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Bu calismada kadmiyum stresine maruz birakilan iki farkli bugday c¢esidinin
(Kutluk-94 ve Kunduru-1149) Cd biriktirme potansiyelleri ile agir metal stresinde gorevli
oldugu bilinen 3 farkli miRNA, miR159, miR171 ve miR395’in ekspresyon
seviyelerindeki degisikligin belirlenmesi amaglanmistir. Kutluk-94 ve Kunduru-1149
tohumlar1 petrilerde distile su ile ¢cimlendirilmis, daha sonra bugday fideleri 100, 200 ve
300 uM CdCl; solusyonunda bir hafta siire ile muamele edilmistir. Bugday kok ve yaprak
orneklerinde Cd miktar1 yas yakma yontemi kullanilarak ICP-OES cihazinda
Ol¢iilmiistiir. Hem Kutluk-94 hem de Kunduru-1149 cesitlerinin yaprak ve koklerinde
biriken Cd miktarlar1 kontrol grubu ile kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli
bulunmustur. Kutluk-94 ve Kunduru-1149 yapraklarinda biriken Cd miktar1 agisindan
belirgin bir farklilik yokken, koklerde ise tiim konsantrasyonlarda anlamli bir farklilik s6z
konusudur (p<0.05). Kunduru-1149 c¢esidi koklerinde daha fazla Cd birikimi tespit
edilmistir. miRNA ekspresyon seviyeleri RT-PCR yontemi ile belirlenmistir. Artan Cd
dozlarinda agir metal stresi ile iligkili miR159, miR171 ve miR395’in ekspresyonlari
cesitler arasinda degisiklik gostermistir. Kunduru-1149°da miR159 ekspresyonu kokte
yukar1 regiile edilirken, yaprakta ise 100 pM’lik konsantrasyon hari¢ diger

konsantrasyonlarda asagi regiile edilmistir.

Kutluk-94’ de ise miR159’un ekspresyonunun hem yaprak hem de kokte yukari
regiile edildigi tespit edilmistir. miR171’in ekspresyonunun Kutluk-94 yaprak ve
koklerinde 100 uM’lik konsantrasyonda yukari regiile edildigi, 200 ve 300 pM’lik
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konsantrasyonda ise asagi regiile edildigi goriilmiistiir. Cd uygulanan Kunduru-1149
bitkilerinin kok ve yapraklarinda ise miR171’in ekspresyonu asagi regiile edilmistir. Son
olarak, miR395’in  ekspresyonunun Kutluk-94 yapraklarinda 100 uM’hk
konsantrasyonda asag regiile edildigi, 200 ve 300 uM’lik konsantrasyonda ise yukari
regiile edildigi gozlenmistir. Kutluk-94 koklerinde ise miR395’in ekspresyonunun tim
konsantrasyonlarda yukari regiile edildigi goriilmiistiir. Kunduru-1149 yapraklarinda tiim
konsantrasyonlarda miR395’in ekspresyonunun asagi regiile edildigi, koklerde ise 100
uM’lik konsantrasyonda asagi regiile edilirken, 200 ve 300 uM’lik konsantrasyonda

yukari regiile edildigi gézlemlenmistir.

Bugdayda bugiine kadar agir metal stresinde gorevli miRNA’lar ile ilgili yapilan
calismalar olmakla birlikte bu ¢alisma yerli bugday ¢esitleri lizerinde agir metal stresi ile
iligkili miRNA'larin arastirildigi ilk ¢calismadir. Caligmadan elde edilen bilgiler bu konuda

yapilacak sonraki ¢caligsmalara rehberlik etmesi agisindan énemlidir.

Anahtar Sozciikler: Agir metal stresi, Kadmiyum, Bugday, qRT-PCR, miRNA.
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ABSTRACT

INVESTIGATION OF MIRNA RESPONSES AGAINST HEAVY METAL STRESS
IN SOME DOMESTIC WHEAT VARIETIES

Meryem CETINKAYA

Department of Biology
Programme in Botanical

Eskisehir Technical University, Institute of Graduate Programs, Click or tap to enter a
date.

Supervisor: Prof. Dr. Emel SOZEN

In this study, it was aimed to determine the Cd accumulation potential of two
different wheat cultivars (Kutluk-94 and Kunduru-1149) exposed to cadmium stress and
determine the changes in the expression levels of 3 different miRNAs miR159, miR171
and miR395 which are known to be involved in heavy metal stress. Kutluk-94 and
Kunduru-1149 seeds were germinated in petri dishes containing distilled water and then
seedlings were treated in 100, 200 and 300 pM CdCl: solution for one week. The amount
of Cd in wheat root and leaf samples was measured in the ICP-OES device using the wet
ashing method. The amount of Cd accumulated in the leaves and roots of both Kutluk-94
and Kunduru-1149 cultivars was found to be statistically significant when compared with
the control group. While there was no significant difference in the amount of Cd
accumulated in Kutluk-94 and Kunduru-1149 leaves, there was a significant difference
in all concentrations in the roots (p<0.05). More Cd accumulation was detected in the
roots of Kunduru-1149 cultivar. miRNA expression levels were determined by RT-PCR
method. Expressions of heavy metal stress associated miRNAs miR159, miR171 and
miR395 varied between cultivars at increasing Cd doses. In Kunduru-1149, miR159
expression was up-regulated in the root, while it was down-regulated in the leaf except

the 100 uM CdCl; concentration.

In Kutluk-94, the expression of miR159 was up-regulated in both leaves and roots.
It was observed that miR171 was up-regulated in Kutluk-94 leaves and roots at a
concentration of 100 uM and down-regulated at a concentration of 200 and 300 uM. The
expression of miR171 was down-regulated in the roots and leaves of Cd-treated Kunduru-

1149 cultivar. Finally, miR395 was observed to be down-regulated at 100 uM CdCl,



concentration and up-regulated at 200 and 300 uM concentrations in Kutluk-94 leaves.
In Kutluk-94 roots, miR395 was up-regulated at all concentrations. It was observed that
miR395 was down-regulated at all concentrations in the leaves of Kunduru-1149, while
it was down-regulated at 100 uM CdCl, concentration in the roots, while it was up-

regulated at 200 and 300 uM concentrations.

Although there have been studies on miRNAs responsible for heavy metal stress in
wheat, no such study has been found on domestic wheat varieties. The information

obtained from the study is important in terms of guiding future studies on this subject.

Keywords: Heavy metal stress, Cadmium, Wheat, qRT-PCR, miRNA.
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1. GIRIS

Bitkiler dogalar1 geregi hareketsiz olduklarindan yasamlar1 boyunca biiyiime,
gelisme ve verimliliklerini olumsuz yonde etkileyen birgok stres faktoriiyle karsilasir
(Biiyiik vd., 2012). Bu stres faktorleri patojenlerin enfeksiyonu, herbivorlarin saldirilar
gibi biyotik faktorler olabilecegi gibi kuraklik, soguk, besin eksikligi ve agir metallerin
birikimi gibi abiyotik faktorler de olabilir. Abiyotik stres faktorlerinden olan agir metal
stresi, karasal ekosistemlerde onemli bir sorun teskil etmektedir (Shahid vd., 2015).
Sanayilesmenin gelismesine bagli olarak agir metallerin birikimi topragin yapisinin
bozulmasina ve toprakta yetisen bitkilerin fizyolojik ve molekiiler aktivitelerinin
bozulmasina neden olmaktadir (Panuccio vd., 2009; Hassan vd., 2017). Flora ve faunay1
olumsuz yonde etkileyen baslica agir metaller arsenik (As), kursun (Pb), kadmiyum (Cd)
ve civa (Hg) dur.

Kadmiyum, fitotoksik etkilere sahip dnemli agir metallerdendir. Besin zincirinde
temel rol oynayan bitkilerin, Cd gibi suda kolay ¢oziinebilen agir metalleri kokleri
araciligiyla almasi sonucu ciddi sorunlar meydana gelmektedir (Buchet vd., 1990).
Kadmiyum, Uluslararas1 Kanser Aragtirma Ajansit (IARC, 1993; Gill ve Tuteja, 2011)
tarafindan insan i¢in gii¢lii bir kanserojen olarak siniflandirilmistir. Kadmiyum, hem
bitkilerin hem de hayvanlarin gelisimini olumsuz yonde etkilemektedir. Bitkilerde
fotosentez, stoma hareketleri, su alinimi, protein sentezi gibi fizyolojik olaylarin
bozulmasina sebep olmaktadir (Kennedy vd., 1987). Kadmiyum, tarim arazilerini;
kanalizasyon sulama, diisiik dereceli fosfat giibre kullanimi, bocek ilact kullanimai, giibre
uygulamasi ve antropojenik aktivitelerle kirletmektedir (Clemens vd., 2013). Metallerin
birikmesi izin verilen sinirlarda oldugunda tahil tiiketimi giivenlidir (Khan vd., 2008);
ancak, tliketimin agiris1 toksik etki gostermektedir (Nariago vd., 1990, Melamed vd.,

2003, Al-Othman vd., 2012).

Bitkilerin stres sinyallerini nasil algiladigi ve olumsuz ortamlara nasil adapte
oldugu temel biyolojik sorulardir. Son zamanlarda yapilan ¢alismalar, bitkilerin artan
metal kirliligi gibi ¢evresel streslerden kacamamasindan dolayi, bu tiir stresleri etkili bir
sekilde tanimak, cevaplamak ve buna uyum saglamak i¢in farkli sinyal yollar

kullandigin1 gostermistir.

Agir metallerin (Cd, Pb) bitkiler tarafindan taninmasi, hiicrenin molekiiler ve

biyokimyasal mekanizmalarinin diizenlenmesi agisindan bir cevap tiretir.

1
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Bu sinyal yollari, MAPK sinyali, kalsiyum sinyali ve hormon sinyalleri olarak

bilinmektedir (Jalmi vd., 2018).

Bitkiler stres durumunda mikroRNA'lar (miRNA) tarafindan gen ekspresyonunun
transkripsiyon sonrasi regiilasyonu da dahil olmak iizere gen ekspresyonunu diizenlemek
icin ¢esitli mekanizmalar kullanir (Nazir vd., 2011). MikroRNA’lar (miRNA) 20-22
niikleotit uzunlugunda, protein kodlamayan kiigiik RNA molekiillerinin bir sinifini
olusturmaktadir. MikroRNA’lar, hedef mRNA’lara baglanarak mRNA degradasyonunu
veya translasyon inhibisyonunu gerceklestirerek gen ifadesinin diizenlenmesini saglarlar
(Jones-Rhoades vd., 2012). Bugiine kadar bitkilerde agir metal stresi ile iligkili cok
sayida miRNA tespit edilmistir. Bu miRNA’lar genel olarak yaprak gelisimi, cicek
organlarin tanimlanmasi, yaprak polaritesi, oksin sinyalizasyonu ve stres cevabi seklinde

siiflandirilabilir (Zhou vd., 2008).

Bugday, iliman bdlgelerde insan gidast ve hayvan yemi olarak kullanilan temel
besin maddelerindendir. Insan diyetine katki saglayan temel amino asitler, mineraller ve
vitaminler gibi bilesikleri igermektedir (Sing vd., 2010). Bugday ve {iriinleri acisindan
Uluslararas1 Hububat Konseyi (IGC); 2020/2021 sezonu i¢in 2019/2020 sezonuna
dayanarak, bugday iiretiminin 4 milyon ton artarak 766 milyon ton, bugday tiiketiminin
2  milyon ton artigla 750 milyon ton  olacagini  Ongdrmektedir
(https://www.tarimorman.gov.tr/ Bitkisel Uretim Genel Miidiirliigii Tarim Havzalari

Daire Bagkanlig).

Bugday bitkisi, besin piramidindeki 6nemli bir yere sahip olmasi ve agir metal
birikimine egilimli olmasindan dolayr bir¢cok arastirmada kullanilmistir. Bu tez
caligmasinda agir metale maruz birakilan yerel bugday cesitlerinden Kutluk-94 ve
Kunduru-1149'un farkli organlarindaki Cd dagilimi incelenerek, agir metalle
iligkilendirilen 3 farkli miRNA, miR159, miR171 ve miR395’in ekspresyon seviyeleri

arasindaki iligki arastirilmstir.


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1878535212000743#b0025

2. GENEL BiLGILER

2.1. Bugday

Triticum, Poaceae familyasina ait g¢esitli tahil tiirlerinden ve bunlarin yenilebilir
tanelerinden olan otsu ve tek yillik bir bitkidir (Sekil 2.1). Bugday, iilkemizde yayilis
gosteren 12 bine yakin bitki taksonu arasinda hem bilimsel hem de sosyo-ekonomik

acidan biiyiik 6neme sahiptir.

Sekil 2.1. Triticum sp. (https://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/b/b4/Wheat_close-up.JPG

Ik bugday ekimi yaklasik 10 bin yil énce ve ‘Bereketli Hilal’ diye adlandirilan
bolgede baglamistir. Basta bugday ve arpa olmak lizere pek ¢ok tahilin yabani atasi, bu
bolgenin dogal bitki tiirleridir. Bereketli Hilal, Tiirkiye'nin giiney dogusundan baslayip,
giineyde Irak ve Suriye'yi, dogusunda Iran’1 ve diger bolgeleri (Liibnan, Israil, Filistin)

kapsamaktadir (Tiirkiye’nin Bugday Atlasi, 2016), (Sekil 2.2).


https://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/b/b4/Wheat_close-up.JPG
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Sekil 2.2. Bereketli Hilal bolgesi (http://www.mrdowling.com/603mesopotamia.html)

Bugday, insan beslenmesinde kullanilan kiiltiir bitkileri arasinda en eski ve en ¢ok
onem verilen bir tahil {iriinii oldugundan dolay1 Tiirkiye’de oldugu gibi diinyada da
(Avrupa, Kuzey Amerika ve Yakin Dogu) ekilis ve iiretim bakimindan ilk siralarda yer
almaktadir (Dortok vd., 2018). Ekonomik agidan 6nem tasimasi nedeniyle piringten sonra

en ¢ok ekilen ve tercih edilen bir tahil tirliniidiir (Emiroglu vd., 2017).

Bugday tiirlerinin ilk atalar1 olan Triticum ve Aegilops cinslerinin, yaklagik 3
milyon yil 6nce meydana geldigi diisiiniilmektedir. Bugdayin evrimi sirasinda Triticum
urartu'dan A genomu, Aegilops speltoides'den B genomu, Aegilops tauschii'den ise D
genomu'nun geldigi kabul edilmektedir (Sekil 2.3). Hekzaploid ekmeklik bugday T.
aestivum (2n=42, AABBDD) ve tetraploid sert makarnalik bugday T. durum (2n=28,
AABB) yaygin olarak iretilmekte ve en ¢ok ekmeklik bugday (T. aestivum)
tiikketilmektedir (Ozberk vd., 2010).


http://www.mrdowling.com/603mesopotamia.html
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Sekil 2.3. Bugday in Evrimi
(http://www.giirbiizmizrak.com/Yayinlarim/BUGDAY TopraktanSofrayaEkitap.pdf)

Bugdaym Tiirkiye’de bulunan yabani akrabalarindan, insan eliyle ya da kendi
aralarinda dogal melezlenmeler sonucunda 6nce kavuzlu daha sonra da ciplak taneli

kiiltiir formlar1 olusmustur (Tiirkiye’nin Bugday Atlasi, 2016).

Bugday bitkisinin binlerce ¢esidi bulunmaktadir, bunlardan en 6nemlisi insan
beslenmesinde; ekmek yapiminda kullanilan ekmeklik bugday (Triticum aestivum);
makarna yapiminda kullanilan makarnalik bugday (T. durum); hamur isleri ve unlar i¢in

kullanilan daha yumusak olan (T. compactum)'dur.

Bugday bitkisinin iklim 6zellikleri bugdayin gelisim donemlerine gore farklilik

gostermektedir.

Yetisme doneminin baglarinda diisiik sicaklik ve bol nemli hava gerekli olup,
c¢imlenme zamaninda bugdayin istedigi sicaklik 5-10°C nem ise %60 olup, gelisim
evresinde ise 10-15°C sicaklik ve %65 oraninda nispi nem gereklidir. Bugday kisa
oldukca dayanikli bir tahil iiriiniidiir. Kisa dayanma toleranslar1 bugday c¢esitlerine bagl

olarak degisiklik gostermektedir (https://turktob.org.tr/tr/bugday-yetistiriciligi/4914).

Bugday bitkisi, insanlarin temel enerji ve protein kaynagi olusturmasi bakimindan
en On siralarda yer almaktadir. Diinyada 94 iilkede 4,5 milyar insanin protein ihtiyacinin

ylzde 20’si bugday iirtinleri tarafindan karsilanmaktadir (Sekil 2.4).


http://www.gürbüzmızrak.com/Yayinlarim/BUGDAY_TopraktanSofrayaEkitap.pdf
https://turktob.org.tr/tr/bugday-yetistiriciligi/4914

Sekil 2.4. Bugday iirtinlerinden elde edilenler (Boyacioglu, 2017)

http://www.gidateknolojisi.com.tr/

Ayrica bazi bugday cesitleri de nisasta, sal¢a, malt, dekstroz, gliiten, alkol gibi
sanayi iriinlerin iretimi i¢in kullanilmaktadir. B vitamini ve mineral maddeler, yag
asitleri ile sekonder bitki metabolitler olarak adlandirilan renk maddeleri ve fenoller
bakimindan zengindir. Ayrica bugday ve {riinlerinin igerisinde bulunan yararh
maddelerden dolay1 bir¢ok hastalig1 dnleyici etkisinin oldugu bilinmektedir (Ryan vd.,
2011).

Bugdayin igerisinde bulunan fenolik bilesikler, karotenoidler ve E vitamini gibi
maddeler dogal besinsel antioksidan kaynagidir ve bu bilesiklerin gii¢lii antioksidan
aktiviteleri ile insan ve hayvanlarda meydana gelen birgok rahatsizligin Oniine

gecilebilmektedir (Mentes-Y1lmaz vd., 2011).

Diinyada en fazla bugday veya bugday iiriinii tiiketen iilkelerin basinda Tiirkiye
gelmektedir. Birlesmis Milletler Gida ve Tarim Orgiitii (FAO) verilerine gore, Tiirkiye
ve Avrupa Birligi llkelerinde kisi basina diisen yillik bugday miktart Tablo 2.1°de
gosterilmistir (Kizilaslan, 2017).


http://www.gidateknolojisi.com.tr/

Tablo 2.1. Tiirkiye de ve Avrupa Birligi Ulkelerinde Bugday Uriinleri Tiiketimi

Kisi Basina Toplam Kalori Bugday
Bugday Uriinleri (kcal/giin) iiriinlerinden
Tiiketimi (kg/yil) karsilanan kalori
(kcal/giin)
Tiirkiye 173,5 3680 1311
AB Ulkeleri 102,9 3416 772

2.2. Bitkilerde Stres

Canlilar yasamlar1 boyunca bir¢ok stres faktoriine maruz kalmaktadir. Bitkilerde
stres; cevre sartlarinin bir bitkinin biiylimesini, gelismesini ve verimliligini olumsuz
yonde etkileyerek, bitkilerde bir hasarin olugsmasi sonucunda bitkide meydana gelen
duruma denir (Biiyiik vd., 2012). Stresin siiresi, stres ¢esidine bagl olarak kisa siireli ya
da uzun siireli olabilmektedir. Bitkiler yasamlar1 boyunca bir¢ok stres faktori ile
karsilagmaktadir. Stres faktorleri biyotik ve abiyotik faktorler olmak tizere ikiye

ayrilmaktadir (Sekil 2.5).
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Sekil 2.5. Bitkilerin biyotik ve abiyotik strese karsi tutumu

(https://www.slideshare.net/KeerthanaVk1/biotic-and-abitic-stress-response)


https://www.slideshare.net/KeerthanaVk1/biotic-and-abitic-stress-response

Biyotik ve abiyotik stres faktorlerine maruz kalan bitkilerde verim kayb1 %65-90
oraninda olabilmektedir (Tablo 2.2).

Tablo 2.2. Tarimi Yapilan Bitkilerde Strese Bagh Verim Kayiplar
(https://acikders.ankara.edu.tr/pluginfile.php/20578/mod_resource/content/0/BF%2014.%20HAFTA.pdf)

Bitli Rekor verim Ort. verim Strese bagh ort. Verim Abiyotik kayip rekor
kayiplan verim (%)

Biyotik | Abivotil

Masir 193000 4600 1952 12700 65.8
Bugday 145000 1530 726 11900 81.1
Sova 7390 1610 666 5120 69.3
Arpa 11400 2050 765 8500 754

2.3.Biyotik Stres Faktorleri

Biyotik stres, mikroorganizmalarin (fungus, bakteri ve viriis) enfeksiyonu veya
zararli hayvanlarin saldirilart sonucunda bitkide kismi hasara veya bitkinin
yasayamayacag1 ciddi zararlara neden olmasi olarak tanimlanabilir (Sekil 2.6). Stresin
etkisi bitkilerin molekiillerinde, hiicrelerinde, dokularinda farkli derecelerde
olabilmektedir. Bitkiler stres faktorlerine fizyolojik, hiicresel ve molekiiler olmak tizere

ti¢ farklr sekilde cevap verebilmektedir (Hill vd., 1998).



Sekil 2.6. Bitkilerde biyotik stres faktorleri (Fangping Gong (2014) ' den modifiye edilmistir).

2.4.Abiyotik Stres Faktorleri

Bitkiler, yasamlar1 boyunca ¢esitli abiyotik stres faktorlerine maruz kalan hassas
organizmalardir (He vd., 2018). Optimum biiylime, gelisme ve iireme faaliyetlerini
devam ettirebilmek icin 151k, su, karbon ve minerallere ihtiya¢ duyarlar. Optimal
seviyelerin altinda veya {istiinde olan bu gereksinimler bitki biiylimesini ve gelisimini
siirlar. Bitkiler asir1 yiiksek veya diisiik sicaklik, tuzluluk, kuraklik, agir metallere maruz

kalma gibi abiyotik stres faktorleriyle karsilasirlar (Sekil 2.7), (Zhu vd., 2016).
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Sekil 2.7. Abiyotik stres sinyal yollarini diizenleyen transkripsiyon faktorleri (Khan, 2018)
(CDPK ’ler, Siklin bagimli protein kinazlar;, MAP Kinazlar, Mitojenle aktive olan protein kinazlar;
diger protein kinazlar, transkripsiyon faktorleri; bZIP, bazik losin fermuar ailesi; bHLH, temel heliks-
loop-heliks DNA baglama)

2.4.1. Su stresi

Bitkilerde, terlemeyle (transpirasyon) yitirilen suyun, cevreden alinan su
miktarindan fazla olmasi ya da bitkilerin kdklerine suyun ulasamadigi durumlarda ortaya
c¢ikmasi sonucunda su stresi meydana gelmektedir. Stres sinyali olarak bilinen absisik asit
(ABA)'in, su stresinin bir sonucu olarak arttig1 ve bitki tepkilerinin diizenlenmesinde
onemli rol oynadig1 bilinmektedir. Absisik asit' in (ABA; bitkisel bir hormon) miktari
yapraklarda oldukga fazladir fakat kok ve diger organlarda bu artis daha azdir. Absisik
asit stomalarin kapanmasini saglar ve suyun transpirasyonunu (terlemeyle kaybini) nler.

Ayrica, bitkinin tepe organlarinda gelismeyi azaltarak suyun kok sisteminde

kullanilmasina, dolayisiyla kokiin derinlere dogru inebilmesine imkéan saglar.
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Su kazanma ve kullanma yetenegi yiiksek olan bitkiler (C4 ve CAM gibi) kurakliga
daha fazla direng gosterebilmektedir (Seyed vd., 2012).

2.4.2.Tuz stresi

Tuz stresine yonelik yapilan arastirmalarda tuz stresi ve tuz soku olmak iizere farkl
iki kavram ortaya atilmustir. [lk kavram tuz stresi, bitkilerin NaCl ile kars1 karsiya kalmas1
durumundaki tepkilerini ortaya koymakta ve iki farkli tipte ortaya cikabilmektedir.
Birincisi bitkilerin giderek artan tuz konsantrasyonu ile muamele edilmesi, ikincisi ise
bitkileri diisiik bir tuz konsantrasyonu ile kars1 karsiya birakmak ya da bu iki olayin
birlikte yapilmasini kapsamaktadir (Shavrukov vd., 2013).

Tuz stresi genelde bitkilerde iki nedenden dolay1 meydana gelmektedir. ilk neden;
kok bolgesinde ¢oziinmiis tuzlarin fazlaligi sonucunda yogunlugun artmasina bagl olarak
bitkinin suyu almakta giicliik ¢ekmesi durumudur. Ikinci neden ise iyon artisina baglh
olarak toksik etki gostermesinden kaynaklanmaktadir. Tuz stresi bitkilerde kisirlik, diisiik
verim, biiylimede gerilik (bodurluk), tohum ¢imlenmesinin engellenmesi, kloroz, su
almimminin engellenmesi gibi olaylara neden olmaktadir (Sekil 2.8). Sonug olarak, tuz
stresine kars1 tuzluluk toleransinda yer alan mekanizmalarin anlasilmasi ve tuza toleransl
bitkiler gelistirmek gerekmektedir (Dell’ Aversana vd., 2011).

Tuz sokunda ise bitkiler yiiksek tuz konsantrasyonu durumu ile anlik ve ani olarak
karsilagmaktadir (Tiryaki vd., 2018). Diinyada 6zellikle kurak ve yar1 kurak bolgelerde

yetistirilen kiiltiir bitkilerinde goriiliir.
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Sekil 2.8. Tuz stresine karsi bitki tepkisinin sematik gosterimi (Nadeem, M., 2019)' dan modifiye

edilmistir.

2.4.3.Is1k stresi

Isik bitkilerin yasamlarini siirdiirebilmesi agisindan biiyiikk onem tasimaktadir.
Ancak 1g1k siddeti miktarinin degismesine bagli olarak bitkilerde bazi hasarlar meydana
gelmektedir. Ornegin; asir1 151k, bitkilerde fotosentez mekanizmasini negatif yonde
etkileyerek fotosistem II (PSII) ve reaksiyon merkezlerinin bozulmasina yol agmaktadir.
Ayrica 1518a bagimli tepkimelerini de etkileyerek strese neden olmaktadir. UV 1ginlar1 da
yiiksek miktarda enerji tasidiklarindan dolay1 zararh etkiler gdsterebilmektedir. Ornegin;
proteinlerdeki disiilfit baglarmin pargalanmasina ve DNA’nin yapisinda bozukluklar
meydana gelmesine neden olabilmektedir (Arroniz-Crespo vd., 2004).

Gelismis bitkilerin 6zellikle kiitikula tabakasinda yer alan mumlar ve
sitoplazmalarindaki baz1 maddeler, UV 1sinlarini tutarak bitkinin korunmasina yardimci

olmaktadir.
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2.4.4.0ksijen stresi

Bitkiler ve algler oksijen iireten aerobik organizmalardir ve enerji liretmek igin
aerobik solunum yapmaktadir. Ancak oksijenin yeterli olmamas1 durumunda bitkiler
dahil tim aerobik canlilarin yasami tehlikeye girmekte hatta Oliimle
sonuglanabilmektedir. Yasamlar1 boyunca bitkiler ve algler, tamamen aerobik bir
durumdan oksijen eksikligine (hipoksi) veya toplam oksijen yokluguna (anoksi) kadar
degisebilen ¢esitli oksijen konsantrasyonlarina maruz kalmaktadir (Drew vd., 1997).
Oksijen eksikligi, ATP {iretimini de olumsuz ydnde etkilemektedir. Bunun nedeni
oksijenin, solunum sirasinda meydana gelen mitokondriyal oksidatif fosforilasyondaki
elektronlarin son alicist olmasindan kaynaklanmaktadir (Banti vd., 2013).

Topragin drenajinin  (su tutma kapasitesinin iizerindeki suyun toprak alt
katmanlarina sizmasi) yetersiz olmasi, yagmur ya da sulamanin asir1 olmasi gibi
durumlarda topragin i¢i suyla dolmaktadir. Porlarin su ile dolmasi durumunda gaz haldeki
O:2'nin difiizyonu da yavaslamaktadir, ¢linkii ¢6ziinmiis oksijenin durgun suda difiizyonu
¢ok yavastir. Dolayisiyla, asir1 yagis, toprak su birikintisine veya bitkilerin tamamen su
icerisinde kalmasina neden olabilir, bu da iirlin verimini ve miktarin1 olumsuz yonde
etkilemektedir.

Oksijen sicakligin diisiik oldugu durumlarda ¢ok yavas azalir, fazla zarar olusmaz
ancak sicakligin yiiksek oldugu (20°C'den biiyiik) durumlarda toprak faunasi ve
mikroorganizmalar tarafindan 24 saat gibi kisa bir siire igerisinde tiiketilir. Oksijensiz
ortamlarda kokler zarar goriir. O, kithigindan zarar gormiis kokler siirglinlere zarar
verebilmektedir. Anoksik ve hipoksik koklerde siirgiinlerde gergeklesmesi gereken
fizyolojik islemlerin ger¢ceklesmesine yetecek miktarda enerji bulunmamaktadir. Bugday
ve arpa koklerinin besleyici iyonlar1 absorplayamamasi ve ksileme (ve oradan siirgiline)
tastyamamasi, biiyiiyen ve gelisen dokularda iyon kithigina neden olur. Floemde
tasinabilen elementlerin (N, P, K) geng¢ yapraklara aktarilmasi sonucu yaslh yapraklarda

sararma erken baslar.
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2.4.5.Yiiksek sicaklik stresi

Bitkilerde yiiksek sicaklik stresi; sicakligin optimum seviyesinin iizerinde oldugu
durumda ortaya ¢ikan bir faktordiir. Bu yiliksek sicaklik degeri 15-45°C sinirinin
iistlindeki sicakliklar olarak tanimlanabilir. Bu sicaklik degerlerinin artmast kiiresel
1sinmanin da gittikge artacag diisiincesini ortaya ¢ikarmaktadir.

Ayrica CO; miktarin ve diger sera gazlariin miktarinin yiikselmesi bitkilerin
ciddi ol¢iide zarar gérmesine ve diger sorunlarin ortaya ¢ikmasma neden olacaktir
(Bahuguna vd., 2014). Yiiksek sicaklik, bitkilerin (bliylime, metabolizma ve iiriinler)
tizerinde biiyiik Ol¢lide negatif etkilere sahiptir. Bu negatif etkiler molekiillerin
hareketlerini hizlandirarak biiyiik organik molekiiller arasindaki baglarin gevsemesine ve
zarlarin daha akigkan hale gelmesine neden olur. Yiiksek sicaklik hiicrenin yapisinda
degisikliklere ve hiicrenin fonksiyonlarmin degismesine neden olmaktadir.

Bitkiler yiiksek sicakliga kars1 tepki gosterirler. Bu tepki uzun dénemde evrimsel,
fenolojik ve morfolojik, kisa donemde ise yaprak yapisinda meydana gelen degisimi,
transpirasyonun, membran lipit durumunun degisimi gibi durumlari da i¢ermektedir

(Redondo vd., 2013).

2.4.6.Diisiik sicakhik (soguk ve donma stresi)

Bitkilerin optimum kosullarinin altindaki (20°C’nin altinda) veya 0°C'nin altindaki
sicakliklara maruz kalmalari (donma) sonucunda, bitkilerin biliylimesi ve gelismesi
olumsuz yonde etkilenerek tireme ve verimliligi 6nemli 6l¢iide kisitlanmaktadir. Bitkiler
diistik sicakliklara maruz kaldiklarinda hiicre membran yapisinin bozulmasi, kimyasal ve
biyokimyasal reaksiyonlarda yavaslama, enzimlerin yapisinda meydana gelen
bozulmalar ve son olarak da su miktarindaki degisiklikler gibi problemlerle
karsilagsmaktadir. Bitkilerin diisiik sicakliklara tolerasinda hiicresel ve molekiiler
mekanizmalarin 6nemi ¢ok biiyliktiir. Bu mekanizmalar bitki 6z suyunda ¢oziilebilir
madde degisimlerine, membran lipit bilesiminde, protein miktarinda, enzim aktivitesinde
ve antioksidant sistemdeki degisimlere neden olmaktadir (Aslantas vd., 2010). Ornegin,
dinlenme halindeki hiicrelerde sekerlerin ve proteinlerin artisi hiicre i¢indeki buz

olusumunu azaltir ve bu durum bitkinin dona dayanikliligini arttirmaktadir (Kiiden vd.,
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1998). Bitkilerin soguga karsi1 toleranslar1 bitki tiiriine ve organlarina (¢igek ve tomurcuk)
bagli olarak degisiklik gdstermektedir. Pamuk, soya fasulyesi, piring ve misir gibi bitkiler

soguga kars1 duyarl bitkilerdendir.

2.4.7. Agir metal stresi

Agir metaller, 6zgiil agirhiklari 5 gr/cm’ten fazla olan elementler olarak
tanimlanmaktadir ve periyodik tablonun gecis grubunda bulunmaktadir (Guevara-Garcia
vd., 2017). Agir metaller, dogada yer kabugunda, ayrisma siireci boyunca da toprakta
bulunur. Ni, Cr ve Co gibi metaller serpentin topraklarda bulunurken; Zn, Pb ve Cd gibi
metaller en ¢ok kalamin topraklarda bulunur. Insan aktiviteleri dogada agir metal
birikimine neden olmaktadir. Tarim topraginda kullanilan inorganik ve organik giibreler,
kirli sulama sulari, insektisitler (bocek ilaglari) ve mantar ilaglar1 buna 6rnek olarak
verilebilir. Ayrica, maden atiklar1 ve metallerin asinimi toprak ve yeralti1 suyunu

kirletebilmektedir (Greger vd., 2002).

Bitki gelisimi i¢in gerekli olan makro (C, O, H, Mg, S, N, Ca, P, K) ve mikro
elementler (Cu, Zn, Mn, Fe, Mo, B, Ni, Co ve Cl) bitkiler i¢in temel fizyolojik ve
biyokimyasal siirecler i¢in Onemlidir. Fotosentez, klorofil biyosentezi, redoks
reaksiyonlari, niikleik asit metabolizmasi, protein modifikasyonu, karbonhidrat
mekanizmalarinda ve azot fiksasyonu gibi olaylarin gerceklesebilmesi agisindan oldukga
onemli rollere sahiptirler (Dutta vd., 2018). Bitki gelisimi i¢in gerekli elementlerin
arasinda bazi agir metaller de vardir ancak aliiminyum, arsenik, vanadyum, civa, kursun,
kadmiyum ve selenyum gibi agir metallerin asir1 birikiminden dolayi bitkilerin doku ve
organlarinda bozukluklar meydana gelmekte ve bitkilerin gelisimi olumsuz yonde
etkilenmektedir. Bu toksik etkiler bitkilerde stoma hareketleri, transpirasyon, su alinima,
fotosentez, enzim yapisi, ¢imlenme, protein sentezi, hormonal diizenlemeler ve membran
stabilitesi gibi fizyolojik olaylarin bozulmasina neden olmaktadir (Kennedy vd., 1987,
Oktiiren vd., 2006). Agir metallerin ekosistemlerde (su, hava, toprak) asir1 birikimi,

Diinya'daki tiim canlilarin yasamini biiyiik 6lctide tehdit etmektedir.
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2.5.Agir Metallerin Bitkiye Alinmasi ve Tasinmasi

Agir metallerin alinmasi diflizyon yoluyla topraktan kokler araciligiyla, gévdeye
taginmasini icermektedir. Agir metallerin asir1 alinimi bitkilere dogrudan veya dolayli
yonden zarar verebilmektedir. Agir metallerin dogrudan zarar bitkinin bazi1 organlarinda
asir1 birikimi ve bu organlara zarar vermesini kapsarken, dolayli yonden ise agir

metallerin toprakta birikmesiyle olmaktadir.

Agir metallerin asil almimi kokler araciligiyla simplastik (interseliilar) ve
apoplastik (ekstraseliilar) yollarla gerceklesmektedir (Sekil 2.9) Apoplastik yolla
taginimda hiicre ¢eperinin katyon degisim kapasitesi ile ilgili bir sinirlama vardir (Raskin
vd., 1997). Bu smirlama kokiin endodermis tabakasinda bulunan kaspari seridinden
kaynaklanmaktadir. Hiicreler arasi bosluklara taginan agir metaller kokiin endodermis
tabakasinda bulunan kaspari seridinden dolay1 iletim dokularina ulasamamaktadir.
Kaspari seridini asamayan bu metaller ancak hiicre membraninda bulunan bazi tasiyici
proteinler aracilifiyla endodermis hiicrelerinin sitoplazmasia gecebilmektedir. Daha
sonra taginan bu agir metaller hiicreleri birbirine baglayan plazmodesmalar yardimiyla
odun (ksilem) ve soymuk (floem) borularin1 cevreleyen perisikl dokuya gecerek

simplastik yolla tasinim gerceklesmektedir.

Kaspari seridi

HUCre 230 s—

Apoplast yol )|
\ — { I‘ S ;> Ksilem
Simplast V‘;‘ 7 K&k emici ol :
tiyler . | ] AR /
Epidermis Endodermis Merkezi silindir
) & v

i
Korteks

Sekil 2.9. Bitkilerde madde tasimim yollari(http://www.biyolojiportali.com/konu-
anlatimi/12/24/Bitkilerde-Madde-Tasinmasi)
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Agir metal iyonlari, iyon tastyicilar1 ya da kanallar1 araciliiyla bitki hiicrelerine
girmektedir (Sekil 2.10) (Worms vd., 2006). Bitkilerde birka¢ protein sinifi agir
metallerin tasinmasinda rol oynamaktadir. Bitkilerde agir metal stresine karsi metal iyonu
homeostazisi ve toleransinda rol alan agir metal (veya CPx-tip) ATPaz’lar1, (Williams
vd., 2000) katyon-diflizyon hizlandiric1 (CDF) protein ailesi, dogal direngle iliskili
makrofaj protein (Nramp) ailesi ve ¢inko-demir permeaz (ZIP) ailesi (Guerinot vd., 2000)

ornek olarak verilebilir.

stem longitudinal section sambuns

leaf cross section pper epidorems

Sekil 2.10. Apoplastik ve simplastik yollardan kadmiyumun kéklerden bitkilerin yapraklarina
alimmast ve tasinmasi. Kirmizi ¢izgi apoplastik yolu, mavi ¢izgi simplastik yolu gostermektedir (Song, Yu

vd. 2017)

P-tipi agir metal ATPaz’larin ¢esitli organizmalarda tanimlanmis ve hiicre zarindan
Cu®?, Zn™, Cd™, Pb gibi agir metallerin tasmmasinda rol oynadigi bilinmektedir
(Williams vd., 2000). Arabidopsis P-tip ATPaz (PAA1) yiiksek bitkilerde kesfedilen ilk
CPxATPaz’dir (Belouchi vd., 1997). Nramp metal tasiyicilarinin Cd*™2, Ni*2, Co™?, Cu™,
Mn*?, Zn*?, Fe' gibi agir metallerin tasinmasina aracilik ettigi bildirilmistir (Belouchi
vd., 1997). Tiitiin'de hiperakiimiilator bitki Thlaspi caerulescens Nramp3 (TcNramp3)
geninin ekspresyonunun yiiksek derecede olmasi Cd hassasiyetine kars1 duyarli oldugunu
ve TcNramp3 tastyicisinin bitkilerde katyon homeostazisinde onemli rol oynadigini

diistindiirmektedir (Wei vd., 2009).
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Arabidopsis ve Oryza sativa bitkileri sekiz HMA (agir metal ATPaz) genine sahip
olup (Baxter vd., 2003) agir metal tasiyict ATPaz4 (HMA4) olarak da adlandirilan P1B-
tip ATPaz’lar metal tasinmasinda énemli bir rol oynamaktadir. Arabidopsis’te yapilan
caligmalar, HMA’larin bir grubu olan HMA1-4’{in, Co, Zn, Cd ve Pb’nin taginmasinda
diger grubunun ise HMAS5-8’in Ag ve Cu’nun tasinmasindan sorumlu oldugunu

gostermistir (Takahashi vd., 2012).

Yiiksek bitkilerdeki agir metal tagiyicilarindan birisi de ZIP protein ailesi olarak
bilinmektedir. Cd, Fe, Zn ve Mn iyonlarinin tasinmasinda rol oynayan ZIP gen ailesine
ait birgok gen ve ZIP gen homologu olan ZNTI1 geni hiperakiimiilator Thlaspi
caerulescens bitkisinde de tespit edilmistir (Pence vd.,2000, Yang vd., 2005).

2.6.Bitkiler Agir Metal Stresine Kars1 Kendini Nasil Korur?

Bitki hiicreleri, agir metal stresinden korunmak i¢in bazi mekanizmalar
gelistirmistir. Hiicre duvarmin ligninlesmesi, kalin epidermal tabaka, yaprak yiizey
trikomlar1 ve mikorizal birlesimler gibi morfolojik yapilar agir metal stresine karsi ilk
duyarli kisimlardir. Trikomlarin, metallerin detoksifikasyonu i¢in depolanma yeri olarak
islev gordigii ve cesitli sekonder metabolitleri aciga ¢ikardigr gozlemlenmistir. Bitki
hiicreleri, fazla agir metallerin sitozolden uzaklastirilmas: icin selatlayici bilesiklerin

tiretiminin (metal baglayici ligandlar) aktivasyonunu gergeklestirmektedir.

2.6.1.Fitoselatinler

Fitoselatinler, tiyol bakimindan zengin, diisiik molekiil agirlikli peptitlerdir.
Fitoselatinler sitozolde sentezlenir ve daha sonra ATP baglayici kaset tasiyicisi
vasitastyla tasinir. Ayrica farkli bitki tiirlerinde Cd*? kaynakli stres altinda fitoselatinlerin
sentezinin arttigl gézlemlenmistir. Pisum sativum'da (bezelye) (Klapheck vd., 1995),
domates (Chen vd., 1997) ve Arabidopsis'te (Howden vd., 1995) benzer fitoselatin sentaz
aktiviteleri tespit edilmistir. Dokuya 0zgii fitoselatin sentaz ekspresyonunun
belirlenmesine yonelik yapilan bir ¢alismada domates bitkilerinin kok ve govdelerinde
aktivite tespit edilmis ancak yaprak veya meyvelerde tespit edilmemistir (Chen vd.,

1997).
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2.6.2.Metallotiyoneinler

Metallotiyoneinler (MT’ler); diisiik molekiiler agirlikli (4-14 kDa), sisteince
zengin., Cu, Zn, Cd, As gibi ¢esitli agir metallerin detoksifikasyonunda rol oynayan metal

baglayici proteinlerin bir sinifi olarak bilinmektedir (Cobbett vd., 2002).

Agir metallerin plazma membrani yardimiyla sitozolden atilmasi veya sitozolik
metal baglanmasinin ardindan vakuolde bu komplekslerin tutulmasi agir metal stresine

kars1 gosterilen temel mekanizmalardandir.

Bakira toleransli Silene vulgaris populasyonlarinda artmis diizeyde SYMT2b gen
transkriptlerinin bulundugu ve mayada yiiksek SvMT2b ifadesinin Cu toleransini

arttirdig bildirilmistir (Van vd., 2001).

Medicago sativa (yonca) bitkilerinde MsMT2a geninin hem kontrol hem de Cd
stresi altinda;, MsMT2b geninin ise sadece Cd stresi varliginda ifade edildigi
gosterilmistir. Bu durumda MsMT2a’nin bitkinin tiim gelisim evrelerinde yaygin olarak
bulunabilecegi ancak MsMT2b’nin agir metallerle muamelesi sonucunda duyarli bir gen

olabilecegi ileri stirlilmiistiir (Wang vd., 2011).

Ayrica bazi amino asitler de metal iyonlarinin asir1 birikimine karsi bitkilere direng
kazandirmada 6nemli rol oynamaktadir. Ornegin; histidin amino asidinin agir metal

metabolizmasinda 6nemli bir rolii oldugu diisiiniilmektedir.

Yapilan bir ¢alismada; agir metal birikimini ve direncini arastirmak i¢in kadmiyum
(Cd) agir metali iki farkli bitki tlirinde incelenmistir. Bu bitkiler Noccaea caerulescens
ve Arabidopsis halleri' dir. Cd ile kontamine olan toprakta 30, 60 ve 90 giinliik bitki
yetistiriciligi farkli konsantrasyonlarina bagl olarak (Cdl = 30, Cd2 = 60 ve Cd3 = 90
mg Cd / kg toprak) gerceklestirilmis ve her iki tiir arasinda Cd stresinin, amino asit
seviyelerinde farkli degisikliklere yol actig1 gézlemlenmistir. Sonug olarak Arabidopsis
halleri'ye kiyasla Noccaea caerulescens koklerinde daha yiiksek amino asit birikimi
oldugunu ve histidin iceriginin Arabidopsis halleri 'ye gére 10 kat daha fazla oldugu

bulunmustur (Zemanova vd., 2014).
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2.6.3.Reaktif oksijen tiirleri (ros) ve detoksifikasyonu

Agir metal birikimi organizmalara biiyiik 6l¢lide zarar vermektedir. Bu zararlar;
organizmalarda mutasyonlara ve reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) iiretimine yol
acmaktadir. Bu kararsiz ve oldukga reaktif tiirler, oksijenin elektron alip vermesiyle
iliskilidir. Hiicrelerde bilinen en énemli ROS'lar; hidroksil radikali, siiperoksit anyonu,

singlet oksijen, hidrojen peroksit ve lipit peroksitleri kapsamaktadir.

ROS iiretiminin artmasi lipit oksidasyonunu baglatir ve belirli bir esik degere

ulasildiginda da bitkilerde programlanmais hiicre 6liimiinii tesvik eder.

Bitkiler stres altinda yasamlarini devam ettirebilmek ve ROS'un kontroliinii
saglamak i¢in farkli antioksidanlara sahiptir. Bu antioksidanlar enzimatik ve enzimatik

olmayan antioksidanlar olmak iizere iki grupta incelenmektedir.

Enzimatik olan antioksidanlar; askorbat peroksidaz (APX), siiperoksit dismutaz
(SOD), katalaz (CAT) ve glutatyon peroksidaz (GPX), enzimatik olmayanlar ise askorbik
asit (AA), karotenoidler, tokoferoller (E vitamini), glutatyon ve fenolik bilesiklerdir
(Blytik vd., 2012). Enzimatik olan antioksidanlardan; SOD enzimi siiperoksit
radikallerini temizlerken;katalaz, hidrojen peroksitin suya ve oksijene doniistimiinii
katalizler (Beyer vd., 1987). Glutatyon peroksidaz, radikallerin ve lipit {riinlerinin

uzaklastirilmasinda gorevlidir (Kiregei vd., 2018).

Enzimatik olmayan antioksidanlardan; tokoferoller (vitamin E), radikallerin yok
edilmesi, yapilarin onarilmasi ve endojen savunma sistemlerinin giiclendirilmesi gibi
gorevlere sahip olmasi agisindan 6nemli bir antioksidandir (Karabulut vd., 2016). Fenolik
bilesikler ise flavonoidleri ve tanenleri igeren polifenolik sekonder metabolitlerdendir.
Serbest radikal zincirlerinin sonlandiricilar ve lipit peroksidasyonunu katalize edebilen

redoks-aktif metal iyonlarinin baglanmasinda rol oynamaktadir.

2.7.Agir Metallere Yanit Olarak Bitki Sinyali

Son zamanlarda yapilan c¢alismalar bitkilerin artan metal kirliligi gibi ¢evresel
streslerden kagcamamasindan dolayi, bu tiir stresleri etkili bir sekilde tanimak, cevaplamak

ve buna uyum saglamak icin farkl sinyal yollarina sahip oldugunu gostermistir.
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Agir metallerin (6zellikle Cd ve Pb gibi) bitkiler tarafindan taninmasi, hiicrenin
molekiiler ve biyokimyasal mekanizmalarin diizenlenmesi agisindan bir cevap tretir.
Bu sinyal yollari; MAPK sinyali, kalsiyum sinyali ve hormon sinyalleri olarak
bilinmektedir (Jalmi vd., 2018). Mitojenle aktiflestirilen protein kinazlar (MAPK'lar)

yiiksek oranda korunmus bir Protein Kinaz (PK) ailesini olusturmaktadir.

MAPK kaskadlar1, ardisik olarak aktive edilen ii¢ protein kinazdan (MAP3K,
MAP2K, MAPK) olusur (Gallego vd., 2012). Yonca (Medicago sativa) fideleri tizerinde
yapilan bir ¢aligmada bitkinin Cu veya Cd iyonlarmma maruz kalmasiyla, mitojenle
aktiflestirilen protein kinazlarin (MAPK) aktif hale gectigini gostermistir (SIMK,
MMK2, MMK3 ve SAMK).

MAPK aktivasyonunun karsilastirilmasi, SIMK, MMK2, MMK3 ve SAMK'nin Cu
iyonlar tarafindan hizli bir sekilde aktive edildigini, Cd iyonlarinin da gecikmeli MAPK
aktivasyonunu tesvik ettigini ortaya koymustur (Jonak vd., 2004).

Kalsiyum iyonu (Ca?), bitkilerin normal isleyisinde ve cesitli gevresel stres
faktorlerine cevap olarak ikincil bir haberci gorevi goriir (Sanders vd., 2002). Ca*?sinyali,
asir1 tuzluluk, fazla ve diisiik sicaklik, ozmotik ve oksidatif stres, anoksi (oksijen yoklugu)
gibi ¢esitli abiyotik stres durumlartyla iligkilidir. Agir metallerin asir1 birikiminin Ca*?
kanallariin stabilitesinde degisiklige neden oldugu bdylece hiicreye kalsiyum akiginin

arttig1 gdzlemlenmistir.

Hormonlar; agir metaller de dahil ¢esitli stres faktorlerine maruz kalan bitkilerdeki
birincil sinyal molekiilleridir (Luo vd., 2016). Agir metallerle iliskili hormonlar arasinda
(ABA), etilen (ET), oksin, jasmonik asit (JA) ve salisilik asit (SA) yer almaktadir (Luo
vd., 2016). Kadmiyum uygulamasindan sonra cesitli bitki tiirlerinin koklerinde ABA
diizeylerinin artmig oldugu gozlemlenmistir (Stroinski vd., 1999). Bakir siilfat (CuSO4)
ve kadmiyum stilfat (CdSOs) ile indiiklenen etilen {iretiminde bitkinin farkli organlarina
bagh olarak artis miktar1 farklilik gostermistir. Ornegin; ¢icek salkimlari en biiyiik
indiiksiyonu gosterirken test edilen bitkinin diger organlarinda belirgin sekilde daha az

bir artis gdzlemlenmistir (Arteca vd., 2007).
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2.8.MikroRNA (miRNA)

MikroRNA’lar (miRNA) 20-25 niikleotit uzunlugunda, tek zincirli, protein
kodlamayan kiigilk RNA molekiillerinden olusmaktadir. miRNA’lar hedef mRNA’lara
baglanarak mRNA degradasyonunu (yikimini) veya translasyon inhibisyonu
(baskilanmasini) yoluyla gen ifadesinin negatif yonde diizenlenmesini saglarlar (Jones-
Rhoades vd., 2012). ilk kez 1993 yilinda Lee ve arkadaslar1 tarafindan Caenorhabditis
elegans’ta (C. elegans) lin-4 adi verilen miRNA kesfedilmistir.

Ikinci bir kesif ile yine ayni yil Wightman ve arkadaslar tarafindan C. elegans
lizerinde yapilan calismada lin-4 adi verilen miRNA’larin lin-14 geninin negatif
diizenleyicisi olarak gorev yaptigi gosterilmistir. Bitki mikroRNA'lar1 ise 2002 yilinda
Arabidopsis'te bulunmustur (Reinhart vd., 2002). En son 2018’de giincellenen miRBase
veritabaninda toplam 38589 adet olgun miRNA bulunmaktadir (mirbase.org).

2.8.1.Bitki miRNA’larin sentezi

Bitkilerde mikroRNA (miRNA) sentezinin ilk basamagi, genomik DNA'dan RNA
polimeraz II (pol II) enzimi araciligiyla primer miRNA (pri-mRNA)'larin
sentezlenmesidir (Noman vd., 2017). pri-miRNA'lar (birincil transkripsiyonel {iriinler)
sac tokas1 yapilaria sahip uzun tek zincirli RNA'lardir (Yang vd., 2013). Ayrica pri-
miRNA'larin 5' ucunda metillenmis sapka, 3'ucunda ise poliadenilat kuyruk (poli-A)

bulunmaktadir (Aydinoglu vd., 2017).

Ikinci basamak, RNaz III (Dicer-likel-DCL1) tarafindan pri-miRNA, daha kisa
niikleotit uzunluguna sahip pre-miRNA'ya (prekiirsor-mRNA) kiictltiliir. pre-
miRNA'larin islenmesi hayvanlarda Drosha bitkilerde ise DCL1 enzimleri tarafindan
saglanmaktadir. Bu islem cekirdek icerisinde gergeklesmektedir. Uciincii basamak,
miRNA/miRNA* ¢ift zincirinin HEN 1 tarafindan (metil transferaz) 3' uglarindan
metillenmesinin gergeklesmesidir. miRNA/miRNA* c¢ift zinciri Hasty araciligiyla

sitoplazmaya taginir.

Son basamakta, miRNA/miRNA* metillenmesi isleminden sonra, hedef mRNA'y1
inhibe etmek veya kesmek i¢in Argonaute (AGO) RNaz devreye girmektedir. AGO'nun
etkisiyle iki iplik¢ikten uygun olani secilip, diger iplik¢ik parcalanmaktadir.
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RNA-indiiklenmis susturma kompleksi (RISC) ile birlesen miRNA'lar, protein

sentezinin durdurulmasina ve mRNA'larin yikimina sebep olmaktadir (Sekil 1.11)
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Sekil 2.11. Bitkilerde mikroRNA (miRNA) sentezi (Liu, Zhou, Hu, Wei and Zhang, 2017)

Hayvanlarda, pri-miRNA'dan pre-miRNA'nin olusumu, Drosha enzimi
araciligiyla gerceklesirken, bitkilerde DCL1 tarafindan gergeklestirilir. Bitki
miRNA'larin geneli intergenik bolgelerdeki lokuslardan tek bir birincil transkripten
uretilirken, hayvan miRNA'larinin geneli, kromozomun intergenik ve intronlarindan

uretilir.

Hayvanlarda pre-miRNA'larin niikleustan sitoplazmaya tasinmasi Exportin5
proteini tarafindan gerceklestirilirken, bitkilerde HASTY proteini tarafindan
gerceklestirilir. Hayvan miRNA'lar1 genel olarak 3'-UTR'deki hedefleri kullanarak
translasyonel baski ile calisirken, bitki miRNA'lar1 RNA'nin kodlama bdlgelerinde
calisir (Millar vd., 2005).
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2.8.2.miRNA’lar hedef genlerinin ekspresyonunu nasil diizenler?

Bitki miRNA'lar1, transkripsiyon sonrasi diizeyde hedef genleri iki sekilde
diizenlemektedir. Bunlar; transkriptlerin boliinmesi ve translasyonun baskilanmasidir
(Chen vd., 2009). Transkript boliinmesi, hedef mRNA'da belli bir yerde gerceklesir
(Llave wvd., 2002). Bitkilerde, translasyonun baskilanmasi durumu, transkript
boliinmesine gore daha az gergeklesir. Genelde transkripsiyon boliinmesi veya
translasyon baskisi yoluyla transkripsiyon sonrast gen susturulmasini yonlendirmek igin
olgun miRNA'lar ARGONAUTE proteinleriyle birlesi. ARGONAUTE 1 (AGOLl)
miRNA hedefini pargalar ve ardindan pargalanan fragmanlar1 bozar. Burada 5' klevaj
fragmanlarinin uridilasyonu ve devri gerceklesir. Endoplazmik retikulum'(ER)-lokalize
ALTERED MERISTEM PROGRAMI 1 (AMPI1)’in yardimiyla membrana bagh
polizomlarda translasyon baskisi gerceklesi. ARGONAUTE 7 (AGO7) daha sonra
MBPs SUPRESSOR OF GENE SESSING 3 (SGS3) ve RNA-BAGIMLI RNA
POLIMERAZ 6 (RDR®6) ile birlikte miRNA hedeflerini pargalar ve siRNA yapilarini

olusturur.

miRNA'lar hedef transkriptlerine genellikle uygun bir sekilde baglanirlar.
miRNA'lar, hedef mRNA molekiiliiniin parcalanmasi ve/veya bozulmasi yoluyla
translasyonlarin1 inhibe ederek, gelismis Okaryotlarda hedef gen ekspresyonunun

diizenlenmesinde biiyiik rol oynarlar (Budak vd., 2015).

2.8.3.mirRNA ve stres

Dogada sessil (sabit) olarak bulunan bitkiler cesitli abiyotik ve biyotik stres
faktorlerine maruz kalmaktadir. Bu stres faktorleri bitkilerde metabolik yan iirtinlerin
birikmesine neden olarak bitki biiyiimesini ve gelisimini olumsuz yonde etkilemektedir

(Dutta vd., 2018).

Stres, bitkilerin belirli miRNA'larin ifade diizeylerinin etkilenmesine (asir1 veya az
ifade etmesine) ya da stresle basa ¢ikmak i¢in yeni miRNA'larin sentezlenmesine neden

olmaktadir.
Besin eksikligi (Fujii vd., 2005), kuraklik (Liu vd., 2008; Liang vd., 2007; Zhou
vd., 2010), soguk (Zhou vd., 2008), tuzluluk (Liu vd.,2008; Sunkar vd., 2008), bakteriyel
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enfeksiyon (Navarro vd., 2006), UV-B radyasyonu (Zhou vd., 2007), mekanik stres (Lu
vd., 2005) ve agir metaller (Ding vd., 2016; Shriram vd., 2016; Zhou vd., 2017) gibi
cesitli biyotik ve abiyotik stres kosullar1 altinda bitkilerde stresle diizenlenen cgesitli

miRNA'lar tanimlanmstir.

Genomik teknolojilerin ilerlemesiyle, abiyotik stresle karsi karsiya kalan bitkilerde
miRNA'lar ve bunlarin potansiyel hedef genleri hakkinda bilgi ve anlayis ¢cok gelismistir.
Son zamanlarda artan miRNA ¢alismalari, bitki miRNA'larinin ve hedeflerinin kuraklik
(Ferdous vd., 2015), tuzluluk (Gao vd., 2011) gibi ¢esitli abiyotik stresler gibi durumlarda
onemli roller oynadigini gostermistir. Bu nedenle de strese karsi bitki toleransini
indiiklemek i¢cin miRNA aracili gen diizenleme siirecinin kullanimi giinlimiizde daha

giivenilir ve istikrarli hale gelmektedir (Noman vd., 2019).

2.8.3.1.mIRNA ve agwr metal stresi

Yeni nesil dizileme calismalariyla agir metal stresi ile karsilasan bitkilerde
miRNA'larin yapilar1 ve islevleri ayrintili olarak incelenmektedir. miRNA'lar, agir metal
stresi durumunda bitki tepkilerinin modiilatorleri olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Metal
stresi altinda yetistirilen bitkilerin metale duyarli miRNA'lar1 ile ilgili bulgular,
miRNA'larin metallerin toksik etkilerini iyilestiren bazi genleri veya transkripsiyon
faktorlerini aktive ettigini ve bdylece detoksifikasyonda rol oynadigin1 gostermistir.
Transkripsiyon faktorlerinin yan sira, farkli ¢evresel abiyotik streslerle iligkili ve/veya
bunlara yanit veren bir¢ok baska gen de vardir ve bu strese duyarli genlerin cogu, bireysel

bir miRNA tarafindan hedeflenir (Zhang, 2015).

Bitkilere uygulanan metal stresleri altinda miRNA'larin tepkiler gdstermesi
miRNA'larin fizyolojik mekanizmalarda yer aldigini gostermektedir. Spesifik bir
miRNA'nin roliinii anlamak, hedeflerinin islevini ve bunlarin metal toksisite tepkileriyle

ilgili sinyal yollariyla etkilesimlerini analiz etmek dnemlidir.

Metale duyarli korunmus miRNA'lar i¢in benimsenen hedeflerin ¢ogu, temel
olarak bitki gelisiminde yer alan transkripsiyon faktorleridir (Mendoza-Soto vd., 2012).
Bugiine kadar ¢ok farkli bitkide Cd, As, Al, Pb, Hg ve Cr gibi ¢ok farkli agir metale stres
cevabi olarak farkli sekilde regiile edilen miRNA’lara ait bilgiler Sekil 2.12 ‘de

verilmistir.
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miR444
miR528
miR529
miR818
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Sekil 2.12. Bitkilerde agir metale duyarlt mikroRNA'larin ifadesi. Yesil renk; yukar: regiile; kirmizi
renk asagi regiile miRNA'lar (https://doi.org/10.3389/fpls.2018.00012)

2.9. Cahismada Kullanilan miRNA’lar ve Hedef Genleri

miR159 ve ailesii GAMYB ve GAMBYB gibi benzer hedef genlerin
diizenlenmesinde rol oynayan en eski miRNA cesitlerinden bir tanesidir (Axtell vd.,
2005). Bu hedef genlerin tohum (aleurone) ve anterler (apetum) de giberellin (GA)
sinyalinde yer alan R2ZR3 MYB transkripsiyon faktorlerini kodladig1 ve programlanmis
hiicre 6liimlerine yol agtig1 bilinmektedir (Millar vd., 2019).
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Arabidopsis'te (Arabidopsis thaliana), miR159 aile iiyelerinden, miR159a ve
miR159b, iki GAMYB benzeri gen olan MYB33 ve MYB65 icin fonksiyonel olarak

Ozeldir ve bunlarin anter gelisiminde rol oynadigi gosterilmistir (Alonso-Peral vd., 2010).

miR 171 ve ailesi de diger miRNA'lar gibi temel diizenleyici olarak islev gdrmekte
ve bitki tlirlerinin c¢esitliligine baghh olarak hedef genlerinin sayis1 farklilik
gostermektedir. miR171’in GRAS transkripsiyon faktorii ailesinin iiyelerini hedefleyerek
cesitli bitki biiylime ve gelisme siireclerini diizenledigi bilinmektedir. Bu ailenin ad1 GAI
(Gibberellic Asit Sensitifi), RGA (GAI Temsilcisi) ve SCR (Scarecrow) transkripsiyon
faktorlerinden tiiretilmistir (Fiorilli vd., 2015). miR171'in en iyi incelenen iki hedefi,
Scarecrow-Like (SCL) ve Nodulasyon Sinyal Yolu 2 (NSP2) transkripsiyon faktorleridir
(Hirsch vd., 2009). Arabidopsis'te miR171, apikal meristem ve aksiller meristem igin
kritik olan SCL6-II, SCL6-III ve SCL6-1V de dahil olmak iizere ii¢ SCL6 genini hedef
alir. miR171 onciillerinin asir1 ekspresyonu, aksiller tomurcuk olusumunu inhibe ederek
ve ¢icek sayisini baskilayarak Arabidopsis'te siirgiin yapisini degistirmistir (Schulze vd.,

2010).

miR395’in siilfat eksikligi durumunda ekspresyon seviyesinin indiiklendigi ve
siilfat homeostazinin diizenlenmesi agisindan olduk¢ca 6nemli oldugu bilinmektedir
(Kawashima vd.,2009; Liang 2010). miR395'in ekspresyonunun yukari regiilasyonu,
koklerden artan translokasyona bagli olarak yapraklarda siilfat birikmesine sebep olur
(Kawashima vd.,2009; Liang 2010). Arabidopsis bitkisinde yapilan bir c¢aligmada
miR395’in siilfat eksikliginde yukar1 regiile edildigi ve siilfat miktarin1 etkileyen
bilesenlerinden s6z edilmistir. Sisteinin eksikligi sonucunda biriken sistein Onciisii O-
asetilserin, miR395 birikiminde artisa neden olur. Bitkilerin siilfat alimim ve
asimilasyonunu inhibe eden sistein ile beslenmesi miR395 ekpresyonunu arttirirken,
glutatyon sentezinin bir inhibitdrii olan butiyonin siilfoksimin miR395 ekspresyonunu
azaltmistir. Sonug¢ olarak miR395°1 siilfat asimilasyonunun bir pargasi olarak

degerlendirmek miimkiindiir (Matthewman vd., 2012)
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2.10.Konu ile Tlgili Onceki Cahsmalar

Piring (Oryza sativa) bitkisinde Cd stresi altinda miRNA'larin yanit veren
islevlerini aragtirmak i¢in miRNA mikrodiziler kullanilmistir. 10 aileye ait 19 miRNA'nin
Cd'ye duyarli oldugu belirlenmistir. Ayni1 aileden miRNA iiyelerinin, hibridizasyona
dayali yontemler kullanilarak bile ayirt edilmesi zor olan yiliksek derecede homolog
diziler nedeniyle benzer ekspresyon profillerine sahip oldugu goriilmiistiir. Sonugta; 18
miRNA'nin asag regiile edildigi ve Cd stresi altinda sadece miR528'in yukari regiile
edildigi bulunmustur (Ding vd., 2011).

Piringte (Oryza sativa L.) Cd stresine yanit olarak gen ekspresyonundaki
degisikliklerin diizenlenmesinde miRNA'larin rolii arastirlmistir (Tang vd., 2014).
Yapilan calismanin sonucunda kokte ve siirginde farkli sekilde ifade edilen yeni
miNA'lar kesfedilmistir. Toplam 163 miRNA ve 2.574 mRNA'nin Cd stresi altinda kok
ve siirgiinde farkl sekilde eksprese edildigi tespit edilmistir. Ayrica, Cd uygulamasina
yanit olarak farkli sekilde ekspres olan kokten 8 ve siirgiinden 5 yeni miRNA adayi
belirlenmistir. mRNA'lar icin, kokte 1.044 gen ve siirgiinde 448 genin yukari regiile
edildigi, yine kokte ve siirglinde sirasiyla 572 ve 645 genin asagi regiile edildigi
bulunmustur (Tang vd., 2014).

Typha angustifolia bitkisinde Cd stresine cevap veren miRNA'larin ve hedeflerinin
tespiti i¢in yapilan bir caligmada transkriptom ve kii¢iik RNA'lar1 (sSRNA'lar) analiz etmek
icin yiiksek verimli dizileme teknigi kullanilmistir. Yaklagik 57.608.230 ham okuma,
havuzlanmis bir cDNA kitaplig1 diziliminden elde edilmistir. Daha sonra sirastyla Cd
maruziyeti olan veya olmayan T. angustifolia'dan iki SRNA kiitiiphanesi olusturulmustur.
T. angustifolia'nin transkriptom verilerine dayanarak, her iki kiigiik RNA kitapliginda 114
korunmus miRNA ve 41 yeni aday miRNA'nin tanimlanmasiyla sonuglanan sRNA'lar
kataloglanmis ve analiz edilmistir. In silico analiziyle, 89 korunmus miRNA ve 21 yeni
miRNA i¢in 764 hedef belirlenmistir. Dizileme {izerine yapilan istatistiksel analiz, 4
korunmus ve 6 yeni miRNA'nin spesifik ekspresyon gosterdigini ortaya ¢ikarmistir.
Ayrica 6nemli dl¢giide degistirilmis 8 miRNA i¢in 10 transkript hedefi tahmin edilmistir
(Xu vd., 2015).
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M. truncatula bitkisinde yeni miRNA'larin EST'ler (ifade Edilmis Dizi Etiketleri)
ve GSS (Genomik Arastirma Dizileri) ¢apinda tahmini i¢in biyoinformatik ¢aligmalar
yapilmistir. Dizileme islemi sonucu toplam 38 potansiyel miRNA tespit edilmistir.
Bunlardan 26 miRNA’nin yeni oldugu bulunmustur. Yeni tanimlanan miRNA dizileri
kullanilarak, M. Truncatula mRNA veritabaninindan miRNA'larin 16 potansiyel hedefi
tespit edilmistir. Bircok miRNA hedefli genin, bitki gelisimini, sinyallesmeyi ve
metabolizmay1 diizenleyen transkripsiyon faktorlerini kodladigi bulunmustur. Ayrica bu
miRNA'larin ekspresyonu, agir metaller (Hg, Cd ve Al) tarafindan yukar1 veya asagi
regiile edildigi ve bazt miRNA'larin, agir metal stresine karsi bitki tepkisi ve gelisimin
diizenlenmesinde rol oynadig1 gosterilmistir. Agir metallere verilen cevaba gore 8 aileden
miRNA'lar {i¢ gruba ayrilmistir. Ilk grupta miR171, miR319, miR393 ve miR529'u
igerdigi ve sirastyla Hg (20uM), Cd (80uM) veya Al'a (50uM) yanit olarak genel olarak
yukari regiile edildigi bulunmustur. Ikinci grup, Hg, Cd ve Al maruziyeti ile asag1 regiile
edilen miR166 ve miR398'i icermektedir. miR160 ve miR395’in ise ligiincii gruba ait
oldugu gozlenmistir. miR160 ifadesinin Hg, Cd ve Al'den etkilenmedigi tespit edilmistir.
Bu calismada normal kosullarda veya agir metal stresi altinda yetistirilen bitkilerden

aliman numunelerde miR395 tespit edilmemistir (Zhou vd., 2008).

Turpta (Raphanus sativus L.) Cd stresine yanit veren miRNA'lar ve hedefleri
arasindaki ilgkiler arastirilmigtir. Turp fidelerinin Cd ile muamele edilmis ve Cd
icermeyen koklerinden iki kiiciik RNA kitaplig1 olusturulmustur. Solexa dizileme
teknolojisi kullanilarak, 93 korunmus ve 16 korunmamis miRNA (26 miRNA ailesini
temsil eder) ve 28 yeni miRNA (22 miRNA ailesini temsil eder) tanimlanmistir. 15
miRNA ailesine ait toplam 22 bilinen miRNA ve 8 miRNA ailesine ait 11 yeni
miRNA'nin Cd stresine yanit olarak farkli sekilde ekspres edildigi belirlenmistir. Bu
Cd'ye yanit veren miRNA'larin cogu asag regiile edilirken, bilinen 5 miRNA (miR167a,
miR167d, miR396a, miR396b ve miR398) ve 3 yeni miRNA'nin (rsa-miRn3, rsa-miRn11
ve rsa-miRn19) yukar regiile edildigi gézlenmistir (Xu vd., 2013).

Brassica napus L. bitkisinde 0, 1 ve 3 giinlilk Cd uygulamasindan sonra 3 kiigiik
RNA kitaplig1 olusturularak toplamda 44 bilinen miRNA (27 aileye ait) ve 103 yeni
miRNA tanimlanmigstir. miRNA ekspresyon profillerinin kapsamli analiziyle kontrol ve

Cd ile muamele edilmis bitkiler arasinda 39 farkli sekilde eksprese edilmis miRNA
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bulunmustur; 13 farkli sekilde eksprese edilen miRNA, qRT-PCR ile dogrulanmistir (Jian
vd., 2018).

Benzer bir bagka ¢alismada B. napus fidelerinin Cd ile muamele edilmis ve Cd ile
muamele edilmemis kok ve siirgiinlerinden dort kiiglik RNA kiitiiphanesi ve dort
degradome kiitliiphanesi olusturulmustur (Zhou vd., 2012). Calismada, yiiksek verimli
dizileme kullanarak, Cd ile muamele edilen ve edilmeyen B. napus'tan 84 korunmus ve
korunmamis miRNA (37 miRNA ailesine ait) tanimlanmistir. Tanimlanan miRNA'larin
cogunun koklerde/stirgiinlerde farkli sekilde ifade edildigi veya Cd maruziyeti ile
diizenlendigi bulunmustur. Koklerde, ekspresyonu Cd maruziyeti ile onemli 6lgiide
diizenlenen miR159, miR394, miR398, miR857 ve miR2111 ve miR172f, miR319d ve
miR398b olmak iizere 8 miRNA ailesi tespit edilmistir. Bunlardan miR398, miR857 ve
miR172f, Cd maruziyeti ile yukar regiile edilirken digerleri asag1 regiile edilmistir.
Siirgiinlerde 13 miRNA ailesi (miR158, miR159, miR161, miR162, miR164, miR171,
miR319, miR394, miR395, miR400, miR858, miR1885 ve miR2111) ve yeni
tanimlanmis 5 miRNA (miR156m, miR158a, miR167f~h, miR1671 ve miR319c)
ailesinden miR158, miR161, miR400 ve miR1885 ile miR156m ve miR158a’nin yukari
regiile edildigi, diger miRNAlarin asagi regiile edildigi gosterilmistir (Zhou vd., 2012).

Brassica napus, agir metallere tolerans gostermesi agisindan kadmiyumla
kirlenmis topraklarin fitoremediasyonu i¢in kullanilan énemli bir bitkidir. Yapilan bir
caligmada, 10 giinlik 10 mg/L Cd2+ uygulamasindan sonra B. napus fidelerinin
koklerinde ve siirglinlerinde miRNA ve mRNA profillerinde es zamanli degisiklikler
analiz edilmistir (Fu vd., 2019). Toplamda, kokte 14 aileye ait 39 miRNA tespit edilmis
ve slirglinde 16 miRNA ailesine ait 53 miRNA tespit edilmistir. Bunlardan miR397,
miR395, miR408, miR398 ve miR858 aileleri Cd stresi durumunda 6nemli ifade
degisiklikleri gdstermistir. Doku tipleri arasinda ¢ok az 6rtiisme ile kokte 399 ve siirgiinde
389 farkli sekilde ekspres edilmis genler tanimlanmistir. Bitki stres yanitinin temel
yollarinda yer alan Cd'ye yanit olarak toplamda 24 kok ve 16 siirgiin anti-regiilasyonu
miRNA-mRNA etkilesim ¢ifti (miRNA'nin yukar1 regiilasyonu ve mRNA'nin asagi

regiilasyonu veya tam tersi) tanimlanmistir (Fu vd., 2019).
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Brassica napus kullanilarak yapilan bir ¢aligmada, Cd'ye maruz kalma {izerine,
koklerde ve yapraklarda miRNA156a, miRNA167a/c, yapraklarda miRNA393 ve tiim
dokularda miRNA394a/b/c, miRNA164b yukari regiile olurken, miRNA160 da asagi
regiile olmustur (Huang vd., 2010).

Piringte Cd birikimi ve toleransinda miR166’1n rolii arastirilmistir. miR166’1n
ekspresyon seviyelerinin hem kok hem de yapraklarda, fide halinden 6nemli 6l¢iide daha
yuksek oldugunu goézlemlenmistir. Piring fidelerinin koklerindeki miR166’nin
ekspresyonu, Cd isleminden sonra azalmistir. Ancak piringte miR166’nin asiri

ekspresyonunun bitkide Cd’a kars1 tolerans gelistirdigi bulunmustur (Ding vd., 2018).

Solanum torvum, Cd tolerans1 yiiksek olan bir bitkidir. Solanum torvum bitki
koklerine Cd agir metali uygulandiktan sonra bitkide yeni miRNA aileleri ve bu aileler
icinde 165 miRNA tespit edilmistir. 21 miRNA ailesinden ekspres edilen miRNA aileleri
arasinda, koklerde 6 miRNA ailesi yukar1 regiile edilirken, 15 miRNA ailesi asag1 regiile
edilmistir. Sonuglar spesifik miRNA’larin S. torvum koklerinde Cd toksisitesi ile
diizenlendigini, bunun da S.torvum bitkisinde Cd toleransinda rol oynayabilecegini

gostermistir (Kang vd., 2017).

Agir metal stresine duyarli miRNA’lar1 tanimlamak i¢in toksik kadmiyum
seviyelerine maruz kalan piring fidelerinden RNA kiitiiphanesi olusturulmustur.
Kiitliphanenin diizenlenmesi ve sonrasinda yapilan analizler, 6 aileyi temsil eden 19 yeni
miRNA’y1 ortaya cikarmistir. Yeni miRNA’lar herhangi bir tiirde dizi benzerligi
gostermemistir. Yeni piring miRNA’larin ¢ogu, metal maruziyetine tepki olarak yukari
veya asagl yonde diizenlenmistir. Calisma sonucunda 34 miRNA hedefi tahmin edilmis
ve miRNA’larin tahmin edilen baz1 hedeflerinin agir metal kaynakl streslere verilen

yanitin diizenlenmesi ile iligkili olabilecegi ileri siirtilmiistiir (Huang vd., 2009).

Cd stresine yanit olarak miRNA’larin roliinii incelemek i¢in misir soylart B73 ve
Mol17’nin fidelerinin kokleri toplanmis ve farkli siirelerde 200mg/L CdCl1 2.5 H,O
uygulanmigtir. Stiperoksit dismutaz ve peroksidaz gibi enzimlerin aktiviteleri 6l¢iilmiis
ve 6 aday miRNA’larin ekspresyonu ve hedefleri, kantitatif gercek zamanli PCR (qRT-
PCR) teknolojisi kullanilarak dogrulanmistir. Sonug olarak, miRNA’larin ve hedeflerinin
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Cd stresine maruz birakilan musir fide koklerinde farkli sekilde edildigi gosterilmistir

(Gao vd., 2019).

Bugday (Triticum) ve Arabidopsis'te Cd stresine yanit olarak miR408 asagi
regililasyonunun, ayn1 zamanda hedef kemosiyanin geninin yukari regiilasyonuna da yol

actig1 gézlemlenmistir (Feng vd., 2013).

Kadmiyum (Cd) stresine cevap veren bugday miRNA'larinin ve hedef genlerinin
belirlenmesine yonelik bir ¢aligmada miRNA'larin ve hedeflerinin, Cd stresine maruz
kalan bugday fidelerinin yapraklarinda ve koklerinde farkli sekilde ifade edildigi
gbzlemlenmistir (Qiu vd., 2016).

Yapilan literatiir ¢alismasinda tlilkemizde yetistirilen bugday ¢esitlerinde Cd stresi
ile iliskili miRNA ekspresyonlarina yonelik yapilan bir calismaya rastlanmamigtir.
Dolayisiyla, yaptigimiz bu calismada Cd stresi altindaki Kutluk-94 ve Kunduru-1149
bugday cesitlerinde kok ve yapraklarda biriken Cd miktar1 ile agir metallerle
iligkilendirilmis 3 farkli miRNA’nin (miR159, miR171 ve miR395) ekspresyon

seviyelerindeki degisiklikler arastirilmisgtir.
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3.MATERYAL VE METOT

3.1.Materyal

Bu tez ¢alismasinda iilkemizde en ¢ok tarimi yapilan bugday (Triticum aestivum
L.)'in Kutluk-94 ve Kunduru-1149 c¢esitlerine ait tohumlari Eskisehir Gegit Kusagi

Tarimsal Arastirma Enstitiisiinden temin edilmistir.

3.2.Metot

Kutluk-94 ve Kunduru-1149 bugday tohumlar1 ¢imlendirildikten sonra fidelerine agir
metal stresi (CdCl-1 hidrat, extra pure, Riedel-de Haén) uygulanmistir. Stres
uygulamasinin ardindan ilk olarak, yas yakma yontemiyle kok ve yapraklarin kadmiyum
icerikleri belirlenmistir. K6k ve yapraklardan total RNA izolasyonu ve miRNA
izolasyonu yapilmistir. Ardindan, miRNA’larin agir metal stresine bagli ekspresyonlarini

belirlemek amaciyla ger¢ek zamanli kantitatif PCR (qRT-PCR) analizleri uygulanmaistir.

3.2.1.Tohum yiizey sterilizasyonu

Bugday tohumlari, yiizey sterilizasyonunu saglamak amaciyla %5'lik sodyum
hipoklorit (NaOCl) ¢ozeltisi i¢inde 15dk stiresince bekletilmistir. Daha sonra distile su
ile 5dk’lik periyotlar halinde 4 kez yikanmaigtir.

3.2.2.Cimlendirme ve stres uygulamasi

Petrilerin i¢ine biiyiikliiklerine uygun kurutma kagitlar1 konularak distile su ile
hafif nemlendirilmistir. Her bir petriye 50'ser adet bugday tohumu konularak iklim
kabininde (Sanyo) 16/8 saat-aydinlik/karanlik periyotta, 25°C’de ¢imlendirilmistir

(Sekil 3.1). Cimlenen tohumlar filizlenmeye basladiginda petri kapaklart kaldirilarak
Hoagland besin ¢ozeltisi verilerek biiyiitiilmiis ve bir hafta sonra 15’erli gruplar halinde
boliinerek karton bardaklara yerlestirilmislerdir. Stres uygulamasi i¢in gruplar CdClz'nin

100puM, 200uM, 300uM konsantrasyonlarina bir hafta siire ile maruz birakilmis, kontrol
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bitkileri ise sadece Hoagland besin soliisyonu igerisinde tutulmustur. Her uygulama 3
tekrarlt sekilde gergeklestirilmistir. Daha sonra Cd kalintilarinin bitki fidelerinin kok
ylizeyinden uzaklastirilmast i¢in kokler 10 mM'lik EDTA solusyonu igerisinde 5dk
bekletildikten sonra ve 3 kez distile sudan gecirilmistir. Koklerdeki suyun fazlasi kurutma
kagidina emdirildikten sonra fidelerin bir kism1 agir metal tespiti i¢in ayrilmistir. miRNA
analizi i¢in kullanilacak bugday ornekleri ise kok ve yapraklart bistiiri yardimiyla
ayrildiktan sonra folyolara sarilip etiketlenmis, ardindan sivi azot i¢inde dondurulup -20

°C 'de saklanmuistir.

Sekil 3.1. Bugday tohumlarimin ¢imlendirilmesi, Cd uygulamasi, agir metal analizi on hazirlik

asamalarina ait bazi gérseller
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Tablo 3.1. Hoagland besin soliisyon icerigi hazirlamak icin kullanilan stok miktarlar:

Elementler Hacim
KNO3 2 ml

MgS04.7 H20 0,5 ml
Ca(NOs3)2. 4 H20 1 ml

KCl 0,2 ml
KH2PO4 2 ml

MnSOs4 0,5 ml
ZnSO4 0,5 ml
CuSO4 0,5 ml
H3BO4 0,5 ml
(NH4)6 Mo7 O24 0,5 ml
Fe-EDTA 2,5 ml

Tabloda verilen stok soliisyonlardan ilgili miktarlar bir araya getirilerek 11t’ye

distile su ile tamamlanmis, denemelerde %50 seyreltilerek kullanilmistir.

3.2.3.Bitki kok ve yapraklarinda Cd miktarmin belirlenmesi

Farkli dozlarda CdCly’a maruz birakilan Kutluk-94 ve Kunduru-1149 bugday
orneklerinin yaprak ve kokleri ile kontrol bitkilerinin kok ve yapraklar etiivde 70°C ‘de
24 saat boyunca kurutulmustur. Son olarak kuruyan yapraklar ve kokler makas yardimiyla

kiiciik pargalar haline getirilip, 6nceden etiketlenmis aliiminyum folyolara sarilmistir.

Kurutulan bitki materyalleri (0.18-0.20 gram) olacak sekilde sirasiyla tartilip,
vesseller icerisine aktarilmistir. Her bir 6rnegin tizerine 10 ml %68'lik HNOs3 (nitrik asit)
eklenerek ¢eker ocak altinda 20dk kadar gaz ¢ikisi olmasi i¢in beklenmis ve yakma iglemi
icin 30dk siireyle mikrodalgaya (CEM MARS 6 240/50) yerlestirilmistir. Vessellerin
kapaklar1 ¢ceker ocak altinda a¢ilip i¢indeki karisim 15 ml'lik etiketlenmis falkon tiiplerine

sirastyla aktarilmistir. Cd miktarinin belirlenebilmesi i¢in ornekler Ege Ormancilik
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Arastirma Enstitiisi Midiirliigli, Toprak ve Ekoloji Laboratuvarina gonderilmistir.
Orneklerdeki Cd miktar1 ICP OES spektrofotometresinde (Inductively Couple Plasma
spectrophotometer) (Perkin-Elmer, Optima 2100 DV, ICP/OES, Shelton, CT 06484-
4794, USA) tespit edilmistir.

3.2.4.miRNA Dizilerinin Belirlenmesi ve Primer Tasarimi

Calismamizda daha once Triticum sp. ve Arabidopsis sp. gibi bitkilerde agir
metalle iligkili oldugu bildirilmis miRNA’lar arasindan bitkilerde korunmus 3 miRNA
(miR159, miR171 ve miR395) kullanilmistir. miRNA dizi bilgileri “www.mirbase.org”
internet sitesinden elde edilmistir. Buradan elde edilen miRNA dizileri i¢in tasarlanan
stem-loop cDNA primerleri ve qRT-PCR sirasinda kullanilan geri ve ileri primerler de

ayn1 web sitesinden mature dizileri alinarak dizayn edilmistir.

Kullandigimiz miRNA’lara ait primer bilgileri Tablo 3.2’ de verilmistir.

Tablo 3.2.Calismada Kullanilan miRNA ‘lar ve Hedef Genleri

miRNA Adi | Primer Hedef gen

miR159 TTTGGATTGAAGGGAGCTCTG MYB transkripsiyon faktédrler:
miR171 TGATTGAGCCGTGCCAATATC Scarecrow benzeri proteinler
miR393 TGAAGTGTTTGGGGGAACTC ATP siilfirilaz

3.2.5.miRNA izolasyonu

miRNA izolasyonu islemlerinden once pipetler, pipet uglart ve ¢alisilacak ortam
RNaz bulasmasini engellemek i¢in sterilize edilmistir. Kutluk-94 ve Kunduru-1149
cesitlerine ait yaprak ve kok ornekleri sivi azot igerisinde toz haline getirilmis ve her bir
tiipte 100mg ornek olacak sekilde tartilmistir. miRNA izolasyonu Hybrid-R miRNA
1zolasyon kiti (Geneall, 325-150) kullanilarak kit prosediiriine gore gerceklestirilmistir.

[k olarak, total RNA izolasyonu igin 6giitiilmiis bitki érneklerinin iizerine 500
ul RiboEx eklenerek, 2ml'lik tiiplerde homojenize edilmistir. 5dk oda sicakliginda
tutularak, niikleoprotein yapimin ayrismasi saglanmistir. 12.000rpm de 4°C’de 10dk

stiresince santrifiij yapilmis ve siipernatant (listteki siv1 faz) yeni bir tiipe aktarilmis ve
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karigim tlizerine kloroform eklenerek karigtirllmistir. Tiipler 15dk boyunca elle alt-iist
edilip, 2dk oda sicakliginda bekletildikten sonra 12.000rpm de 15dk 4°C’de santrifiij
edilmistir. Siipernatant {izerine %50'lik etanol eklenerek pipetaj yapilmistir. Elde edilen
karisimdan 700ul hacimde Tip B kolona aktarilmis, 12.000rpm de 1dk 4°C’de santrifiij
yapilmistir. Santrifiij sirasinda total mRNA kolona baglanmis ve kiigiik RNA’lar
siipernatant icerisinde toplama tiipiinde birikmistir. Bu asamadan sonra miRNA
izolasyonu icin toplama tiipinde biriken sivinin {lizerine 1:1 oraninda %100 etanol
eklenerek pipetaj yapilmistir. Daha sonra karisimdan 650 pl Tip W kolona aktarilmis,
12.000 rpm’de, 1dk oda sicakligi kosullarinda santrifiij edilmistir.

Toplama tiipii yenisi ile degistirilip Tip W kolon iizerine 500ul RBW tampon
eklenmis 12.000rpm de, 1dk oda sicakligi kosullarinda santrifiij yapilmistir. Toplama
tiipli yenisi ile degistirilip, kolon lizerine 500ul RN'W tamponu eklenmistir. Toplama tiip
yenisi ile degistirilip iizerine tekrar 500ul RNW tamponu eklenmis ve santrifiij
yapilmistir. Toplama tiipii yenisi ile degistirilip lizerine bir sey eklemeden 12.000rpm de
2dk, oda sicakligi kosullarinda santrifiij edilmistir. Kolon, temiz bir ependorf tiipe
alimmustir. Kolon tizerine tam merkeze 50ul RNase-free su eklenip, oda sicakliginda 2dk
bekletilmis ve ardindan 12.000rpm de 2dk boyunca santrifiij edilmistir. Elde edilen
miRNA o6rnekleri -80°C ‘de saklanmustir.

3.2.6.cDNA Sentezi

Toplam 48 6rnek icin miRNA-cDNA sentezi A.B.T. cDNA sentez kiti ve stem loop
primerler kullanilarak kit prosediiriine gore gerceklestirilmistir. miRNA-cDNA sentezi

i¢cin hazirlanan reaksiyon bilesenleri Tablo 3.3°de verilmistir.
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Tablo 3.1.miRNA-cDNA Sentezi i¢in Kullanmilan MasterMix Bilgileri

MasterMix Bilesenleri Hacim
10X reaksiyon Tamponu 2 ul
Steem-loop primer (miBNA icin spesifik) 2ul
20X dNTP mix 1l
Eeverse transkriptaz 1wl
FNase inhibitor 0.5 ul
FNase free water 35wl
miBNA Grnegi 10 ul
TOPLAM 20 pl

Her bir 6rnek i¢in yukarida verilen malzemelerle mastermix hazirlanmis daha sonra
ters transkripsiyon reaksiyonuna gec¢ilmistir. Ters transkripsiyon i¢in kullanilan kosullar
Tablo 3.4’ de verilmistir. Elde edilen miRNA-cDNA o6rnekleri kantitatif real-time PCR

asamasina kadar -80 °C’de saklanmustir.

Tablo 3.2. MiRNA-cDNA Sentez Reaksiyon Kosullar

1. Adim 2.Adim 3. Adim 4. Adim
Sicaklik (°C) 25 37 85 4
Siire (dk) 10 120 5 -

3.2.7. Kantitatif Real -Time PCR (qQRT-PCR)

Tez ¢aligmasi kapsaminda agir metal stresi ile iligskili miRNA’lar arasindan segilen
3 adet miRNA’nin (miR159, miR171 ve miR395) ekspresyon seviyeleri qRT-PCR analizi
ile calisilmistir. qRT-PCR analizleri Applied Biosystems™ 7500 Fast Real-Time PCR
cthazinda ve A.B.T. 2X miRqGreen Master Mix (with ROX) kiti kullanilarak
gerceklestirilmistir. qRT-PCR i¢in kullanilan mastermix bilgileri Tablo 3.5’de

verilmistir.
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Tablo 3.5. Real-Time qPCR i¢in Kullanilan Reaksiyon Bilesenleri

Real-Time gPCR icin Kullamlan MasterMix Bilgileri
MasterMix Bilesenleri Hacim
A B T ™ 2% miFqGreen MasterMix (with ROX) 10
ROX Dwe (20X) 1l
miRNA Spesifik Ileri Primer (5 pM) 1l
miRNA Umiversal Geni Primer (5 puM) 1l
miBNA-cDNA Kaliba 2
RMNase-Free Distile Su Sl
TOPLAM 20 pl

miRNA oOrnekleri i¢in mastermix hazirlandiktan sonra qRT-PCR reaksiyonuna

gecilmigtir. qRT-PCR i¢in kullanilan reaksiyon kosullari Tablo 3.6' da belirtilmistir.

Tablo 3.6. Real-Time gPCR Reaksiyonu Kosullart

PCR Basamaklan Sicakhk (°C) Siire (sm) Dingii
1. On Denatiirasyon 895 300 1

2. Denatiirasyon 95 10-30

3. Baglanma 35-68 10-60 25-40

Erime egrisi analizi (melting curve) PCR amplifikasyonunun 06zgiinliiglinii
ispatlamak ve primerin non-spesifik olarak baglanma yapip yapmadigin1 kontrol etmek

amactyla yapilmistir.

3.2.8.qRT-PCR Analiz Metodu ve Istatistik

Kantitatif Ger¢cek Zamanli Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-qPCR); gen
ekspresyon ¢aligmalarinda, genlerin ekspresyon seviyelerinin karsilastirilmasi amaciyla
yaygin olarak kullanilan bir tekniktir (Korkmaz Agaoglu vd., 2020). qRT-PCR analizinde
miR161 referans miRNA olarak se¢ilmistir. miR161 atasal olarak korunmus bir bolgeyi

temsil ettigi i¢in referans olarak birgok caligmada tercih edilmistir. Bu nedenle
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calismamizda miRNA ekspresyonlar1 kantitasyonu miR161 referans miRNA olarak
kullanilip  kontrol grubuna gore normalize edilmistir. Relatif kantifikasyon
hesaplamasinda “AACt Yontemi” kullanilmistir. AACt hesaplamasi asagida agiklandigi
sekilde gergeklestirilmistir:

1. Hem hedef grupta hem de referans grupta her bir 6rnegin hem hedef miRNA hem
de referans RNA i¢in Real-Time PCR sonucunda Ct degerleri elde edilmistir.

2. Hedef grupta hedef miRNA Ct degerinden referans RNA Ct degeri ¢ikarilarak
hedef grup ACt degerleri elde edilmistir.

3. Referans grupta hedef miRNA Ct degerinden referans RNA Ct degeri ¢ikarilarak

referans grup ACt degerleri elde edilmistir.

4. Hedef grup ACt degerlerinden referans grup ACt degerleri ¢ikarilarak da AACt

degerleri elde edilmistir.

5. AACt degerleri 2 #2¢t seklinde isleme alinarak kat degisimi (Fold Change)

hesaplanmasi yapilmistir.

6. Fold Change degeri 1’in iizerinde ¢ikmasi durumunda hedef grubu miRNA
ekspresyonunun referans grubun miRNA ekspresyonuna gore relatif olarak artis

gosterdigi seklinde yorumlanmaistir.

Fold Change degeri 1’in altinda ¢ikmasi durumunda ise hedef grubu miRNA
ekspresyonunun referans grubun miRNA ekspresyonuna gore relatif olarak azalis

gosterdigi seklinde yorumlanir.

Hesaplama sonrasi elde edilen kat artis1 (fold change) degerleriyle istatistik analizi
yapilmistir. Bunun i¢in Medcalc (19.2.1) analiz programi kullanilmis ve verilerin
istatistigi Anova metoduna goére yapilmistir. Istatistik sonucunda elde edilen p
degerlerinden verilerin birbirleriyle ve kendi aralarinda anlamli oldugu korelasyon

tablolariyla gosterilmistir.

Istatistik verilerini hesaplarken kullanilan programa calistigimiz Srneklere ait
hesaplanan fold change degerleri ve farkli konsantrasyon degerleri girilmistir. 3 biyolojik
tekrar icin elde edilen fc degerleri girilmis ve istatistik-anova-one way analysis-tukey-

kramer kismu secilip analiz yaptirilmigtir.
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4.BULGULAR
4.1.Kutluk-94 ve Kunduru-1149 Bugday Cesitlerinde Kadmiyum Miktarinin

Belirlenmesi

Kutluk-94 ve Kunduru-1149 bugday cesitlerinin farkli Cd dozlarina (100-200-
300uM) maruz birakildiktan sonra yapraklarinda belirlenen Cd miktarlar1 Tablo 4.1°de

gosterilmistir.

Tablo 4.1. Kutluk-94 ve Kunduru-1149 yapraklarmmda Cd miktari

KUTLUE-94 KUNDURU-1149
YAPRAK _ YAPRAK _
0 Analiz Omektela Biomas Analiz Omekteki
S0NUCT Cd miktan {gram) SONLCY Cd miktan
(ICP-OES) | (mgke) (ICP-OES) | (mg'kg)
ppm ppm
Kontrol-1 0,20 0,00 - Kontrol-1 0,185 0,00 -
Kontrol-2 0,20 0,00 - Kontrol-2 0,185 0,00 -
Kontrol-3 0,20 0,00 - Kontrol-3 0,185 0,00 -
100-1 pM 0,20 84.60 0,016 100-1 0,185 154,80 0.028
100-2 pM 0,20 75,03 0,015 100-2 0,185 155,10 0,028
100-3 pM 0,20 123,90 0,024 100-3 0,185 118,30 0,021
200-1 pd 0,20 150,30 0,030 200-1 0,185 23590 0,043
200-2 pM 0,20 19220 0,038 200-2 0,185 21770 0.040
200-3 pM 0,20 188,10 0,037 200-3 0,185 24780 0,045
300-1 pd 0,20 373,60 0,074 300-1 0,185 20310 0.054
300-2 pd 0,20 311,20 0,062 300-2 0,185 37230 0,068
300-3 pdd 0,20 423,60 0,084 300-3 0,185 360,90 0.066

Uygulanan Cd konsantrasyonu ile Kutluk-94 cesidi yaprak orneklerinde biriken Cd
konsantrasyonlar1 arasindaki iligki SPSS 21.0 programi kullanilarak, One-Way ANOVA

testi ve Tukey post-hoc testi uygulanarak belirlenmistir.

Kutluk-94 ¢esidine ait yaprak 6rneklerinin Cd miktarlar1 uygulanan Cd dozlari ile
kiyaslandiginda Tablo 4.2 de goriilecegi lizere kontrol grubu ile diger tiim gruplar
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arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0.05). Sadece 100 ve 200 uM
konsantrasyonlar1 arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli degildir (p>0.05). Bu durum

100uM grubunun 3. tekrarindaki yliksek degerden kaynaklanmaktadir.

Tablo 4.2.Kutluk-94 yapraklarinda Agwr Metal miktarimin Istatistiki Sonuglar:

Multiple Comparisons
DependentVariable:  kufluk
_Mean 45% Confidence Interval
Difference (-
I arup__{J) arup J) Std. Error | Sig. Lower Bound | Upper Bound
Tukey HSD 1,00 2,00 -84,51000 | 27,00470 033 -180,9885 -8,0315
300 -176,86667 | 27,00470 001 -263,3452 -40,3881
400 -i]ﬁEl,-iEnEEi?‘ 2700470 000 -455 8457 -282 98481
2,00 1,00 94,51I]l]ﬂ-1 2700470 033 8,035 180 9835
300 -32, 35667 | 2700470 Q62 -168,3352 41218
4,00 -274,95667 | 27,00470 000 -361,4352 -188,4781
3,00 1,00 176,86667" | 27,00470 001 90,3881 2633452
2,00 8235667 | 2700470 062 41219 168,6352
400 =192 600 00 2700470 000 -279,0785 1061215
400 1,00 369 466 67 2700470 oo 282 9881 455 9452
2,00 27495667 | 27,00470 iliji] 1804781 361,4352
3,00 192,60000° | 27,00470 000 106,1215 279,0745

Uygulanan Cd konsantrasyonu ile Kunduru-1149 cesidi yaprak orneklerinde
biriken Cd konsantrasyonlar: arasindaki iliski SPSS 21.0 programi kullanilarak, One-
Way ANOVA testi ve Tamhane post-hoc testi uygulanarak belirlenmistir.

Kunduru-1149 ¢esidine ait yaprak 6rneklerinin Cd miktarlar1 uygulanan Cd dozlar
ile kiyaslandiginda Tablo 4.3 de goriilecegi lizere kontrol grubu ile diger tim gruplar
arasindaki fark istatistiksel olarak anlamlidir (p<<0.05). Sadece 200uM ve 300uM gruplari
arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli degildir (p>0.05).
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Tablo 4.3. Kunduru-1149 yapraklarinda Agir Metal miktarinin Istatistiki Sonuglar1

A
Tamhane 100 200 A42,08667 | 1288362 046 | -280,8139 -1 3194

300 23380000 | 875233 008 | -3280562 | -1395438
400 342,10000° | 2472003 031 [ -608.3167 -15,8833
200 1,00 142,0667 | 12,88362 048 1IN 260,8138
300 91,73333 | 1557534 036 | 1746335 -§,8332
400 20003333 | 2787594 033 [ -371,7385 -28,3282
300 1,00 23380000 | 875233 008 139,5436 328,0562
200 9173333 | 1557534 036 88332 174,6335
400 -108,30000 | 26,22372 200 | -309,7680 93,1680
400 100 342,10000° | 2472003 031 15,8633 6083167
200 20003333 | 2787504 033 28,3281 IN,7385
300 108,30000 | 26,2232 200 -93,1880 309,780
* The mean differance is significant atthe 0.05 level.

Kutluk-94 ve Kunduru-1149 bugday cesitlerinin farkli Cd dozlarina (100-200-
300uM) maruz birakildiktan sonra koklerinde belirlenen Cd miktarlar1 Tablo 4.4 de

gosterilmistir.
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Tablo 4.4. Kutluk-94 ve Kunduru-1149 kéklerinde Cd miktart

KUTLUE-%4 KUNDURU-1144
KOK KOK
0 Analiz | Omekteki Biomas Analiz | Omekteki
S0NUCY Cd (gram) sonucy Cd
({ICP- miktar ({ICP- miktar
OES) | (mgkg) QES) (mg/kg)
jHj iy ppm
Kontrol-1 0,18 8,00 - Kontrol-1 0,18 0,00 -
Kontrol-2 0,19 8.00 - Kontrol-2 0,18 0,00 -
Kontrol-3 0,18 10,00 - Kontrol-3 0,18 0,00 -
100-1 pM 0,18 08,80 0,109 100-1 0,18 865,50 0,173
100-2 pM 0,18 598.00 0,107 100-2 0,18 897.00 0,161
100-3 pM 0,18 92,80 0,124 100-3 0,18 812,70 0,164
200-1 pM 0,18 1113.00 0,200 200-1 0,18 1369.00 0,246
200-2 pM 0,18 1014.00 0,182 200-2 0,18 1352.00 0,243
200-3 pM 0,18 1082,00 0,194 200-3 0,18 1263.00 0,227
300-1 pM 0,17 128100 0,217 300-1 0,18 1864.00 0,335
300-2 pM 0,17 125900 0,214 300-2 0,18 182120 0,327
300-3 pM 0,17 1468.00 0,249 300-3 0,18 190380 0,342

Uygulanan Cd konsantrasyonu ile Kutluk-94 ¢esidi kok orneklerinde biriken Cd
miktarlart arasindaki iliski SPSS 21.0 programi kullanilarak, One-Way ANOVA testi ve
Tamhane post-hoc testi uygulanarak belirlenmistir. Tablo 4.5 de goriilecegi lizere kontrol
grubu ile diger tiim gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak anlamlidir (p<<0.05). Sadece

200uM ve 300uM gruplart arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli degildir (p>0.05).
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Tablo 4.5. Kutluk-94 kékte Agir Metal miktarimn Istatistiki Sonuclart

Tamhang

100 2,00 62420000 | 29,96821 014 | -oee 5147 | -301,8853
300 | -1060,66667 | 29,24228 005 | 13754533 | -746,1801
400 | -1327,00000° | £6,30737 015 | -20408915 | -613.1085
200 1,00 §24,20000° | 29,96821 014 | 3018853 | 9465147
3,00 436 46667 | 4186332 003 | 6384081 | 2345072
4,00 -702,60000° | 72,76052 019 | -1190,9698 |  -214,6302
300 1,00 1060,66667 | 20,24228 005 | 7461801 | 13751533
2,00 436 46667 | 4186332 003 | 2345272 | 63,4061
4,00 -266,33333 | 72,4645 20| 7596006 | 2269420
400 1,00 1327,00000° | 66,30737 015 | 6131085 | 20408915
2,00 702,80000° | 72,76052 019 | 2146302 | 11909698
3,00 266,33333 | 7246455 20| 2260420 | 7506006

* The mean difference is significant atthe 0.05 level.

Uygulanan Cd konsantrasyonu ile Kunduru-1149 ¢esidi kok o6rneklerinde biriken

tiim gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak anlamlidir (p<0.05)

Tablo 4.6. Kunduru-1149 kokte Agir Metal miktarinin Istatistiki Sonuglar:

agir metal miktarlar1 arasindaki iligki SPSS 21.0 programi kullanilarak, One-Way
ANOVA testi ve Tukey post-hoc testi ile belirlenmistir. Tablo 4.6’da da goriildiigii tizere

Multiple Comparisons
DependentVariable:  kunduru_kok
 Mean 95% Confidence Interval
Difference (-
Mamup () grup J) Std. Error | Sig. Lower Bound | Upper Bound
TukeyHSD 1,00 2,00 -925,06667 | 32,23663 000 | -1028,2997 -821,8336
3,00 -1328,00000° | 32,23663 000 | -1431,2330 | -1224,7670
4,00 -1863,00000° | 32,23663 000 | -1966,2330 | -1759,7670
2,00 1,00 925,06667 | 32,23663 .o 821,8336 1028,2997
3,00 -402,93333 | 32,23663 000 -006,1664 -289,7003
4,00 -937,93333 | 32,23663 000 | -1041,1664 -834,7003
3,00 1,00 1328,00000 | 32,23663 0o 1224, 7670 1431,2330
2,00 40293333 | 32,23663 oo 298,7003 506,1664
400 -535,00000 | 32,23663 .o -G38,2330 -431,7670
4,00 1,00 1863,00000 | 32,23663 .o 1759,7670 19686,2330
2,00 937,93333 | 32,23663 .o 834,7003 1041,1664
3,00 535,00000° | 32,23663 .0oa 4317670 G38,2330

Ayni Cd konsantrasyonlarina maruz birakilan ¢esitlerin kok ve yapraklarinda
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sample t test ile gerceklestirilmistir. Bu analiz bugday ¢esitlerine uygulanan tim Cd

konsantrasyonlari i¢in ayr1 ayr1 yapilmstir.

Kutluk-94 ve Kunduru-1149’ya ait kontrol gruplarinin yaprak érnekleri arasinda
istatistiksel olarak bir fark yoktur (p>0.05). 100uM’lik konsantrasyonda yine her iki
¢esidin yapraklarinda biriken agir metal konsantrasyonu agisindan anlamli bir farklilik
s0z konusu degildir (p>0.05, t:-1,175). 200uM konsantrasyonunda da istatistiksel olarak
anlaml bir fark gozlenmemistir (p>0.05, t:-3,271). Ayn1 durum 300uM konsantrasyon
icin de gecerlidir (p>0.05, t: 0,601).

Kutluk-94 ve Kunduru-1149 gesitleri kok drneklerinin kontrol gruplari arasinda da

istatistiksel olarak bir fark yoktur (p>0,05).

100uM konsantrasyonunda ise her iki tiirlin koklerinde biriken agir metal
konsantrasyonu agisindan istatistiksel olarak anlamli bir farklilik s6z konusudur (p<0.05,
t:-7,361). 200uM konsantrasyonunda da durum aynidir (p<0.05, t: -5,698). 300uM
konsantrasyonunda da ¢esitlerin koklerinde biriken agir metal konsantrasyonlar

acisindan anlamli bir fark vardir (p<0.05, t: -11,458).

Ozetle, Kutluk-94 ve Kunduru-1149 yapraklarinda biriken Cd miktar1 agisindan
higbir konsantrasyonda anlamli bir fark yokken, koklerde ise tiim konsantrasyonlarda
anlamli bir farklilik s6z konusudur. Kunduru-1149 c¢esidi koklerinde daha fazla Cd

birikimi tespit edilmistir.

4.2 Kantitatif Real Time PCR Analizi

Real-time PCR, reaksiyon esnasinda her bir PCR sikliisiinde yeterli miktarda
irlinlin verdigi floresans 1s18a gore calisip reaksiyonu agsama sonuna kadar olusan tiriinii
kontrol eden bir sistemdir. Cift iplikli DNA’ya baglandiklarinda floresans 1s1ma veren
boyalar (SYBR) kullanilarak, amplifikasyona bagli DNA artis1, ortaya ¢ikan floresansin

miktar ile 6l¢iilmektedir.

Calismamizda kullanilan 3 farkli miRNA (miR159, miR171 ve miR395) ile kontrol
olarak kullanilan miR161’e ait cDNA iiriinleri ters transkriptaz enzimi ile spesifik

primerler kullanilarak elde edilmistir.
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4.3.miRNA Gen ifadesi Analiz Sonuclari

Real time PCR kullanarak gen ifadesindeki nispi degisiklikleri 6l¢gmek ve verileri
dogru sekilde analiz etmek i¢in belirli denklemler, varsayimlar ve bu varsayimlarin test
edilmesini gerektirir (Livak ve Schmittgen, 2001). C; (cycle threshold), gercek zamanl
PCR deneylerinde floresan sinyal miktarinin, gézlemlenebilmesi i¢in gereken minimum
degeri (esik degerini) gectigi dongl sayisidir. Calismamizda C; degerleri 3 biyolojik
tekrar ve 2 teknik tekrar sonucunda elde edilen verilerin ortalamalar1 hesaplanarak elde
edilmistir. Real time PCR analinde veriler, hedef genin endojen bir referans gen ile

normalize edilip kontrole gore gen ekspresyonundaki kat degisimi (Fc) olarak sunulur.

Calisma sonucunda tiim hesaplamalar yapilarak elde edilen Fc degerleri Tablo 4.7,

4.8,4.9 ve 4.10’da verilmistir.

Tablo 4.7. Kutluk-94-Yaprak miRNA Fc degerleri

Kutluk-94 miR1359 miR171 miR395
100 0,930£0.10 1.218=0.35 0.814=0.005
200 1.090=0.002 0.915=0.07 1.864=0.23
300 1.127£0.05 0,767=0.13 1.151=0.09

Tablo 4.8. Kutluk-94-K6k miRNA Fc degerleri

Kutluk-94 miR159 miR171 miR395
100 1406024 1,064£0.17 1,033+£0.07
200 1.540=0.50 0,820=0.10 1,081+0.03
300 1,94420.02 0,715£0.10 1,158+0.11




Tablo 4.9. Kunduru-1149-yaprak mirna Fc degerleri

EKunduru-1149 miR159 miR171 miR305
100 1.396+0.15 0,815+0.01 0.412+0.05
200 2195024 0,862+0.06 0,360+0.02
300 2.541+0.92 0,522+0.01 0,314+0.19
Tablo 4.10. Kunduru-1149-k6k mirna Fc degerleri
Kunduru-1149 miR159 miR171 miR395
100 1.059=0_08 0.831+0.19 0.629=027
200 0.827=0.10 0.656=0.11 1.043=0.01
300 0.674=0.14 0.559=021 1.371=0 45

4.4.miRNA Gen ifadesi Analiz Grafikleri

Erime egrisi analizi (Melting curve), SYBR-Green gibi floresan boyalarin
kullanildig1 analizlerde, ¢ogalan DNA’nin hedef bolge oldugunu kesinlestirmek amaciyla
kullanilir. Erime egrisi analizinde, ikili sarmal DNA 6rneginin sicakligl yavas yavas
artirilarak floresan sinyalin sicakliga bagli degisimini gdsteren bir grafik olusturulur.
Caligmamizda hedef miRNA’lara ait primerlerin giivenilirligini test etmek i¢in erime
egrisi analizi yapilmig ve primer dimer olusumu ve 6zgiil olmayan amplifikasyon

tiriinlerinin varlig1 kontrol edilmistir.
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4.4.1. miR159 analiz sonucu

miR159’a ait qRT-PCR analizinden elde edilen erime egrisi ve

grafigi Sekil 4.1°de gosterilmistir.

AR
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1.50 -
1.25
1.00 -
0,75 1
0.50 -
0.25 -
0.00 -

Derivative Reporter (-Rn)

88.0 730 78.0 83.0 88.0 93.0

Temperature (°C)

a. Erime egrisi

Amplification Plot

amplifikasyon

4 &8 &8 10 12 1 18 18 20 2 28 28 28 0
Cycle

b. Amplifikasyon Grafigi

Sekil 4.1. miR159 Erime Egrisi (a) Amplifikasyon Grafigi (b)
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4.4.2.miR161 analiz sonucu

miR161’e ait qRT-PCR analizinden elde edilen erime egrisi ve amplifikasyon

grafigi Sekil 4.2°de gosterilmistir.

Melt Curve

Derivative Reporter (-Rn)

85.0 70.0 75.0 80.0 85.0 20.0 95.0

Temperature (°C)
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Cycle

b. Amplifikasyon Grafigi

Sekil 4.2. miR161 Erime Egrisi (a) Amplifikasyon Grafigi (b)
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4.4.3.miR171 analiz sonucu

miR171’e ait qRT-PCR analizinden elde edilen erime egrisi ve amplifikasyon

grafigi Sekil 4.3’ de gosterilmistir.

ARn
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0,25 4
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a. Erime Egrisi
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4 & a 10 12 12 18 18 20 22 24 25 23 30 I 34 38 38 40 42
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b. Amplifikasyon Grafigi

Sekil 4.3. miR171 Erime Egrisi (a) Amplifikasyon Grafigi (b)
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4.4.4.miR395 analiz sonucu

miR395’e ait qRT-PCR analizinden elde edilen erime egrisi ve amplifikasyon

grafigi Sekil 4.4’de gosterilmistir.

ARN
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Sekil 4.4. miR395 Erime Egrisi (a) Amplifikasyon Grafigi(b)
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4.5.Calisilan miRNA’larin Gen Ekspresyon Seviyesine Gore Karsilastirmah Analizi

4.5.1. Kutluk-94 cesidi yaprak ve koklerinden elde edilen bulgular
Kutluk-94 c¢esidine ait bitkilere farkli dozlarda Cd uygulanmasinin ardindan
yaprakta miR159, miR171 ve miR395 gen ekspresyon seviyelerindeki degisim Sekil 4.5

de gosterilmistir.

KUTLUK-YAPRAK
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Sekil 4.5. Kutluk-94 Cegsidi Yaprak Orneklerinde miR159, miR171 ve miR395 in
Farkl Cd Konsantrasyonlarindaki Ekspresyon Seviyeleri

Kutluk-94 yapraklarinda 100uM’lik Cd uygulamasinda miR159 ekspresyon
seviyesinde azalma, 200uM’lik ve 300uM’lik Cd uygulamasinda ise ekspresyon
seviyesinde artis oldugu gozlemlenmistir. Kutluk-94 yapraklarinda 100uM’lik Cd
uygulamasinda miR171'in ekspresyon seviyesinde artis olurken diger iki dozda azalma
gozlemlenmistir. Kutluk-94 yapraklarinda 100uM’lik Cd uygulamasinda miR395'in
ekspresyon seviyesinde azalma, 200uM’lik Cd uygulamasinda ise artis gorilmiistiir.
300uM’lik Cd uygulamasinda ise miR395'in ekspresyon seviyesinde kontrole gore artis

olurken 200uM’lik Cd uygulamasina gore azalma gézlemlenmistir.

Kutluk-94 koklerinde farkli dozlarda Cd uygulanmasindan sonra tespit edilen
miR159, miR171 ve miR395’in gen ekspresyon seviyelerindeki degisim Sekil 4.6’da

gosterilmistir.
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Sekil 4.6. Kutluk-94 Cesidi Kok Orneklerinde miR159, miR171 ve miR395’in Farkl

Cd Konsantrasyonlarindaki Ekspresyon Seviyeleri

Kutluk-94 koklerinde 100, 200 ve 300uM’lik Cd uygulamasinda miR159'un
ekspresyon seviyesinde doza bagli artis gozlemlenmistir. Kutluk-94 koklerinde
100uM’lik Cd uygulamasinda miR171'in ekspresyon seviyesinde kontrole gore hafif bir
artis, 200 ve 300uM’lik Cd uygulamasinda ise ekspresyon seviyesinde azalma
gozlemlenmistir. Kutluk-94 koklerinde 100, 200 ve 300uM’lik Cd uygulamasinda

miR395"un ekspresyon seviyesinde kontrole gore artis gozlenmistir.

4.5.2. Kunduru-1149 cesidi yaprak ve koklerinden elde edilen bulgular

Kunduru-1149 c¢esidine ait bitkilere Cd’un farkli dozlarinin uygulanmasinin
ardindan yaprakta miR159, miR171 ve miR395’un gen ekspresyon seviyelerindeki

degisim Sekil 4.7°de gosterilmistir.
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Sekil 4.7. Kunduru-1149 Cesidi Yaprak Orneklerinde miR159, miR171 ve miR395’in Farkli Cd

Konsantrasyonlarindaki Ekspresyon Seviyeleri

Kunduru-1149 yapraklarinda 100, 200 ve 300uM’lik Cd uygulamasinda
miR159'un ekspresyon seviyesinde doza bagh artis goriilmiistiir. Kunduru-1149
yapraklarinda 100, 200 ve 300uM’lik Cd uygulamasinda miR171 ve miR395’in

ekspresyon seviyesinde ise azalma oldugu gozlemlenmistir.

Kunduru-1149 ¢esidine ait bitkilere farkli Cd dozlar1 uygulandiktan sonra kokte
miR159, miR171 ve miR395’in gen ekspresyon seviyelerindeki degisim Sekil 4.8’de

gosterilmistir.
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Sekil 4.8. Kunduru-1149 Cesidi Kok Orneklerinde miR159, miR171 ve miR395 ’in Farkli Cd

Konsantrasyonlarindaki Ekspresyon Seviyeleri
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Kunduru-1149 koklerinde 100uM’lik Cd uygulamasinda miR159 ekspresyon
seviyesinde artig, 200 ve 300uM’lik Cd uygulamasinda ise ekspresyon seviyesinde
azalma oldugu goézlemlenmistir. Kunduru-1149 koklerinde 100, 200 ve 300uM’lik Cd
uygulamasinda miR171’in ekspresyon seviyesinde doza bagli azalma goriilmiistiir.
Kunduru-1149 koklerinde 100uM’lik Cd uygulamasinda miR395’in  ekspresyon
seviyesinde kontrole gore azalma goriilmiistiir. 200 ve 300uM’lik Cd uygulamasinda ise

ekspresyon seviyesinde artis oldugu gozlemlenmistir.
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5.TARTISMA VE SONUC

Son yillarda, abiyotik stres faktorlerinden olan agir metallerin asir1 birikimi
diinyay1; bitkilerin biiylimesini ve gelisimini olumsuz yonde etkileyen 6nemli bir ¢evresel
sorun olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Kadmiyum (Cd), atmosfer birikimi, endiistriyel
faaliyetler, kanalizasyon atiklar1 ve giibre uygulamasi gibi dogal siirecler ve antropojenik
faaliyetler yoluyla toprakta birikmektedir (Fan ve ark., 2009). Cd, bitkiler tarafindan
kolayca alinir ve nispeten yliksek konsantrasyonda biriktirilebilecegi yenilebilir kisimlara
aktarilir; bugday danelerinde de yiiksek oranlarda Cd biriktigi tespit edilmistir (Adams ve
ark., 2004). Bugday (Tritium aestivum L.) dahil olmak iizere bir¢ok mahsul tiiriiniin,
mahsul biiylimesi lizerinde olumsuz etkiler olmaksizin insan tiikketimi i¢in Onerilen
maksimum seviyeyi asabilecek bir dereceye kadar Cd biriktirdigi rapor edilmistir (Gray

ve ark., 2001).

Bu tez calismasinda iilkemizde en ¢ok tarimi yapilan tahil bitkisi bugdayin
(Triticum aestivum L.) Kutluk-94 ve Kunduru-1149 gesitleri CdCly'nin farkli dozlarina
(100 uM, 200 uM, 300 uM) maruz birakilarak kok ve yapraklardaki Cd birikim seviyeleri
belirlenmis, agir metal stresi ile iligkili bazit miRNAlarin (miR159, miR171 ve miR395)

ekspresyonlarindaki degisiklikler aragtirilmistir.

Yapilan agir metal 6l¢limlerinin istatistik analiz sonuclari her iki bugday ¢esidinde
de kontrolle kiyaslandiginda artan doza bagl olarak kok ve yapraklarda Cd miktarinin
arttigin1 gostermistir (p<0.05). Benzer sekilde, Tongarlak ve ark. (2020) ekmeklik ve
makarnalik bugday c¢esitlerinde bitkilerin tiim organlarinda biriken Cd miktarinin
uygulanan Cd dozlarindaki artisa paralel olarak arttigini bildirmistir (P < 0.01) Kutluk-
94 ve Kunduru-1149 ¢esitlerini Cd birikimi agisindan kiyasladigimizda (Paired sample t-
test) Kunduru-1149 cesidinde Kutluk-94 cesidinden daha fazla Cd biriktigi ve bu
birikimin koklerde daha fazla oldugu goriilmiistiir. Greger ve Lofstedt (2004) makarnalik
bugdaylarin ekmeklik bugdaylardan daha fazla Cd akiimiile ettigini bildirmistir;
dolayisiyla Kunduru-1149 makarnalik bugday ¢esidi oldugundan Kutluk-94’e gore daha
fazla Cd biriktirmesi beklenen bir durumdur. Bitkilerin agir metalleri tolere edilebilirlik
ve biriktirilebilirlik Uist siirlart farkli bitki tiirlerinde farkli derecelerde olabilmektedir

(Ernst vd, 1992).
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Bu farkliliklar bitkilerde morfolojik yapilarin bozulmasindan kaynakli ya da
yiiksek agir metal birikiminin sitozolden uzaklastirilmasinda kullanilan metal baglayici
ligandlarin inaktivasyonundan, enzimatik veya enzimatik olmayan antioksidanlarin
islevini diizenli olarak yerine getirememesinden, agir metallerin (Cd, Pb) bitkiler
tarafindan taninmasinda ve ilgili molekiiler mekanizmalarin diizenlenmesinde rol
oynayan sinyal mekanizmalarinin bozulmasindan kaynakli olabilir. Ayrica, Yiicel ve
Yiicel (2013), farkli agir metallerin 17 bugday genotipi lizerindeki etkilerini aragtirdiklari
calisma sonucunda agir metal stresinden en ¢ok “Kutluk-94” ¢esidinin etkilendigini,
“Kira¢” ve “Kunduru-1149” ¢esitlerinin ¢alisilan 17 genotip arasinda en dayanikli ¢esitler

oldugunu belirtmislerdir.

Sonuglarimiza gore calisilan ¢esitlerin kok ve yapraklarinda biriken Cd miktari
farklilik gostermektedir. Kutluk-94 kok ve yapraklarinda biriken Cd miktar1 sirastyla
0,226 ve 0,073 mg/kg, Kunduru-1149 kok ve yapraklarinda biriken Cd miktart ise
sirastyla 0,334 ve 0,062 mg/kg olarak bulunmustur. Kadmiyum, bugdaymn kokiine
tastyicilar (NRAMP, ZIP ve diisiik nitelikli kalsiyum tastyicilar), katyon kanallar1 ve Cd
selatlar1 yoluyla girer. Kadmiyum, yiiksek mobilitesi nedeniyle kok alimi ve siirgiinlere
ve tanelere yer degistirme yoluyla gecerek bitkilere kolayca ulagabilir (Abedi ve Mojiri,
2020). Bir¢ok calisma, bugdaydaki yiiksek Cd iceriginin koklerde biriktigini ve Cd'nin
stirgiin ve tanelere translokasyonla gecebilecegini gdstermistir (Abbas ve ark. 2017).
Payandeh vd. (2018) bugdayda yaptiklar1 bir ¢alismada tohum, gévde ve kokte biriken
Cd miktarlarin1 0.29, 0.62, ve 0.95mg/kg olarak belirlemisler ve bunu bugday bitkilerinin
Cd transferine kars1 bir diren¢ mekanizmasina sahip oldugu ve Cd birikiminin en fazla

kokte sonrasinda ise azalarak govde ve tohumda biriktigini bildirmislerdir.

Son zamanlarda artan biyotik veya abiyotik stres faktorlerine karst miRNA’larin
onemi artmistir. miRNA’lar 6zel hedef gen bolgelerini baskilayarak patojen zararinin
etkisinden ve diger kuraklik tuzluluk ve agir metal gibi abiyotik stres faktdrlerinin
etkisinin azaltilmas gibi stres cevaplarini diizenlemektedir (Ilhan vd., 2014). MikroRNA
(miRNA), hedef mRNA'min degradasyonuna veya translasyonuna aracilik ederek
transkripsiyondan sonra hedef genlerin ekspresyonunu negatif olarak diizenleyen ve yeni

bir ekspresyon diizenleyici tipi olan 6nemli bir kii¢iik RNA grubudur (Lee ve ark., 1993).
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Onceki caligmalar, Cd ile iliskili miRNA'larin agir metal tasima, kiikiirt
asimilasyonu, antioksidan stres ve oksin sinyal iletim yollar1 yoluyla Cd stresine verilen
yanita katilabilecegini ve bitkilerin agir metal stresine yanit verme siirecinde onemli bir

rol oynayabilecegini géstermistir (Mendoza-Soto ve ark., 2012).

Son yillarda, yiiksek verimli dizileme teknolojisinin gelistirilmesi ve
uygulanmasiyla, bitkilerde agir metallerle ilgili giderek daha fazla miRNA klonlanmis ve
tanimlanmistir (Liuliu vd., 2020).

Bu calismamizda iki farkli bugday cesidinin (Kutluk-94 ve Kunduru-1149)
kadmiyum stresine verdigi cevaplar 3 farkli miRNA (miR159, miR171 ve miR395)

kullanilarak arastirilmistir.

MikroRNA’lar igerisinde c¢ogunlukla korunmus olarak bilinen en Onemli
miRNA’lardan biri miR159’dur. miR159 ozellikle yaprak gelisimi, ¢igek organlari
tanimlanmasi gibi énemli rolii olan birkag MYB transkripsiyon faktdr genini hedefleyen

bir mikroRNA ¢esididir (Millar vd., 2019; Achard vd., 2004).

Calismamizda Kunduru-1149°da miR159 ekspresyonunun kokte yukari regiile
edildigi, yaprakta ise 100 pM’lik konsantrasyon hari¢ diger konsantrasyonlarda (200uM
ve 300uM) asag regiile edildigi gorilmiistir. Kutluk-94* de ise miR159’un
ekspresyonunun hem yaprak hem de kokte yukari regiile edildigi tespit edilmistir. Farkli
bitkilerde yapilan ¢alismalar miR159’un kadmiyum, civa, aliiminyum, mangan ve arsenik
gibi agir metal streslerine yanit olarak asagi regiile edildigini bildirmistir (Noman ve
Ageel, 2017). Triticum aestivum’da yapilan bir diger ¢alismada kadmiyum stresinde
miR159’un kokte ve yaprakta asagi regiile edildigi bulunmustur (Qiu vd., 2016). Agir
metal biriktiren bir bitki olarak bilinen R. communis’te ise miR159’un nikel stresinde
kokte ve yaprakta yukari regiile edildigi gosterilmistir (Celik ve Akdas, 2019). Brassica
juncea’da yapilan bir diger ¢alismada arsenik stresi altinda miR159 gen ekspresyonunun
kokte ve filizde 6. ve 24. saatlerde yukari regiile edildigi 72 saatte ise kokte asagi regiile
edildigi, filizde ise yukar1 regiile edildigi bulunmustur (Srivastava vd., 2012).
Dolayisiyla, miR159 ekspresyonu bitki tiiriinden tiiriine, ayrica farkli organlarda farkl

ekspresyon gosterebilmektedir.
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miR171, 21 niikleotid dizisi ile kapali tohumlu bitkiler (angiosperm) arasinda
korunan mikroRNA’lar i¢erinde yer almaktadir (Zhu vd., 2015). Ayrica miR171’in SCL

transkripsiyon faktor ailesinin liyelerini diizenlemede rolii oldugu bilinmektedir.

A. thaliana'da yapilan bir ¢alismada miR171'in hedef genleri (SCL6 - II, SCL6 -
I ve SCL6 - IV)’nin meristem olusumunda, kok ve yaprak gelisiminde, vaskiiler gelisim
ve stres tepkisinde rol oynadigi1 gosterilmistir (Llave vd., 2002a, 2002b; Bolle, 2004; Lee
vd., 2008; Wang vd., 2010). miR171’in Brassica juncea, Brassica napus, Medicago
truncatula, Phaseolus vulgaris ve Oryza sativa’da civa, arsenik ve kadmiyum streslerine
yanit olarak asagi regiile edildigi, aliiminyum stresi altinda yukar1 regiile edildigi
gosterilmistir (Yang, 2013). Yapilan bagka bir ¢alismada, R. communis bitkisi tizerinde
nikel agir metalinin miR171’in kékte ve yaprakta asagi regiile edildigi gosterilmistir

(Celik ve Aktas, 2019).

Calismamizda Kutluk-94 yaprak ve koklerinde 100 pM’lik konsantrasyonda
miR171’in yukan regiile edildigi, 200 ve 300 uM’lik konsantrasyonda asagi regiile
edildigi gortilmistiir. Cd uygulanan Kunduru-1149 bitkilerinin kok ve yapraklarinda ise

miR171’in asagi regiile edildigi gorilmiistiir.

miR395’in siilfat eksikligi durumunda ekspresyon seviyesinin indiiklendigi ve
siilfat homeostazinin diizenlenmesi agisindan olduk¢a 6nemli oldugu bilinmektedir
(Kawashima vd.,2009; Liang 2010). miR395'in ekspresyonunun yukari regiilasyonu,
koklerden artan translokasyona bagli olarak yapraklarda siilfat birikmesine sebep olur
(Kawashima vd.,2009; Liang 2010). Arabidopsis bitkisinde yapilan bir ¢aligma da
miR395’in siilfat eksikliginde yukar1 regiile edildigi ve stilfat miktarim1 etkileyen
bilesenlerinden s6z edilmistir. Sistein’in eksikligi sonucunda biriken sistein onciisii O-
asetilserin miR395 birikiminde artisa neden olur. Bitkilerin siilfat alimin1 ve
asimilasyonunu inhibe eden sistein ile beslenmesi miR395 ekpresyonunu arttirirken,
glutatyon sentezinin bir inhibitorii olan butiyonin siilfoksimin miR395 ekspresyonunu
azaltmistir (Matthewman vd., 2012). R. communis’te yapilan bir ¢alismada nikel stresinde
miR395’in yaprakta ve kokte asagi regiile oldugu gosterilmistir (Celik ve Aktas, 2009).
Brassica juncea’da yapilan bir diger c¢alismada, arsenik stresinde miR395 gen
ekspresyonunun kokte ve filizde 6. ve 24. saatlerde yukarn regiile edildigi 72 saatte ise

asagi regiile edildigi gosterilmistir (Srivastava vd., 2012).

60



Kutluk-94 yapraklarinda miR395’in 100 uM’lik konsantrasyonda asagi regiile
edildigi, 200 ve 300 uM’lik konsantrasyonda ise yukari regiile edildigi gézlemlenmistir.
Kutluk-94 koklerinde ise miR395’in tiim konsantrasyonlarda yukar1 regiile edildigi

gozlenmistir.

Kunduru-1149 yapraklarinda tiim konsantrasyonlarda miR395’in asagi regiile
edildigi, koklerde ise 100 uM’lik konsantrasyonda asagi regiile edilirken, 200 ve 300

uM’lik konsantrasyonda yukari regiile edildigi gozlemlenmistir.

Sonu¢ olarak, bu tez c¢alismasinda bugdayin Kutluk-94 ve Kunduru-1149
cesitlerinde artan Cd dozlarinda koklerde yapraklara gore daha fazla Cd biriktigi ve
Kunduru-1149 koklerindeki birikimin Kutluk-94’e gore belirgin sekilde yiiksek oldugu
bulunmustur. Calisma laboratuvar ortaminda yapildigindan cesitleri olgunluga kadar
biiyliterek danelerinde biriken Cd miktarin1 6lgmek miimkiin olmamistir. Bundan sonra
yapilacak c¢alismalarda Kutluk-94 ve Kunduru-1149 cesitlerinin tarla denemeleri
yapilarak danelerde biriken Cd miktarinin da saptanmasi1 hangi ¢esidin daha giivenilir bir
sekilde kullanilabilecegi konusunda bilgi verecektir. Calismamizda artan Cd dozlarinda
agir metal stresi ile iligkili miR159, miR171 ve miR395’in ekspresyonlar1 da gesitler
arasinda degisiklik gostermistir. Bu c¢alismanin agir metal stresiyle iligkili ilave
miRNA’lar ve ¢alisilan miRNA’larin hedef genlerinin ekspresyonlarinin da dahil edilerek
genisletilmesi bugdayda Cd birikimi siirecinin nasil kontrol edildigi ile ilgili 6nemli

bilgiler saglayacaktir.
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