancak promotor metilasyonu
ve gen anlatimi arasinda da baglanti gormemislerdir. Bu sonug Pol 1V ve Pol V’in stres
kosullar1 altinda gen anlatimini sadece RADM mekanizmasi ile diizenlemedigini
diigiindiirmektedir. Bu tez ¢alismasinda ise benzer olarak NaCl uygulamasi sonucunda
Pol IV ve DRM2 anlatiminin bitki 6rneklerinde artig gosterdigi, ABA uygulamasinin ise
Pol 1V, Pol V ve DRM2 anlatimlarinda genel olarak azalmaya sebep oldugu gézlenmistir.
Bu sonug, gerek NaCl uygulamasi sonucunda meydana gelen hipometilasyon, gerekse
ABA uygulamasi ile metilasyon diizeyinin degismemesinin Pol 1V, Pol V ve DRM2

anlatimina bagimli RADM’ye bagli olmadigini diisiindiirmektedir.

Bitkilere NaCl uygulamasi sonucunda MET1 anlatim1 degismezken, kalluslara NaCl
uygulamast MET1 anlatimini arttirmistir ve hem bitkilerde hem de kalluslarda genomik
hipometilasyon goézlenmistir. Bu bulgular, hipometilasyonun MET1 tarafindan
gerceklestirilen CpG metilasyonu ile dogrudan iligkili olmadigini diisiindlirmektedir.
ABA uygulamasi ise bitkilerde MET1 anlatimini diisiiriirken NaCl uygulamasi ile benzer
sekilde kalluslarda anlatimi arttirmistir; ancak genomik metilasyonda herhangi bir
degisim gozlenmemistir. ABA uygulamasinin bitki ve kallusdaki MET1 geni anlatimi
tizerinde ters etki yaratmasi ve genomik metilasyonda bir degisim gdzlenmemesi,
genomik metilasyonun olusmasinda bilinen bagka mekanizmalarin varligim1 kanitlar
niteliktedir. DRM2 geni tek basina degerlendirildiginde, NaCl uygulamasi bitkilerde
DRM2 anlatimini arttirirken, kalluslarda tam tersi DRM2 anlatimini diigtirmiistiir. CpN
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dizilerinin metillenmesinden sorumlu DRM2 anlatimmin kalluslarda azalmasi ve ayni
zamanda hipometilasyon gozlemlenmesi bu durumun CpN dizilerinin hipometilasyonu
ile ilgili olabilecegini diisiindiirmektedir. ABA uygulamasinin ise bitki ve kalluslarda
DRM2 geni anlatimim diisiirticii etki yapmasi, ABA stresinde farkli dokularda benzer
yolaklarm gorev aldigmi diisiindiirmektedir. Ozetle, NaCl ve ABA stresi uygulanmis
farklt Arabidopsis dokularinda yapilan DNA metilasyon analizi ve anlatim degisimi
arastirilan metilasyon ile iliskili enzim genlerinin diizenlenmesinin dogrudan RdADM ve
CpG metilasyonu ile iligkili olmadigim1 diigiindlirmektedir. Bulgular yalnizca NaCl
uygulamasinda DRM2 anlatim profilinin CpN dizilerinin hipometilasyonunda rol

oynadgini destekler niteliktedir.

Sonug olarak, bitki genomlarinda metilasyon diizeyini kontrol eden enzimlerin ve dahil
olduklar1 mekanizmalarin belirlenmesi strese dayanikli, verimi yiiksek bitkilerin
yetistirilebilmesi i¢in 6nemlidir. Bu tez ¢alismasi sonucunda elde edilen bilgilerin de
epigenetik  temelli stres mekanizmalarinin ~ anlagilmasina yardimci  olacagi

diistiniilmektedir.
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