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OZET
DOKTORA TEZi

/Arabidopsis thaliana’DA KOMBINE KURAKLIK VE AZOT ACLIGI iLE
ILISKiLI MIKRORNALARIN TRANSKRiPTOMIK ANALIiZLERIl

Emmanuela Lemnyuy WIRSIY

istanbul Universitesi
Fen Bilimleri Enstitlst

Molekiiler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dah

Damgsman: Prof. Dr. Ozgir CAKIR

Kuraklik ve besin eksikligi gibi abiyotik stres faktorleri, bitki bilylimesi ve tarimsal liretkenlik
icin 6nemli kisitlamalardir. iklim degisikliginin gevresel dalgalanmalan yogunlastirmasiyla
birlikte, bitkiler giderek daha fazla stres faktdriine maruz kaliyor ve bu da hayatta kalmalarini
ve verimlerini 6nemli Olgiide etkiliyor. Stres tepkilerini yoneten molekiiler mekanizmalari
anlamak, gelismis esneklige sahip mahsuller gelistirmek i¢in ¢ok dnemlidir. Bu mekanizmalar
arasinda, mikroRNA'lar ve transkripsiyon faktorleri, gen ekspresyonunun diizenlenmesinde ve
adaptif tepkilere aracilik edilmesinde ¢ok Onemli roller oynar. Bu c¢alismada, Arabidopsis
thaliana callus dokulari, miRNA'larin ve hedef genlerinin ekspresyon paternlerini arastirmak
icin Murashige ve Skoog kiiltiir ortam1 kullanilarak kombine kuraklik ve azot eksikligi stresine
maruz birakildi. Dizileme sonuglar, birlesik kosullar i¢in ortak olan 117 miRNA'y1 ortaya
cikarmaktadir. Farli sekilde ifade edilen bazi miRNA'lar, miR156j, miR157b, miR158b,
miR166b'yi icermektedir. Bu miRNA'lar, uygulamalar arasinda farkli gen anlattm modelleri
sergiledi ve bu da kok gelisimi, hormon sinyalizasyonu ve transkripsiyonel diizenleme gibi stres

adaptasyon mekanizmalarina dahil olduklarini diisiindiirdi. miR390, miR781, miR1543,

Xiv



miR829, miR8155, miR5643 ve miR403 gibi daha 6nce karakterize edilmis birkag miRNA da
tespit edildi. Gen hedefi tanimlamasi dogrulandi miR165 ve miR166, meristem baslangicini ve
vaskiiler gelisimi kontrol eden PHABULOSA, PHAVOLUTA, REVOLUTA ve CORONA'y1
diizenler. RH39, coklu stres kosullar1 altinda metabolik yolaklarin etkilesiminde anahtar bir
diizenleyici olarak tammlanirken, miR319 tarafindan hedeflenen TCP24’iin azot eksikligi
durumunda ikincil hiicre duvar1 kalinlagsmasinit modiile ettigi belirlenmistir. Ek olarak, fosfat
homeostazinda yer alan UBC24, stres uygulamalar arasinda farkli sekilde anlatim sergileyerek
azot eksikligi tepkilerindeki diizenleyici roliinii vurguladi. Gen Ontolojisi analizi, stres
adaptasyonunu yoOneten karmasik molekiiler aglar1 yansitan transkripsiyonel diizenleme,
ATP'ye bagl aktivite ve RNA helikaz fonksiyonlarinda zenginlesmeyi vurguladi. Bu bulgular,
birlesik streslere yanit olarak miRNA aracili diizenleyici mekanizmalar hakkinda yeni bilgiler
saglayarak, genetik miithendisliginin ¢evresel zorluklara karst mahsul direncini artirmast i¢in

potansiyel hedefler sunar.

Subat 2025, 101 sayfa.

Anahtar kelimeler: Abiyotik stres, iklim degisikligi kuraklik, azot eksikligi, miRNA,
Arabidopsis thaliana, gen ekspresyonu
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SUMMARY

Ph.D. THESIS

[TRANSCRlPTOl\/l IC ANALYZES OF MICRORNAS ASSOCIATED WITH
COMBINED DROUGHT AND NITROGEN STARVATION IN Arabidopsis
thaliana

Emmanuela Lemnyuy WIRSIY

Istanbul University
Institute of Graduate Studies in Sciences

Department of Molecular Biology and Genetics

Supervisor: Prof. Dr. Ozgir CAKIR

Abiotic stress factors such as drought and nutrient deficiency are major constraints to plant
growth and agricultural productivity. With climate change intensifying environmental
fluctuations, plants are increasingly subjected to multiple stress conditions, which significantly
impact their survival and yield. Understanding the molecular mechanisms governing stress
responses is essential for developing crops with enhanced resilience. Among these mechanisms,
microRNAs and transcription factors play pivotal roles in regulating gene expression and
mediating adaptive responses. In this study, Arabidopsis thaliana callus tissues were subjected
to combined drought and nitrogen deficiency stress using Murashige and Skoog culture medium
to investigate the expression patterns of miRNAs and their target genes. Sequencing results
revealed 117 miRNAs common to the combined conditions. Some differentially expressed
miRNAs, included miR156j, miR157b, miR158b, miR166b. These miRNAs exhibited distinct
expression patterns across treatments, suggesting their involvement in stress adaptation

mechanisms such as root development, hormone signaling, and transcriptional regulation.
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Several miRNAs that have been previously characterized were also detected, such as miR390,
miR781, miR1543, miR829, miR8155, miR5643, and miR403. Gene target identification
confirmed miR165 and miR166 regulate PHABULOSA, PHAVOLUTA, REVOLUTA, and
CORONA, which control meristem initiation and vascular development. RH39 was identified
as a key regulator in metabolic pathway crosstalk under multiple stress conditions, while
TCP24, targeted by miR319, modulated secondary cell wall thickening under nitrogen
deficiency. Additionally, UBC24, involved in phosphate homeostasis, exhibited differential
expression across stress treatments, highlighting its regulatory role in nitrogen deficiency
responses. Gene Ontology analysis highlighted enrichment in transcriptional regulation, ATP-
dependent activity, and RNA helicase functions, reflecting the intricate molecular networks
governing stress adaptation. These findings provide novel insights into miRNA-mediated
regulatory mechanisms in response to combined stresses, offering potential targets for genetic

engineering to enhance crop resilience against environmental challenges.
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1. GIRIS

Iklim degisikligi, diinya yiizeyi iizerinde olumsuz etkileri olan kiiresel bir olgudur. Olumsuz
iklim kosullar, kirlilik gibi insan faaliyetleri ile birlikte, abiyotik stresin daha sonra artmasinin
ana nedenidir [1,2]. Bitkilerin statik dogasi, onlar siirekli olarak bu streslere maruz birakir ve
bu da bitki veriminde bir azalmaya yol agar [1,2]. Kuraklik ve azot eksikligi, bitkilerin
karsilastigi baskin abiyotik stres arasindadir [3-5]. Kuraklik stresi, terleme ve buharlasma
yoluyla siirekli su kayb1 nedeniyle su yetersizliginden kaynaklanir ve reaktif oksijen tiirlerinin
(ROS) olusumu ile bitkide genis hiicresel hasara neden olur [5,6]. Azot noksanligi ise bitkiye
azotun yetersiz miktarda verilmesini ifade eder. Azot, amino asitlerin ve proteinlerin olusumu
icin gerekli olan bir makro besindir [1,7] . Kuraklik, diinyanin hemen hemen tiim kitalarini
etkileyen kiiresel bir olgudur [8]. 2024 Kiiresel kuraklik raporuna gore [8], 6zellikle artan insan
nifusunda, diger ihtiyaglarin yam sira tarimsal kaygilarin ele alinmasina acil bir ihtiyag vardir.
Kuraklik, besin maddelerini kokler tarafindan alinmadan 6nce ¢6zmek i¢in su gerektiginden
toprak neminde bir azalmaya neden olur [9-11]. Tarimsal ekosistemi iyilestirmek i¢in azotlu
giibrelerin kullanilmasi, ekonomik ve ekolojik sorunlara neden olma egilimindedir [12]. Bu

nedenle, etkili bitki bilylimesi i¢in bu sistemlerin ayarlanmasina ihtiyag¢ vardir.

MikroRNA'lar (miRNA'lar) son zamanlarda ¢esitli ¢evresel streslere yamt olarak Onemli
molekiiller olarak ortaya ¢ikmistir [13-15,15-17]. Stres kosullar1 altinda miRNA profilleri,
tarimda mahsul 1slah programlarin1 ve genetik miihendisligi cabalarini gelistirmek i¢in umut
verici yollar sunar. MiRNA profilleri ile aragtirmacilar, mahsul direncini ve iiretkenligini
artirmak icin temel genetik yollar belirleyebilir ve manipiile edebilir [1,12]. Piring, bugday gibi
cesitli bitkilerde abiyotik ve biyotik streslere karsi direnci artirmak igin miRNA tabanlt
teknolojiler uygulanmistir [18-21]. Bu uygulamalar, miRNA'larin bitki tepkilerini yeniden
programlama ve mahsul direncini artirma potansiyelini gdostermektedir [22]. MiRNA'larin
genom diizenlemede kullanilmasi, piring gibi mahsullerdeki 6zelliklerin iyilestirilmesinde
basar1 gostermistir ve diger bitki tiirlerinde daha genis uygulamalar igin potansiyeli
vurgulamaktadir [23]. MiRNA'larin molekiiler mekanizmasini anlamak, iklim degisen bir

ortamda bitki 1slah1 i¢in etkili bir ara¢ saglayabilir.

Bu tezde, azot eksikligi ve kurakligin model bitki Arabidopsis thaliana {izerindeki birlesik

etkisini incelemek icin RNA dizilemesi yapildi. Bu iki stres kosulu, dogada bitkileri en ¢ok



etkileyen stresler arasindadir ve birinin varlig digerini biiyiik 6lgiide etkiler. Iklim degisikligi
ve Kirlilik gibi insan faaliyetleri nedeniyle bitkileri etkileyen ¢evresel kosullarin artan
karmasiklig1 nedeniyle, bir veya iki strese odaklanan geleneksel ¢alismalar yetersiz oldugundan,
bitkilerde c¢ok faktorlii stres kosullarinin incelenmesine ihtiya¢ duyulmaktadir. Ayrica,
aragtirmalar, tek stres incelemesinin, ¢oklu stres kosullarina beklenen bitki tepkilerinin

kapsamli bir sekilde anlagilmasini saglamada basarisiz oldugunu kesin olarak ortaya koymustur.

Arabidopsis'teki transkriptom analizi, birlesik stresler altindaki gen ekspresyonu
degisikliklerinin 6nemli bir kisminin benzersiz oldugunu ve bireysel stres kosullar1 altinda
gozlenmedigini, bu nedenle mahsuliin ¢evresel streslere karsi direncini artirmak igin

diizenleyici aglan ve metabolik yollar1 anlamanmn 6nemini ortaya koymustur.

Bu tezin amaci, birlesik kuraklik ve azot eksikligi stresi altinda Arabidopsis thaliana callus'ta
diferansiyel olarak ifade edilen ve yeni mikroRNA'lart (miRNA'lar) tanimlamak, hedef
genleriyle iliskili biyolojik stirecleri, molekiiler islevleri ve hiicresel bilesenleri siniflandirmak
icin gen ontolojisi analizini kullanmak ve stres yanitinda yer alan islevsel rolleri, diizenleyici

aglar1 ve potansiyel yollar1 ortaya ¢ikarmistir.



2. GENEL KISIMLAR

2.1. BITKILERDE ABIYOTIK STRES

Abiyotik stres, dogada bitkileri dolayli olarak etkileyen faktorlerdir. Cevrede bir arada bulunan

kuraklik ve azot eksikligi, bitki blyume sureclerini biyik 6lclde engeller [3,4]. Bu stresler

cesitli sebeplerden kaynaklanabilir; kirlilik, tuzlu su girisi, toprak sikismasi, asin sicakliklar,

[24,25]. Ayrica, iklim degisikliginin artan siklig1 ve yogunlugu, tarimsal uygulamalari etkileyen

ve kiiresel gida giivenligini tehdit eden bu stresleri daha da karmasik hale getirmektedir [1]. Bu

tiir stres kosullarinda bitki bliyiimesi ve verimi, biyolojik ¢esitlilik, besin dongiisii azalir ve bu

nedenle bu stresleri inceleme ihtiyaci artmaktadir [7,24-26]. Asagidaki tablo (Tablo 2.1),

abiyotik stres tlirlerinin ayrintili bir taniminm1 vermektedir.

Tablo 2.1: Bitkilerde yaygin Abiyotik stres tiirleri [46,47].

Abiyotik stres turleri

Ozellikleri

Stresin nedenleri

Kuraklik Stresi

Tuzluluk Stresi

Sicaklik Stresi

Tagkin Stresi

Besin Stresi

Agir Metal Stresi

Radyasyon Stresi

Mekanik Stres

Sinirlt sumevcudiyeti ozmotik strese ve

biiyiimenin azalmasina neden olur.

Toprakta iyon toksisitesine ve ozmotik
dengesizlige yol acan yiiksek tuz
konsantrasyonu.
Metabolizmay1 ve zar stabilitesini etkileyen
asirt sicak veya soguk.

Koklerde oksijen yoksunluguna neden olan
fazla su.

Buylmeyi bozan temel besin maddelerinin
eksikligi veya toksisitesi.
Hicresel surecleri bozan toksik metallerin
birikmesi.

UV ve gama 1sinlar1 dahil olmak iizere
yiksek duizeyde radyasyona maruz
kalmanin neden oldugu hasar.

Dis kuvvetlerden kaynaklanan fiziksel
hasar.

Kuru toprak, su kitlig.

Tuzlu su girisi, tuzlu topraklar.

Don, sicak hava dalgalar.

Su basmasi, yogun yagis.

Azot noksanlig, fazla bor.

Kursun, kadmiyum kontaminasyonu.

Ozon tabakasinin incelmesi

Siddetli riizgar, toprak sikismasi.




2.2. TEMEL ABiIYOTIK STRESLER OLARAK KURAKLIK VE AZOT EKSIKLIGI

Cevredeki bitkilerin dogasi onlari, bazilari zararli olan ve aslinda bitki biiylimesini ve gelisimini
azaltabilen bircok ¢evresel etkene maruz birakir. Kuraklik stresi, su kithigi kosullar1 yaratarak
bitki biiyiimesini ve iiretkenligini etkileyen énemli bir cevresel sorundur. Oncelikle diisiik yagis
ve yiuiksek sicakliklar gibi faktorlerden kaynaklanir ve toprakta yetersiz su mevcudiyetine yol
acar [5,27]. 2024 cografi raporu, diinyanin hemen hemen tiim kitalarinda kurakligin yikici
etkisini vurgulamistir [8]. Kuraklik stresi ¢esitli bitki siireglerini etkileyerek fizyolojik (gaz
degisimi, fotosentez), morfolojik (azalmis yaprak boyutu, artan kok-siirgiin oram ve su kaybini
en aza indirmek i¢in degisen yaprak anatomisi) [26] ve biyokimyasal degisikliklere (enzim ve
protein seviyelerindeki degisiklikler) neden olur ve bu da ¢ogu durumda bitkinin 6liimiine yol
acabilmistir [18,28].

Azot eksikligi stresi, bitkilerin bliyiime ve gelisimi i¢in hayati 6neme sahip bir makro besin
elementi olan azotun, milimolar aralikta yetersiz oldugu bir durumu ifade eder [7]. 71,4 mM,
bitkilerde azot i¢in taze doku konsantrasyonu i¢in yeterli araliktir [29]. Azot noksanlig1 tipik
olarak bitki boyunun ve biyokiitlenin azalmasina, fotosentetik verimliligin ve klorofil igeriginin
azalmasina, oksin ve gibberellin hormon seviyelerinde degisikliklere neden olur [30-32]. Azot
tasiyicilant ve ilgili genler, azot alimini artirmak i¢in azot eksikligi altinda anlatimi artmustir.
Ornegin, arpada, nitrat tasiyic1 genler HYNRT2'nin ekspresyonu, azot eksikligi olan kosullar
altinda arttirllmistir [33]. Benzer sekilde, muz bitkileri, azot alimini iyilestirmek igin azot
taginmasiyla ilgili proteinlerin ve transkripsiyon faktorlerinin anlatimlar: artirmistir [31]. Buiki
kosul bitkilerin biiylimesi i¢cin ne kadar 6nemli olsa da, birbirlerine de baglhdirlar. Bitki
koklerinin emmesi i¢in azotun suda ¢oziilmesi gerekir. Su mevcudiyeti azot alimim etkiler
cunkl bitki koklerinin emmesi igin azotun suda c¢ozllmesi gerekir. Bu nedenle, su
mevcudiyetindeki degisiklikler topraktaki azot konsantrasyonunu degistirerek bitkiler

tarafindan alimim etkileyebilir [10,11].



Arabidopsis tiirlerinde Azot Formlar Azot yaprak alimi ve yapraktan yapraga dagilimi
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Sekil 2.1: Azot alim
Biyorender'dan uyarlanmistir (https://biyorender.com). Arabidopsis spp'de azot amonyum NH4+, nitrat,
NO2- amino asitler- AA, ureides-UR tastyici aileleri: Nitrat Tagiyict 1 NRT1, nitrat atithm tasiyicil
NAXTTI Nitrat Tastyici 1 Peptit, NPF, Amonyum Tasiyict AMT, Amino Asit Vauolar Tasiyict AVT,
Kloriir Kanali CLC, Ureid Gegirgenligi, Amino Asit Gegirgenligi (AAP)

Kuraklik kosullarinda, bitkiler emdikleri azot miktarim azaltirlar, boylece azot
metabolizmasinda yer alan genler anlatimi azaldi [10,34]. Kuraklik stresi ayrica bitki igindeki
azotun eski dokulardan yeni dokulara yaslanmasini ve yeniden mobilizasyonunu tetikleyebilir
[10]. Bu, kuraklik stresi sirasinda tam tersidir, ¢iinkii nitrojen taginmasi ve asimilasyonundan

sorumlu bir¢ok gen transkripsiyonel diizeyde baskilanir.
2.2.1. Kombine Kuraklik ve Azot Eksikligi Stres Diizenleyici Yollar

Bitkilerin cesitli stres faktorleri ile etkilesimi, ilgili bireysel stres faktorleri tarafindan ortaya
cikanlardan potansiyel olarak bagimsiz reaksiyonlar gerektirebilir. Kombine streslere yanit
olarak transkriptom degisikliklerinin % 61'1, tek stres uygulamalar verilen yanitlardan bilinmez
ongorilemez [35,36]. Bazi ¢alismalar, stres tepkilerindeki faktorlerin bir kombinasyonunu

gozlemlemistir. Arastiricilar, geltik bitkisini kullanarak, azot ve su arasindaki sinerjik etkilerin


https://biorender.com/

slirgiin biyokiitlesini 6nemli dlgiide etkiledigi sonucuna varmislardir [37]. Genlerin spesifik bir
alt kiimesi, yalnizca hem azot hem de suyun yeterli konsantrasyonlarda bulundugu kosullar
altinda farkli anlatim yapmistir [37]. Yapilan analizler [38], birlesik kuraklik ve azot eksikligi
stresinin, Arabidopsis’te miR165a-3p, miR319a,b, miR396b-5p, miR399d ve miR827’nin
miRNA ekspresyonunda anlamli bir azalmaya neden oldugunu ortaya koymustur. Bu, bitkilerin
coklu streslerle basa ¢ikmak icin karmasik diizenleyici mekanizmalar gelistirdigini gosterir ve
bu da bitkilerin birlesik streslere dayanacak sekilde yetistirilmesinin miimkiin olabilecegini

disiindirmektedir.

Askorbat Peroksidazlar (APX1) ekspresyonu azot eksikligi ve kuraklik altinda daha yiiksektir,
bu da gelismis ROS siipiiriiciiliigiiniin domates bitkisinde stres toleransina yardimcei oldugunu
gostermektedir [39]. ROS homeostazi, kombine stres altinda bitkinin hayatta kalmasinda ¢ok
oénemli bir rol oynar [40]. Yer fistiginda yapilan kapsamli transkriptom ve metabolit analizi,
kuraklikla iliskili anlatim farkliklar gosteren genlerin (DEG) dncelikle glikoliz/glukoneogenez
ve gliserolipid metabolizmasinda rol oynadigini, N eksikligi DEG'lerinin ise nisasta, siikroz
metabolizmasi ve amino asit biyosentezine odaklandigin ortaya koymustur [41]. Bu, bitkilerin
eszamanli abiyotik streslere etkili bir sekilde yanit vermek i¢in birden fazla metabolik yolu
koordine etmesi gerektigini gosterir. Azotlu su noksanligi altinda patates genotiplerinde drtlisen
ve benzersiz proteomik yanitlar bulunmustur [42]. Hassas genotip 'Kiebitz' daha yuksek
miktarda spesifik proteaz sergilerken, toleransli genotip 'Tomba' farkli bir proteomik profil
gostermistir, bu da birlesik streslere yanit olarak aktive edilen farkli basa ¢ikma stratejileri ve
diizenleyici yollar 6nermistir [42]. Ramie (Bouhmeria nivea) 'da fotosentez, etilen tepkisi,
glikoliz ve nitrojen metabolizmasi gibi metabolik siire¢ler tanimlanmistir [43]. Arastirmacilar
[11] kurakligin azot birikimini kisitladigim ve serbest amino asit birikimine yol agtigini
gozlemlemistirg Kuraklik altinda, poliamin sentaz genlerinin daha da anlatimi1 azaltmis, boylece
nitrojen kullanimini zorlagmistir [11]. Ekmeklik bugdayda benzer sekilde, bu birlesik stres,
nitrat sinyalizasyonu ve asimilasyon genlerinin ekspresyonunu dizenleyen absisik asit

birikimine yol acar. Bu streslerin etkilesimi, gen regiilasyonunu 6nemli dl¢iide etkiler [44]



2.3. BITKILERDEKI MiIKRORNA'LAR (MiRNA'LAR)

MikroRNA'lar, bitkilerde ve hayvanlarda bulunan tipik olarak 18-24 niikleotid uzunlugunda
kiglk, kodlamayan RNA molekdlleridir ve gen ekspresyonunun diizenlenmesinde rol oynarlar.
Esas olarak hedef haberci RNA'lar1 (mRNA'lar) parcalayarak veya translasyonlarini inhibe
ederek islev goriirler, boylece transkripsiyon sonrasi seviyede genlerin ekspresyonunu modiile
ederler [45,46]. miRNA'lar, hem biyotik hem de abiyotik streslere bitki tepkilerinde c¢ok
onemlidir [47-49]. Ayrica hormon sinyal yollarini, antioksidan savunmalari ve ozmotik
regulasyonu etkileyerek stres tepkilerini modiile ederler [50-52]. Spesifik miRNA'lar, ¢evresel
stres faktorlerine karsi bitki direncini artirmada kilit oyuncular olarak tanimlanmistir ve bu da
onlar1 stres kosullar1 altinda mahsul toleransini ve {iretkenligini artirmak i¢in genetik

miithendisligi i¢in potansiyel hedefler haline getirmektedir [50,52].

2.3.1. Bitkilerde miRNA'nin Biyogenezi ve islenmesi

Bitki miRNA'lar, intergenik bolgelerde veya bazen protein kodlayan genlerin intronlari i¢inde
bulunan MIR genlerinden sentezlenir. MIR genleri, RNA polimeraz 11 (poli I1) yoluyla
transkripsiyona ugrar ve bu da pri-miRNA olarak adlandirilan birincil miRNA transkriptlerinin
uretilmesine neden olur [53]. Bu transkriptler tipik olarak birkag kilobaz uzunlugundadir ve
pre-miRNA olarak adlandirilan miRNA'nin dnciisiinii elde etmek i¢in islenen lokalize bir sa¢
tokas1 konfigiirasyonu sergiler [54]. Bitkilerde, DICER-LIKE1 (DCL1) enzimi, dsRNA
baglayici protein HYPONASTIC LEAVES1 (HYL1), C2H2-¢inko parmak proteini SERRATE
(SE) ve kapak baglayici protein kompleksi (CBC) gibi yardime1 proteinlerin yardimiyla pri-
miRNA'nin pre-miRNA'ya doniisiimiinii katalize eder [55,56]. HYL1 ve SE proteinleri, D-
cisimleri olarak adlandirilan niiklear isleme merkezlerinde DCLI ile etkilesime girer. Ek olarak,
DAWDLE (DDL) olarak bilinen bir RNA baglayici protein, pri-miRNA'larin stabilitesini
arttirmak i¢in DCLI1 ile iliskilendirilebilir [57]. Pre-miRNA, yardimci proteinlerin yardimiyla
DCLI1 tarafindan daha fazla isleme tabi tutulur ve miRNA/miRNA dupleksinin olusumuyla
sonuglanir [58]. Metil gruplari, tiridilasyonu inhibe etmek ve sonraki bozulmay1 6nlemek i¢in
metiltransferaz Hua Enhancer 1 (HENT1) tarafindan her iki ipligin 3' terminal niikleotidlerinin
2' OH'sine eklenir [59,60]. Metillenmis miRNA/miRNA dupleksinin, exportin HASTY'nin
etkisiyle sitozole aktarildig1 varsayilmaktadir. [58]. Bazen miRNA/miRNA dupleksinin kilavuz
ipligi tercihen Argonaute (AGO) proteinine dahil edilirken, diger tamamlayici bilesen (yolcu



ipligi) bozunmaya ugrar. Bu siire¢, RNA kaynakli susturma kompleksinin (RISC) olusumuna

yol acar [58,61,62].
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Sekil 2.2: miRNA biyogenezi

2.3.1. Bitki Stres Tepkisinde miRNA'larin Mekanizmasa.

miRNA'lar temel olarak iki ana mekanizma araciligiyla islev goriir:



I.  Transkript kesilmesi: miRNA'lar, yiiksek derecede dizi tamamlayiciligi ile hedef
haberci RNA (mRNA) molekiillerinin boliinmesine ve bozulmasina rehberlik eder.
Kilavuz miRNA, tamamlayici baz eslestirmesi yoluyla RISC'yi belirli hedef genlere
yonlendirir ve hedefin boliinmesi yoluyla gen susturulmasini indiikleyebilir [58,62].

Ii.  Translasyonel baskilama: miRNA'lar, translasyon inhibisyonu veya ribozom hareketini
engelleme yoluyla, genellikle mRNA bozulmasina neden olmadan hedef mRNA'larin
translasyonunu inhibe eder [61].

Arabidopsis thaliana’da miRNA, promotorleri modile edebilir ve genin promotori ile
dogrudan etkilesime girerek belirli genlerin anlatimini artirabilir [64]. miRNA'lar ayrica
epigenetik degisiklikleri yonlendirerek gen ekspresyonunu diizenleme yetenegine de sahiptir.
RNA'ya yonelik DNA metilasyonunu kullanarak, metilasyon mekanizmasini spesifik genomik
lokuslara yoOnlendirebilirler. Yukaridaki islem, metilasyon modelleri olusturmak igin

miRNA'larin diger kiigiik RNA'lar ve proteinlerle etkilesimini igerir [65,66].

2.4. Arabidopsis thaliana'da TRANSKRIPTOMIK ANALIZ

2.4.1. Arabidopsis thaliana'mn Stres Arastirmalarindaki Onemi

Arabidopsis thaliana yaygin olarak thale teresi veya fare kulagi teresi olarak bilinen, bitki
biyolojisi alaminda model organizma olan kiigiik ¢icekli bir bitkidir [67,68]. Yillik bir bitki
olarak, nispeten kisa bir yasam dongiisiine sahiptir, bu da onu ¢igeklenme de dahil olmak iizere
cesitli bitki siire¢lerinin altinda yatan molekiiler mekanizmalari arastirmak icin ideal bir konu
haline getirir. Arabidopsis thaliana'nin model bir bitki olarak popiilaritesi, sayisiz avantajindan
kaynaklanmaktadir. Birincisi, sadece yaklasik 135 milyon baz cifti ile kiigiikk bir genom
boyutuna sahiptir ve bu da onu ¢igekli bitkiler arasinda en kii¢lik genomlardan biri yapar. Bu
kompakt genom, hizh yasam donglisii ile birlestiginde, kapsamli genetik ve genomik
caligsmalan kolaylagtirmistir. Ayrica Arabidopsis iyi kurulmus doniisim ve mutant tarama
protokolleri ile laboratuvar ortaminda yetistirilmesi ve manipiile edilmesi nispeten basittir [69].
Genomik bilimin ilerlemesindeki rolii ve daha genis bitki arastirmalarina uygulanabilirligi,

model organizma olarak statiistinii daha da saglamlastirmaktadir [67,68].
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Sekil 2.3: Fitorotronda yetistirilen Arabidopsis thaliana.

2.4.2. Abiyotik Strese Yamit Olarak Gen Ekspresyonunun Diizenlenmesi

Gen ekspresyonu sirecinde, DNA'da kodlanan genetik bilgi, fonksiyonel proteinlere
doniistiirtiliir [69]. Abiyotik stres altindaki bitkilerde gen ekspresyonunun diizenlenmesi, gesitli
genetik, epigenetik ve molekiiler mekanizmalar1 igeren cesitli bir siiregtir. Bu mekanizmalar,
bitkilerin stres sinyallerini algilamasina, bu sinyalleri iletmesine ve olumsuz ¢evresel kosullara
uyum saglamak i¢in gen ekspresyonunu modiile etmesine olanak tanir. Bu yamtlarin
karmasikligi, bitki direncini artirmak i¢in uyum i¢inde ¢alisan ¢ok sayida yolun ve diizenleyici

agin katilimiyla vurgulanmaktadir.
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DREB (Dehidrasyona Duyarli Element Baglama), ERF AP2/ERF (APETALAZ2/etilene duyarli
element baglama faktorleri, WRKY, NAC (Apikal meristem yok), bZIP (Temel Losin
Fermuar1), MYB (miyeloblastoz), Helix-Loop-Helix (bHLH) gibi Strese Ozgii Transkripsiyon
Faktorleri aileleri, RNA polimeraz II'nin ¢ekirdek promotérlerine baglanma afinitesini
etkileyen spesifik DNA elementlerine baglanir veya lokal kromatin erisilebilirligini degistirmek

i¢in histon asetiltransferazlar veya deasetillazlar gibi kromatin diizenleyicileri kullanir [70,71].

DNA metilasyonu ve histon modifikasyonlari, kromatin yapisimt degistirerek gen
erigilebilirligini ve ekspresyonunu etkiler. DNA metilasyonu, DNA'nin sitozin bazlarina metil
gruplarinin eklenmesini igerir ve genellikle transkripsiyonel baskilanmaya yol agar [72]. Bu
modeller, bitkilerin degisen kosullara uyum saglamasina izin veren gevresel faktorlerden
etkilenebilir [73]. Ote yandan histon asetilasyonu, kromatin yapisim gevseterek
transkripsiyonel aktivasyon ile iliskilidir ve DNA'y1 transkripsiyon makineleri i¢in daha
erisilebilir hale getirir [74]. Ek olarak, fosforilasyon ve ubikitinasyon, TF'lerin ve sinyal

proteinlerinin aktivitesini ve stabilitesini dizenler [75].

2.4.3. Abiyotik Stres Yanitinda Anahtar Yollar ve Sinyal Peptitleri

Bu temel mekanizmalar, bitkilerin olumsuz kosullara uyum saglamasina yardimci olur. Bu
yollar, gen ekspresyonunu ve fizyolojik tepkileri diizenleyen ¢esitli fitohormonlari, protein

kinazlar1 ve sinyal peptitlerini igerir.

2.4.3.1. Absisik Asit (ABA) Sinyali

Bu, abiyotik bitki stres tepkisindeki en 6nemli yollardan biridir. Bitkinin stres algis1 ABA
biyosentezini tetikleyerek bitki dokularinda ABA seviyelerini arttirir. Bu, ABA'nin piraktin
direncine benzer sekilde etkili olup, ABA reseptorleri (PYR/PYL/RCAR) iizerindeki
diizenleyici bilesene baglanarak Protein Fosfataz 2C (PP2C) fosfatazlarini inhibe eder [76,77].
Bu kompleks, siikroz fermente olmayan 1 ile iligkili protein kinaz 2'yi (SnRK2 kinazlar) aktive
eder. SnRK?2 kinazlarinin aktivasyonu, transkripsiyon faktorleri AREB/ABF ve iyon kanallar
gibi asagl yonlii hedefleri fosforile ederek strese duyarli gen ekspresyonunu ve fizyolojik
tepkileri module eder [77,78]. Bu diizenleme, kuraklik kosullarinda su kaybini azaltmak i¢in
stoma kapanmasina yol acar ve ayrica ROS siiplirme ve ozmoprotektan iiretimi (prolin,
trehaloz) gibi strese dayanikl1 yollar1 aktive eder. I1ki, reaktif oksidatif stresi nétralize etmek

icin stiperoksit dismutaz, katalaz gibi antioksidan enzimleri aktive ederken, ikincisi, proteinleri
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stabilize eden, hiicre turgorunu koruyan ve stres altinda su ve iyon seviyelerini dengeleyerek

hiicresel hasar1 6nleyen molekiiller igerir [2,79,80].

VN

|SLAC1 || KAT1 | 2'1511313/ | ABIS | |Enzymes|
Gen Ekspresyonu Metabolizma

Iyon Tasmmm

\

ABA Yanitlar

Sekil 2.4: ABA sinyal yolagi, Ali ve dig.’den uyarlanmistir [78].

2.4.3.2. Mitojenle Aktive Olan Protein Kinaz (MAPK) Yolaklar

Bu yol, bitkilerde hiicre dis1 stres sinyallerini hiicre i¢i tepkilere ileten bir dizi fosforilasyon
olayindan olusur. Cevresel stres reseptor proteinlerini aktive eder, bu reseptdr proteini,
MAPKK'yi (MAPK kinaz) fosforile eden ve daha sonra MAPK'yi fosforile eden MAPKKK
(MAPK kinaz kinaz) kaskadini aktive eder. Genel olarak, MAPK kaskadi tipik olarak ii¢ kinaz
katmanindan olusur: fosforilasyon yoluyla birbirini sirayla aktive eden MAPKK'lar,
MAPKK'lar ve MAPK'lar[81,82] Aktive edilmis MAPK'lar, antioksidan savunmayui,
osmokoruma ve diger stresle ilgili enzimleri ve hormonlar diizenlemek i¢in gen ekspresyonunu
degistirerek transkripsiyon faktorlerini ve diger proteinleri hedefler. Arabidopsis bitkilerinde
MAPK lar, genellikle absisik asit ve jasmonik asit gibi bitki hormonlar ile birlikte kurakliga,

diisiik sicakliga ve diger stres faktorlerine verilen tepkileri diizenler [83].

2.4.3.4. Kalsiyum (Ca2+) sinyali
Ca2+, gevresel uyaranlari fizyolojik tepkilere ¢eviren evrensel bir ikinci haberci gorevi goriir.
Islem, hiicre i¢i kalsiyum seviyelerini modiile eden ve asag1 akis savunma mekanizmalarini

tetikleyen karmasik bir kalsiyum kanallar1 ve sensorler agini igerir. Hicresel zarlar Gzerindeki
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reseptdr proteinleri tarafindan stres tespiti, kalsiyum kanallarimn agilmasina yol agar ve bu da
vakuol, endoplazmik retikulum ve kloroplastlardan sitozole Ca2+ akist ile sonuglanir [84]. Bu
infulks, kalmodulin, kalsiyuma bagimli protein kinazlar ve kalsindrin B benzeri proteinlerin
spesifik hicresel tepkilere aracilik etmesine neden olur [84,85]. Ca2+, hiicresel homeostazin
korunmasina yardimei olur ve sicaklik dalgalanmalari, ozmotik stres ve besin eksiklikleri gibi
abiyotik streslere verilen yanitlara aracilik eder [85,86]. Ayrica stres tepkilerini modiile etmek

ve bitki direncini artirmak igin fitohormonlarla etkilesime girerler [85].

2.4.3.5. Sinyal Peptitleri

Sinyal peptitleri, hem biyotik hem de abiyotik stres adaptasyonlarina aracilik eden molekiiler
haberciler olarak islev goriir. Membrana gomiilii reseptor benzeri kinazlara baglanarak, ana
fitohormonlar veya reaktif oksijen tiirlerini igeren asag yonlii sinyal kaskadlarini1 baslatirlar
[87]. Arabidopsis’te, 1000'den fazla peptit ve ¢ok sayida reseptor kinaz tanimlanmustir, bu da
peptit aracili sinyal yollarimn karmasikligini ve ¢esitliligini vurgulamaktadir [88,89]. Cevresel
stres faktorlerine bitki tepkilerini koordine etmek i¢in ¢ok onemli olan kdkten ¢cekime iletisim
gibi uzun mesafeli sinyalizasyonda yer alirlar [87,90]. CLE1,3,4,5,7 gibi Clavata3 / Embriyo
Cevresi Bolge ile Ilgili peptitler (CLE), nitrojen eksikligi altinda indiiklenir. Kok biiyiimesini
diizenlemek, yanal kok gelisimini engellemek ve nitrojen alimini optimize etmek i¢in birincil
kok biiylimesini tesvik etmek i¢in spesifik reseptorlere baglanirlar [91]. Azot noksanligi
altindaki koklerden kaynaklanan CEPI1 peptitleri, XIP1/CEPR1 ve CEPR2 reseptorleri ile
etkilesime girdikleri siirgiinlere tasimr [91,92]. Bu etkilesim, azot alimin1 artirmak igin koklere
geri donen sinyaller uretir CLE3 peptitleri, CLV1 reseptori yoluyla yanal kok biytmesini
inhibe ederek, spesifik peptit-reseptor etkilesimlerinin besin stresi kosullar1 altinda kok

mimarisini nasil etkileyebilecegini gosterir.
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Azot eksikligi
CLE/3/4/7 CEP3 CLE2 kok
CLV1 CEPRI1 CLV1
Yan kék cikist Ana kok/Yan kok biiyumesi Karbohidrat

metabolizmasi(siirginler)

Sekil 2.5: Azot noksanlig1 altinda bitki tepkileri, Kim ve dig.’den uyarlanmigtir [91].

Domateste, fitaspaz 2, kuraklik sirasinda ¢icek absisyonunu etkileyen PSK onciisiinii isler.
CLE25 peptit sinyalizasyonu, yapraklarda absisik asit birikimine neden olur ve kdklerden

yapraklara uzun mesafeli sinyallesme yoluyla kuraklik toleransini artirir [91,93].

Kurakhk stresi

CPES
ProPSK
Aux/TAA
Phytaspace 2 protein stabilitesi

PSK —l-

Oksin sinyallesmesi

Le

Kuraklik toleransi

Absisyonda gorevli genler

Cicek dokiimii

Sekil 2.6: Kuraklik toleransinda PSK ve CEP5’in rolii [91].
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2.5. TRANSKRIPTOMIK ANALiZ TEKNIiKLERI

Gen ekspresyonu sireci genellikle transkripsiyon ve translasyon olmak tzere iki temel
asamadan olusur. Transkriptomik analiz, RNA diizeyinde gen ekspresyonunu ve regiilasyonunu
anlamay1 amaglayan ve ayrica ¢esitli kosullar altinda diferansiyel olarak ifade edilen genleri
tanimlamak i¢in kullanilan bir dizi teknigi icerir [94—96]. Kullanilan tekniklerden bazilari

sunlardir:

2.5.1. RNA Dizileme

Transkriptomik analiz i¢in bu birincil yontem, gen problarina ihtiyag duymadan gen
ekspresyonunun kapsamli ve hassas bir sekilde Olgiilmesine izin vererek molekiiler biyoloji
alaninda devrim yaratmistir. RNA-Seq, belirli bir zamanda veya tedavi sirasinda aktif olan
genleri ortaya cikarir ve okuma sayilari, goreceli ekspresyon seviyesini incelemek i¢in
kullanilir. Temel adimi, RNA ekstraksiyonu, hedef RNA'nin izolasyonu ve saflastirilmast,
cDNA sentezi, adaptor ligasyonu, kiitiiphane hazirligi, pargalanma ve dizilemeden geger. Elde
edilen diziler, veri tabanlarinda bulunan referans genom dizileri ile hizalanir. Geleneksel
yontemlere kiyasla daha genis bir dinamik aralik ve daha yiiksek ¢oziiniirliik saglayarak diistik

bolluktaki transkriptlerin ve alternatif birlestirme olaylarinin algilanmasina olanak tanir [94,97].

2.5.2. DNA Mikroarray

DNA, RNA veya proteinler gibi binlerce biyolojik molekiiliin tek bir ¢ip lizerinde ayn1 anda
analiz edilmesini saglar. Mikrodizilerin temel prensibi, tamamlayic1 niikleik asit ipliklerinin
(6rnegin, DNA-DNA, DNA-RNA) birbirine baglandig: hibridizasyon teknigine dayanir. Bu
baglanma, numunedeki belirli dizilerin varligim ve miktarini belirlemek i¢in tespit edilir ve
olgulir [98,99]. Bu etkilesim, gen veya protein ekspresyon seviyelerini degerlendirmek igin

nicel veya nitel olarak analiz edilebilen sinyaller Gretir.

2.5.3. EST'ler

Bunlar, gen transkriptlerini tanimlamak i¢in kullanilan cDNA'nin kisa alt dizileridir. EST'ler,
genomun kopyalanan kisimlarina odaklanarak gen ekspresyonu hakkinda bilgi saglar ve
metabolik yollarin ve genetik 6zelliklerin incelenmesini kolaylastirir. EST'lerin prensibi,

mRNA'y1 dokulardan izole etmeyi, onu ¢cDNA'ya doniistiirmeyi ve ifade edilen genlerden
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olusan bir kiitiiphane olusturmak icin bu pargalart siralamayi igerir [94,100]. Bu, belirli

kosullarla ilgili olarak karsilik gelen genin ekspresyonunu bulmaya yardimci olur [101].

2.5.4. Gen Ekspresyonunun Seri Analizi (SAGE)

Biiytik 6lcekli gen ekspresyonu profillemesi i¢in kullanilan bu teknik, ilgili genler hakkinda
Onceden bilgi sahibi olmadan transkriptleri tanimlar ve nicellestirir. SAGE, mRNA'dan
benzersiz dizi etiketlerini izole ederek calisir ve daha sonra bunlan dizileme i¢in uzun DNA
molekiillerine baglar [94,102]. Bu yontem, gen ekspresyonu hakkinda hem kalitatif hem de
kantitatif veriler saglar (karsilik gelen transkript verilerinin bollugu ile iliskili olan her bir

etiketin sikligini sayarak) ve bu da onu birgok ¢alisma i¢in giiclii bir ara¢ haline getirir.

2.5.5. Yeni Nesil Dizileme

Yeni nesil dizileme (NGS), binlerce DNA molekiiliiniin aym anda dizilenmesini saglayan ve
tek bir deneyde biiyiik 6lcekli genetik veriler lireten ¢igir acan bir teknoloji olarak ortaya
cikmigtir. NGS, hem kisa okuma hem de uzun okuma dizileme tekniklerini barindirr, bu da
onu ¢ok c¢esitli aragtirma ve klinik uygulamalar i¢in uygun hale getirir [103].

Konvansiyonel yontemlerle karsilastirildiginda, NGS, dizileme i¢in gereken maliyeti ve zamani
biiyiik olgiide azaltarak daha hizli genom analizi saglar [104]. Bu artan verimlilik, ¢ok sayida
uygulamada Sanger dizilemeden NGS'ye gecisi saglamistir [105]. Dizileme adimlan sirasinda
Illumina (Tersinir Sonlandirict Dizileme, Iyon Torrent (pH Tabanh Algilama), PacBio ve

Nanopore (Uzun Okuma Teknolojileri) gibi farkli platformlar kullanilabilir [103,104].

2.6. mMiRNA DUZENLENEN TRANSKRIPSiYON FAKTORLERI VE STRES TEPKISi

Transkripsiyon faktorleri, gen ifadesini diizenleyerek bitkilerin abiyotik strese karsi tepkilerini
koordine etmede 6nemli rol oynar [70,71]. Bu tezde, kombine kuraklik ve azot eksikligi stresi
altindaki tepkilerini degerlendirmek i¢in UBC24 ve TCP24 ile birlikte belirli HD-ZIP [11
transkripsiyon faktorlerini (PHAVOLUTA, PHABULOSA, REVOLUTA) analiz ettik. Bu
genler, gesitli islevleri ve transkripsiyon faktorii aktivitesini etkileyen miRNA'lar tarafindan
diizenlenmeleri nedeniyle secilmistir. Bilyiime ve gelismeyi kontrol ederek dogrudan ya da
daha genis transkripsiyonel diizenleyici aglar araciligiyla dolayl olarak abiyotik strese bitki
adaptasyonunu modiile ettikleri bilinmektedir [179,181].
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3. MALZEME VE YONTEM

3.1. ORNEK HAZIRLAMA

3.1.1. Arabidopsis thaliana Biiyiime Kosullar:

Tiim laboratuvar biiylime kosullar i¢in in vitro bitki doku kiiltiirii ortam1 olan Murashige ve
Skoog (MS)[Sigma M5519] besiyeri kullanilmistir. MS besiyeri, makro besinler, mikro
besinler, vitaminler, karbon kaynagi ve Ek 1'de listelenen diger bilesenlerin kapsamli bir
karistmini icermektedir. MS ortami, bilesenlerinin konsantrasyonu ayarlanarak veya farkli bitki
dokularinin ve gelisim asamalarinin gereksinimlerini karsilamak igin spesifik biiylime
diizenleyicileri eklenerek modifiye edilmisti. MS ortamina 6-Benzylaminopurine (BAP)
[Sigma B3274] eklenmesi siirgiin baglangicini  arttirmak i¢in  kullanilmig ve 2.,4-

Dichlorophenoxyacetic acid (2,4-D)[Sigma 22F-04811] kallus olusumunu etkilemistir [106].

3.1.2. Tohumlarin Sterilizasyonu

Arabidopsis thaliana tohumlan sterilizasyon igin 1,5 mL'lik tiipe yerlestirilmistir. Ilk yikama
tic kez %70 etanol ve ardindan %100 etanol ile yapilmistir. Etanol, mini ScanSpeed kullanilarak
600 rpm'de 2 dakika santrifiij edilerek uzaklastirilmistir. Steril tohumlar laminar hava akis
kabininde steril kosullarda kurutuldu ve %3 siikroz ve %0,9 Agar ile desteklenmis MS besiyeri
iceren kat1 besiyeri plakalarina ekildi. Plakalar parafilm ile kapatilmis ve tohumlar bitki biiytime
odasinda 25+2 °C'de, 16 saat aydinlik/§ saat karanlik kosullarda ¢imlenmeye birakilmistir
(MLR-352H-PE).

3.1.3. Arabidopsis thaliana Kallus Indiiksiyonu

In vitro yetistirilen Arabidopsis thaliana bitkilerinin kok kisimlari kallus kiiltiirii i¢in eksplant
olarak secilmistir. Bir bistiiri yardimiyla bu eksplantlar kesilmis ve MS besiyeri igeren petri
kaplarina yerlestirilmistir. MS besiyerine ek olarak 0,5 mg/L, 2,4-D ve 7,5 g sukroz (Isolab
BA2888605ANW) eklenmistir. 250 ml MS'ye 125 ul 2,4-D eklenmis ve karistirilmigtir. Her bir
petri kabina yaklasik 20 ml besiyeri eklenmis ve kontaminasyonu onlemek i¢in parafilm ile

kapatilmistr.
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3.1.4. Stres Ortaminin Hazirlanmasi

3.1.4.1. Kuraklik Medyast Hazirligt

Polietilen glikol 8000 (PEG 8000) [Aidrich P2139] 0,7Mpa ozmotik potansiyelde kuraklik
ortami olusturmak i¢in kullanilmistir [107]. Bu ¢6zeltiden 250 ml hazirlamak i¢in 0,55 g MS
tozu, 0,3 g (2-(N-morfolino) etansiilfonik asit) (MES) [Sigma M-8250] ve 7,5 g sukroz
manyetik karistirict kullanilarak 100 ml distile su ¢6ziildii. Cozeltinin pH'1 5,7'ye ayarlandi ve
hacim distile su ile 250 ml'ye tamamlandi. Besiyeri 121°C'de, 1,2 atm basingta 15 dakika
stireyle otoklavlanmistir. Besiyeri petri kaplarina dokiilmeden 6nce 250 pul MS vitamini ve 125
ul 2,4-D biiylime hormonu eklenmistir. Laminer hava akish bir kabinde, 20 ml yar1 gii¢lii MS
bir meziir kullanilarak Ol¢iilmiis ve petri kaplarinin iizerine dokiilmiistiir. Polietilen glikol
kaplamasi i¢in 100 g PEG 8000 olgiilmiis ve 0,55 g MS ve 0,3 g MES iceren O6nceden
otoklavlanmis ¢ozeltiye eklenmistir. 30 ml PEG ¢ozeltisi 6l¢iilmiis ve dnceden hazirlanmis MS
ortaminin yarisinin {izerine dokiilmiistiir. Petri kaplar1 parafilm ile kapatilmis ve PEG'in agara

yayilmasi i¢in 15 saat boyunca 4°C'de bekletilmistir.

3.1.4.2. Azot Eksiklik Uygulamasina Ait Besiyerlerinin Hazirlanmasi

Azot eksikligi stres ortamini hazirlamak i¢in toz NH4NO3 igcermeyen MS ortami (Sigma
M2909) kullanilmistir. 250 ml azot aglhigi ortami hazirlamak i¢in 7,5 g sukroz ve 0,675 g
NH4NOs icermeyen MS tozu manyetik bir karistirict kullanilarak ¢oziildii. Cozeltinin pH'1 SN
NaOH ile 5,7'ye ayarland1 ve hacim distile su ile 250 ml'ye tamamlandi. 2,25 g agar (Duchefie
Biochemie P1001.1000) eklendikten sonra besiyeri 121°C'de 15 dakika boyunca 1,2 atm
basingta otoklavlanarak sterilize edilmistir. Besiyeri soguduktan sonra 125 pul MS vitamin
(Sigma 3900) ve 250 pl 2,4-D eklenerek petri kaplarina aktarildi. Petri kaplar1 katilagtiktan

sonra parafilm ile kapatildi.

3.1.4.3. Kombine Azot Eksiklik ve Kurakltk Uygulamasina Ait Besiyerlerinin Hazirlanmast

Kombine azot ve kuraklik stresi ortami, alt faz i¢cin NH4NO;3 icermeyen MS ve ardindan
kuraklik kosulunu olusturmak i¢in PEG kaplamasi kullanilarak yapilmistir. Manyetik karistiric
yardimiyla 7,5 g stikroz, 0,34 g NH4sNO; igcermeyen MS, 0,3 g MES 200 ml distile suda 6l¢iildii
ve ¢oziinene kadar kanistirildi. Agar eklenmeden 6nce pH 5,7'ye ayarlanmis ve 121°C'de 1,2atm

basingta 15 dakika otoklavlanmustir.

250 ml kaplama cozeltisi icin 100 g PEG 8000 6l¢iilmiis ve NH4NOs icermeyen 0,34 g MS ve
0,3 g MES iceren 6nceden otoklavlanmis ¢ozeltiye eklenmistir. 30 ml PEG ¢ozeltisi bir 6lgiim
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silindiri kullanilarak Sl¢iilmiis ve NH4NO3 igermeyen yan giiglii MS {izerine dokiilmiistiir. Petri

kaplar1 parafilm ile kapatilmis ve PEG'in agara niifuz etmesi i¢in 4°C'de 15 saat bekletilmistir.

3.1.5. Stres Uygulamalari; Kurakhk ve Azot Eksikligi

Farkli stres ortamlar1 hazirlandiktan sonra, 1 mg/l 2,4-D iceren MS ortamindaki kalluslar bir
bistiiri yardimiyla kontrol, azot eksikligi, kuraklik ve kuraklik ile azot eksikligi stresinin bir
arada bulundugu ortamlara aktarimistir. Kallus ornekleri bitki biiyiitme kabininde 7 giin
bekletildikten sonra toplanmustir. Kallus 6rnekleri 0,1 g'lik porsiyonlar halinde tartilmig, sivi

nitrojen i¢cinde dondurulmus ve ekstraksiyon ve ileri analizler i¢in -80°C'de saklanmistur.

3.1.6. RNA izolasyonu

RNA, Trizol (Hibrigen, Turkey) yontemi kullanilarak ekstrakte edilmistir. Trizol, bitki
dokusunun homojenlestirilmesinde RNA'y1 etkili bir sekilde ¢bzen guanidin tiyosiyanat ve
fenol karigimidir.
i. 0,1 gbitki 6rnegi (kontrol, kuraklik, azot aclig1 ve kombine) bir havana konmus ve siv1
azot yardimiyla ezilmis, ardindan 1 ml Trizol eklenmistir.
ii.  Ornekler Eppendorf tiiplerine aktarilmis ve oda sicakliginda 5 dakika bekletilmistir.
iii.  Faz ayrimi i¢in 0,2 ml kloroform eklenmis ve Eppendorf tiipli hafifce ters cevrilerek
karistirilmis ve oda sicakliginda 2-3 dakika bekletilmistir.
1v. Ornekler 12000 g, +4°C'de 20 dakika santrifiij edilmis ve iist faz baska bir Eppendorf
tiipiine aktarilmaistir.
v.  Her I ml Trizol i¢in 0,5 ml izopropanol eklendi ve oda sicakliginda 10 dakika inkiibe
edildi ve +4°C 12000 g'de 10 dakika santrifiij edildi ve siipernatant atildi.
vi.  Pelet 1 ml %75'lik soguk etanol ile yikanmigtir. Kisa bir siire vortekslendikten sonra 5
dakika santrifiij edildi (+4°C 7500g'de).
vii.  Etanol tamamen buharlastiktan sonra, RNA peleti 20-50 ul RNAse igermeyen su (37°C)
icinde yeniden siispanse edildi.

viii.  Izole edilen RNA daha sonraki analizler i¢in -80°C'de saklanmuistir.
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3.1.7. RNA Saflig1 ve Biitiinliigiiniin Belirlenmesi (Spektrofotometri ve Elektroforez)

Izole edilen RNA'min safligi ve konsantrasyonu spektrofotometre kullamlarak 6l¢tilmiistiir.
Thermo Scientific, Nanodrop 2000 Spectrophotometer cihazi ile Olciildii. Ekstraksiyondan
sonra RNA ornekleri DEPC-dH»0 i¢inde ¢oziilmiistiir. Coziinmiis RNA'dan 1 pl alikotu kiivete
aktarilmistir. Olgiim 10 saniye icinde almmus ve analiz bilgisayar ekraninda gériintiilenmistir.
Olgiim tamamlandifinda &rnekler kiivetten cikarilmistir.  Saf RNA'min  A260/A280
absorbansinin 2,1 olmasi beklenir, ancak 1,8-2 aras1 da kabul edilir [108]. Tablo 4.1, elde edilen
absorbansin bir listesini gostermektedir.

Ekstrakte edilen RNA'nin biitiinligiinii belirlemek i¢in 40 ml 1X TAE (40 mM Tris, 20 mM
asetik asit ve 1 mM EDTA) tamponu ile Agaroz jel hazirlanmistir. 0,48 g Agaroz tozu (Isolab
MB3217010ALW) tartildi ve TAE tamponuna eklendi. Bu bir mikrodalga firinda homojenize
edildi. Jel soguyunca 3 pl Etidyum bromiir (Sigma E7637-1G) eklendi ve karistirildi. Jel daha
sonra jel kasetine dokiildii ve numuneler eklenmeden dnce katilasmasina izin verildi. 3,2l
numune 0,75ul yiikleme jeli ile karistirildi ve 30 dakika boyunca 120mA 70V'de yiiklendi. 30

dakika sonra jelin ultraviyole transilliiminator yardimiyla fotografi ¢cekilmistir.

3.2. KUTUPHANE OLUSTURMA, KALITE KONTROL VE DiZILEME

Ekzoniikleazlar tarafindan bozulmayir onlemek ve her iki ucun da sonraki islemler i¢in
kullanilabilmesini saglamak i¢in kiigiik RNA fraksiyonunun 3' ve 5' uclarina adaptorler
eklenmistir. Bu adaptorler, kiitiiphane hazirlama sirasinda amplifikasyon i¢in primer baglanma
bolgeleri olarak gorev yapmustir. Birinci sarmal ¢cDNA sentezi, ters transkripsiyon primeri
baglanmadan sonra ger¢eklestirilmistir. Daha sonra cDNA, PCR amplifikasyonu yoluyla cift
sarmalli bir kiitiiphaneye doniistiiriilmiistiir. Saflastirma ve uygun boyuttaki parcalarin
se¢ilmesinden sonra, 18 ila 40 bp arasinda eklere sahip kiitiiphaneler dizileme i¢in son haline
getirilmistir. mRNA kiitiiphaneleri, 50bp uzunlugunda tek uclu (SE) dizileme kullamlarak bir
[Mlumina NextSeq 2000 iizerinde dizilenmistir. Sekans kalitesi MiRTrace yazilimi (v1.0.1)
kullanilarak degerlendirilmistir [109]. Program, miRBase (v21) veritabanina dahil olan tiirler

icin kullanilabilen hizli bir kalite kontrol aracidir [110].
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[Kiiciik RNA

[3' adaptor ekld

[5 adaptor ekld

l

[Ters transkripsiyor]

[H(inci iplik cDNA sentez]

[Saflastirma ve boyut

seci m]

Sekil 3.1: Kiitiiphane olusturulmasi ig akist.

3.2.1. Okuma Filtreleme

Fastp (v0.23.2) [111] yazilimi, okumalar uzunluga gore filtrelemek i¢in kullanilmis ve yalnizca
istenen boyut araligindaki yiiksek kaliteli okumalarin asagir yonlii analiz i¢in tutulmasin
saglamistir. Fastp, diisiik kaliteli bazlari, adaptor dizilerini ve asirt kisa veya asirt uzun
okumalan etkili bir sekilde kaldirarak veri kiimesinin genel kalitesini artirmistir. Elde edilen

okuma sayisi en kisa okuma 18 baz ve en uzun okuma 26 bazdir.

3.2.2. Okumalarn Kalite Kontrolii

Okumalar, dizi kalitesi, okuma uzunlugu ve miRNA olmayan dizilerin bolluguna gore
filtrelenmistir. Kontrol, azot eksikligi, kuraklik ve kombine stres kosullar1 icin diisiik kaliteli

okuma sayilar1 (Q<20) sirastyla 7720, 2044, 1702 ve 2999 olarak belirlenmistir.

Tiim okumalarin 18-26 baz arasinda oldugu tespit edilmis ve dogrulama asamasi onaylanmaistir.
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3.3. ANLATIMI DEGISEN KUCUK RNA'LARIN TANIMLANMASI

3.3.1. Okumalarin Arabidopsis thaliana Referans Genomuna Hizalanmasi

Okumalar, bowtie yazilimi1 (v1.3.1) kullanilarak Arabidopsis thaliana referans genomuna
hizalanmistir [112]. Hizalamadan oOnce, her Ornek i¢in okumalar daraltilmistir. Daraltilmis
okumalar veri karmagikligin1 azaltir, hizalama kalitesini artirir. Hizalama siirecindeki ilk adim
referans genom igin bir indeks olusturmakti. Bowtie yazilimi ile indeksleme yapildiktan sonra
cesitli boyut ve sayilarda .ebwt uzantili indeks dosyalari olusturularak hizalama islemi
baslatilmistir. Hizalama islemi sonrasinda her bir 6rnege ait .sam (‘sequence alignment map’)

formatinda hizalama dosyalar1 elde edilmistir.

3.3.2. Gen Anlatim Farklarn

DESeq2 (v1.38.3) [113] diferansiyel ekspresyon analizi ger¢eklestirmek i¢in kullamlmistir. 4
farkli 6rnek grubu (A, B, C, D) i¢in 6 farkli karsilagtirmanin (A vs. B, A vs. C, A vs. D, B vs.
C, B vs. D, C vs. D) sonuglar1 incelendi. Ornekleri ve kosullar1 tanimlayan bir “meta” dosyasi
kullanilmistir. Diferansiyel olarak ifade edilen genler i¢in kullanilan filtreleme parametreleri
diizeltilmis p degeri (padj) < 0,05 ve logofoldchange > 1 idi. padj < 0,05 ve log>fold change >
1 kriterlerini karsilayan miRNA'lar anlatimi artan miRNA'lar olarak tanimlanirken, padj < 0,05
ve logxfoldchange < -1 kriterlerini karsilayan miRNA'lar anlatimi azalan miRNA'lar olarak

tanimlandi.

3.3.3. Kugik RNA'larin Tespiti Ve Hedef Genlerin Tanimlanmasi

Bilinen kiiclik RNA'lar tespit etmek icin miRDeep-P2 yazilimi (v1.1.4) [114] kullanilmastir.
Bu islem i¢in 6ncelikle okunan dosyalar.fastq formatindan .fasta formatina doniistiiriilmiis ve
tekrarlanan diziler maskelenmistir. Bu islem i¢in seqkit (v2.4.0) [115] ve fastx_toolkit (v0.0.14)
yazilimlar1 kullanilmistir. Yukaridaki prosediir her 6rnek i¢in tekrarlanmis ve her 6rnek igin
bilinen miRNA'lar elde edilmistir. Analiz sonucunda kontrol 6rneginde 247, azot eksikligi
orneginde 322, kuraklik 6rneginde 329 ve kombine stres 6rneginde 324 miRNA tanimlanmustir.

178 miRNA dort kosulda da ortak olarak ifade edilmistir (Sekil 4.4).

Tespit edilen miRNA'larin hedef genleri psRNATarget [116] web araci kullanilarak
belirlenmistir. Bu programda Arabidopsis thaliana referans olarak belirlenmis ve bilinen

miRNA dizileri girdi olarak kullanilmistir. Maksimum hedef parametresi 200, maksimum
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yanlis baz eslestirme parametresi 2 olarak ayarlandi. Hedef genler belirlendi ve Excel dosyalari

olarak saklanda.

3.4. GEN ONTOLOJiSi ANALizi

AmiGO2 veritabani [117] yardimiyla diferansiyel olarak ifade edilen hedef genler i¢in gen
ontolojisi analizi yapilmistir. Ana rolii, hedef genleri molekiiler fonksiyon (mf), biyolojik siire¢
(bp) ve hiicresel bilesen (cc) olarak simflandirmakti. Yanlis kesif oram (FDR) parametresi 0.05
ve maksimum yol parametresi 20 olarak ayarlandi. Zenginlestirme analizi sonuglar1 ggplot R

paketi (v3.4.2) kullamlarak gorsellestirilmistir [118].

3.5. YENI MiRNA'LARIN BELIiRLENMESI

Yeni kiiclik RNA'larin tespiti i¢in miRDeep-P2 yazilimi kullanilmistir. Yazilim, 6nceden
olusturulan Bowtie indeksi ve referans genomu kullanarak Once bilinen miRNA'lar
tanimlamis, bunlar1 analizden ¢ikarmis ve daha sonra mevcut miRNA'lar tespit etmek i¢in
kullanilan komutlarin aynisin1 kullanarak potansiyel yeni miRNA'lar1 tahmin etmistir. Tespit
edilen potansiyel yeni miRNA'lar Vienna RNA (v2.5.1) [119] yaziliminin RNA katlama araci

kullanilarak gorsellestirilmistir.

3.6. GERCEK ZAMANLI KANTITATIF PCR ANALIZI

3.6.1. Gen Anlatim Analizi

Bazi1 hedef genler icin NCBI Primer BLAST (Tablo 3.1) kullanilarak primerler tasarlanmis ve
PCR gergeklestirilmistir.
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Tablo 3.1:gPCR ile gen anlatim analizi i¢in kullanilan primer dizileri.

Gen Ad1 Gen Kimligi Primer Dizileri (5'-3') Uriin boyu

REVOLUTA AT5G60690  ileri CGACGGGTGGTCTACGATGC 116
Ters AGAGCACGCCTCCAAGGAAC

CORONA AT1G52150  ileri AAACCAGGCGGGACTTGACA 135
Ters GCGAAGCCCTGTTGCATGAT

PHAVOLUTA  AT1G30490 ileri GGAAGTGGTGTCCTCTGTGCC 100
Ters CTGCCCATTCAGCTCGGTGT

PHABULOSA AT2G34710 1ilei CGACGGGTGGTCTACGATGC 119
Ters AGAGCACGCCTCCAAGGAAC

TCP24 AT1G30210  ileri CGGAGACTTTTGATGGTCGGC 172
Ters ATGCTCAGGGCTGCACAAAC

UBC24 AT2G33770 1leri AAAGGGTTGGCTCAGTCCCA 176
Ters AGCCCATCGTGATATGGCGT

RH39 AT4G09730 ileri ACCGTGTGGCGAAGTCCATA 128
Ters ACCAGGGGTTCCAACAACCA

ACTIN AT1G49240 fleri GCCAGTGGTCGTACAACCG
Ters TCCATGAGGTAATCAGTAAGGTAC

3.6.1.1. cDNA Sentezi
Tamamlayict DNA (¢cDNA), asagidaki bilesenler ve kosullar kullanilarak izole edilen RNA'dan

sentezlenmistir:

Tablo 3.2: cDNA sentez reaksiyon kosullari.

c¢DNA reaksiyon karisimi Ornek basina
konsantrasyon

10X RT Tamponu 2 uL

25X dNTPs karigimi 0,8 uL

10X RT Primer 2 uL

RNaz inhibitora (20 U/ pl) luL

Ters Transkriptaz enzimi 50 U/pl 1pL

Nikleaz icermeyen su 3,2 uL
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3.6.1.2. Hedef genlerin Ger¢ek Zamanli Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Sentezlenen cDNA 6rneklerinden 2 ul, 1x SYBR Green Mix (Hibrigen, Tiirkiye) ve gene 6zgl
primerler igeren 20 pl'lik son hacimde kalif olarak kullanilmistir. qPCR, CFX 96TM Real Time
System (BIORAD, ABD) iizerinde gergeklestirilmistir. Reaksiyon kosullan asagidaki gibidir:
1 dakika siireyle 95°C, 15 saniye siireyle 95°C ve farkli genler i¢in asagidaki baglama
sicakliklarinda [PHABULOSA, REVOLUTA, RH39 64°C; PHAVOLUTA, TCP24 63,5°C;
CORONA, UBC24 62°C] 15 saniye siireyle 40 dongii ve 45 saniye siireyle 72°C'de son uzatma.
gRT-PCR'yi takiben, gen ekspresyon seviyelerindeki farkliliklar, pozitif kontrol housekeeping
geni Actin ile ortalama CT degerleri analiz edilerek degerlendirilmistir. Goreceli gen ifadesi

karsilastirmali AACT yontemi kullanilarak ol¢iilmiistiir [120].
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4. BULGULAR

4.1. TOHUM CIMLENMESI VE KALLUS KULTURUNUN BASLATILMASI

Arabidopsis thaliana Col-0 tohumlari, ylizey sterilizasyonu yapilmis ve 14 giin boyunca 16
saat 151k ve 8 saat karanlik periyodunda bir bitki biiylime kabinine yerlestirilerek kok ve boy

uzamasini saglamak igin yetistirilmistir.

i

e "‘ilf""_‘d,y’(._‘ J:‘.QL:N :.\\F -
w

Sekil 4.1: 14 giinliik Arabidopsis thaliana fideleri.
Bitkiler MS ortaminda 14 giin boyunca biiytitiildiikten sonra, kokler steril bir bisturi ile 1

cm'den kesilmis ve kallus olusumunu tesvik etmek i¢in 2,4-D bitki diizenleyici igeren MS
ortamina yerlestirilmistir (Sekil 4.1). Bitkiler kallus olusumunu tesvik etmek i¢in bir ay
boyunca 2,4-D'li MS ortaminda tutuldu. Her ay bir kez alt kiiltiire alma islemine devam

edilmistir.
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4.2. FARKLI STRES UYGULAMALARI

Yeterli alt kiiltiirler yapildiginda olusan kalluslar 2,4-D'li MS'e aktarilmis ve farkli stres
kosullar1 (kontrol, azot eksikligi, kuraklik ve kombine) uygulanmistir. Azot eksikligi ve
kuraklik, kallus renginde degisikliklere neden olmustur. Kuraklik uygulanan kalluslar, kontrol

grubuna kiyasla daha kuru bir goriintim sergilemistir.

4.3. 1ZOLE EDILEN RNA’NIN ANALiZi

Transkriptomik analiz yapmak icin azot eksikligi, kuraklik ve kombine streslerle muamele
edilen kallus dokularindan RNA izole edilmistir. Izole edilen RNA'larin spektrofotometrik
Olclimleri ile konsantrasyon ve saflik degerleri analiz edilmis ve Tablo 4.1'de gosterilmistir.

A260/A280 oran1 ~2.0 olan RNA'lar uygun saflikta olarak kabul edilmistir.

Tablo 4.1: Baz1 6rneklerin spektrofotometrik 6lgiimleri.

Ornek Kimligi Konsant ng/pL Absorbans 260/280 260/230
Kontrol

3A21 2910,2 2,11 1,82
Al2 476,1 2,06 2,08
Al4 1145,4 2,05 1,87
6A19 6229,1 2,09 1,85
Azot eksikligi

3B15 5552,9 2,12 1,95
3B16 6986,3 2,06 2,09
B6 4234,9 2,12 2,15
4B13 4022,6 2,11 1,68
Kuraklik

3C13 4976,1 2,09 2,01
3C14 5125,4 2,13 2,19
C6 3807,3 2,12 1,88
C8 3316,5 2,04 1,87
Kombine

SD30 5370,6 2,12 2,16
SD31 5374,9 2,12 2,20

D32 6431,1 2,04 1,83
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RNA'lar ayrica biitiinliiklerini (RNA'ya 6zgii lic bandin varligl) belirlemek i¢in agaroz jel
elektroforezi ile gorsellestirilmistir (Sekil 4.2). Elektroforez 120mA, 70 Volt gii¢te 30 dakika
boyunca calistirildi ve jel bir UV goriintiileyici (Avenegene-Xlite 30R) ile fotograflandi.

Sekil 4.2: izole edilen RNA’lar agaroz jel elektroforezin de gorsellestrildi

4.4. TRANSKRIPTOMIK SONUCLAR

Kombine kuraklik ve azot eksikligi sirasinda hangi genlerin aktif olarak ifade edildigini
belirlemek amaciyla RNA transkriptlerinin  bollugunu 06lgmek i¢in RNA dizilimi
gerceklestirilmistir.  Bu, Arabidopsis thaliana kallusundan izole edilen toplam RNA

kullanilarak cDNA kiitiiphanelerinin olusturulmasini ve dizilemeyi igermektedir.

4.4.1. Dizileme Veri Kalitesi Ozeti

Kontrol, azot eksikligi, kuraklik ve kombine stres kosullarinda miRNA transkriptomik analizi
icin sekanslama veri kalitesi asagidaki gibidir (Tablo 4.2). Ornek basina toplam ham okuma
sayis1 yaklasik 12,4 milyon ila 15,1 milyon arasinda degisirken, ham veri boyutlar1 0,6 ila 0,8
GB arasindaydi. Hata oranlan tiim numunelerde %0,01 ile tutarl1 bir sekilde diisiiktii ve bu da
minimum dizileme hatalarina isaret ediyordu. GC igerigi 6rnekler arasinda tutarliyd: ve %50,78

ile %51,73 arasinda degisiyordu.
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Tablo 4.2: Veri kalitesi 6zeti

Ornek Ham okumalar Ham veri (G) Hata (%) Q20(%) Q30(%) GC(%)
A 12606109 0,6 0,01 99,23 97,20 51,73
B 12863663 0,6 0,01 99,34 97,42 51,24
C 12381853 0,6 0,01 98,82 96,30 51,43
D 15118462 0,8 0,01 99,27 97,28 50,78

A:kontrol, B: azot eksiklik, C: kuraklik. D: kombine

Okumalarin filtrelenmesi, 6rnekler i¢in toplam 11,679216 ham okuma iiretmistir. Kontrol
(2,682,187) azot eksikligi (2,800,201); kuraklik (2,318,413) ve kombine (3,878415). Dizileme

sonuglart GEO Database Accesion numarasi ile kaydedilmistir.

miRNA olmayan diziler incelendiginde, okumalarin yalnizca %4,8'inin miRNA tlrevi
okumalar oldugu gorilmistir. Okumalarin ¢ogu rRNA'dan (%48,1) olusurken,

okumalarin %39,0'1 tammlanamamistir. Okumalarin %8'i tRNA olarak tanimlanmuistir.
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Her RNA thrtinlin okuma yizdesi
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| f T f u ' [ Artifacts 51 56
0.1% 1 5 10 25 40% [J Unknown - -

Sekil 4.3: Okumalara ait PHRED skoru dagilimi ve okumalarda tespit edilen RNA tiplerinin dagilimi.
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4.4.2. Arabidopsis thaliana Referans Genomuna Hizalanmis Okumalar

Hizalama isleminden sonra, her bir 6rnegin .sam (dizi hizalama haritas1) formatinda hizalama
dosyalar1 elde edilmistir. Elde edilen .sam dosyalari bolluk analizinde girdi olarak kullanilmaistir.
Kontrol, azot eksikligi, kuraklik ve kombine stres Ornekleri referans genoma
sirastyla %93,20, %94,15, %93,13 ve %93,21 oranlarinda hizalanmistir. Hizalama istatistikleri
hakkinda bilgi asagida verilmistir (Tablo 4:3):

Tablo 4.3:Okumalarin referans genoma hizalanma oranlart.

Kontrol_c Azot eksikligi_c Kurakhk c Kombine_c
Okuma Sayisi 708,936 737,950 588,979 836,976
Hizalanan 660,705 694,800 548,493 780,133
Okuma Sayisi
Hizalanma (%0) 93,20 94,15 93,13 93,21

4.4.3. miRNA ve Hedef Genlerinin Tanimlanmasi

Ornek basina ortalama 305 miRNA tanimlanmistir. Orneklerin bilinen miRNA sayilar1 su
sekildedir: kontrol 247, azot eksikligi (322), kuraklik (329), kombine (324). Ornekler arasindaki
miRNA'lar1 gostermek i¢in agsagidaki Venn diyagrami kullanilmistir (Sekil 4. 3).
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count
150
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Sekil 4.4: Bulunan miRNA'larin 6rnekler arasi kesisimini gosteren venn diyagrami

A:kontrol, B: azot eksiklik, C: kuraklik. D: kombine

Analizde, toplam 178 mikroRNA (miRNA) tiim 6rneklerde tutarli bir sekilde tespit edilmis ve
incelenen kosullar altinda anahtar diizenleyici molekiiller olarak potansiyel rollerini
gostermistir. Bu 178 miRNA arasinda, bir alt kiime kuraklik ve azot eksikligi stresinin deneysel

kosullar1 arasinda 6nemli diferansiyel ifade gosterirken, digerleri degismeden kalmustir.



Tablo 4.4: Tum orneklerde bazi ortak miRNA’lar.
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miR158-isoform5

miR319-isoform40

miR403-isoform7

miR158-isoform5

miR158-isoform5

miR158-isoform4

miR403-isoform9

miR158-isoform0

miR396-isoform30

miR158-isoform5

miR158-isoform5

miR159-isoform61

miR403-isoform7

miR319-isoform40

miR827-isoform5

miR396-isoform46

miR159-isoform61

miR158-isoform0

miR158-isoform5

miR158-isoform5

miR159-isoform62

miR403-isoform7

miR2916-isoform0

miR398-isoform32

miR403-isoform8

miR158-isoform5

miR396-isoform46

miR827-isoform5

miR403-isoform8

miR168-isoform1

miR158-isoform5

miR396-isoform47

miR319-isoform40

miR396-isoform45

miR158-isoform0

miR403-isoform9

miR159-isoform64

miR158-isoform7

miR158-isoform5

miR319-isoform29

miR173-isoform?2

miR319-isoform40

miR396-isoform49

miR158-isoform5

miR408-isoform30

miR158-isoform5

miR2916-isoform0

miR319-isoform40

miR158-isoform5

miR396-isoform30

miR396-isoform48

miR396-isoform49

miR827-isoform5

miR159-isoform61

miR158-isoform5

miR158-isoform0

miR396-isoform49

miR845-isoform8

miR396-isoform49

miR158-isoform5

miR846-isoform?2

miR158-isoform5

miR160-isoform36

miR166-isoform3

miR156-isoform96

miR846-isoform?2

miR403-isoform7

miR158-isoform0

miR396-isoform48

miR403-isoform7

miR158-isoform0

miR161-isoform6

miR161-isoform6

miR403-isoform8

miR319-isoform41

miR845-isoform?2

miR2916-isoform0

miR396-isoform36

miR846-isoform?2

miR403-isoform8

miR845-isoform?2

miR158-isoform0

miR396-isoform47

miR166-isoform51

miR166-isoform3

miR396-isoform48

miR319-isoform40

miR2916-isoform0

miR827-isoform5

miR161-isoform6

miR398-isoform?2

miR846-isoform?2

miR158-isoform5

miR159-isoform62

miR403-isoform8

miR6478-isoform0

miR2916-isoform0

miR396-isoform49

miR403-isoform8

miR403-isoform8

miR165-isoform?2

miR403-isoform7

miR158-isoform4

miR403-isoform?7

miR159-isoform64

miR5663-isoform1

miR161-isoform6

miR6478-isoform0

miR6478-isoform0

miR161-isoform5

miR159-isoform61

miR167-isoform44

miR396-isoform47

miR159-isoform60

miR2916-isoform0

miR161-isoform5

miR398-isoform32

miR845-isoform?2

miR403-isoform8

miR158-isoform4

4.4.4. Gruplar Arasinda miRNA Ekspresyon Farklar1 Analizi

Ekspresyon analizi, gruplar arasinda 6nemli 6l¢ilide anlatim1 artan veya azalanyukar veya asagi
regiile edilen bir dizi miRNA'y1 ortaya ¢ikarmistir. Karsilastirmalarda 12 farkli miRNA ailesi
(miR156, miR167, miR158, miR159, miR160, miR161, miR162, miR163, miR164, miR165,
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miR166 ve miR167) tespit edilmistir. miR156, miR157, miR158 aileleri tiim kosullarda tutarl
sekilde anlatim yapmistir. Tiim 12 aile sadece azot eksikligi ve kombinasyon karsilagtirmasinda
ifade edilmistir (Sekil 4.9). miR156 ailesi, miR156J'nin 8,12 log> kat, miR156d'nin 7,49 log»
kat degisime sahip olmasiyla en 6nemli sekilde diizenlenmis miRNA'lara sahip; miR159b ve
miR158b, 7,26'lik benzer kat degisikliklerine sahip. A ve D karsilastirmasi i¢in miR157¢ (7,40),
miR166e (7,77) en dnemli Sl¢iide diizenlenmis, B ve C karsilagtirmasi i¢in miR156j (8,12),
miR159¢ (7,08), A ve B karsilastirmast i¢in miR158b, miR159a, miR159b i¢in 7,26 kat
degisiklikleri, A ve C arasinda ise miR156b, miR156f, miR162b, miR159c 7,56, 8,24 ve 7,11,
miR156b, miR163, miR164"in tiimii B ve D karsilastirmasi i¢in 6,85 kat degisiklige sahipken,
miR156d, C ve D karsilastirmasi i¢in 7,49 kat degisiklikle onemli Ol¢lide anlatim farkli

bulunmustur.

miR159a ve miR159¢ -7,54 logr kat degisiklikle anlatimi azalmistir (Sekil 4.5).
Karsilastirmalarda su sonuglara ulasildi: miR156d (-2,68), miR157j (-2,76), miR156b (-2,47),
A vs B igin A vs D i¢cin miR159c¢ (-7,66), miR156b (-5,17), miR159b (-4,21). miR160c (-6,87)
A vs C i¢in; miR156d (-8,26) ve miR167b (-6,55) B vs D i¢in, miR160a ve miR156b -6,95 kat
farkliblk bulundu. B vs C i¢in; miR157a (-7,54) ve miR160a miR160b, C vs D
karsilastirmasinda 6,96'lik benzer kat degisiklikleri bulunmustur.

Genel olarak, miR157b, miR157c, miR158a, miR158b, miR159a, miR159b, miR159c,
miR160b, miR160c, miR162a, miR160c, miR163, miR164a, miR164b, miR166b sadece azot
eksikligi i¢in anlatimi arzalan, bu durum igin anlatimi azalan miRNA'lar dahil edilmistir:
miR157a, miR165a, miR165b, miR156a, miR156f, miR156d, miR156c, miR156j, miR156b
(Sekil 4.5). miR156f, miR160a, miR160b disinda, azot eksikligi uygulamas: sirasinda
diizenlenen bu miRNA genleri (miR157b, miR158b, miR159a, miR159¢, miR161, miR162a)
kuraklik uygulamasi i¢in de diizenlenmistir. Ancak miR156d, miR156j, miR156a, miR156b,
miR156¢'ye ek olarak miR157¢, miR158a, miR160c kuraklik uygulamasinda anlatimi azald1

gostermistir.
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Sekil 4.5: Kontrol ve azot eksikliginde farkli ifade edilen miRNA'larin volkan grafigi.

Y ekseni miRNA ifadesindeki degisikliklerin istatistiksel onemini gostermektedir. Daha yiiksek -logiop
daha biiyiik istatistiksel anlamliliga isaret eder. X ekseni kat degisim ifadelerini gostermektedir.
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Sekil 4.6: Kontrol ve kurakliga karsi farkl ifade edilen miRNA’larin volkan grafigi
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Sekil 4.7: Kontrol ve kombine volkan grafigi farkli ifade edilen miRNA'lar.
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Sekil 4.8: Azot ve kurakliga kars1 farkli ifade edilen miRNA'larin volkan grafigi.
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Sekil 4.9: Azot ve kombine volkan grafigi farkli ifade edilen miRNA'lar.
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Sekil 4.10: Kuraklik ve kombine volkan grafigi farkli ifade edilen miRNA'lar.
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Tablo 4.5: Kombine Stresinde Kosulunda anlatimi artmig miRNA'lar.

miRNA

Diizeltilmis p degeri

log; kat degisimi

P degeri

Kat degisimi

logio diizeltimis p

miR162h

0.00494137810516168

1.16865616959766

0.000470607438586827

2.24802202369455

2.30615191342436

miR162a

0.00413220915460288

1.37866874451096

0.000373866542559308

2.60028317662662

2.38381770448276

miR158a

0.00076478172351149

1.6649989738955

0.0000364181773100711

3.17113429099821

3.11646249922692

miR157a

0.0000325845215580

1.74711236002433

0.00000108615071860191

3.35685997732885

4.48698865141293

miR160b

0.00233122932637835

2.36106338584379

0.000177617472485969

5.13748895026963

2.63241500220579

miR156f

9.0307179990919e-7

2.53464300205642

2.15017095216474¢e-8

5.79433462042939

6.04427771916076

miR157h

0.000146535430831065

3.37594178948609

0.0000055823021268977

10.3814912499449

3.8340573544634

miR161

0.00363569234804145

3.66911953999145

0.000311630772689267

12.7208180033339

2.43941287385515

miR158h

0.00113978954940095

3.8850705845348

0.0000597032621114785

14.7748398199888

2.94317532934

miR160c

0.00301968515290901

7.40359987079077

0.000244450702854539

169.318977442336

2.52003833634166

miR157¢

0.0007134686055793

7.773160600807

0.000030577225953402

218.7532439228

3.146625132182
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Tablo 4.6: Kombine Stres Kosulunda anlatimi azalmig miRNA'lar.

MiRNA Diizeltilmis p degeri log, kat degisimi P degeri Kat degisimi logio diizeltimis p

miR160a | 0.00233122932637835 | -1.06802010976469 | 0.000168550501653248 | 0.476973126686294 | 2.63241500220579
miR159a | 0.00183376811160451 | -2.94427840858006 | 0.000116700713421906 | 0.129922354805488 | 2.73665558372477
miR156a | 7.88986382218691e-18 | -3.2048196026699 | 3.75707801056519¢-20 | 0.108455896577619 | 17.1029304925806
miR159b | 0.00183376811160451 | -4.21308074027285 | 0.000121421691382841 | 0.0539183164166953 | 2.73665558372477
miR156b | 5.1158769780959¢-13 | -5.17107417753992 | 4.87226378866276e-15 | 0.0277556602496737 | 12.2910799075821

miR159c

0.00183376811160451

-7.66531022558264

0.000122251207440301

0.004926196099608

2.73665558372477
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4.4.5 Anlatim farkhlar1 gozlenen miRNA'larin hedef genleri
Asagidaki sekil (Sekil 4.4), tespit edilen miRNA'larin hedef genlerini gostermektedir. Bu, artan
ifade ve azalan ifade agisindan ifade edilmektedir.

3000
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50 ||
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(=

W Artan ifade ™ Azalan ifade

Sekil 4.11: Orneklerin farkli ifade edilen genlerinin istatistikleri ( A:kontrol, B: azot eksikligi, C:
kuraklik. D: kombine).

Y ekseni hedef genlerin sayisini temsil ederken X ekseni karsilastirmay1 temsil eder.



Tablo 4.7:Anlatimi artan miRNA-hedef gen etkilesimlerine ve boliinme mekanizmalarina 6rnekler.

40

miRNA Hedef gen Genomik konum | Baglanma MiRNA dizisi Inhibisyon turi
bélgesi (nt)

miR156f-5p Squamosa Promoter Binding chr :14305001- 787-806 UGACAGAAGAGAGUGAGCAC Kesim
Protein-Like 3- SPL3 14306072
(AT2G33810.1) FL=981

miR160b Auxin response factor 17- ARF17 | chr1:29272313- 1409- 1429 | UGCCUGGCUCCCUGUAUGCCA Kesim
(AT1G77850.1) 29275419

FL=2076

miR161.2 Tetratricopeptide repeat (TPR)- chr1:23419396- 986- 1006 UCAAUGCAUUGAAAGUGACUA Kesim
like superfamily protein 23421579
(AT1G63150.1) FL=2049

miR157a-5p Squamosa promoter binding chr3:21444321- 845-865 UUGACAGAAGAUAGAGAGCAC Kesim
protein-like 15-SPL15 21446035
(AT3G57920.1) RL=1377

miR157¢c-5p DEA(D/H)-box RNA helicase chr5:2794457- 1424-1444 UUGACAGAAGAUAGAGAGCAC Kesim
family protein STRS2, ATRH25 2797660
(AT5G08620.1) FL = 1887

miR158a-3p Transducin/WDA40 repeat-like chr1:18479025- 784- 803 UCCCAAAUGUAGACAAAGCA Translasyon
superfamily protein BUB3.2 18481475
(AT1G49910.1) FL=1224

miR158a-5p Chaperone DnaJ-domain chr5:7310378- 755-775 CUUUGUCUACAAUUUUGGAAA Kesim
superfamily protein 7313619
(AT5G22080.1) RL=1042
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Tablo 4.8: Anlatim1 artan miRNA 6rnekleri hedef gen adlan ve inhibisyon mekanizmasi

miRNA Hedef gen ad1 Gen kimligi Inhibisyon turd
miR158a-5p Ankyrin repeat family protein / BTB/POZ domain-containing protein AT4G26120.1 Kesim
miR158a-5p Wall associated kinase-like 1 (WAKL1) AT1G16120.1 Kesim
miR161 RNA processing factor 2 (RPF2) AT1G62670.1 Translasyon
miR162a-3p cytochrome P450, family 96, subfamily A, polypeptide 1 (CYP96A1) AT2G23180.1 Kesim
miR156f-5p ECT®6 | evolutionarily conserved C-terminal region 6 AT3G17330.2 Kesim
miR156f-5p Receptor like protein 12 (AtRLP12, RLP12) AT1G71400.1 Kesim
miR157a-3p F-box and Leucine Rich Repeat domains containing protein (FBD) AT1G55660.1 Kesim
miR157a-5p Photosystem Il reaction center (PSB28 protein) AT4G28660.1 Translasyon
miR157a-5p F-box family protein AT1G32140.1 Kesim
miR157b-5p Transposable element gene AT2G05020.1 Kesim
miR156f-5p Galactosyltransferase family protein AT1G53290.1 Kesim
miR156f-5p Homeobox-leucine zipper family protein / lipid-binding START domain-containing AT5G60690.1 Kesim
protein (REV, IFL, IFL1)

miR157a-5p Calcium-dependent lipid-binding family protein AT1G48090.1 Kesim
miR157¢-3p Small GTP-hinding protein AT5G08650.1 Kesim
miR158a-3p Dof-type zinc finger DNA-binding family protein (DAG2) AT2G46590.2 Translasyon
miR158a-5p RING/FYVE/PHD zinc finger superfamily protein AT1G32810.2 Kesim
miR158a-5p Vegetative storage protein 1 (VSP1) AT5G24780.1 Kesim
miR158a-5p Myb domain protein 89 (MYB89) AT5G39700.1 Kesim
miR156f-5p PLATZ transcription factor family protein AT1G32700.2 Translasyon
miR156f-5p Integrase-type DNA-binding superfamily protein AT3G25890.1 Kesim
miR157a-3p TEOSINTE BRANCHED 1, cycloidea and PCF transcription factor 2 TCP2 AT4G18390.2 Kesim
miR162b-5p Fucosyltransferase 1 (FT1, ATFUTL, ATFT1, MUR2) AT2G03220.1 Translasyon
miR162b-5p BED zinc finger ; hAT family dimerization domain AT3G42170.1 Translasyon
miR161.1 Thioredoxin 3 (ATTRX3, ATH3, ATTRXH3) AT5G42980.1 Kesim
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Tablo 4.9:Anlatim1 azalan miRNA hedef genlerine 6rnekler, etkilesim ve inhibisyon mekanizmalari.

miRNA Hedef gen Genomik Baglanma mMiRNA dizisi Inhibisyon tird
konum bolgesi (nt)

miR156b-5p Protein kinase superfamily chr3:10755039- | 838-857 UGACAGAAGAGAGUGAGCAC Kesim
protein 10757868
(AT3G28690.1) FL=2468

miR159% 1-amino-cyclopropane-1- chr4:17752084- | 453-473 UUUGGAUUGAAGGGAGCUCUA Kesim
carboxylate synthase 8 - 17754157
ACS8 FL=1780
(AT4G37770.1)

miR159a Myb domain protein 101 chr2:13782208- | 972-992 UUUGGAUUGAAGGGAGCUCUA Kesim
MYB101 13784471
(AT2G32460.2) RL=1760

miR159b-3p Myb-like HTH chr3:22342429- | 97-117 UUUGGAUUGAAGGGAGCUCUU Kesim
transcriptional regulator 22343491
family protein -DUO1 RL=894
(AT3G60460.1)

miR156a-5p receptor like protein 12- chr1:26909835- | 2250-2269 UGACAGAAGAGAGUGAGCAC Kesim
RLP12 26912597
AT1G71400.1 FL=2763

miR159b-5p AGAMOUS-like 8- AGLS8 chr5:24502482- | 485-505 GAGCUCCUUGAAGUUCAAUGG Translasyon
(AT5G60910.1) 24506143

RL=1113

miR159c¢ basic helix-loop-helix chr5:2606200- 1081-1101 UUUGGAUUGAAGGGAGCUCCU Kesim
(bHLH) DNA-binding 2609606
superfamily protein - BIM1 RL=2043

(AT5G08130.1)
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4.4.6. Hedef Genlerin Zenginlestirme Analizi

AmiGO?2 veri tabani kullanilarak miRNA'larin farkl sekilde ifade edilen hedef genleri iizerinde
yapilan gen ontolojisi (GO) araciligiyla fonksiyonel acgiklama ve zenginlestirme analizi i¢in
yaygin olarak benimsenen bir kriter, bunlar1 Molekuler fonksiyon (MF), biyolojik stre¢ (BP),
hiicresel bilesen (CC) olarak kategorize etmistir. Molekiiler islev altinda en yaygin alt
kategoriler transkripsiyon diizenleyici aktivite (GO:0140110), DNA baglayici transkripsiyon
faktorl aktivitesi (GO:0003700), RNA helikaz aktivitesi (GO:0003724), ATP bagimli aktivite
(GO:0140657) olmustur. En zenginlestirilmis GO genleri agagidaki sekilde gdsterilmistir (Sekil
4:12-23). Molekiiler fonksiyon kategorisinde A ile B arasindaki en iyi 19 DEG arasinda
Poliniikleotid fosfataz (GO:0098518), lipid tasiyici aktivitesi (GO:0005319) ve RNA helikaz
(GO: 0003724) aktivitesi sirastyla 4, 15, 18 unigen sayist ile ilk 3 kategori olmustur; RNA
helikaz aktivitesi (GO:0003724), RNA iizerinde ATP bagimli aktivite (GO:0008186) ve A ile
C karsilastirmasi i¢in Helikaz aktivitesi (GO:0004386) (Sekil 4.13). A ve D karsilagtirmasi i¢in
miRNA baglanmasi (GO:0035198), Diizenleyici RNA baglanmasi (GO:0061980), lipid tasiyict
aktivitesi (GO:0005319) 6nemli dl¢iide zenginlesmistir.

Biyolojik siiregte, en yaygin ve en zengin terimler stamen gelisimi (GO:0048443), gelisimin
pozitif diizenlenmesi (GO:0045962), androcieum gelisimi (GO:0048466), floral whorl gelisimi
(GO:0048438), floral organ gelisimi (GO:0048437), polen gelisimi (GO:0009555) igindi.
Ancak, bu alt kategoriler asagidaki sekillerde gosterildigi gibi karsilagtirmalarda degisiklik

gostermistir.



Polynucleotide phosphatase activity
Lipid transporter activity

RNA helicase activity

ATP-dependent activity acting on RNA
Protein serine phosphatase activity
Protein serine/threonine phosphatase activity
Phosphoprotein phosphatase activity
Helicase activity

ATP hydrolysis activity

Phosphoric ester hydrolase activity
ATP-dependent activity
Nucleoside-triphosphatase activity
Protein kinase activity
Phosphotransferase activity
Transcription regulator activity

Protein serine/threonine kinase activity
DNA-binding transcription factor activity
Kinase activity

Transferase activity
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Sekil 4.12: Azot eksikligine kars1 kontroliin molekiiler fonksiyon kategorisi.

Kirmiz1 (daha yUksek -logio degerleri) istatistiksel olarak daha anlamli zenginlesmeyi gosterir. Mavi
(daha diisiik -logjo degerleri) daha az anlamli zenginlesmeyi gosterir. FDR parametresi 0.05 ve
maksimum yol parametresi 20 olarak ayarlanmistir.
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Sekil 4.13: Kurakliga kars1 molekiiler fonksiyon kontrol kategorisi.

Kirmiz1 (daha yUksek -logio degerleri) istatistiksel olarak daha anlamli zenginlesmeyi gosterir. Mavi
(daha diisiik -logjo degerleri) daha az anlamli zenginlesmeyi gosterir. FDR parametresi 0.05 ve
maksimum yol parametresi 20 olarak ayarlanmistir.
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Sekil 4.14: Kontrol ve kombine molekiiler fonksiyon kategorisi.

Kirmizi (daha yUksek -logio degerleri) istatistiksel olarak daha anlaml zenginlesmeyi gosterir. Mavi
(daha diisiik -logio degerleri) daha az anlamli zenginlesmeyi gosterir. FDR parametresi 0.05 ve
maksimum yol parametresi 20 olarak ayarlanmistr.



Pos. reg. of development

Stamen development

Androecium development

Anther development

Gravitropism
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Tropism

Floral whorl development
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Posttranscriptional reg. of gene expression
Gametophyte development

Phyllome development

Reproductive shoot system development
Shoot system development

Plant organ development

Pos. reg. of biological proc.

Developmental proc. involved in reproduction
Post-embryonic development

Signal transduction

Sekil 4.15: Kurakliga kars1 biyolojik siire¢ kontrol kategorisi
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Renk gradyani -log;o (zenginlestirme FDR)'yi temsil eder, burada kirmizi daha yiiksek 6nemi gosterir.
Noktalari boyutu her bir islevle iliskili gen sayisini temsil eder.
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Sekil 4.16: Kontrol ve kombine molekiiler kategorisi.

Kirmizi (daha yUksek -logio degerleri) istatistiksel olarak daha anlamli zenginlesmeyi gosterir. Mavi
(daha diisiik -logio degerleri) daha az anlaml zenginlesmeyi gosterir. FDR parametresi 0.05 ve

maksimum yol parametresi 20 olarak ayarlanmigtir.
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Sekil 4.17: Biyolojik stire¢ kontrol ve kombine kategorisi

Renk gradyani -logio (zenginlestirme FDR)'yi temsil eder, burada kirmiz1 daha yiiksek 6nemi gosterir.
Noktalarin boyutu her bir islevle iligkili gen sayisin1 temsil eder.
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Sekil 4.18: Kurakliga kars1 azot eksikliginin molekiiler fonksiyon kategorisi.

Kirmiz1 (daha ylksek -log;o degerleri) istatistiksel olarak daha anlamli zenginlesmeyi gosterir. Mavi
(daha diisiik -logio degerleri) daha az anlaml zenginlesmeyi gosterir. FDR parametresi 0.05 ve

maksimum yol parametresi 20 olarak ayarlanmistr.
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Sekil 4.19: Kurakliga kars1 azot eksikligininbiyolojik siire¢ kategorisi.

Renk gradyani -logio (zenginlestirme FDR)'yi temsil eder, burada kirmiz1 daha yiiksek 6nemi gosterir.
Noktalarin boyutu her bir iglevle iligkili gen sayisini temsil eder.
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ATP-dependent activity

Nucleoside-triphosphatase activity
Pyrophosphatase activity
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Sekil 4.20: Azot eksikligine karg1 kombine molekiiler fonksiyon kategorisi.

Kirmizi (daha yuksek -logio degerleri) istatistiksel olarak daha anlamli zenginlesmeyi gosterir. Mavi
(daha diisiik -logio degerleri) daha az anlaml zenginlesmeyi gosterir. FDR parametresi 0.05 ve

maksimum yol parametresi 20 olarak ayarlanmisgtir.
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Pos. reg. of programmed cell death

Embryonic meristem initiation

Response to amino acid .

Meristem initiation
Floral organ development | ——@

Pollen development | ———@

Gametophyte development| ——@ nGenes
® 50
Reproductive shoot system development | ———@ ® 0
Flower development| —@ @® 150
Methylation | ———@
-log10(EnrichmentFDR)
Phyllome development | ———@ 45
Growth | ———@ 4.0
Shoot system development| ———@ 33
3.0

Reproductive structure development| —————@
Reproductive system development| —————@
Developmental proc. involved in reproduction| ——@
Post-embryonic development| ———@

Pos. reg. of biological proc. | ——@

Reproduction| ——— @

Reproductive proc.| ———@

0 2 4 6
Fold Enrichment

Sekil 4.21: Azot eksikligine kargi kombine molekiiler fonksiyon kategorisi.

Renk gradyani -logio (zenginlestirme FDR)'yi temsil eder, burada kirmiz1 daha yiiksek 6nemi gosterir.
Noktalarin boyutu her bir islevle iligkili gen sayisin1 temsil eder.
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Regulatory RNA binding
Lipid transporter activity o
RNA helicase activity | —————————e
ATP-dependent activity actingon RNA | ——— nGenes
® 40
. . @ 5o
Helicase activity | ——@
@ 20
ADP binding | —e -log10(EnrichmentFDR)
2:2
ATP hydrolysis activity | ——————@® 29
18
16
ATP-dependent activity | —@ 1.4
Transcription regulator activity| ———@
DNA-binding transcription factor activity | ——@
RNA binding| —@
0 2 4 6

Fold Enrichment

Sekil 4.22: Kurakliga kars1 kombine molekiiler fonksiyon kategorisi.

Kirmizi (daha yUksek -logio degerleri) istatistiksel olarak daha anlaml zenginlesmeyi gosterir. Mavi
(daha diisiik -logio degerleri) daha az anlamli zenginlesmeyi gosterir. FDR parametresi 0.05 ve
maksimum yol parametresi 20 olarak ayarlanmistr.
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Pos. reg. of development
Stamen development
Androecium development
Anther development
Gravitropism

Response to gravity
nGenes
® 40
@® =0
@ 120
@

Floral whorl development
Floral organ development
Pollen development

Posttranscriptional reg. of gene expression
-log10(EnrichmentFDR)

Gametophyte development 355

Phyllome development 3.00

Reproductive shoot system development 2.75

Flower development 250

Shoot system development
Plant organ development
Pos. reg. of biological proc.

Developmental proc. involved in reproduction

Post-embryonic development

s SLLLLLELLLTL

Signal transduction

0.0 25 5.0 7.5 10.0
Fold Enrichment

Sekil 4.23: Kuraklik ve kombine biyolojik siireci.

Renk gradyani -log;o (zenginlestirme FDR)'yi temsil eder, burada kirmizi daha yiiksek 6nemi gosterir.
Noktalari boyutu her bir islevle iliskili gen sayisini temsil eder.
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Tablo 4.10: Farkli sekilde ifade edilen miRNA'larin belirlenen hedeflerinin Gen Ontoloji analizi.

Donem Yolak Kat nGenler Yolak Gen ornekleri
zenginlestir Genleri
G0:0098518 Polinikleotid fosfataz 10.16 4 5 AT3G09100.2 AT3G14890.2 AT4G36050.1 AT5G28210.1
aktivitesi
G0:0005319 Lipid tastyici aktivitesi 2.93 15 65 AT1G13170.2 AT1G13210.1 AT1G27695.1 AT1G54280.1 AT1G54350.1
AT1G68710.1 AT2G04940.1 AT2G41700.2 AT3G20320.2 AT3G47740.1
AT3G47750.1 AT3G47790.1
G0:0087880 RNA helikaz aktivitesi 243 18 94 AT1G20960.2 AT1G31970.1 AT1G32490.1 AT1G35530.1 AT1G48650.1
AT1G58050.1 AT1G63250.1 AT2G06990.1 AT2G42270.1 AT2G45810.1
AT3G27730.1 AT3G46960.1
G0:0181079 RNA (izerinde etkili olan 243 18 94 AT1G20960.2 AT1G31970.1 AT1G32490.1 AT1G35530.1 AT1G48650.1
ATP'ye bagli aktivite AT1G58050.1 AT1G63250.1 AT2G06990.1 AT2G42270.1 AT2G45810.1
AT3G27730.1 AT3G46960.1
GO0:0274278 Protein serin fosfataz 2.21 22 126 AT1G22280.2 AT1G48040.1 AT1G59830.1 AT1G68410.1 AT1G72770.1
aktivitesi AT2G20050.2 AT2G30020.1 AT2G33700.1 AT2G39840.1 AT2G40180.1
AT3G05580.1 AT3G06270.1
G0:1206268 Transkripsiyon dizenleyici 1.40 201 1823 AT1G01160.1 AT1G04240.1 AT1G06040.2 AT1G06070.1 AT1G06150.1
aktivite AT1G07640.3 AT1G09040.1 AT1G09060.2 AT1G13260.1 AT1G13300.1
AT1G14440.1 AT1G15780.1
G0:0003700 DNA-baglayict 1.39 132 1670 AT1G04240.1 AT1G06040.2 AT1G06150.1 AT1G07640.3 AT1G13260.1
transkripsiyon faktor AT1G17590.1 AT1G18750.1 AT1G19700.2 AT1G20640.2 AT1G20710.1
aktivitesi AT1G27360.2 AT1G27370.4
G0:0035198 miRNA baglanmasi 9.07 4 8 AT1G48410.2 AT2G27040.1 AT2G28350.1 AT4G30080.1
G0:0061980 Diizenleyici RNA baglanmas1 | 8.24 5 11 AT1G48410.2 AT2G27040.1 AT2G28350.1 AT4G30080.1 AT5G21150.1
GO0:0043531 ADP baglanmasi 2.05 25 200 AT1G15890.1 AT1G31540.2 AT1G50180.1 AT1G61180.2 AT1G72860.1

AT1G72900.1 AT1G72910.1 AT1G72950.1 AT2G28350.1 AT3G12780.1
AT3G14460.1 AT3G44400.2
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4.4.7. Tespit Edilen Yeni miRNA'lar

Daha 6nce bilinen ve korunmus Arabidopsis thaliana miRNA'lar1 ile homoloji gostermeyen

diziler yeni miRNA'lar olarak belirtilmistir. Sonuglarimiz kontrol i¢in 55, azot eksikligi icin 68,

kuraklik i¢in 63 ve kombine stres 6rnegi icin 60 miRNA 6ngormiistiir.

Tablo 4.11:Tahmin edilen yeni mikroRNA 6rneklerinin dzellikleri.

miRNA kimligi Kr Strand Benzersiz Dizi (olgun)

tanimlayici
novel_miR1A 1 - dizi_461 x2149 TTTGGATTGAAGGGAGCTCTA
novel_miR2A 1 + dizi _1032_x1195 TTTGGATTGAAGGGAGCTCT
novel_miR3A 5 - dizi _158013 x15 ACAAAATCCGTCTTTGAAGA
novel_miR4A 5 + dizi _26858 x79 TGACAGAAGAGAGTGAGCAC
novel_miR5A 5 - dizi _7578_x294 TCGATAAACCTCTGCATCCAG
novel_miR6A 5 - dizi _26858 x79 TGACAGAAGAGAGTGAGCAC
novel_miR7A 5 - dizi _7578_x294 TCGATAAACCTCTGCATCCAG
novel_miR8A 5 - dizi _37092_x49 TGTGCAAATGCTTTCTACAGG
novel_miR9A 1 - dizi _25028 x115 TCGGACCAGGCTTCATCCCCC
novel_miR1B 1 + dizi _135040_x20 TTGGCATTCTGTCCACCTCC
novel_miR2B 4 + dizi _314 x953 TTGTTGATCTCAATAGCATTG
novel miR3B 4 + dizi 58006 x131 TGCCTGGCTCCCTGTATGCC
novel_miR4B 4 + dizi _9609 x65 TAGTCCGGTTTTGGATACGTG
novel_miR5B 4 + dizi _385_x901 TTGGACTGAAGGGAGCTCCCTC
novel_miR6B 1 + dizi _70697_x12 TTTTCGATGTCTAGCAGTGCC
novel_miR7B 4 + dizi _11394 x376 TGACAGAAGAGAGTGAGCAC
novel_miR8B 5 + dizi _343_x2139 TTCCACAGCTTTCTTGAACT
novel_miR9B 5 + dizi _8836_x582 TCGGACCAGGCTTCATTCCCC
novel_miR1C 1 - dizi _3746_x1759 TTTGGATTGAAGGGAGCTCTA
novel_miR2C 5 dizi 27538 x128 CCCGTCTTGTATCAACTGAA
novel_miR3C 5 - dizi _4530_x265 TCGGACCAGGCTTCATTCCCC
novel_miR4C 5 - dizi _14892_x121 TTGGACTGAAGGGAGCTCCCT
novel_miR5C 5 - dizi _54399 x26 ACAAAATCCGTCTTTGAAGA
novel_miR6C 5 - dizi _6174_x673 TCGATAAACCTCTGCATCCAG
novel_miR7C 5 - dizi _57347_x9 TTGGCTGATTCTATTATTTTG
novel_miR8C 5 - dizi _27175_x199 TGACAGAAGAGAGTGAGCAC
novel_miR9C 5 - dizi _6174_x673 TCGATAAACCTCTGCATCCAG
novel_miR1D 1 + dizi _1608_x4171 TTCAAGGACTTCTATTCAGA
novel_miR2D 1 - dizi _98139_x39 ACTTTGAAGCTTTGATTTGAA
novel_miR3D 4 + dizi 11141 x402 TGACAGAAGAGAGTGAGCAC
novel_miR4D 5 + dizi _2393_x706 TCGGACCAGGCTTCATTCCCC
novel_miR5D 5 + dizi _121843 x15 AAGCTCAGGAGGGATAGCGCC
novel miR6D 5 + dizi 2393 x706 TCGGACCAGGCTTCATTCCCC
novel_miR7D 5 - dizi _176_x5224 GGGGATGTAGCTCAGATGGT
novel_miR8D 5 dizi _31470_x95 TGCCTGGCTCCCTGTATGCC
novel_miR9D 1 + seq_10818_x1609 TTTGGATTGAAGGGAGCTCTT

kr: kromosome
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4.5. Baz1 miRNA Hedeflerinin Anlatim analizi

Cesitli stres kosullar1 altinda hedef genlerin analizi, birka¢ genin (PHAVOLUTA, TCP24,
PHABULOSA, REVOLUTA, RH39, CORONA ve UBC24) diizenleyici tepkileri hakkinda
aydinlatici bulgular saglamistir. Dort genin tamami temel 16sin fermuar transkripsiyon alani
(HD-Zip 1III) tarafindan kodlanmaktadir: PHAVOLUTA, PHABULOSA, REVOLUTA,
CORONA tiim stres kosullarina dahil olmustur. Sonu¢lar, PHABULOSA ve REVOLUTA
genlerinin azot eksikligi, kuraklik ve kombine stres kosullarinda istatistiksel olarak anlamli bir
sekilde azalan ifade seviyeleri gdsterdigini ortaya koymustur. Ote yandan, PHAVOLUTA ve
CORONA genleri azot eksikligi kosullarinda anlamli bir artis sergilerken, PHAVOLUTA geni
kuraklik ve kombine stres kosullarinda azalan bir ifade diizeyi gostermistir (Sekil 4.24).
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Sekil 4.24: A.thaliana genlerin rolatif anlatim diizeyleri.

Degerler ZA'AAFt formiilii kullanilarak hesaplanmistir. kontrol grubunun katlanma degisimi 1 olarak
belirlenmigtir. Istatistiksel anlamlilik ANOVA ve Tukey testleri ile hesaplanmistir. p degeri 0,0332'den
kiigiik olan degerler anlamli kabul edilmistir. (p degerleri: * <0,0332; ** <0,0021; *** <0,0002; ****

<0,0001).
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5. TARTISMA VE SONUC

miRNA'lar Arabidopsis thaliana'da gen ifadesinin diizenleyicileri olarak, 6zellikle kuraklik ve
azot eksikligi gibi abiyotik streslere yanit olarak hayati rol oynamaktadir [38,121]. Bu tezin
temel amaci, birlesik stres kosullan altinda farkli sekilde ifade edilen miRNA'lar1 ve hedef
genlerini belirlemek ve birlesik stres tepkisinde yer alan biyolojik siiregleri siniflandirmak ve
karakterize etmek i¢in gen ontoloji analizini kullanmaktir. Farkli stress kosullarina
odaklanilmig tek bir ¢alisma kapsaminda degerlendirilmistir; Toplam 18 miRNA, bitkilerdeki
azot eksikligi stres tepkileri ile iliskilendirilmistir [122]. Yousof [123] bir derlemede 70'in
tizerinde miRNA'min bitki azot aghigindaki roliinii 6zetlemistir. Benzer sekilde, kuraklik
stresindeki ¢aligsmalarin gogu tahil [14], bugday [20,124] ve piring [125] gibi diger bitkilerde
gerceklestirilmistir. Arabidopsis'te kombine azot eksikligi ve kuraklik stresinin etkisini
karakterize eden ¢ok az calisma vardir. Arabidopsis Col O kullanilarak RNA dizilimi ile
gerceklestirilen bu ¢alismada, azot eksikligi i¢in 322, kuraklik i¢in 329 ve kombine stres
durumu i¢in 324 miRNA bulunmustur. Ek olarak, 178 miRNA kombine azot eksikligi ve
kuraklik stresi kosullarinda yaygin olarak gozlemlenmistir. Kombine azot eksikligi ve kuraklik
stresine verilen yanit, farkli Arabidopsis aksesyonlari arasinda 6nemli 6l¢iide degisebilir. Xue
ve meslektaslart [126] Arabidopsis'in genetik olarak farkli 5 erisim numarasi'da degiskenlik
gostermistir. Transkriptomik ve metabolomik profilleme kullanarak diisiik azot igin 228,
kuraklik i¢in 1376 DEG ve kombine stres i¢cin 1008 DEG elde etmislerdir. Bu durum, miRNA
aracili stres tepkilerinin kapsamim ve dogasim belirlemede genetik faktorlerin dnemini

vurgulamaktadir [126].

Bu tez calismasinda farkli sekilde ifade edilen miRNA'lar arasinda miR156a, miR156b,
miR156f, miR157a, miR157c, miR158a, miR159a, miR159¢c, miR165b, miR166e, kombine
stres kosullarinda yaygin olarak ifade edilmistir. Bunlarin ¢ogunlugunun Arabidopsis ve Oryza
sativa bitki tiirleri arasinda korundugu daha once bildirilmistir [127,128]. Bu miRNA'larin
kombine karmasik tepkilere aracilik etme kabiliyeti, ¢coklu stres faktorlerine karsi daha fazla
dayanikliliga sahip biyoteknolojik yontemlerle elde edilen i¢in hedef olarak potansiyellerini
vurgulamaktadir [21]. Kombine stres kosullar altinda miR156f, miR157a, miR158a, miR157c¢,
miR166e, tek bir stres kosulu dikkate alindiginda (azot eksikliginde miR157b ve miR158b ve
kuraklik uygulamasinda miR162a, miR157b, miR156f) daha diisiik ifadenin aksine 6nemli

Ol¢iide anlatimlar1 artmistir.
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Azot eksikligi ve kuraklik stresi altinda miR156a ve miR156b'nin anlatim1 azalan, gelisimsel
stirecleri degistirerek biiylimeden ziyade hayatta kalmaya oncelik vererek kaynak tahsisinde
potansiyel bir degisime isaret edebilir [38,129]. Literatiirde, miR156’mn c¢esitli bitkisel
biyolojik sureclerde ve stres tepkilerinde hayati bir mikroRNA olarak siniflandirildigi
bildirilmistir [130]. Ayrica bitkilerde juvenil evreden yetiskin evreye geciste rol oynar ve
ifadesi ¢evresel ipuglan tarafindan siki bir sekilde diizenlenir [131]. Chen ve dig [132] gore,
Arabidopsis'te miR156'nin asirt ekspresyonu, kok mimarisini modiile ederek ve reaktif oksijen
tiirlerinin (ROS) atilmasina yardimci olan flavonoid sentezini tesvik ederek kuraklik
toleransinin artmasina neden olmus ve miR156'nin kuraklik stresi adaptasyonunda olumlu bir
rol oynadigini gostermistir. Benzer sekilde [133], Arabidopsis'te miR 156 tarafindan hedeflenen
kurakliga duyarli genleri tanimlayarak, kuraklik stresi sinyal yollarindaki diizenleyici roliinii
gostermistir. Soya fasulyesinde, miR 156 ailesinin iiyeleri kuraklik stresine yanit olarak anlatimi
artan edilmistir [134]. Cay bitkilerinde (Camellia sinensis) [135], miR156'nin kuraklik stresi
tarafindan aktive edilen diizenleyici yollara dahil oldugunu da goéstermistir. Arabidopsis 'te
miR156f ve miR156j'yi oOzellikle azot eksikligine baglayan sinirli arastirmaya ragmen,
calismalar miR156'nin misirda azot mevcudiyetine duyarlt oldugunu ortaya koymus ve azot
metabolizmasinda potansiyel bir rol oldugunu disiindiirmiistir [136,137]. Bu calisma,
miR156f nin azot eksikligi kosullarinda ekspresyonunun azaldigini, kuraklik ve kombine stres

kosullarinda ise arttigini bildirmistir.

miR157b, kuraklik i¢in yliksek bir kat degisikligi ile tiim stres kosullarinda anlatim1 artmistir.
Kavun tohumlarinda, Squamosa Promoter Baglayic1 Protein Benzeri transkripsiyon faktorlerini
hedef alan miR157, birlesik streslere katkisal olmayan bir yanit sergiledi. miR157, bireysel
stresler altinda gozlemlenen yanitlan gelistirmek yerine, es zamanli stres kosullan altinda bitki

yanitlarin1 diizenleyen karmasik bir diizenleyici aga katkida bulunabilir [138].

Mikroarray analizi, Arabidopsis 'te kuraklik stresinde anlatimi artan digerleri miRNAlarin yani
sira miR158, miR159, miR165, miR167, miR168, miR169, miR171'1 tammlamistir [139].
Kullanilan farkli deneysel teknikler, bu ¢alismada miR158 ve miR159un azalan anlatimi
aciklayabilir. miR159 ifadesi kuraklik kosullar altinda indiiklenir ve bdylece hedef geni olan
MYB33'l negatif olarak dizenler [140]. Liang [141] tarafindan yapilan bir calismada,
Arabidopsis koklerinde azot eksikligi altinda miR165'in ifadesi artmistir. Bu durum miR160

[142] igin de benzerdir ve azot metabolizmasinda veya besin stresi tepkilerinde potansiyel bir
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rolii oldugunu diisindiirmektedir. Piring [19] ve misir [143] gibi diger bitkilerde miR166
kuraklik stresine yanit olarak farkli sekilde ifade edilmistir. Yasar ve dig, kallus dokularinin
kombine azot eksikligi ve kuraklik stresi kosullar1 altinda 7 ve 14 giinliik uygulamadan sonra
miR165a-3p'nin 6nemli 6lgiide anlatiminin azaldigim bildirmis ve hedefinin ekspresyonunu

modile ederek strese uzun vadeli adaptasyon dnermektedir [38].

Bu calismada, miRNA'larin farkli stres kosullarina maruz kaldiklarinda farkli ekspresyon
seviyeleri gosterdigi gozlemlenmistir. Kombine stres kosullarinda ekspresyonu énemli 6l¢lide
artan miR160c (7,49 log: kat degisim), kuraklik stresinde ise dnemli 6l¢iide azalmistir (-6,87
log: kat degisim). Benzer sekilde, miR160a'nin kuraklikta anlattmi artmis ve kombine streste
anlatim1 arzalmistir. Bu calismada elde edilen sonuglarin aksine, Fischer ve dig [144] azot
eksikligi altinda miR160 hedeflerinin anlatiminin arttigin1 kaydetmistir. Azot eksikligi ve
kuraklik stresi altinda miR160a ve miR160b'nin 6nemli 6l¢lide anlatim1 azalan, bu streslere
yanit olarak diizenleyici aktivitelerinin baskilanmasi anlamina gelebilir. Bu durum,
miR156d'nin kombine streste anlatimi artmis olmasi (7,49 log2 kat degisim) ancak azot
eksikliginde anlatiminin azalmis olmasi (-2,68 log2 kat degisim) ile aynidir. Ilging bir sekilde,
aynt miRNA ailesinin iiyeleri bile uygulamalar i¢inde farkli ifade modelleri sergilemistir.
Gurtan ve Rani ve dig gore [145,146], bunun nedeni farkl transkripsiyon faktorleri veya sinyal
yolaklan tarafindan diizenlenmeleridir. miR157a, SPL13, NAC, ATHB-5, TCP2, MYB57,
ATRH25, RLP9, PRR8 ve bZIP transkripsiyon faktor ailesi proteini gibi hedef genlerle birlikte
kombine stres kosullarinda ekspresyonu artan bir miRNA olarak belirlenmistir. Ote yandan,
miR157b izoformunun ekspresyonu yalmzca kuraklik kosullarinda artmistir. Tanimlanan tiim
miRNA'larin en az 50 hedef geni oldugu saptanmistir. Farkli protein alanlarini kodlayan diger
miRNA'larin aksine, miR156j yalmizca Squamosa promotor baglayici protein benzeri (SPL)

genlerine 6zgudir (Tablo 3).

Bu c¢alismada, miR159 ailesinin MYB domainleri 33, 65,81,97,101,104 ve 120, TCP
transkripsiyon faktori 4, TCP2, PCF 24, k-box ve MADS box transkripsiyon faktoru ailesi,
protein kinaz C benzeri ¢inko parmak proteini, homeodomain benzeri super aile proteini,
mitokondriyal i¢ membran translokaz kompleksi, aktin ile ilgili protein C3 bitki diizenleyicisi
RWP-RK ailesi proteini ve diger baz1 proteinleri hedeflerdigi ortaya konmustur (Tablo S1). Bu
arada miR158b, MYB domain protein 16, Fosfata duyarli 1 aile proteini, remorin aile proteini,

MYST ailesinin histon asetiltransferaz1 1, flavin-monooksijenaz glukozinolat S-oksijenaz 2,
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FYVE c¢inko parmak domainli kromozom kondensasyonunun diizenleyicisi (RCC1) ailesini
hedefler. Alt aileler; miR160a ve miR160b, bitki blyimesi, gelisimi ve stres adaptasyonunda
onemli roller oynayan oksin sinyal yamtinda yer alir [147,148]. Bu miRNA'larin
ekspresyonundaki azalma, biiyiime uyarimi yerine stres direncine oncelik vererek oksinle ilgili
yollarin yeniden diizenlendigini gosterebilir. ARF10 ve ARF17, Arabidopsis 'te miR160'in
spesifik hedefleridir [149,150] ve muhtemelen transkripsiyonel baskilama ve hormon
sinyallemesinde islev goriirler [151,152]. ARF10 ve ARF17 ile birlikte, daha 6nce rapor
edilmemis baska bir -ARF16 bu ¢alismada tanimlandi. ARF genlerinin 5p tiirevi miRNA'lar
tarafindan hedeflendigini, 6zellikle miR160c-5p'nin iplik¢ik spesifik hedeflemeyi 6nerdigini
ortaya koymustur. miR157b, azot eksikligi ve kurakliga yanit olarak ayri ayri anlatimi artmus,
ifadesi kombine stres baglaminda farkli sekilde modiile edilmistir. Stres sinyal yollar
arasindaki ¢apraz etkilesim, miRNA'larin ifade modellerini etkileyen sinerjik veya antagonistik
etkilesimlerle sonuglanabilir [153]. ‘Crosstalk’, bitkilerde es zamanli gelisim siireci ve stres
tepkilerinde (hem abiyotik hem de biyotik) yer alan ¢oklu sinyal yollarinin etkilesimidir
[16,49,148]. miRNA'lar hormonal sinyal yollarinin temel bilesenleri ile etkilesime girerek
bitkilerin hem biyotik hem de abiyotik streslere karsi tepkilerini dengelemelerini saglar.
Ornegin, miR166/165 ailesi, ¢esitli fitohormonlar tarafindan da modiile edilen HD-ZIP Il
genlerini hedefleyerek kok blyimesini dizenler [154]. miR398, gesitli stres yollarinda ortak
bir sinyal molekdll olan reaktif oksijen tirlerinin seviyelerini module ederek hem oksidatif
strese hem de patojen enfeksiyonuna tepkileri diizenler [17]. miR 159, ABA sinyalini (kuraklik
stresinde rol oynar) etkiler ve ayn1 zamanda patojen savunmasini da etkileyebilir, bu da ¢atisan
stresler arasindaki tepkileri dengelemedeki roliinii gosterir [155]. Benzer sekilde miR156 ve
miR160, oksin ve jasmonik asit sinyalizasyonunda yer alan transkripsiyon faktérlerini hedef
alarak bitkilerin kombine stresler altinda biiylime ve stres tepkilerini ayarlamalarina olanak

tanir [148].

Gen Ontoloji analizi asagidaki zenginlestirilmis siiregleri ortaya ¢ikarmustir: Transkripsiyon
diizenleyici aktivite (GO:0140110), DNA baglayici transkripsiyon faktorii aktivitesi
(GO:0003700), RNA helikaz aktivitesi (GO:0003724). ATP bagimli aktivite (GO:0140657).
Hem DNA baglayici transkripsiyon faktort aktivitesinin hem de transkripsiyon dizenleyici
aktivitesinin 6nemli 6l¢lide zenginlesmesi, tanimlanan DEG'lerin dogrudan DNA'ya baglanan
ve hedef genlerin transkripsiyonunu modiile eden transkripsiyon faktorlerini ve diger

duzenleyici proteinleri igerdigini gostermektedir. Bu faktorler ve diger RNA/DNA baglayict
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proteinler, diizenleyici aglarda kilit diigiimler olarak islev goriir, strese duyarli genlerin
ifadesini diizenler ve strese karsi uyarlanabilir tepkileri koordine eder [156]. RNA-baglayici
proteinler (RBP'ler) miRNA biyogenezi ve regiilasyonunun merkezinde yer alir ve stres
kosullar1 altinda gen ekspresyonunu etkileyen miRNA'larin modifiye edilmesinde rol oynar.
Spesifik olarak, RNA baglayict proteinler (RBP'ler), mikroRNA (miRNA) biyogenezini,
dongusuni ve hicresel lokalizasyonunu diizenleyerek bitkinin birlesik azot eksikligi ve
kuraklik kosullarina verdigi yanitlar1 hassas bir sekilde modiile eder ve bu siirecte hiicresel
homeostazin korunmasini saglamak amaciyla enerji kullanimim ve kaynak tahsisini optimize
eder [157,158]. Zenginlestirme analizine goére, 138 gen kombine stres uygulamasinda
transkripsiyon diizenleyici aktivite ile iligkilendirilmistir. [Transkripsiyon faktér genlerinden
bazilari; SPL (Squamosa Promoter Binding Protein-Like), MYB (Myeloblastosis) ailesi,
Homeodomain benzeri slper aile proteini, Cinko Parmak ailesi, AP2/ERF (APETALA2/Etilen
Tepki Faktorii) ailesi ile kuraklik uygulamasina 6zgii DREB/CBF (Dehydration-Responsive
Element-Binding/C-repeat Binding Factor) ailesi. NAC (No Apical Meristem) domain
transkripsiyonel duzenleyici super aile proteini, basic helix-loop-helix (bHLH), Mannose-
binding lectin stper aile proteini [16]. Absisik asit sinyalizasyonunda yer alan transkripsiyon
faktorlerinin azot metabolizmasi ve nitrat sinyallerine verilen yanitlar tizerinde etkisi vardir [4].
Kombine kuraklik ve azot stresi kosullarinda, poliniikleotid fosfataz aktivitesi, RNA iizerinde
etkili ATP bagiml aktivite, RNA helikaz aktivitesi zenginlesmistir. Poliniikleotid fosfatazlar,
hedeflenen defosforilasyon olaylar1 yoluyla kodlamayan RNA'lar gibi belirli RNA
molekiillerinin stabilitesini veya islenmesini etkileyerek gen ifadesini modiile edebilir [159].
Bu ¢alismada tanimlanan hedef proteinler arasinda fosfodiesteraz, APE2 ve mRNA kapama
enzim ailesine ait proteinler yer almaktaydi. ATPazlar kuraklik kosullarinda ozmotik
diizenlemede islev goriir [160]. RNA helikaz, stres kosullar1 altinda DNA/RNA
metabolizmasini diizenler [161]. RNA helikaz aktivitesi ve ATP'ye bagli mekanizmalar,
mevcut enerji kaynaklarina dayah olarak transkripsiyon ve protein sentezi stireclerini module
ederek hiicrenin adaptasyonunu kolaylastirir [160,162]. Bitki lipit metabolizmasinda, tastyicilar
Ozellikle kuraklik stresi altinda membran stabilitesinde rol oynar, ¢iinkii hiicresel membranlar
ozmotik degisikliklere dayanmak i¢in spesifik lipit bilesimlerine ihtiya¢ duyar, enerji yogun
stireclerde ATP hidrolizini diizenleyen ADP ve ATP baglayic1 proteinler araciligiyla besin
tahsisini ve hicresel enerjiyi yonetir [158,163]. Lizin Histidin Tasiyici 1 gibi L-lizin tagiyicilari,
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lizin ve histidine 6zgii yiiksek afiniteli bir tasiyicidir ve amino asit alimi ve azot kullamm

verimliliginde 6nemli bir rol oynar [164].

Biyolojik siireglerden pozitif gelisim diizenlemesi (kat zenginlesmesi: 11,33) kombine stres
uygulamasi altinda anlamli diizeyde zenginlesmistir. Yiiksek zenginlesme, topraktaki su ve
besin maddelerine erisim i¢cin ¢ok Onemli olan kok biiylimesini ve yaprak genislemesini
artirarak stres kosullar1 sirasinda kaynak kullanimimi optimize eden bir mekanizma olabilir
[165]. Programli hiicre oliimiiniin pozitif diizenlenmesi de zenginlesmistir. Programlanmis
hiicre 6liimii (PCD) 6zellikle bitkilerin kaynaklar1 korumak i¢in hiicreleri se¢ici olarak ortadan
kaldirabilecegi kuraklik kosullarinda énemlidir. miRNA'lar, siiperoksit dismutaz (SOD) ve
katalaz genleri gibi oksidatif stres tepkilerinde yer alan genleri diizenleyerek PCD'de rol oynar
[166—168]. miR159 ailesi, GAMYB benzeri genleri, 6zellikle R2ZR3 MYB alani transkripsiyon
faktorleri MYB33 ve MYB65'i baskilayarak gibberellin (GA) sinyallemesinde kritik bir
diizenleyici role sahiptir. MiR159'un yoklugunda, bu MYB genleri vejetatif dokularda diizensiz
hale gelir ve tipik olarak aleurone tabakasinda aktif olan ve tohum ¢imlenmesi sirasinda GA
tarafindan indiiklenen genlerin uygunsuz sekilde yukari regiilasyonuna yol acar. Bu yanlis
diizenleme, basarili tohum ¢imlenmesi icin gerekli olan GA'ya bagli bir PCD siireci olan
aleurone vakuolasyonunu etkiler. Boylece miR159, GA'ya duyarli gen ekspresyonunu
yoneterek PCD'nin uygun zamanlamasim ve dokuya 6zgii yliriitiilmesini saglayan molekiiler
bir anahtar olarak islev goriir [166]. Bu ¢alismada goriildiigii gibi miRNA'lar, ¢igek ve iireme
organi gelisimi i¢in ¢ok 6nemli olan oksin ve gibberellin gibi hormon yolaklarindaki genlerin
ifadesini modiile ederek mikrogametogenez, anter ve stamen gelisimi, androecium ve ¢icek
gelisimi gibi lireme gelisim asamalarint etkilemektedir. miR156, ozellikle stres altinda
ciceklenme siiresini ve iireme yapisi saglamhigini etkileyen oksin ve gibberellin yolaklarinin
ifadesini modile ederek SPL (SQUAMOSA PROMOTER BINDING PROTEIN-LIKE)
genlerini hedefler [130,169]. miRNA’ya yonelik gen susturma, ozellikle besin yoksunlugu
kosullarinda 6nemli bir diizenleyici mekanizmadir. Azot stresi altinda miR169, NF-YA
ekspresyonunu azaltarak azota duyarh yollarn modiile eder ve besin stresi sirasinda kaynak
korunumu ile metabolik ayarlamaya katkida bulunur [142,170]. Bitki organi ve siirgiin gelisimi
baglaminda, miR160 ve miR167, kok mimarisindeki degisiklikleri diizenleyerek kuraklik
kosullarinda kok derinligini ve yogunlugunu artirir. Bu adaptasyon, Ozellikle azot kithgi

durumunda bitkinin besin alim verimliligini artirarak avantaj saglar [171,172].
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Arabidopsis kalluslarinda kuraklik ve azot eksikligi stres uygulamalan altinda transkripsiyon
faktor genleri ve iliskili miRNA'lar farkli ifade sonuglar1 gostermistir. miR165 ve miR166
PHABULOSA, PHAVOLUTA, REVOLUTA, CORONA ve ATHB-8'in aktivitesini kontrol
ederken [173], UCB24 ve TCP24 miR319'a bagimlidir [174-176]. PHAVOLUTA ve
CORONA genlerinin tiim stres kosullarinda gézlemlenen ifade modelleri, Arabidopsis thaliana
stres diizenleyici yolaklarina dahil olduklarini gostermektedir [177,178]. REVOLUTA ve
PHABULOSA ile birlikte meristem baslangicim ve vaskiiler gelisimi diizenlerler ve genlerin
farkli alt kimeleri her stirece dahil olur [177,179]. Bununla birlikte, CORONA geni azot
eksikligi altinda daha yiiksek ifade seviyeleri gostermistir. [177] yanal stirgiin meristeminde
REVOLUTA gen fonksiyonu ile antagonistik bir rol gostermistir. Sonug olarak, diger genlerle
paylasilan paralel ifade dinamikleri, potansiyel diizenleyici iligkisini ve diger transkripsiyon

faktorleriyle etkilesimini vurgulamaktadir [180,181].

Azot eksikligine ve kurakliga yanit olarak PHAVOLUTA sirasiyla anlatimi artmis azalmustir.
PHAVOLUTA, psodo palindromik diziye yiiksek baglanma afinitesi ile HD-Zip bolgesi ve
16sin fermuar alani ile dimerler olusturur [182]. Yalanci palindromik dizi genellikle kurakliga
duyarli genlerin promotorlerinde diger diizenleyici unsurlarla birlikte bulundugundan, bu
kosullar altinda, aktive edilmis 16sin fermuar transkripsiyon faktorleri, kurakliga duyarh
genlerin promotor bolgelerinde bulunan spesifik DNA dizilerini (C-kutusu elemanlari) tanir ve

bunlara baglanir [183].

Benzer sekilde, kombine stres kosullar1 altinda, bireysel stres faktorlerine yanit olarak farkli
sinyal yollar1 aktive olur. Yollar arasindaki capraz etkilesim, streslerin spesifik
kombinasyonuna bagli olarak ortak veya farkli olabilen temel 16sin fermuar transkripsiyon
faktorlerinin aktivasyonunu etkileyebilir [184]. Bu, tiim stres kosullarinda gozlemlenen etkiyi
aciklayabilir. Baz1 genler birden fazla transkripsiyon faktorii i¢in baglanma bolgelerine sahip
olabileceginden, temel 16sin transkripsiyon faktorlerinin kombine stres kosullarinda strese yamt
veren genlerin sinerjik aktivasyonunun daha koordineli bir tepkiye yol agma olasilig1 vardir.
Prigge ve dig gore [177], bu genlerin Arabidopsis gelisiminde isbirlik¢i, zit ve bazen de
bagimsiz roller oynadig bilinmektedir. REVOLUTA ve RH39 i¢in ortak bir ifade modeli

gozlenmistir.
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RH39, Ribulose-1,5-bisphosphate karboksilaz/oksijenaz [185,186] yardimiyla fotosentetik
proteinleri kodlar ve bunlar ¢esitli stres bigimlerine dayanmak icin ¢esitli metabolik yollar
arasindaki sinyal aglarina aracilik etmede 6nemli bilesenlerdir. Sonug olarak, bu siire¢ler suyun
korunmasin1 kolaylastirir, stomalarin kapanmasim diizenler ve besin alimini tesvik eder. Bu tez
calismasinda elde dilen bulgulara dayanarak, RH39'un ¢oklu stres kosullar altinda gesitli
metabolik yollar arasindaki ¢apraz sinyallesmede 6nemli bir rol oynadigim ve mahsuliin

tyilestirilmesi i¢in potansiyel bir hedef olabilecegini 6ngdrilmiistiir.

Daha once, Fang ve dig [176], mir319'un kolza bitkilerinde kuraklik ve tuz stresinde TCP
genlerinin ekspresyonunu diizenleme olasiliklarini tartismisti. Azot eksikligi donemlerinde,
TCP24 ikincil hiicre duvan kalinlagmasint modiile eder [187,188]. TCP24'(in transaktivasyon
alani, Arabidopsis'teki transkripsiyonel makine ile etkilesimi tesvik eden belirli DNA dizilerini
tanir ve bunlara baglanir. Kuraklik ve azot eksikligi kosullar1 arasinda gézlemlenen farkliliklar,
bu stres faktdrlerine yonelik farklr transkripsiyonel diizenlemeleri ortaya ¢ikarabilir. Ozellikle,
bu genlerin azot eksikligi altinda birlesik strese kiyasla daha yiiksek ifade seviyeleri, ikinci
kosul altinda diizenleyici bir Oncelige isaret etmektedir. UBC24 geninin zit tepkisi, azot
eksikligine olan duyarliligim vurgular. UBC24 geni, protein-protein etkilesimlerinde ve azot
eksikligi kosullarinda bitki yapragi yaslanmasi gibi ¢esitli biyolojik siire¢lerin diizenlenmesinde
rol oynar [189]. Fosfat homeostaz roliine, bitki miRNA'lart asir1 eksprese edildiginde

ekspresyonu asagi regiile edilen miR399 aracilik eder [174].

Belilenen miRNA profilleri, kurakliga ve azot eksikligine dayanikli bitkilerin seg¢ilmesi i¢in
potansiyel biyobelirtegler olarak hizmet edecektir. Bu miRNA verilerini, geleneksel 1slah ve
genomik se¢ilimin yani sira genetik miihendisligine entegre etmek, zorlu iklim ortamlarinda
stres direncini artirabilir. Birlesik stres tepkilerini incelemek, bitki adaptasyonu konusundaki

anlayisimiz1 derinlestirecektir.

Ayrica, bu bulgular diger fonksiyonel analizlerle dogrulanmalidir. Bu bitkilerin ger¢ek tarim
diinyasinda uygulanabilirligini ve siirdiiriilebilirligini degerlendirmek icin tarla denemeleri

sarttir.
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Constituents of Murashige and Skoog Medium

Macronutrients (10X) 100mL/L
Ammonium nitrate NH4NO:; 16.5
Potassium nitrate KNO:; 19
Calcium chloride CaCl. 4.4
Magnesium sulfate MgSOs 3.7
Monopotassium phosphate KH:PO4 1.7
Micronutrients (100X) 10mL/L
Boric acid HsBO:s 0.62
Cobalt chloride CoClz 0.0025
Ferrous sulphate FeSOa 27.8
Manganese(ll) sulfate MnSO4 2.23
Potassium iodide Kl 0.083
Sodium molybdate Na:MoO4 0.025
Zinc sulphate ZnSOa 0.86
Iron source 10mL/L
Sodium EDTA CioH14N2Na20s. 2.78
Ferrous sulphate FeSOa. 3.72
Vitamin (100X) 10mL/L
Nicotinic acid CsHsNO: 0.05
Thiamine hydrochloride Ci2H1»CIN2OS 0.01
Pyridoxine hydrochloride CsHiiCIN20s 0.05
Glycine C:HsNO: 0.2
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