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file://///Users/elifpulat/Desktop/TEZ%20SON%20HALİ-özgeçmiş%20bilgileri%20yok.docx%23_Toc123029741
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OZET

YUKSEK LiSANS TEZi

DOMATES (Lycopersicon esculentum) BITKISINDE ENDOPLAZMIK
RETIKULUM (ER) STRESI KOSULLARINDA GEN ANLATIM
ANALIZLERI

Elif PULAT

istanbul Universitesi
Fen Bilimleri Enstittisi

Molekiiler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dah

Damisman : Prof. Dr. Ozgur CAKIR

ER stresi, mayalar ve hayvanlarda tanimlanmis, ardindan bitkilerde de aydinlatilmaya baglanan
hicresel bir surectir. Cevresel stres kosullara veya gesitli kimyasal ajanlara maruz kalan
hiicrede protein katlanma sureci sekteye ugrar ve hiicrenin protein fabrikasi olan ER liimeninde
katlanmamis veya yanlis katlanmis proteinler birikir. Biriken proteinler ER homeostazisini
bozarak ER stresine neden olur.

UPR, protein katlanma ve yikim kapasitesini ihtiyaca uygun hale getirerek, ER’deki
katlanmamis protein yogunlugunu azaltmak i¢in ¢alisan yanit mekanizmasidir. ER stresiyle
basa ¢ikabilmek i¢in niikleusa sinyal iletimini saglayarak cesitli hedef genlerin anlatimini
diizenler ve bir stres yaniti meydana getirir. UPR, bitkilerde bir siiredir molekiiler imzalari olan,
protein katlanmasiyla iligskili genlerin anlatiminin indiiksiyonu ve ERAD (ER ile iligkili
degradasyon) mekanizmalariyla taninmaktadir. Hlicrenin uzayan ER stresiyle basa ¢ikamamasi
ve protein isleme kapasitesinin uzun siireli asilmasi durumunda ER stresi ayni zamanda
otofajiyi de tetikleyebilir, bunun sonucu olarak agir ER stresi kosullarinda programli hiicre
6lumu (PCD) meydana gelebilir.

UPR, laboratuvar kosullarinda bitkilere, protein katlanmasini bozabilecek ER stres ajanlari
uygulanarak indiiklenebilir. Bu ajanlarin en yaygin olarak kullanilan1 salgi glikoproteinlerinin
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N-bagli glikozilasyonlarin1 engelleyerek protein katlanmasini Onleyen, sonug¢ olarak da
katlanmamis proteinlerin ER liimeninde birikmesiyle ER stresine yol agan tunikamisin ajanidir.

ER stresinin 6nemli bir tarimsal bitki olan domateste islev mekanizmalarinin aydinlatilmasi ve
diger hiicresel siirecler ve metabolik yolaklarla etkilesimlerinin ortaya konulmasi, bitkilerde
cesitli stres kosullarina dayaniklilik ve 1slah ¢alismalar i¢in faydali olabilecek yeni bilgilerin
ortaya konulmasini saglayabilecektir.

Bu fikirden yola ¢ikilarak bu tez calismasinda, 14 gunlik domates bitkilerinde, tunikamisin
ajan1 ile 2 saat ve 6 saat boyunca ER stresi indiiklenmistir. Uygulama ve kontrol bitkilerinin
yapraklarindan RNA izolasyonlar1 ger¢eklestirilmis ve kalite ve miktar tayinleri yapilmustir.
RNA dizileme asamasma geg¢ilmek icin uygun gorillen RNA’lardan ¢cDNA kitapliklari
sentezlenmis ve RNA dizileme reaksiyonlar1 gergeklestirilmistir. Dizileme verileri filtrelenerek
istatistiksel analizler ve degismis anlatim gosteren genlerin (DEG) analizleri yapilmistir. Farkli
zaman uygulamalari ile bitkinin ER stresine erken ve geg yanitlartyla ilgili yorum yapilabilmesi
amaclanmistir.

Yapilan analizlerde 2 saat tunikamisin uygulanmis domates yapraklarinda kontrole gore
anlatimi degismis 817 tane, 6 saatlik uygulamada kontrole gére 124 tane, 6 saat uygulamada 2
saat uygulamaya gore ise 1141 tane DEG tespit edilmistir. Bulgular, ER stresiyle iliskili oldugu
bilinen genlerin ¢gogunun anlatiminin 2 saat ER stresinde anlamli sekilde arttigini gosterirken,
6 saat uygulama sonunda belirlenen DEG’lerin ¢ogunda anlatimlarin azaldigi tespit edilmistir.
Bu durumun, ER stresinin 2. saatte domates yapraklarinda UPR yolaklarini tetikledigi ve
hiicrenin biriken katlanmamuis proteinlerle bas etmeye ¢alistigini gosterdigi diistiniilmiistiir. ER
stresinin 6. saatinde tespit edilen DEG’lerin ¢ogunda anlatimlarin baskilandiginin goriilmesi,
hiicrenin protein iiretimini yavaslatmasinin bir sonucu olarak disiiniilmektedir.

Aralik 2022, 130 sayfa.

Anahtar kelimeler: ER stresi, domates, transkriptom
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GENE EXPRESSION ANALYSIS IN TOMATO (Lycopersicon esculentum)
UNDER ENDOPLASMIC RETICULUM (ER) STRESS

Elif PULAT
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Institute of Graduate Studies in Sciences

Department of Molecular Biology and Genetics

Supervisor : Prof. Dr. Ozgir CAKIR

ER stress, is a cellular condition first described in yeast and animals, though it was also
elucidated recently in plants. In a cell exposed to environmental stress conditions and various
chemical agents, protein folding process is disrupted, therefore, unfolded or misfolded proteins
accumulate and form aggregates in the ER lumen, which is the protein processing factory of
cells. Protein aggregates damage ER homeostasis and consequently, cause ER stress.

UPR is a response mechanism working to lessen the load of unfolded proteins in the ER by
adjusting the protein folding and degradation capacity of ER. To be able to cope with ER stress,
UPR regulates the expression of various target genes by allowing the signal transduction into
the nucleus, resulting in a stress response. UPR is represented in plants by its molecular
markers, which are ERAD (ER-associated degradation) and the induction of the gene
expressions related to protein folding. When the cell can not deal with the prolonged ER stress
and the capacity of protein processing is exceeded for a long time, ER stress can also trigger
autophagy, leading to PCD (programmed cell death) under adverse ER stress conditions.

UPR can be induced in plants, in vitro, by treatment with ER stress agents which will disrupt
the protein folding process in the ER. The.most widely used chemical for such purpose is the
tunicamycin reagent, which acts to prevent N-linked glycosylations of secretory glycoproteins
resulting in the accumulation of unfolded protein in the ER, causing ER stress.

XVil



Clarifying the functional mechanisms of ER stress in tomato, which is an important agricultural
plant, and revealing its interactions with other cellular processes and metabolic pathways will
provide new information that may be useful for studies involving plant breeding and the
resistance of plants to various stress conditions.

Based on these ideas, in this thesis study, tomato plants were grown in tissue culture for 14
days, then ER stress was induced in plants for 2 hours and 6 hours with tunicamycin ER stress
agent. RNA isolations were performed from the leaves of both treatment and control plants, and
their quality and quantity determinations were made. cDNA libraries were synthesized from the
RNAs deemed suitable to proceed to the RNA sequencing stage. After the RNA-seq reactions
are carried out, statistical analyzes and analyzes of genes showing altered expression (DEG)
were performed by filtering the sequencing data. Different time points were chosen to be able
to comment on the earlier and later responses of the plant to ER stress.

Expression analysis resulted in 817 DEGs detected in 2 hours of treatment compared to control
samples and 124 DEGs in 6 hours of ER stress. 1141 DEGs were detected in 6 hours compared
to 2 hours of treatment with tunicamycin. The findings showed that the expression of most of
the genes known to be associated with ER stress increased significantly at 2 hours treatment,
while the expression of most of the DEGs determined at the end of 6 hours of treatment
decreased. These results could indicate that ER stress triggered the UPR pathways in the 2nd
hour of treatment and the cells were trying to cope with the fast accumulating unfolded proteins.
However, the downregulation of the majority of DEGs in the 6th hour of treatment, is thought
to be a result of the cells slowing down the protein synthesis to lessen the load of ER.

December 2022, 130 pages.

Keywords: ER stress, tomato, transcriptome
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1. GIRIS

Domates (Lycopersicon esculentum) kuresel boyutta en 6nemli ticari bitkilerden biridir ve
iiretiminin verimliligi ¢esitli stres kosullarindan biiyiik 6l¢iide etkilenmektedir. Diinya ¢apinda
1slah yontemleriyle elde edilmis birgok domates varyetesi bulunur. Bu varyeteler yuksek oranda
abiyotik streslere direngli olsa da zorlu ¢evresel kosullarin bitkiler iizerinde beklenmedik
boyutta ciddi etkileri olabilmektedir. Domates varyetelerinde kiltiir temelli, 1slah veya
biyoteknolojik yaklagimlarla yapilan caligmalarla bitkilerin strese karsi direnci artirilmaya
calisilmistir. Islah calismalarinda siirli sekilde basarili olunsa da stres yanitinda veya
toleransinda rol aldig1 bilinen genlerin bitkilere aktarimi gibi biyoteknolojik yaklagimlarin daha

giiclii bir stres direnci olusturabilecegi diisiiniilmektedir (Pandey ve dig., 2011).

Bitkilerde strese kars1 dayanikli bitkilerin elde edilebilmesi i¢in gerceklestirilecek biyoteknoloji
ve genetik miihendisligi ¢alismalarmin temelini, bitkilerde yapilan caligmalarda elde edilen
genomik ve transkriptomik veriler olusturmaktadir. Domates, genomu 2012 yilinda tamamen
dizilenmis, tizerinde bir¢ok yliksek verimli yontem kullanilarak ¢alisilmis ve bir¢ok farkli stres
kosulunda transkriptom seviyesinde veri elde edilmis Onemli bir ticari bitki ve model
organizmadir (Sato ve dig., 2012). Bu nedenle domates bitkisinin daha direngli hale
getirilebilmesi i¢in bilgi saglayabilecek molekiiler seviyedeki ¢aligsmalar biiylik 6nem arz

etmektedir.

Endoplazmik retikulum (ER), transmembran veya salgi proteinlerinin ¢ogunun olgunlastirilip
aktif formlarina katlandig1r hiicresel bolimdir. ER, hiicrenin biiyiime ve farklilasma
stireglerinde pek ¢ok farkli durumla bas etmek zorunda olan olduk¢a dinamik bir organeldir.
Cevresel stres kosullar1 da bitkide ¢esitli stres yanitlarini aktive ederken ayn1 zamanda oksidatif
strese neden olur ve protein katlanma mekanizmalarini bozarak ER stresine yanit yolaklarini
aktive eder. Hiicrenin siirekli olarak degisim gosteren protein katlanma ihtiyacina yanit veren
hiicre i¢i bu sinyallesme yolaklarinin biitiiniine katlanmamis protein yanit1 (‘unfolded protein

response’, UPR) adi verilir (Ron ve Walter, 2007).



Protein katlanmasi biyolojinin en ¢ok calisilan alanlarindan biridir. DNA ve RNA tarafindan
yonlendirilen protein sentezinin aksine protein katlanmasi, protein molekiiliiniin kendisi
tarafindan yonetilen bir siiregtir. Protein katlanma siireci biiyiik 6l¢lide proteinin kendi entropi
ve enerjisine bagimli oldugundan biiyiik protein molekiilleri i¢in bu siire¢ daha da hataya acgik
olabilmektedir. Molekiil tlizerindeki enerji degisimlerinden dolay1 protein, kolayca dogal
olmayan konformasyonlara katlanabilir. Protein katlanmasinin kolayca bozulabilen bir siireg
olmasi, protein katlanmasini bitkilerin degisen sert ¢evresel kosullari algilamasi ve yanit

vermesi i¢in uygun bir yol haline getirmektedir (Howell, 2013).

Protein katlanmas1 salgi proteinleri i¢in 6nemli bir sorundur ¢iinkii sentezleri sirasinda bu
proteinler ER liimenine katlanmamis proteinler olarak girer. Katlanmalar1 ER’deki faktorler
araciligryla yonlendirilir. Dogru katlanamayan proteinler ER kalite kontrol (ERQC) sistemi
tarafindan tespit edilir ve ER ilisgkili degradasyon (ERAD) yolag: ile degrade edilir.

ERQC sisteminin dogru ¢alismasi, katlanmamis proteinler bitkinin saglig1 i¢in oldukga zararl
oldugundan biiyiik bir 6nem tagimaktadir. Zorlu ¢evresel kosullarda veya protein salgisinin
arttig1 ve protein katlanmasina duyulan ihtiyacin, protein katlanmasiyla iliskili sistemlere fazla
geldigi durumlarda, ER’de katlanmamis veya yanlig katlanmis protein miktar1 artar; bu durum

da bitkilerde ER stresinin olusmasina neden olur (Vitale ve Boston, 2008).

ER stres yaniti en basta, ER saperonu ve katlanma enzimleri olan BiP’leri de (“binding protein’,
HSP70’in ‘heat shock protein 70° ER’de bulunan iliskili faktorii) kodlayan genlerin
transkripsiyonunun tetiklenmesinden sorumlu olan siire¢ olarak karakterize edilmistir.
Tunikamisin (TM), N-bagl glikozilasyon inhibitorii, yaygin olarak ER stresini indiiklemek i¢in
kullanilmigtir. Maya ve memeli hiicrelerinde de BiP induksiyonunun molekiler
mekanizmalarinin ortaya konulmasi igin pek ¢cok ¢alisma gergeklestirilmistir (Iwata, Sakiyama,
M.H. Lee, ve dig., 2010).

Bitkiler protein katlanmas: i¢in daha elverisli bir ortam yaratmak adina BiP ve Ca?* bagimli ER
katlanma proteinlerinin anlatimlarmi artirict etki gostererek ER stresi yanitlarmi baslatir.
UPR’nin 3 ana kolunun ER stresine girmis hiicrelerde giiclii bir hayatta kalmayi artiric1 etkisi
vardir. Bunlar; IRE1 (inositol-requiring enzyme 1), PERK (protein kinase R-like ER kinase) ve
ATF6 (activating transcription factor 6) tarafindan yonetilen ve birbiriyle i¢ ige olan

sinyallesmeleri ve protein katlanmalarinin diizenlenmesini saglayan yollardir. Baz1 durumlarda



homeostazi saglanamayabilir ve UPR sinyallesme yolagmin bazi bilesenlerinin de aktif

katkistyla ER stresi altindaki hiicre 6liime gider (Kamauchi ve dig., 2005; Ron ve Walter, 2007).

ER stresiyle ilgili baslica mekanizmalar olan ERQC, ERAD ve ER iliskili otofaji ve
programlanmis hiicre 6liimii (PCD), maya ve memeli sistemlerine gore bitkilerde daha az
bilinir. UPR’nin bitkilerdeki aktivasyon ve duraklama mekanizmalart ve UPR’nin hiicrenin
hayatta kalmasi veya oliimiinii nasil tesvik ettigi hala aydinlatilmasi gereken noktalardir.
UPR’nin bitkilerde énemli fizyolojik rolleri de bulunur, bu rollerin daha iyi anlasilmasi bitki
1slah1 ¢aligmalarina potansiyel olarak fayda saglayabilecektir (Deng, Srivastava ve Howell,
2013).

RNA dizileme (RNA-seq), hiicrenin transkriptomuna dair bilgi edinmek uzere yiiksek verimli
dizileme yontemlerini kullanir. Daha 6nce kullanilan Sanger dizileme ve mikroarray temelli
yontemlere gore RNA-seq, transkriptomun dinamik yapist ig¢in uygun olacak, daha yiiksek
kapsamli veriler sunmaktadir. Gen anlatiminin 6l¢tilmesinin 6tesinde, RNA-seq ile elde edilen
veriler yeni transkriptlerin kesfedilmesi, alternatif kirpilmig genlerin tanimlanmasi ve allel-
spesifik anlatimlarin belirlenmesini saglamaktadir. RNA-seq yoOnteminin akis semasinda
orneklerin hazirlanmasindan kitaplik olusturulmasina ve en son verilerin analizine kadar
gergeklesen ilerlemeler transkripsiyonun fonksiyonel karmasikliginin daha ileri diizeyde

aydinlatilmasina olanak vermistir.

Yuksek verimli yeni nesil dizileme (NGS) teknolojilerinin kullanilmasi transkriptomik
calismalarda yeni bir ¢ag1 baslatmistir. Hibridizasyon temelli mikroarray ve Sanger dizileme
yontemlerinin pek ¢ok dezavantajinin iistesinden gelerek gen anlatiminin transkriptom
boyutunda o6lculmesi igin en verimli yontemlerden biri haline gelmistir. Tipik bir RNA-seq
deneysel stireci RNA izolasyonu, RNA’larin cDNA’lara ¢evrilip cDNA dizileme kitapliklarinin
olusturulmast ve bunlarin NGS platformunda dizilenmesi asamalarini igerir (Kukurba ve

Montgomery, 2015).

Transkriptom analizleri, son yillarda ER stresi yanitina dair pek ¢ok verinin aydinlatiimasinda
rol oynamistir. ER stres yanitinda salgi yolaklarmin fonksiyonlarma dair pek ¢ok faktoriin
anlatiminin arttig1 transkriptomik analizlerle ortaya konmustur. Bunlar, ER’de bulunan

molekiiler saperonlar1 kodlayan genlerin yaninda, ER-Golgi tasima sistemleri, ER iliskili



degradasyon (ERAD) bilesenleri ve lipid/inositol metabolizmas: i¢in ¢esitli genleri de
icermektedir (Travers ve dig., 2000).

2010 yilinda Arabidopsis thaliana’da (Iwata, Sakiyama, M. H. Lee, ve dig., 2010) ve 2014
yilinda piringte yapilan transkriptom analizleri (Wakasa ve dig., 2014) bitkilerde ER stresine
yanitla ilgili onemli metabolik yolaklarin ortaya konulmasini saglamistir. Ardindan domates
bitkisinde de ER stresi mekanizmalariyla ilgili ¢alismalar gergeklestirilmistir. Jasmonik asit,
etilen ve salisilik asit gibi fitohormonlarin ER stresi {izerine etkileri domateste aragtirilmis ve
UPR ile iliskili genler tizerinde etkili olduklar1 ortaya konmustur (Nagashima ve dig., 2014;
Czékus ve dig., 2020, 2022).

2021 yilinda yapilan bir bagka ¢calisma domateste dnemli bir UPR bileseni olan bZIP60’1n ER
stresi durumunda kirpilma profillerinin aydinlatilmasini saglamistir. Domateste bZIP60
faktoriiniin ER stresi altinda hayvan hucrelerindeki ve Arabidopsis ve misir gibi bitkilerdeki
sistemlere benzer sekilde indiiklenmis olmasi, UPR yanitinin IRE1/bZIP60 kolunun domateste

de korunmus oldugunu ortaya koymustur (Kaur ve Kaitheri Kandoth, 2021).

ER stresi, bitki biiylime ve gelismesini ve tarimsal bitkilerin verimliligini énemli Olglide
etkileyen biyotik ve abiyotik stres kosullarinin da yol ac¢tig1 6nemli bir hiicresel siirectir. ER
stresine iliskin mekanizmalar hayvan hiicreleri ve mayalarda oldukg¢a detayli bir sekilde
belirlenmis olsa da bitkilerde bu mekanizmalarin aydinlatilmasi hala devam etmektedir. Yeni
nesil dizileme teknolojileriyle beraber elde edilen yiliksek dogrulukta ve kapsamli verilerle bu
stiregleri incelemek ve ER stres yanitina ait 6nemli bilesenleri ve bunlarin iligkili metabolik

yolaklarin1 tespit etmek miimkiin olacaktir.

Bu tez ¢aligmasinda, doku kiiltiiriindeki domates bitkilerinde tunikamisin Stres ajani ile 2 saat
ve 6 saatlik uygulama siirelerinde ER stresi indiiklenmistir. ER stresi indiiklenen bitkilerden
elde edilen RNA’lar RNA-seq yontemi ile NGS platformunda dizilenerek, transkriptom
seviyesinde analizler gerceklestirilmistir. 2 saat ve 6 saat boyunca ER stresine maruz kalmis
bitkilerde gen anlatim seviyelerinde goriilen degisimler kontrol kosullarina ve birbirlerine gore
kiyaslanarak analiz edilmis, istatistiksel olarak anlamli veriler gen ontoloji ve KEGG yolak

analizlerine tabii tutulmustur.



Elde edilen bulgular, hem 2 saat hem de 6 saatte tunikamisinin bircok metabolik yolaktaki kilit
genler tizerinde etkili oldugunu gostermistir. 2 saatlik uygulamalarda abiyotik stres yanitina ait
genlerin yaninda DNA’ya baglanan proteinler ve transkripsiyon faktorlerinin de anlatimi dikkat
cekici sekilde artmustir. 6 saatlik uygulamada ise ER’de protein islenmesi ile iliskili bircok
gende ve jasmonik asit aracili sinyallesme yolaklarinda belirgin degisimler olmas1 uzamig ER

stresinden bu yolaklarin etkilendigini ortaya koymustur.

Bu ¢alismadan elde edilen bulgularin, ER stresi ile iligkili yolaklarin daha iyi anlasilmasinda
rol oynayacagi diistiniilmektedir. Tez ¢alismasinda, bu yolaklarin 6nemli tarimsal bitkilerden
biri olan domateste strese karsi dirence nasil katki sagladigmna dair yeni yaklagimlarda

bulunulmasina 151k tutacak bilgiler edinilmistir.



2. GENEL KISIMLAR

2.1. MODEL ORGANIZMALAR

Model organizma terimi, Drosophila ve fare gibi kiigiik boyutlar1 ve kisa jenerasyon siireleri
sayesinde deneysel siirecleri hizlandiran tiirleri tanimlamak i¢in kullanilmistir. Son yillarda
genom dizileme projelerinin hizlanmasiyla bu tanimin kapsami genisletilmistir. Tiirler,
deneysel siireclere uygunluguna kiyasla genomlarinin 6zgiin 6zellikleri acisindan tercih
edilirler ve bunlar genomik modeller olarak tanimlanir. Ekonomik olarak 6nemli olmalari
calisilacak model organizmanin se¢iminde onemli rol oynamistir, tarimsal 6nemi olan piring,
domates ve arpa gibi bitkiler de bu kapsamda model organizma teskil etmektedir (Hedges,
2002).

Kalitim, gelisim, fizyoloji gibi siireglerin altinda yatan hiicresel ve molekiiler temeller model
organizmalarin calisilmasiyla ortaya konulmaktadir. Organizmalarin ¢esitliligine ragmen
deneysel siireglere uygunluguna gore segilen belirli bir grup organizmanin arastirilmasiyla belli
temel prensipler ortaya konulabilir. Bilimsel arastirmalarda en yaygin kullanilan model
organizmalar arasinda E. coli, maya, C. elegans, Drosophila melanogaster, Zebra baligi, Mus
musculus, Zea mays ve Arabidopsis thaliana bulunur. Bu model organizmalar, 6nemi ve genis
kullanimlar1 nedeniyle se¢ilmis ve genom boyutunda ¢alismalar icin tercih edilen sistemler
olmuslardir. Genomlarinin tamamui 6ncelikli olarak dizilenen organizmalardir, bu da genis ¢aph
transkriptomik ve proteomik c¢alismalar1 i¢in Onemli firsatlar sunmaktadir (Mdller ve

Grossniklaus, 2010).
2.1.1. Lycopersicon esculentum Mill.

Domates, tiim diinyada en énemli ekilebilir bitkiler arasindadir. ilk olarak Giiney Amerika’nin
batisinda goriilmiistiir. Bitkinin ehlilestirilmesi de Amerika’da baglamistir. Gida olarak énemli
bir bitki oldugu i¢in, domatesin verimini, meyve kalitesini ve biyotik veya abiyotik streslere
kars1 direncini artirmak i¢in bir¢ok 1slah ¢aligmasi yapilmistir. Domates yalnizca gida olarak
degil, ayn1 zamanda arastirma materyali olarak da genis kapsamda kullanilmistir. Gelistirilmis
domates varyeteleri ile ¢aprazlanabilen ve ¢ok ¢esitli fenotipler sergileyen 13 adet tanimlanmis
yabani domates tiirii bulunmaktadir. Bu yabani tip domatesler, istenilen 6zelliklerin kaynagi

olarak 1slah ¢alismalari i¢in ve evrimsel ¢alismalar i¢in olduk¢a 6nemlidir. Domates ¢ok genis



bir aile olan Solanaceae’ye dahildir. Ticari 6nemi olan patates, patlican, biber ve tiitiin gibi
bircok bitkiyle de yakin akrabadir. Domates’te yapilan c¢alismalarda elde edilen bilgiler
kolaylikla bu bitkilere de uygulanabilmektedir (Bai ve dig., 2007).

Lycopersicon esculentum Mill, Solanum lycopersicum L. olarak da isimlendirilir. Linnaeus
tarafindan kullanilan binominal sistemle domates, 1753 yilinda Solanum cinsi altinda
siiflandirilmigtir. Buna karsin 1754’te Philip Miller, 1slah edilmis domates kiiltivarlarini da
iceren birka¢ tlirli Lycopersicon cins adi altinda yeniden smiflandirmistir, domates de

Lycopersicon esculentum tiir adin1 almistir (Peralta ve Spooner, 2000).

Domates bitkisinin genomu 2012 yilinda tamamen dizilenmistir. Molekuler dizeyde
calismalara uygun olmasi ve kolaylikla doku kiiltiiriine alinabilmesi de dahil olmak {izere
sayilan bir¢ok 6zelligiyle Solanaceae ailesine ait bitkiler ve diger etli meyvesi olan bitkiler i¢in

onemli bir model organizma teskil etmektedir (Kimura ve Sinha, 2008).
2.2. BITKILERDE STRES

Tarimsal bitkilerin verimini diisiiren ve kisitlayan cevresel stres kosullart bitkileri dogal
kosullarda stirekli olarak etkilemektedir. Bitkilerin karsilastig1 bu stres kosullar1 temel olarak
iki grupta incelenir, abiyotik ve biyotik stresler. Radyasyon, tuzluluk, sel, kuraklik, yiiksek
sicakliklar, agir metaller vb. kosullar abiyotik streslerdir ve diinya ¢capinda mahsul kaybina en
cok neden olan kosullardir. Mantar, nematod, bakteri gibi patojenlerin saldirilar1 da biyotik stres

kosullarmi olusturur (Gull, Ahmad Lone ve Ul Islam Wani, 2019).

Bitkiler hareketsiz organizmalar olduklarindan c¢evresel kosullardan uzaklasamazlar. Bu
etmenlerle bag etmek icin gelistirdikleri ¢esitli mekanizmalar bulunur. Cevrelerindeki strese
neden olan etmenleri sezerler ve uygun hiicresel yanitlar1 gelistirirler. Hiicre yiizeyinde veya
sitoplazmasinda yer alan sensorler araciligiyla bu etmenleri algilayarak bunlari gesitli sinyal
transdiiksiyon yolaklartyla niikleusta bulunan transkripsiyonel mekanizmaya iletirler. Bu
durum bitkinin transkriptomunda degisiklikler yaratarak bitkiyi strese daha toleransli hale
getirir. Sinyallesme yolaklar1 stresin ortamdan sezilmesi ve ona uygun biyokimyasal ve
fizyolojik yanitin iretilmesi arasinda bag kurarak stres yanitinda kilit bir rol oynar (Verma,

Nizam ve Verma, 2013).



2.2.1. Abiyotik Stres

Bitkiler diinya ¢capinda tarimsal iiretimi etkileyen ¢ok sayida abiyotik stres faktoriiyle karsilasir.
Baglica abiyotik stresler arasinda tuz, kuraklik, sicaklik, soguk, ultraviyole radyasyon, agir
metal ve besin aghgi gibi kosullar bulunmaktadir. Tim bu stres faktorleri birbirleri ile
bagimlidir ve bitki hiicrelerinde kendilerini ozmotik stres seklinde veya iyon dagiliminin ve
hiicre homeostazisinin bozulmasi yoluyla gosterirler. Biliylime hizi ve verimi anlatim
bi¢imlerini degistiren bir grup gen tarafindan etkilenir. Abiyotik streslere yanit veren genlerin
tanimlanmas1 ve karakterize edilmesi tarimsal bitkilerde stres yanit mekanizmalarinin
anlagilmasi i¢in gereklidir. Herhangi bir abiyotik stres kosulu icin sinyallesme akisinin
aktivasyonunun ilk asamasi bitki hiicresinin membraninda konumlanmus reseptorler araciligiyla
stres sinyalinin tanimasidir. Taninma sonrasinda bu sensorler sinyali, Ca?* ve ROT’lar gibi
fitohormonlar veya sekonder mesajcilar araciligiyla ileri asamalara iletir. Stresin
algilanmasindan hiicre iginde olusan yanita ¢evrilmesine kadar giden siire¢ Sekil 2.1°de

sematize edilmistir.

ER stresi yanitlarinda marker genler olan BiP’ler de abiyotik stres yanitlarinda rol oynarlar.
Soya fasulyesi ve tiitlin bitkilerinde BiP’in artirilmig anlatiminin kuraklik toleransi sagladigi
gbzlemlenmistir (Jia ve dig., 2008; Valente ve dig., 2009). Bunun olasi nedeninin kuraklik stres
yanitlar1 ve UPR arasindaki dinamik etkilesimler oldugu ongériilmiistiir. A. thaliana’da da
yliksek tuz veya sicaklik stresi yanitinda UPR’nin rol alabildigi gosterilmistir. Sicaklik
stresinde, bZIP28, Golgi araciligiyla ER’den niikleusa goger, burada peptidazlar tarafindan
kesilerek aktive edilir (Liu ve dig., 2007a). Tuz stresinde de benzer bir aktivasyon mekanizmasi
bZIP17 igin tetiklenir (Liu ve dig., 2007D).

ROT’lar gibi sekonder mesajcilar bir grup ROT-aracili protein kinaz ve protein fosfatazlarin
aktivasyonunu tetikler. Bu enzimler arasinda MAPK (mitogen-activated protein kinase)
enzimleri, CDPK’lar (calcium-dependent protein kinases), CBL’ler (calcineurin-B-like
proteins), CIPK (CBL-interactingprotein kinase), ve PP2C (protein phosphatase 2Cs)’ler
bulunur. Tiim bu enzimler gelen sinyali ileri asamalara ileterek fosforilasyon/defosforilasyon
akiglarmi baglatir. Ozellikle transkripsiyon faktorlerinin fosforilasyon akiglarinin indiiklenmesi,
hiicresel korunmada gorev alan veya sinyallesme akiglarinda rol alan dizenleyici genlerin
anlatiminda ve gen anlatimiin transkripsiyonel diizenlenmesinde basroldedir (Khan ve dig.,

2018).



. Abiyotik Stres

__Sinyallerinin
Algilanmasi
Reseptor ve Sensorler

Ca?*/CaM Bitki Hormonlari

Fosfokinaz ve Protein Fosfatazlar (CDPK, CIPK, MAPK vb.)

- Sinyal

‘ Transdiiksiyonu
Transkripsiyon Faktorleri

___ Abiyotik Stres
. . h

Sekil 2.1: Abiyotik stres sinyallesme yolaklarin1 diizenleyen transkripsiyon faktorleri ve stres
sinyallerinin hiicre igerisinde stres yanitlarina doniisimiinin semasi. CaM=Kalmodulin,
ROT=Reaktif oksijen turleri (Khan ve dig., 2018).

Stres yanit genlerinin anlatimlarmin diizenlenmesi MYB, NAC, bHLH, bZIP, WRKY gibi
transkripsiyon faktorleri araciligiyla gerceklesir. Strese yanit genleri oksidatif hasar1 azaltarak
ya da ozmotik denge ile sekonder metabolit dengesini diizenleyerek, abiyotik strese karsi

bitkinin tolerans gostermesini saglar (Khan ve dig., 2018).
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2.2.2. Biyotik Stres

Bitkilerin, mantar, viriis, bakteri, nematod ve bocekler gibi ¢esitli canli organizmalarin neden
oldugu biyotik streslerle de bas etmeleri gerekir. Biyotik stres ajanlari bitkilerde hastalik,
enfeksiyon ve fiziksel hasara yol acarak tarimsal verimliligi diigiiriir. Yapilan arastirmalarla
biyotik stresin etkisinin iistesinden gelinebilmesi i¢in ¢esitli mekanizmalar gelistirilmistir.
Strese yol agan ajanlarin genetik mekanizmalarinin arastirilmasi ile biyotik streslerin etkisi
azaltilabilir. Genetik olarak modifiye edilmis bitkiler, tarimsal bitkilerin direncli varyetelerinin

gelistirilmesi i¢in gii¢lii bir arag olarak goriilmektedir (Gull ve dig., 2019).

Biyotik stresler bitki hormonlari salisilik asit (SA) ve JA gibi sinyal molekullerini tetikleyerek
bir savunma yanit1 ortaya ¢ikarir. SA, HR (‘hypersensitive response’) ve SAR (‘systemic
acquired resistance’) yamtlarin indiikleyerek biyotrofik patojenlere karsi direnci aktive eder
(Smith, de Moraes, Mescher, 2009; Caarls, Pieterse ve van Wees, 2015). JA ise, boceksavar
proteinleri, vejetatif depo proteinleri veya terpenoidler, poliaminler, kinonlar, alkaloidler,
fenilpropanoidler ve glukozinolatlar gibi 6zellesmis metabolitleri sentezleyerek, herbivor
bocekler ve nekrotrofik patojenlere karsi savunma yanmitini aktiflestirir (Farmer, Ryan, 1992;
Verma, Ravindran, Kumar, 2016). Hiicrenin karsilastig1 kosullara gore, birbirine bagimli SA-
ve JA- sinyallesme yolaklar1 diger hormonlarla diizenlenme yoluyla sinerjik veya antagonistik

olarak caligabilir.

Bitkilerde, ER’de lokalize olmus stres sensorleri ve transdiiksorleri bulunur. bZIP
transkripsiyon faktorleri bZIP28, bZIP17 ve bZIP60, NAC transkripsiyon faktorleri, NAC062
ve NACO089, ve RNA kirpilma enzimi IRE1 gibi bilesenler ER stresinde bu gérevleri Ustlenirler.
Patojenle enfeksiyon durumunda IRE1 aktiflesir ve bZIP60 mRNA kirpilmasini saglar. Boylece
bZIP60’in ER stres yanitlarini indiikledigi niikleusa tasinan aktif formunun translasyonu
saglanmis olur. Biyotik streslerde UPR nin roliinii géz 6niinde bulundurarak Moreno ve dig.,
(2012), irela tek mutantinin patojen enfeksiyonlarina artmis bir hassasiyet gosterdigini ve
sistemik kazanilmis direng (SAR) sisteminde bozulmalar oldugunu tespit etmistir (Sever ve
dig., 2003; Moreno ve dig., 2012). Bu durumun SA ile veya patojen ile indiiklenmis IRE1 aracili
bZIP60 kirpilmasindan ortaya ¢iktigr disiiniilmektedir. Benzer sekilde Nicotiana
benthamiana’da, NbbZIP60’in susturuldugu bitkilerin, Pseudomonas cichorii enfeksiyonuna

kars1 daha duyarli oldugu gosterilmistir (Valente ve dig., 2009).
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2.2.3. Oksidatif Stres

ER, protein islenmesi ve katlanmasi i¢in sorumlu olan anahtar bilesen olmakla beraber birgok
sinyal transdiiksiyonu ve metabolik siirecte de rol almaktadir. Reaktif oksijen tiirleri (ROT),
redoks dengesinde ve stres yanitinda rolii olan 6nemli sinyallesme mesajcilaridir. Cevresel stres
kosullart katlanmamis veya yanlig katlanmis proteinlerin birikimini tetikleyerek ER stresine
neden olur. Son yillarda yapilan ¢alismalarla redoks metabolizmasi ve ROT’larin ER stresiyle
yakin iligkisi ortaya konmustur. ER stresi, ROT {iretimini artirip bitkide oksidatif yiike neden
olabilir, bunun sonucunda ER stresinin derecesine bagli olarak oksidatif strese yol acar (Ozgur
ve dig., 2014). ER stresi, nikotinamid adenin diniikleotid fosfat (NADPH) oksidaz aracili ROT
sinyallesmesini aktive eder, antioksidan savunma mekanizmalarini artirir ve glutatyon (GSH)
redoks durumunu degistirir. Aym1 zamanda ROT birikimi de ER stres yanitinin
indiiklenmesinde 6zel bir rol oynar. Bu faktorler goz oniine alindiginda bitkiler, ER stresi
karsisinda ROT’larla etkilesmek icin bir seri karmasik diizenleyici mekanizmalar1 gelistirmistir

(Cao ve dig., 2022).

ROT’larin abiyotik/biyotik stresler i¢in rolii oldukca 6nemlidir, bitki biyolojisinde ikili roller
ustlendikleri kabul edilir. Bunlardan birinde toksik olmayan seviyelerde sinyallesme
molekiilleri olarak gorev alirken, digerinde aerobik metabolizmanin yan {iriinleri olarak toksik
seviyelerde DNA, RNA, protein ve membranlara zarar verirler. Dolayisiyla, pek ¢ok hiicresel
antioksidan sistemi ROT’larin toksik etkilerini énlemek icin bir grup antioksidan enzim ve

antioksidan bilesenle ROT’larin yok edilmesi veya detoksifikasyonu igin ¢alisir (Mittler, 2017).

Anahtar enzimatik antioksidan olan siiperoksit dismutaz (SOD), gesitli organizmalarda ROT
seviyelerinin dengelenmesi icin bulunur. Ek olarak katalaz (CAT), peroksidaz (PER), glutatyon
peroksidaz (GPX) vb. antioksidan enzimler de bitkilerde genis kapsamli olarak ¢aligilmistir.
Bitkilerde enzimatik olmayan major antioksidanlar temel olarak cesitli metabolitleri ve
vitaminleri kapsar: Glutatyon (GSH), karotenoidler, flavonoidler, askorbik asit (AsA) ve
tokoferol bunlarin arasindadir (Mittler ve dig., 2004). GSH’nin ER’de okside formu glutatyon
distilfite (GSSG) orani disiilfitlerin stabilitesini etkilediginden dogru protein katlanmasi i¢in
onemlidir. ER ayni1 zamanda, Ca?* iyonlar1 da biriktirir. Liiminal Ca?* protein katlanmasi ve
islenmesiyle ilgili fonksiyonlar1 tesvik eder ve ROT iiretimini aktive eder. Ca?* birikimi de ROT
sinyallerinin diizenlenmesi altinda ger¢eklesmektedir (Csordas ve Hajndczky, 2009; Aller ve
Meyer, 2013).
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2.3. ER STRESI

Endoplazmik retikulum, protein sentezi, bir araya getirilmesi ve tagmmmi icin temel Gretim
merkezi olarak uretim stirecini denetleyen bir ER kalite kontrol ‘ER Quality Control’ (ERQC)
sistemine sahiptir. Organizmalar, abiyotik veya biyotik g¢evresel stres kosullarima maruz
kaldiginda yanlis katlanmis proteinlerin seviyesindeki artis ERQC sistemine yiik olusturabilir.
Bu durum, ER kalite kontrolii i¢in talep ve kapasite arasindaki dengenin kagmasina ve ER

stresinin olugmasina neden olur (Wan ve Jiang, 2016).

ER stresi, ilk kez Kozutsumi ve dig. (1988), tarafindan katlanmamis proteinlerin ER’de
birikmesi sonucu glukoz ile diizenlenmis protein 78’in (GRP78; immunoglobulin agir-zincir
baglayici protein (BiP)/1s1 soku 70 kDa protein) artan iiretimiyle tanimlanmistir (Kozutsumi ve
dig., 1988). BiP geni bu nedenle ER stresinin marker geni olarak da bilinmektedir.

ER stresinin ortaya c¢ikigini engellemek icin hiicreler ER homeostazisini siki bir sekilde
denetlemek ve diizenlemek zorundadir. ER stresi glikozilasyonu inhibe eden (tunikamisin vb.)
bilesenlerle indiiklenebilir. Bunun yaninda hiicrenin kalsiyum homeostazisinde bozulmalar,
proteinlerin fazla anlatimi, yanlis katlanmis veya katlanmamis proteinlerin birikimi, besin
aclig1, oksidatif kosullar, serbest yag asitlerinin birikimi ve viral enfeksiyonlar gibi birgok
durum, ER stresine yol agmaktadir (Koumenis ve dig., 2002; Harding ve dig., 2003).

Uzun veya siddetli ER stresi durumunda ER ve diger organeller hasar alabilir veya ciddi
durumlarda hicre o6lima gordlebilir. Bu durumun 6niine gecmek icin hicreler protein
homeostazisini yeniden saglamak adina kendini kurtarma programlarini harekete gegirir.
Protein katlama veya degradasyon kapasitesi artirilarak ya da bu reaksiyonlara duyulan talep
azaltilarak ER’de protein homeostazisi saglanabilir. Bu siireclerin biitlinline katlanmamis

protein yaniti ‘unfolded protein response’ (UPR) ad1 verilir (Bao ve Howell, 2017).

Arabidopsis AtbZIP60 bitkilerde ER stresi yanitinda rol alan en iyi karakterize edilmis
transkripsiyon faktoriidiir. ilk olarak ER stresinde transkripsiyonel olarak indiiklenen bir gen
olarak tanimlanmistir. AtbZIP60 proteininin transmembran domeni stres olmayan durumlarda
ER membraninda konumlanir, ER stresi kosullarinda ise proteolizis sonucunda aktive olur. Bu
durum, bZIP domenini tasiyan sitozolik par¢anin niikleusa taginimina ve transkripsiyon faktori

olarak gorev yapmasina izin verir. AtbZIP60’a ek olarak AtbZIP28’in de Arabidopsis ER stres
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yanitinda BiP genlerini aktive eden bir transkripsiyon faktorii olarak rol aldig1 gdsterilmistir

(Liu ve dig., 2007a; lwata, Fedoroff ve Koizumi, 2008).

ER’de protein katlanmasinda gorev alan diger faktorler de molekiiler saperonlardir. Bu
molekiiller, protein katlanmasini yonetmez ancak siirece yardimci olurlar. Baglanma proteini
(BiP), ER liimeninde en yaygin bulunan saperondur ve ER’ye giren olgunlasmamis proteinleri
baglayarak bunlarin agregatlar olusturmasia engel olur (Otero, Lizak ve Hendershot, 2010).
Saperonlar i¢in bu fonksiyon kritiktir ¢linkii ER olduk¢a kalabalik bir protein katlanma
ortamidir ve yeni sentezlenmis proteinin agikta kalan hidrofobik ylizeyleri onlar1 agregat
olusturmaya daha yatkin kilar. BiP’ler ATP baglayan ve J-domeni igeren proteinlerle etkilesim
halinde c¢alisan 1s1 soku 70 proteinleridir. J proteinleri BiP ile etkileserek ATP hidrolizini
stimiile eder, BiP tarafindan polipeptidlerin hizli sekilde hapsedilmesini saglar. Daha sonra, bu
polipeptidler niikleotid degisimi sonucunda yavas yavas serbest birakilir (Misselwitz, Staeck
ve Rapoport, 1998; Yamamoto ve dig., 2008). BiP proteini, Hsp70’in eslenigi bir proteindir ve
ER’de protein katlanmasina yardimci olan temel molekiiler saperonlardan biridir. GRP94 ve
HSP40 gibi diger saperonlar da BiP fonksiyonunu yonlendiren ko-saperonlar olarak

tanimlanmistir (Iwata ve Koizumi, 2012).

Arabidopsis ER stres yanit1 i¢in tipik bir marker gen olan BiP1 ve BiP3 mRNA seviyeleri,
tunikamisin (TM) uygulamasindan sonra 2. saatte artmis, 5. saatte en yiiksek seviyeye ulagmis
ve 10. saatte azalmistir. Aymi ¢alismada TM uygulamasi sonrast mikroarray ile yapilan
transkriptom analizlerine gore, protein katlanmasinda gorevli 25 gen, salgt yolaklarinda gorevli
21 gen, protein yikiminda gorevli 11 gen ve 13 transkripsiyon faktorii kodlayan gen de dahil
olmak uzere Arabidopsis thaliana’da toplam 129 transkriptin anlatiminin ER stresinde kontrole
gore en az 3 kat arttig1 tespit edilmistir (Iwata, Fedoroff ve Koizumi, 2008).

Piring bitkisinde yaratilmis bir mutasyon sonucu elde edilen mutantlar ve yabani tip bitkilerde
TM ile ER stresi indiiklenerek yapilan RNA-seq analizleri sonucu elde edilen veriler, OsIRE1
aracili ER stres yanitiyla ilgili bilgi edinilmesini ve ER stresiyle iligkili yeni genlerin

kesfedilmesini saglamistir (Wakasa ve dig., 2014).

ER stresinin iligkili 3 temel mekanizmasi olan UPR, ERAD ve otofaji siiregleri, ER
homeostazisinin geri kazanilmasinda 6nemli roller oynarlar. ER stresine ilk yanit1 olusturanlar

ER membraninda konumlanmis ER stres sensorleridir. Memeli hiicrelerindeki ER sensorleri 3
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smiftan olusur, bunlar da UPR sinyallesme yolaginin 3 kolunu olustururlar: IRE1, ATF6 ve
PERK kollar1. Bitkilerde bunlardan yalnizca IRE1 ve ATF6 aracili olmak tizere iki kolun etkili
sekilde calistigi belirlenmistir (Howell, 2013).

bZ1P28/bZIP17 faktorleri, memelilerdeki ATF6’nin bitkilerdeki homologu BiP ile etkilesimli
ER Tip Il transmembran proteini, ER stresinde aktiflesir ve Golgi’ye tasmir. IREI1’in
bitkilerdeki homologuna baktigimizda, IREla ve IRE1b olmak {izere iki farkli enzim islev
gostermektedir fakat IREIb’nin rolii daha baskindir. Bitkilerdeki bZIP60 faktoru de
hayvanlardaki XBP1 (‘X-box binding protein 1°)’in homologudur (Zeng ve dig., 2019).

2.3.1. Katlanmamis Protein Yamti (UPR)

UPR, ER’de stres kosullari ile aktive olan bir stres yanit1 yolagidir. ER stresi, yanlis katlanmis
veya katlanmamis proteinlerin ER’de birikmesi ile sonucglanabilecek cesitli kosullar ile ortaya
cikar. Bu kosullar arasinda yiiksek sicaklik veya tuz gibi abiyotik stresler ya da viral ve
bakteriyal patojenler gibi biyotik ajanlar bulunabilir. UPR ayni zamanda, protein katlanmasinin

ihtiyac1 karsilayamadig1 protein sentezinin yogun oldugu durumlarda aktive edilir.

ER’de olusan stres kosullar1 niikleusa UPR sinyallesme yolagi araciligiyla iletilir. Memeli
hiicrelerinde ER homeostazisi bozulduktan sonra ER stresi, ii¢ farkli transmembran proteinin
aktivasyonunu tetikler: IRE1, ATF6 ve PERK. Bu transmembran proteinler, akiimiile olmus
katlanmamis veya yanlig katlanmis proteinlere baglanan GRP78 faktoriinlin salinmasiyla aktive
olur ve IRE1 ve PERK kompleksleri dimerlesip aktif kompleksler haline gelir. Bu kompleksin
aktiflesmesi ATF6 nin Golgi’ye translokasyonunu saglar. Sonug olarak tiim bu komplekslerin

aktivasyonu UPR’nin sinyallesme akisini diizenler.

Memelilerde kesfedilmis UPR’nin 3 farkli yolu varken bunlardan iki tanesi bitkilerde de
calisgilmistir. ER zari ile iligkili ATF6 ve IREL genlerinin bitkilerdeki homologlar1 bu iki yolun
basrollerini olusturur. Bu yollardan biri RNA kirpilma faktorii, IRE1 ile yonetilir. IRE1, N
terminali ER lumeninde, protein kinaz ve riboniikleaz domenlerini iceren C terminali ise
sitozolde bulunan bir ER transmembran proteinidir. IRE1’in limenal domeni ER’deki
proteinlerin durumunu algilar. Bitkilerde IRE1’in birincil hedefi bZIP60 mRNA’sidir ve stres
durumunda kirpilmaya ugrar (Gardner ve dig., 2013).
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Arabidopsis thaliana’da IRE1’in bZIP60 mRNA’sin1 kesmesi 23 baz giftlik bir intronun kesilip
cikarilmasii saglar. bZIP60 mRNA’sinin  kirpilmamig formu membran bagimh bir
transkripsiyon faktoriinii kodlarken, kirpilma bir ¢erceve kaymasina neden olarak
transmembran domeni elimine eder. Kirpilma sonucu olusan bZIP60 formu, niikleusa
yonlendirilir ve stres yanit genlerinin anlatimini diizenler (Deng ve dig., 2011a). Sekil 2.2°de

bitkilerde ER stres yanitina iligkin sinyallesme yolaklarmin semasi verilmistir.

Stres karsisinda, bZIP28 ve IRE1 yanlis katlanmis proteinlerin ER’de birikmesiyle aktive edilir.
bZ1P28/bZIP17 transkripsiyon faktorleri, ATF6’nin bitkilerdeki homolog sistemidir. bZIP28,
ER’den mobilize olarak Golgi’ye tasinir. Golgi’de S1P ve S2P tarafindan islenirler. S2P
membran icerisinde kesim yaparak bZIP28’in N-terminal bileseninin sitozole salinmasini
saglar. Bilesen daha sonra niikleusa go¢ eder. Aktive edildiginde IRE1, bZIP60 kodlayan
mRNA’y1 kirparak, bir ger¢eve kaymasi yaratir. Kirpilmig bZIP60 RNA’s1 niikleer hedef
sinyali i¢eren bir transkripsiyon faktoriinii kodlar. bZIP28 ve bZIP60 heterodimer olusturabilir
ve sinyallesme yolaginin 2 ayr1 kolu stres yanit genlerinin anlatimini artirabilen

heterodimerlerin olusturulmasiyla bir araya gelebilir (Howell, 2013).

Geri dondiiriilemeyen ER stresi durumunda, ¢esitli mRNA molekiillerinin hizlica yikimimnin
saglanmasi i¢in, IRE1’in farkli bir sinyallesme yolagi olan RIDD (Regulated IRE1-dependent
decay) tetiklenir. Bu mekanizmanin fonksiyonuyla ilgili iki farkli gériis bulunmaktadir: mRNA
transkript sayis1 azaltilarak ER’ye daha fazla protein akisinin 6niine gegilebilmesi (Mishiba ve
dig., 2013) veya mekanizmanin, stres genlerinin anlatim artisinin tersi yoniinde islev
gormesinden dolay1, ER stresinin etkisinin artirilarak, hiicreyi programlanmis hiicre 6liimiine

gotiiren bir mekanizma olmasi ihtimali de degerlendirilmektedir (Chen ve Brandizzi, 2013).
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Sekil 2.2: Bitkilerde ER stres yaniti sinyallesme yolaklarinin iki kolu: bZIP28 ve
IRE1/bZ1P60 (Howell, 2013).
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2.3.2. ER Iliskili Degradasyon (ERAD)

ERAD sistemi direkt olarak katlanmamis proteinleri tanir ve proteozomlar aracili yikimlarmi
yonlendirir. Mayada ve memelilerde yapilan ¢aligmalarla ERAD yolaginin 4 temel agamasi
ortaya konulmustur. ilk asamada kargo proteinleri lektinler veya saperonlar tarafindan,
Man7GIcNAc2 N-glikanlar veya protein omurgasi araciligtyla taninir. Daha sonra ER liimeni
veya membranma ait kargo proteinlerinin bir ER membran protein kanali araciliiyla
sitoplazmaya retro-translokasyonu gergeklestirilir. Ardindan substrat proteinlerin, ubikitin-
proteozom sisteminde protein ubikitinasyonu icin esansiyel olan, E1 (ubikitin aktive edici
enzim), E2 (ubikitin konjuge edici enzim) ve E3 (ubikitin E3 ligaz) enzimleri tarafindan
ubikitinasyonu gergeklesir. Son olarak da ubikitinlenmis substratlar 26S proteozom tarafindan
yikima ugrar (Chen, Yu ve Xie, 2020).

P / ) —————
a3 Stres iligkili genler
Tuz = I8 & /
\Cj'/; ) NG ’,"I' ABA yanit genleri

-
/
\‘;;;//'
RPM1/RPS2 /

———

(oo ]

Sekil 2.3: ERAD, biyotik ve abiyotik stres yanitlarinda rol alma mekanizmalari. Stres kosullari, ER
homeostazisini yeniden saglamak ve bitkinin stres toleransini artirmak i¢in stresle iligkili ve UPR
ile iligkili genlerin anlatimini aktive eder (Chen, Yu ve Xie, 2020).
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Bu 4 agamada gorev alan proteinler, Arabidopsis’te tanimlanmistir. Kargo adaptorleri AtOS9
ve HRD3A (Liu ve dig., 2010; Su ve dig., 2012), E2 UBC32 (Cui ve dig., 2012), E3’ler HRD1
ve AtRmal (Lee ve dig., 2009) ve AAA ATPaz CDC48 ve proteozom alt birimleri tanimlanan
proteinler arasindadir (Muller ve dig., 2005).

Bitkiler bunlarin yaninda, maya ve hayvan sistemlerinde bulunmayan 6zgiin ERAD
bilesenlerine de sahiptir. Bu bilesenler Arabidopsis’te ethyl methanesulfonate-mutagenized
brassinosteroid-insensitive 1 suppressor 7 (EBS7), ERAD-Mediating Ring Finger (EMR) ve
Protein Associated With HRD1-1 (PAWH1) ve PAWH?2; ve Medicago falcata’da E3 ligase
Salt Tunicamycin-Induced Ring Finger Protein (MfSTMIR)’dir. Bilesenlerin her biri farkli
ERAD asamalarinda rol alirlar (Liu ve dig., 2015; Park ve dig., 2018; Lin ve dig., 2019; Zhang
ve dig., 2019).

Sekil 2.3’te ERAD’mn stres yanitinda rol alma mekanizmalar1 ve gorev alan bilesenleri
gosterilmektedir. OS9 ve HRD3 kiimelenmis proteinlerin taninmasina yardimci olan
adaptorlerdir. UBC32, E2 enzimidir. Rmal, DOA10, RIN2/RIN3 ve HRD1, RING tipi E3
ligazlardir. ERAD bilesenleri olarak yanlis katlanmis proteinlerin ubikitinasyonunda onemli
roller oynarlar. PIP2;1 direkt olarak Rmal tarafindan hedeflenir. ER liimeni veya
membranindan sitozole tekrar taginimda yanlis katlanmis proteinler CDC48 kompleksine
bagimli olarak proteozomlara veya degradasyon igin otofaji yolaklarina yonlendirilir. BiP,
kalneksin (CNX) ve PDI, protein katlanmasina ve monitor protein glikozilasyonuna yardimeci
olan ER saperonlaridir. Ca?* tuz stresi altinda ER’den salgilanir. HDR3A ile yapilan
calismalarda tuz stresinde UPR’nin indiiklenmesinin ER’den kalsiyum salinimina bagimli

oldugu gosterilmistir (Chen, Yu ve Xie, 2020).

ERAD bilesenlerinin biyotik ve abiyotik stres yanitlarindaki fonksiyonlarinin yaninda, ERAD
ve bitki gelisimi arasindaki korelasyon, bitki stres yanitlar1 ve biliylime diizenlenmesi arasinda
onemli bir denge bulundugunu gdstermektedir. Ozellikle de hem kuraklik yanitinda hem de
ABA sinyallesmesi aracili fide gelisiminde ortak olan ERAD bilesenlerinin rolleri,
CER9/DOA10A/SUDI1, ERAD’1n bitki biiylimesi ve stres adaptasyonu arasindaki denge icin

zorunlu bir mekanizma oldugunu ortaya koymustur (Chen, Yu ve Xie, 2020).



19

2.3.3. ER Faji

ER, Okaryotlarda protein salgilanmasinin ve lipid biyosentezinin baslangi¢ noktasidir. ER
homeostazisi, stresle bas edebilmek icin transkripsiyonel ve translasyonel regiilatorler
araciligryla UPR ile hassas bir sekilde diizenlenmektedir. Uzayan stres durumlarinda hiicreler
stresle bas edemeyip otofajiye gidebilir. Otofaji, ¢ift zarli yapiya sahip otofagozomlar ile
yonlendirilen hiicre i¢i bir kendi kendini sindirme mekanizmasidir. Otofagozomlarda sitozolik
bilesenlerin ve hasarli organellerin degradasyonu ile besin aglig1 veya diger stres kosullarinda

besin bilesenlerinin geri eldesi saglanir (Zeng ve dig., 2019).

Fagofor olusumu i¢cin membran kaynagi gorevi olmasinin yaninda, ER ayni1 zamanda spesifik
bir otofagozom ile stres kosullar1 altinda siki bir sekilde diizenlenir. Bu siirece ER faji adi
verilir. ER faji, memeliler ve mayalarda tanimlanmis fakat bitkilerde hakkinda olduke¢a az sey
bilinen reseptorlerle kategorize edilmistir. ER stres yanitlari altinda bitkilerde ER faji ve ER

homeostazisi stirekli bir etkilesim igerisindedir.

Bitkilerde otofaji, ATG5 (autophagy-related protein 5)’in ER’ye c¢agirilmasiyla baglar.
Membran genislemeye baslar ve kase seklindeki cift-membranli ortami, yani fagoforu
olusturur. Membran genislemesi devam eder, fagoforun uglar birlesip ER’den ayrilir ve gift-
membranli yapida, otofagozom adi verilen vesikiilii olusturur (Lundgren Rose ve dig., 2006; le
Bars ve dig., 2014). Otofagozom olusumu i¢in membran yapinin kaynagi net bilinmese de ER
kokenli yeni sentezlenmis lipitlerden veya ER, golgi, endozomlar ve plazma membrani gibi var
olan organellerden ayrilan membran yapilardan kdkenlendigi disiiniilmektedir (Lamb,

Yoshimori ve Tooze, 2013).

Yikima ugratilacak kargo, olusturulan otofagozom yapiya iki farkl yolla entegre edilir. Bu
durum secici olmayan sekilde rastgele gergeklesebilirken, kargonun otofagozom membran
proteini ATG8 (autophagy-related protein 8) ile etkileserek bir reseptdr proteine baglanmasiyla
secici olarak da gergeklesebilir. Otofagozomun dis membrani, vakuol membrani ile birleserek
i¢ zar1 ve tagidig1 kargoyu yikim ve geri doniisiim i¢in vakuol igerisine serbest birakir (Marshall

ve dig., 2015).
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UPR sirasinda, hiicresel strese karsi ¢ikmak i¢in ER genisler. Stres etmeni azaldik¢a, akut UPR
sirasinda fazladan olusturulan ER, reseptor aracili ER-faji ile degrade edilir. ER faji, spesifik
ER-faji reseptorleri, ER-konumlu veya sitozolden ER membranina yonlendirilen proteinler
araciligryla yonlendirilen segici otofaji bigimidir. ER faji reseptorleri otofaji iligkili protein,
LC3/ATGS ile, LC3-etkilesim bdlgesi (LIR) araciligiyla etkilesim kurar (Song ve dig., 2018).
Bitkilerde C53, bir ER faji reseptorii, ER stresi kosullarinda AIM (‘ATG8-interacting motif”)
araciligtyla ATGS ile etkileserek ribozom tutulmasi sonucu otofajiyi yonlendirir ve ER

proteinlerinin yikimina neden olur (Stephani ve dig., 2020).
2.3.4. ER Stresinin Kimyasal Yolla Indiiksiyonu

UPR, bitkilere ER stres ajanlariyla muamele edilerek laboratuvar ortaminda indiiklenebilir. Bu
ajanlar ER’de protein katlanmasini etkileyerek ER stresini indiiklerler. Tunikamisin (mw=
844,95), Streptomyces tiirii bakterilerden elde edilmis bir antibiyotiktir. GICNAc fosfotransferaz
aktivitesini inhibe ederek, proteinlerin N-glikozilasyonunu engeller ve glikoprotein sentezinin

ilk asamasini bloke etmis olur (Kaufman, 1999).

Sekil 2.4: Tunikamisinin molekiiler yapisi.

Tunikamisin (TM), salgilanan glikoproteinlerin N-glikozilasyonunu bozarak etki gosterir. N-
glikanlar protein katlanma siirecinin ¢esitli asamalarinda taninir dolayisiyla N-bagh
glikozilasyonlar olmadan katlanma siireci sekteye ugrar ve katlanmamis proteinler ER’de

birikerek ER stresine neden olur.
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Dithiothreitol (DTT) gibi indirgeyici ajanlar da ER stresi ajanlarindandir. Disiilfid baglari
iceren proteinlerin dogru katlanmasi, okside edici bir ortam gerektirdiginden DTT, proteinlerin
katlanmasini olumsuz yonde etkilemektedir. Bu iki ER stres ajan1 disinda siklopiazonik asit
gibi ER kalsiyum pompas: inhibitorleri de ER stresini indiikleyici etki gosterir. Bu durum
kalneksin ve kalretikiilin gibi ER protein katlanmasinin major bilesenlerinin kalsiyum-bagimli

islev gostermesinden kaynaklanmaktadir (Michalak ve dig., 2009; Howell, 2013).

ER stres ajanlar1 olarak kullanilan bu kimyasallar, bitkilerde ER stresini ortaya ¢ikaran dogal
kosullar1 simiile etmek i¢in kullanilmaktadir. Dogal stireglerde UPR pek ¢ok abiyotik stres veya
biyotik ajanlar tarafindan da induklenebilmektedir (Ye ve dig., 2011).

Asma bitkisinde (Grapevine) yapilmis bir ¢alismada TM ve DTT, ER stres ajanlar1 olarak
kullanilmis ve bu iki ajanin transkriptom {iizerine etkileri kiyaslanmistir. Her iki ajan da
transkripsiyon faktorlerinin, hormon biyosentez yolaklarindaki genlerin anlatimlarini
artirmistir. Gen ontoloji smiflandirmalarinda protein katlanmasi, oksidatif stres, protein
fosforillenmesi, transmembran tasima, transkripsiyon ve proteolizis diizenlenmesi kategorileri

on plana ¢ikmustir (Cakir Aydemir ve dig., 2020).

Potansiyel bir ER stres ajan1 olmasina ragmen DTT, protein sentezinde disiilfid bagi olusumunu
ER ve sitozolde aynmi sekilde inhibe ettigi icin, ER stresine spesifik yanit elde edilmesini
kisitlamaktadir. Ek olarak TM ve DTT, ER stresinin kinetiklerini farkli sekilde etkilediginden
UPR hedef gen anlatimlarini da farkli sekillerde degistirebilirler (McCormack ve dig., 2015).

Bu tez ¢alismasinda TM 'nin stres ajani olarak secilmesinde de bu faktorler etkili olmustur.
2.3.5. ER Stresinin Erken ve Ge¢ Yamit Mekanizmalari

ER stresi kosullarinda cesitli bitkilerde TM kullanilarak yapilan ¢alismalarda farkli siire ve
konsantrasyon kosullari denenmistir. Domates’te yapilan giincel bir ¢alismada, bZIP60’in
kirpilma iiriiniiniin agaroz jelde goriintiilendigi en erken zaman 3 saatlik TM uygulamasi olarak
belirlenmistir (Kaur ve Kaitheri Kandoth, 2021). Arabidopsis’te TM nin AtbZIP60 kirpilmasini
uyardig siire 2 saat olurken (Deng ve dig., 2011b), misir bitkisinde bZIP60 kirpilmasi 4 saatlik
TM uygulamasinda tespit edilebilir olmustur (Li, Humbert ve Howell, 2012).

Arabidopsis’te anlatimi yapilan genler arasinda UPR genlerini tanimlamak i¢in, fluid

mikroarray yontemiyle hedef genler klonlanmistir. Array analizleri igin fluid mikroarray
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boncuklar1 ve problari, 6 saat boyunca TM uygulanmis ve uygulanmamis Orneklerin
mRNA’lar1 kullanilarak hazirlanmistir. Gergek zamanli PZR ile yapilan analizlerde TM
uygulanmis bitkilerdeki marker UPR geni olan BiP mRNA’sinin anlatimmin, uygulama
yapilmamus bitkilere gore 5,7 katina ¢iktig1 tespit edilmistir (Kamauchi ve dig., 2005).

Arabidopsis’te 2 saat ve 5 saat boyunca 0,3 pg/mL TM ile uygulama yapilarak ER stresi
indliklenen yabani tip bitkiler ve irel mutantlariyla yapilan ¢alismada, IREla ve IRE1lb
transkriptleri yabani tipte her iki zaman diliminde de indliklenirken irela mutantlarinda IRE1b
transkripti, irelb mutantinda da IREla transkriptlerinde anlatim artis1 goriilmiistiir. Bu
calismayla IRE1 genlerinin ER stresi ile iligkisi ortaya konulmustur (Moreno ve dig., 2012).
Arabidopsis’te yapilan baska bir ¢alismada 6 giinliik bitkiler, 0, 2 ve 5 saat boyunca ER stres
ajani ile (TM veya DTT) muamele edilerek, UPR basarili bir sekilde harekete gecirilmistir
(Martinez ve Chrispeels, 2003).

Farkli zaman araliklarinda ER stres yaniti Arabidopsis thaliana bitkisinde transkriptom
analizleriyle incelenmistir. ER stres ajani olarak TM kullanilmis, 10 giinliik bitkilere 5 pg/mL
konsantrasyonda TM, 30 dakika, 1, 2, 5, 10 ve 24 saat boyunca uygulanmistir. Mikroarray
temelli yapilan anlatim analizlerinde toplam 259 gen, TM’ye yanit veren genler olarak tespit
edilmistir. 175 genin anlatimi artarken, 84 genin anlatim1 azalmistir. 259 anlatimi degisen gen
icin 2, 5 ve 10 saat sonraki bitkilerdeki kiyasl transkript seviyelerine hiyerarsik kiimeleme
yapilmistir. Her gen, 6 farkli anlatim kiimesinden birine atanmistir. Anlatim kiimesi I, Il ve IV,
anlatimi artan transkriptleri igerirken, V ve VI numarali kiimeler anlatim1 azalan transkriptleri
icermektedir. II ve IV numarali kiimelerdeki genlerin, 2 saat TM uygulamasinda anlatimi
artmis, kiilme I’deki genler daha geg¢ fazlarda (5 ve 10 saat) anlatim artig1 gostermistir (Iwata,
Sakiyama, M.H. Lee, ve dig., 2010).

Tiim bu ¢aligmalarda farkli zaman araliklarinda ve farkli konsantrasyonlarda ER stres ajanlar1
bitkilere uygulanmis, ¢esitli kosullarda olusan degismis anlatim profilleri belirlenmistir. Farkli
stirelerde yapilmis uygulamalardan, ER stresinde rol alan mekanizmalarin ve bunlarla iliskili
genlerin anlatimlarinin belirlenmesiyle erken ve ge¢ ER stresi yanitlarindaki farklar ortaya

konulmustur.
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2.4. ER STRESI ILE ILISKiLi YOLAKLAR

Bitkilerin cesitli biyotik ve abiyotik stresler karsisinda verdigi temel yanitlarin baginda ROT
tiretimi gelmektedir, ROT olusumu bitkide oksidatif hasara yol acar. Bitkiler bu durumla bag
edebilmek ic¢in antioksidan savunma mekanizmalar1 gelistirmislerdir. Bu mekanizmalar
temelde ROT’lar1 avlayan ve hiicreleri oksidatif hasardan koruyan antioksidan enzimleri igerir.
ROT’larin fazla birikimi hiicre membraninda hasara hatta hiicre 6liimiine yol agabilir (Mittler,
2002; Gill ve Tuteja, 2010). Programlanmis hiicre 6liimii, ‘planned cell death’ (PCD) sirasinda
bitkilerde kaspaz benzeri aktiviteler de tespit edilmistir. Kaspaz benzeri aktivitelerden sorumlu
olan bitki proteazlarinin tanimlanmasi uzun zaman almistir (del Pozo ve Lam, 1998; AG ve
dig., 2000) .

Antioksidan enzimlerin ER stresine yanitinin arastirilmasi ig¢in bugdayda yapilan bir
transkriptom c¢aligmasinda, antioksidan enzimlerle iliskili POD’lar (39 gen), SOD’lar (2 gen)
ve CAT (1 gen) olmak Uzere toplam 42 gende anlatim degisimi tespit edilmistir. SOD’larin

anlatim1 DTT uygulamasinda azalmistir (Yu ve dig., 2019).

Membran bagiml transkripsiyon faktorleri, 6zellikle de NAC ailesi bitkilerde tanimlanmis ve
cevresel stres kosullartyla tetiklendikleri gosterilmistir. ER-membrani ile iliskili NAC
transkripsiyon faktorii, NAC089 ve plazma membrani iliskili NAC062, ER stresine yanit olarak
niikleusa go¢ etmektedir (Kim ve dig., 2007; Yang ve dig., 2014).

Yu ve dig., (2019) yaptigi RNA dizileme galismasinda en ¢ok gozlemlenen 5 transkripsiyon
faktord ailesini, MYB, NAC, orphans, bHLH ve bZIP’ler olarak belirlemistir. MYB ailesi
Mmetabolizmayi, gelisimi ve gevresel streslere yaniti kontrol eden diizenleyici aglarda dnemli bir

rol oynar. bZIP faktorleri de ER stresine yanit mekanizmalarinin basroliinii olusturur (Yu ve
dig., 2019).

ER stresi uygulamasini takip eden siiregte bZIP28’1 igeren transkripsiyonel kompleks bir araya
gelir. Kompleksin olugmasiyla bZIP28 aktive olur ve NF-YC2 gibi iligkili hedef genlerin
anlatim1 artar. NF-YC2, NF-YB3 ile dimer olusturur ve niikleusa tasinarak NF-YC3 ile trimerik
CCAAT-kutusu baglanma faktoriinii meydana getirirler. CCAAT-kutusu baglanma faktorii ve
bZIP28 ER stres yanit1 genleri i¢in bir baglatict kompleks gorevi goriir ve stres karsisinda

genlerin anlatim artisini tetikler (Liu ve Howell, 2016).



24

Molekiiler saperonlar, protein katlanma siirecinin verimini artiran proteinlerdir (Hartl ve Hayer-
Hartl, 2009). Saperonlar 6ncelikli olarak, BiP, kalneksin (CNX)/kalretikulin (CRT), protein
disiilfit izomeraz (PDI)’ler, GRP94, ER oksidorediiktaz 1 (Erol) ve DnaJ (HSP40 ailesi)
proteinlerini icerir. BiP (binding protein), ayn1 zamanda ‘glucose-regulated protein 78’
(GRP78) olarak da bilinir. HSP70 ailesinin bir yesi ve ER limeninde en yiksek miktarda
bulunan, protein agregasyonunu engelleyip, proteinlerin dogru katlanmasini yo6nlendiren
saperondur. GRP94, HSP90 ailesine aittir ve BiP’e benzer sekilde ER liimeninde yiiksek
miktarda bulunan glukoz ile diizenlenen bir saperondur. Birincil fonksiyonu salgi proteinlerinin
islenmesi ve tagmimidir. CNX/CRT, PDI ve DnalJ gibi diger saperonlar da ER’de protein

katlanmasinda 6nemli roller oynarlar (Liu ve Howell, 2010).

UPR’nin hormon biyolojisinde 6nemli bir rol oynadig: bilinmektedir, bu da UPR’nin vejetatif
biiylime ve gelisme tizerinde etkisini agiklayabilir. Arabidopsis’te UPR ve oksin diizenlenmesi
arasindaki iliski arastirilmig, ER stresi uygulamasmin, ER- ve hiicre membraninda
konumlanmis oksin akis1 tasiyict proteinleri ( ‘auxin efflux transporters’ veya PIN proteinleri)
ve oksin reseptorleri TIR1/AFB’lerin anlatiminda diistise yol a¢tigi bulunmustur. Anlatim
seviyelerinin diismesinde rol oynayan mekanizma belirlenememistir ancak IREI ile iliskili

olmadigi tespit edilmistir (Chen ve dig., 2014).

Bugday bitkisinde ER stresi uygulamasinda yapilan transkriptom ¢aligsmasinda bitki hormon
sinyal transdiiksiyonu yolaginda 98 genin temsil edildigi gosterilmistir. Bu genler arasinda
salisilik asit (SA), etilen (ET), oksin, jasmonik asit (JA), giberellin (GA), absisik asit (ABA),
sitokinin ve brassinosteroid (BR) iligkili sinyallesme genleri bulunmaktadir. ER’de protein
islenmesi yolaginda 46 tane anlatimi deisen gen tespit edilmistir. Ozellikle molekiiler
saperonlari igeren bu genler arasinda, BiP’ler, GRP94, CNX, PDI’ler, HSP40’lar, HSP70’ler,
sHSF’ler ve RMA1, UbcHS5 gibi ubikitin-ligaz kompleksleri bulunmaktadir (Yu ve dig., 2019).

UPR’nin brassinosteroid-aracili yanitlarda da rol aldigi gézlemlenmistir. Bu iliskili ¢alisma
sistemi, UPR sinyallesme yolaklariin RNA kirpilmayi iceren kolunu degil, bZIP17 ve bZIP28
membran bagimli transkripsiyon faktorlerinin  dahil oldugu kolu kapsamaktadir.
Brassinosteroid-aracili sinyallesme ve UPR arasindaki iliskinin ortaya konulmasi S2P

mutantlariyla yapilan ¢alismada gergeklesmistir (Che ve dig., 2010).
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UPR sinyallesme yolaginin ve diger ER stresi yanit mekanizmalarinin bahsedilen iligkili
mekanizmalar1 disinda 6zellikle Ubikitin-Proteozom sistemi, terpenoidlerin biyosentezi,
jasmonik asit aracili sinyallesme yolaklari, MAPK sinyallesme yolaklar1 ile iligkileri ve etilen
yanit faktorleri aracili diizenlenmeleri ile ilgili yapilan ¢calismalar dikkat cekmektedir. Sayilan
bu mekanizmalarin ER stres yanitlariyla iligkisini ortaya koymak iizere bir¢ok c¢aligma

gergeklestirilmistir.
2.4.1. Ubikitin-Proteozom Sistemi

Proteozomlar buyuk c¢oklu Kkatalitik altbirimlere sahip, sitozolik ve nukleer protein
degradasyonundan sorumlu proteazlardir. Yapilari ve fonksiyonlar1 6karyotlarda korunmustur.
Proteozomlar ilk basta, ubikitin bagimli proteoliziz yolaginin proteolitik modiilii olarak
tanimlanmistir. Proteozomlar, ubikitinden-bagimsiz proteoliziz surecini de yonetir, RNAz
aktivitesi gostererek transkripsiyonel dizenlenmede proteolitik olmayan bir rol oynarlar
(Kurepa ve Smalle, 2008).

Ubikitin proteozom sistemi (UPS), Okaryotik hiicrelerde pek ¢ok enzimin, yapisal ve
diizenleyici proteinin degradasyonundan sorumlu proteolitik sistemdir. Sistemde birbirini takip
eden iki sure¢ bulunur: Birincisi, secilen proteine ubikitin molekullerinden olusan zincirin
baglanmasi iken, ikinci agama, ubikitin molekiillerinin geri doniisiimiinii saglayan multiproteaz

kompleksi 26S proteozom tarafindan modifiye proteinin yikimidir (Stone, 2019).

Ubikitin, olduk¢a yiiksek oranda korunmus, 6karyotik organizmalarin tiim dokularinda bulunan
ve ¢ok miktarda anlatimi yapilan bir proteindir (Goldstein ve dig., 1975). Yiiksek korunmusluk,
bitki tlirleri arasinda ubikitin amino asit dizisinin birbirinin tamamen aynisi olmasinin
gozlenmesiyle anlagilmigtir. Bitki ubikitini, maya ve insanlardakine kiyaslandiginda ise

sirasiyla, yalnizca 2 ve 3 amino asit birimi fark gostermektedir (Callis ve Vierstra, 1989).

Ubikitin, ¢oklu ubikitin birimlerini tekrarli olarak iceren veya iliskisi olmayan rastgele bir
proteine bagl tek ubikitin birimini tasiyan onciil bir protein olarak sentezlenir. Arabidopsis’te
7 adet ubikitin geni (UBQ), ribozomal protein igeren ubikitini (UBQ1, UBQ2, UBQ5, UBQ6
ve UBQ17) veya “related to ubiquitin” (RUB) flizyonlarin1 (UBQ7 ve UBQ15) kodlar. 5 adet
Arabidopsis UBQ geni ise (UBQ3, UBQ4, UBQ10, UBQ11 ve UBQ14) 3-6 arasi ubikitin
birimi igeren poliubikitin 6nctllerini kodlar (Vijay-Kumar ve dig., 1987).
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Ubikitinin 7 adet korunmus lizin birimi (Lys6, Lys11, Lys27, Lys29, Lys31, Lys48 ve Lys63)
bulunur. Her biri, baska bir ubikitin molekiiliiniin Gly76 birimi ile izopeptid bagi kurarak,
ubikitin-ubikitin baglantilar1 olusturmak i¢in kullanilabilir. Lys48 birimlerini kullanan

poliubikitin zincirleri, Arabidopsis’te en yaygin goriilen zincirlerdir.

Ubikitinasyon, tek bir birimin (monoubikitinasyon) ya da ¢oklu ubikitin molekiillerinin ayr1
ayr1 (multimonoubikitinasyon) veya zincir seklinde (poliubikitinasyon), spesifik bir substrata
konjugasyonuna denir. Modifiye proteine ne olacagi, ona baglanmis ubikitin molekiilii say1s1

ve poliubikitin zincirinin topolojisiyle (Lys63-bagli veya Lys48-bagli) belirlenir.
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ub ’ - N
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Sekil 2.5: Ubikitin-Proteozom sisteminin bilesenleri ve poliubikitinlenmis proteinlerin iki farkl
hiicresel mekanizma icin secilimi. (Ub=ubikitin) (Zientara-Rytter ve Sirko, 2016).

Proteozomlar tarafindan yikima ugrayan proteinlerin ¢ogu bir poliubikitin zincirinin kovalent
baglanmasi ile modifiye edilmistir. Konjugasyon reaksiyonu, yiiksek enerjili bir bag ile Ub
aktive edici enzime (E1) baglanan 76 aminoasitlik peptid ubikitin ile baslar. Aktive edilmis Ub,
Ub konjuge edici enzim (E2)’ye transfer edilir. Ub ligaz (E3) ile beraber E2 enzimi, hedef
proteinin lizin birimine Ub monomerinin konjugasyonunu katalize eder (Kurepa ve Smalle,
2008).

Modifikasyonlara ubikitin kodu adi1 verilir ve modifiye protein i¢in ayirt edici sonuglara sahip
olabilir. Monoubikitinasyon, endositoz, endozomal siniflandirma, proteinlerin lizozomal
degradasyonu ve protein-protein  etkilesimlerinin  yOnlendirilmesi  gibi  siireglerle
iliskilendirilmistir. Multimonoubikitinasyon, protein lokalizasyonunda gorevlidir. Poliubikitin

zincirlerinin yapisi ve topolojisi, ubikitin-ubikitin baglarinin 7 farkli lizin biriminden hangisiyle
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kurulduguna gore farklilik gosterir. Lys48 baglar1 kuran poliubikitin zincirleri, bitisik ubikitin
molekiillerinin kovalent olmayan etkilesimlerden dolay1 kapali ve kompakt bir yapiya sahiptir
ve substratlar1 26S proteozom aracili yikima yonlendirmek i¢in hedef alir. Buna kargin Lys63
baglh zincirler, daha acgik ve ¢izgisel yerlesime sahip oldugundan protein aktivasyonunu ve
etkilesimlerini diizenlemede gorev alir. Ubikitinasyonda rol alan enzimler ve hedef proteinin

izledigi yollarin sematize gosterimi Sekil 2.4°te verilmistir.

UPS’deki aksamalar, bitkinin etkili ve verimli sekilde ¢evresel streslere yanit verme yetenegini
degistirir. 26S proteozomun RP bilesenlerindeki mutasyonlar abiyotik strese karsi tolerans1 yok
eder. Arabidopsis RPN10 mutantlarinda, yiiksek tuz, sicaklik ve UV radyasyona kars1 tolerans
daha diisiik olmustur (Smalle ve dig., 2003).

Bitkiler UPS’yi, degisen ¢evresel kosullarinda hayatta kalabilme, biliylime ve gelismenin
devamlilig1 i¢in gerekli hiicresel protein igerigindeki degisimleri hizlandirmak i¢in kullanir.
Cevresel etmenlere yamit olarak transkripsiyon faktorleri gibi diizenleyici proteinlerin
ubikitinasyonu artirilabilir veya inhibe edilebilir. Bu durumun sonucu olarak, degradasyon veya
stabilizasyon artar, gen anlatim diizenlerinde degisimler meydana gelir. Protein yogunlugunun
hedefli kontrolii sinyallesme olaylarini yonlendirir, dis stres kaynaklarinin zarar verici etkisini

elimine edecek uygun yanitlarin olusturulmasini saglar (Stone, 2019).
2.4.2. Terpenoid Biyosentezi

ERAD ve ERAD ile iligkili metabolik siire¢lerin (UPR vb.), terpenoid biyosentezinin
diizenlenmesinde rol aldigin1 gosteren bir¢ok bulgu vardir. ERAD ve iliskili siireclerindeki
cesitli bilesenler, ¢evresel stres kosullariyla tetiklenir ve terpenoid metabolizmasiyla iliskili

bazi1 gelisimsel siireglerle i¢ i¢edir (Erffelinck ve Goossens, 2018).

Bitki triterpenoid saponinlerinin biyosentezi, oksilipin tiirevi JA hormonunun basrolde oldugu
sinyallesme akis1 ile kontrol edilir (de Geyter ve dig., 2012; Zhou ve Memelink, 2016). Son
yillarda, JA aracili terpenoid biyosentezini kontrol eden transkripsiyon faktorlerinin
tamimlanmas icin ¢alismalar gerceklestirilmistir. i1k olarak, Arabidopsis thaliana L. Heynh,
Solanum lycopersicum L. ve A. annua bitkilerinde bir bHLH transkripsiyon faktor olan
MYC2’nin sesquiterpenoid biyosentezini kontrol ettigi gosterilmistir (Hong ve dig., 2012;
Kazan ve Manners, 2013; Spyropoulou, Haring ve Schuurink, 2014; Goossens, Mertens ve
Goossens, 2017).
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ER stres sinyallesmeleri, strese uyum saglama mekanizmalariyla, biiylime ve gelismede etkili
olan terpenoid sinyal molekiilleri BR’ler arasinda bir baglanti bulunmustur. Abiyotik stresler,
olgunlagsmay1 ve 16sin-zengini bir reseptdr kinaz olan, brassinosteroid insensitive 1’in
endomembrandan plazma membranina translokasyonunu inhibe edebilir. Bu durum, S2P ile
aktive olan bZIP’lerin brassinosteroid insensitive 1’in taginimini plazma zarina gevirebilecegini
ve strese uyum saglama ve biiyiime i¢in gerekli olan BR sinyallesmesini direkt olarak

diizenleyebilecegini gostermistir (Che ve dig., 2010).
2.4.3. Jasmonik Asit Aracih Sinyallesme

Hiicre homeostazisinin korunmasi i¢in ER stresi UPR adi verilen koruyucu mekanizmay1
calistirir bu mekanizma da savunma hormonlari tarafindan diizenlenebilir. Pek ¢ok ¢alismada
cesitli fitohormonlarin ER stresinin indiiklenmesi ve UPR’nin diizenlenmesinde énemli roller
aldig1 gosterilmistir. SA’nin ER stres sinyallesmesinde ve UPR’deki rolii olduk¢a yakin bir
zamanda karakterize edilmesine ragmen, altinda yatan mekanizmalar, etkilesimler ve JA gibi
diger savunma ile iligkili fitohormonlarin potansiyel molekiiler ve fizyolojik rolleri heniiz tam

olarak aydinlatilmamistir (Nagashima ve dig., 2014).

Domateste yapilan bir ¢alismada, jasmonik asidin domates yapraklarinda UPR sinyallesmesi
ve ER stresinde fizyolojik rolii arastirilmistir. Eksojen JA uygulamasi UPR marker geni SIBiP
transkriptinin birikimini indiiklemis ve ayni1 zamanda, SIIRE1 ve SIbZIP60 transkript
seviyelerini de artirmistir. JA sinyallesme mutant1 jail bitkilerinin de ¢alisilmasiyla, JA’nin ER

stresinin algilanmasi ve sinyallesme mekanizmasi daha iyi anlagilmistir (Czékus ve dig., 2020).

TM uygulanmasi SIBiP transkript seviyelerini artirmistir. Mutant jail bitkilerinde SIIREla ve
SIIRE1b seviyeleri belirgin sekilde daha diisiik olmustur. Bax inhibitori-1 (SIBI1) ve SIbZIP60
transkriptlerinin birikimi ise tam tersi sekilde jail bitkilerinde daha yiksektir. Kimyasal bir
saperonun TM ile indiiklenmis ER stresini nasil yonettiginin degerlendirilmesi icin bitkilere
sodyum 4-fenilbiitirat uygulanmistir. Kimyasal saperon, TM ile indiiklenen SIBiP, SIIREla ve
SIBI1 transkript artislarini da azaltici etki gostermistir. Ek olarak bu ¢alismalarda, domates
yapraklarinda hidrojen peroksit igerigi, proteozom aktivitesi ve lipid peroksidasyonuna dair TM
ile indiiklenmis degisimlerin JA ile diizenlendigi tespit edilmistir. Nitrikoksit ise ER stresi ve

UPR sinyallesmesinde etkili olmamistir (Czékus ve dig., 2020).
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2.4.4. MAPK Sinyallesme

MAPK (mitojen-aktive edilmis protein kinaz) sinyallesme akislari, peptid lijantlar1 ve hasar ile
iligkili molekiiler desenler (DAMPs) gibi endojen olarak iiretilen stimiilasyonlar1 veya patojen
iliskili molekiiler desenler (PAMPs), patojen tiirevi efektorler ve cevresel faktorler gibi ekzojen
kokenli stimiilasyonlar1 algilayan reseptdr veya sensorlerin aldigi sinyalin iletimini saglayan
sinyallesme modiilleridir. Tipik bir MAPK akisinda en az bir MAPK, bir MAPK kinaz
(MAPKK) ve bir MAPKK kinaz (MAPKKK) bulunur. Sinyallesme akisinda, algilanan
stimiilasyon ile MAPKKK lar aktive olur ve daha alt katmanlardaki MAPKK’larin fosforile
olup aktive olmasina yol agarlar. Algilanan sinyalin hiicre icerisinde MAPK sinyal akisiyla

iletimi bu yolla gergeklesir (Zhang ve Zhang, 2022).

Birgok stres c¢alismasinda MAPK sinyallesme akiglarinin stres toleransi gelistirmede 6nemli
rolleri oldugu gosterilmistir. Etilen biyosentezinde MAPK’nin diizenlenmesinin domates
bitkisini soguk stresinden korumak i¢in bir yol oldugu ortaya konmustur (Zhao ve dig., 2013).
Arabidopsis’te tuz toleransinin saglanmasinda MAPK’larin rol aldig1 (Yan ve dig., 2021), bir
1s1 soku faktoriinin MAPK aracili diizenlenmesiyle de tuz, sicaklik ve kurakliga direng

gosterilebildigi rapor edilmistir (Andrési ve dig., 2019).

ER stresinin indiiklenmesi, ER protein katlanma kapasitesi ve protein yiikii arasindaki dengeyi
yeniden kurmak i¢in UPR’yi aktive eder, bunun sonucu olarak hiicre stres kosulunu atlatarak
hayatta kalabilir ya da durum, kronik ER stresini takip eden hicre 6limiyle sonuclanabilir. ER
stresine adaptasyonla ER stresi ile indiiklenmis hiicre 6liimii arasindaki geg¢isin mekanizmalari
hala arastirilmaktadir. MAPK sinyallesme aginin ¢esitli stres kosullarini1 takiben hiicre
dongiisiiniin ilerleyigini ve hiicrenin hayatta kalma veya Olim yanitlarin1 diizenledigi
bilinmektedir. UPR ve MAPK sinyallesme yolaklar1 arasindaki kesisim noktalarinin

tanimlanmasi1 ER stresinin sonuglarinin daha iyi anlasilmasini saglayacaktir. (Darling ve Cook,

2014).
2.4.5. Etilen Yamit Faktorleri

UPR, ER stresi altinda hiicresel homeostazinin saglanmasinda énemli bir rol oynar, bu siire¢
savunma ile iligkili fitohormonlarin diizenlenmesine yiiksek oranda bagimlidir. Domates
yapraklarinda yapilan c¢alismada etilenin ER stresi ve UPR’deki rolii incelenmistir. Etilen

onculu 1-aminosiklopropan-1-karboksilik asit’in ekzojen uygulanmasi, yapraklardan daha
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yiiksek etilen emisyonu elde edilmesini saglarken, UPR marker geni BiP ve ER stres sensorii
IRE1 transkript seviyelerini de artirmistir. 24 saatten sonra bZIP60 seviyeleri de yiikselmistir
(Czékus ve dig., 2022).

Etilen reseptorii Never ripe (Nr) mutantlar1 kullanilarak etilenin TM ile indiiklenmis ER
stresinin sensorlerle algilanmasi ve sinyallerle iletimindeki 6nemli rolii SIIRE1b ve SIBiP
anlatim seviyelerindeki degisimler temel alinarak ortaya konulmustur. Diger savunma ile
iligkili fitohormonlarin analizi, TM ile indiiklenmis etilenin, salisilik aside yanitta ve SA
seviyelerinde pozitif etki yaratabilecegini gdostermistir. Nitrik oksit Uretimi, lipid
peroksidasyonu ve elektrolit sizintisinin da TM ile indiiklendigi durumda, etilen aracili
diizenlenebildigi belirlenirken, ER stresi altindaki domates yapraklarinda, H202 seviyelerinin

ve proteolitik aktivite diizeyinin etilenden bagimsiz olarak degistigi bulunmustur (Czékus ve
dig., 2022).

2.5. RNA DiZiLEME

Transkriptomik yaklasimlar, bitkilerin abiyotik streslere yanitlarini anlamanin yolunu agmustir.
Yeni Nesil Dizileme (NGS) teknolojileri kullanilarak gerceklestirilen transkriptom analizleri,
RNA dizileme (RNA-seq) ve bunlarin genomik arastirmalarda kullanilmasi bitki genomik

kaynaklarinin gelismesini saglamistir.

Hizla gelisen teknolojilere ragmen, post-transkripsiyonel gen diizenlenmesinin ve bunlarin
protein komplekslerinin kimyasal dengesine etkisinin anlasilmasi hala tam anlamiyla
gerceklesememistir. Transkriptomik teknolojileri siirekli olarak ilerlemektedir. RNA-seq
yonteminin, mikroarray analizleriyle uyumlu kapsamli bir transkriptom verisinin elde edilmesi

icin essiz bir yontem oldugu yapilan caligmalarla gdsterilmistir (Karan, 2015).

2014 yilinda yapilan bir calismada homolog rekombinasyonla iiretilen transgenik piring
bitkilerinin ER stresi kosullarinda RNA-seq aracili anlatim profillemesi gerceklestirilmistir.
Transgenik bitkilerde, endojen genomik OsIRE1 (ER stres sensoril), riboniikleaz aktivitesi
hasarli olan yanlig anlamli mutant bir allelle yer degistirilmistir. Bu ¢alismada elde edilen
veriler, piring bitkilerinde ER stresine yanitla ilgili 6nemli bilgiler ortaya koymus ve ER

stresiyle iligkili yeni genlerin kesfini saglamistir (Wakasa ve dig., 2014).
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Bugday bitkisinde yapilan bir RNA-seq ¢alismasinda morfofizyolojik sonuglar, DTT nin bitki
boyu ve biyokiitlesini azalttigini1 ve klorofil ve su miktarim1 diisiirdiigiinii géstermistir. Ayni
zamanda, elektrolit akis hizin1 ve antioksidan enzim aktivitelerini artirmis, hiicre 6liim oran1 da
artmistir RNA-seq ile bugdayin strese verdigi yanitlarin diizenlenmesinde gorevli genlerin
belirlenmesi amaglanmistir. Transkriptomik analizlerle, 8204 genin 3 farkli uygulama grubunda
degismis anlatim gosterdigi ortaya konulmustur. Belirlenen genler igerisinde 158’1 fotosentezle
iligkili genler, 42’si antioksidan enzim genleri, 318’1 bitki hormonlariyla iligkili genler ve 457
gen transkripsiyon faktorleridir. Bu genlerin tiimii bugdayin ER stresi yanitin1 diizenlemede

kritik roller oynar (Yu ve dig., 2019).

Transkriptomik teknolojiler kapsamli olmasi ve transkript yogunlugunu kapsamli sekilde temsil
etme potansiyeliyle son yillarda 6n plana ¢ikmis ve yaygin olarak kullanilmistir. Bu 6zellikler,
genom dizi verisi eksik olan model olmayan organizmalar igin ekstra onem arz etmektedir.
Siklikla karsilagilan protein seviyeleriyle bunlara karsilik gelen gen transkriptlerinin yogunlugu
arasindaki tutarsizliklar, tamamlayici proteom analizleri kullanilarak aday genler ve yolaklarin

valide edilmesine duyulan ihtiyaci da ortaya koymustur.
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3. MALZEME VE YONTEM

3.1. BITKI MATERYALI

09.01.2018 tarihinde, Hollanda Genetik Kaynaklar Merkezi'nden (CGN; Centre for Genetic
Resources the Netherlands, Wageningen University and Research Center) temin edilen
Lycopersicon esculentum Mill. tohumlari, Istanbul Universitesi Alfred Heilbronn Botanik
Bahgesi’nde ¢ogaltilmak lzere kullanildi. Bu tez ¢alismasinda 2018 yilinda Burcu Karpuz’un
Yiiksek Lisans Tezi kapsaminda elde edilen Lycopersicon esculentum Mill. tohumlar

kullanilmustir.

Familya: Solanaceae

Cins: Lycopersicon

Tar: L. esculentum

3.2. BITKi DOKU KULTURU

Bitki doku kilturinde optimum ¢imlenme ve biiyiime kosullarim1 saglayacak besiyerleri
hazirlanmis ve bu besiyerlerine sterilizasyonu yapilmis tohumlar ekilerek domatesler in vitro
olarak kontrollii ve steril bir ortamda yetistirilmistir. Doku kiiltiiriinde 14 giinliik olana kadar
yetistirilen bitkiler, ER stres uygulamasi gergeklestirilmeden dnce ve sonra fizyolojik olarak

gbzlemlenmis ve fotograflanmstir.
3.2.1. Besiyerlerinin Hazirlanmasi

Kullanilacak bitki materyalinin elde edilmesi i¢in domates tohumlarin1 ¢imlendirmek iizere
Murashige-Skoog (MS) Besiyerleri hazirlanmistir (Murashige ve Skoog, 1962). MS besiyerinin
optimize edilmis protokoliine uygun olarak 1 litre distile suda 30 gram siikroz (Multicell, 800-
081-LG), 4,4 gram MS tozu (Duchefa Biochemie, M0221.0050) ¢ozdiiriilmiistiir. Cozeltinin
pH degeri 5,7’ ye ayarlanmig ve 9 gram Agar (Sigma, 05039-500G) eklenmistir. Agar eklenen
cozelti 121 °C’de 1,2 atm basingta 15 dakika boyunca otoklavlanarak (Nuve, OT 012) steril
edilmigtir. Steril besiyeri elle tutulabilir sicakliga geldikten sonra laminar hava akish steril
kabinde (Telstar Bio Il Advance, EN-12469), 1 mg/L olacak sekilde MS vitamin sollisyonu
(Sigma, M3900) eklenmistir. Besiyerleri 30 mL hacimde Olculerek steril plastik petrilere
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boliistiiriilmiis ve katilasmasi beklenmistir. Oda sicakligina gelen petrilerdeki besiyerlerinin

kapaklar1 kapatilarak ¢evresi parafilmle sarilmis, kullanilana kadar +4 °C’de saklanmistir.
3.2.2. Lycopersicon esculentum Mill. Tohumlarinin Yiizey Sterilizasyonu

Domates tohumlari, sterilizasyon asamasi i¢in dncelikle pastor firininda (WiseVen, WON-50)
180 °C’de 2 saat tutularak steril edilmis metal siizgeglere alinmistir. Siizgec¢ icerisindeki
tohumlar %70’lik etil alkol igerisinde 15 saniye yikandiktan sonra, 10 dakika boyunca %20’lik
camasir suyunda (ACE™) bekletilmistir. Ardindan steril distile su ile 3 kez 10’ar dakikalik
durulama islemi gerceklestirilmistir. Durulanan steril tohumlar, otoklavlanarak steril edilmis
olan kurutma kagitlarinda bekletilerek kurutulmus ve steril bir pens ile MS besiyeri igeren

petrilere ekilmistir.
3.2.3. Domateslerin Cimlendirilmesi ve Y etistirilmesi

Petrilere ekilen tohumlar, 24 °C’de, 75 pumol.m2.s 151k siddetinde, 16 saat glindiiz/8 saat gece
151k kosullarinda, %70 nem oranina sahip bitki biiylitme kabininde (Sanyo, MLR-352H)
cimlenme gerceklesene kadar tutulmustur. Cimlenen bitkiler boy uzamasi igin steril cam tiiplere
dokiilmiis besiyerlerine transfer edilmistir. Burada 14 giin sure ile blydtilen domates bitkileri,

14. glinde stres uygulamasina tabi tutulmustur.
3.3. DOMATESLERE ER STRESI UYGULANMASI

Bitkilerde ER stresinin indiklenmesi i¢in bir N-glikozilasyon inhibitéri olan tunikamisin
kullanilmistir. Tunikamisin sentetik bir antibiyotik oldugundan besiyerlerinin sterilizasyonu

asamasinda yapisinin bozulmamasi i¢in steril besiyerlerine sonradan ilave edilmistir.
3.3.1. Tunikamisin Cozeltisinin Hazirlanmasi

Tunikamisin (Cayman Chemicals, 3516, 10 mg) ticari olarak gelen sisesine 0,2 mikron porlara
sahip milipor filtreden (Millipore, GSWP04700) gegirilerek steril edilmis dimethyl sulfoxide
(DMSO)’dan (Sigma, D8418-100ML) 2 mL eklenerek ¢ozdiiriilmiistiir. Icerisinde ¢dziinmemis
toz kalmayana kadar alt {ist edilerek karigtirilmistir. Elde edilen ana stoktaki tunikamisin
konsantrasyonu 5 mg/mL olmustur. Bitkilere stres uygulanacak besiyerlerindeki tunikamisinin

son konsantrasyonunun 10 pg/mL olmasi istendiginden ana stok 10 kat seyreltilerek bir ara stok
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elde edilmistir. 1,5 mL hacminde 0,5 mg/mL konsantrasyonunda ara stogun olusturulmasi i¢in

ana stoktan 150 pL tunikamisin alinarak 1,35 mL steril DMSO ile ¢ozelti seyreltilmistir.

Her bir uygulama i¢in kullanilacak besiyeri hacmi 5 mL olarak belirlendiginden son hacim olan
5 mL’de 10 pg/mL konsantrasyonda tunikamisin bulunmasi i¢in uygulama besiyerlerine 0,5

mg/mL olarak hazirlanmis tunikamisin ara stogundan 100 pL eklenmistir.
3.3.2. Stres Uygulamasi Besiyerlerinin Hazirlanmasi

Stres uygulamasi besiyerleri Kandoth ve dig. (2021) protokoliine gére hazirlanmistir. Stvi MS
besiyeri, 100 mL besiyeri i¢cin 1x MS ve %1 agirlik/hacim siikroz igerecek sekilde 0,43 g MS
tozu ve 1 g siikkrozun distile suda ¢6ziilmesi ile hazirlanmistir. Besiyeri 121 °C’de 1,2 atm
basingta 15 dakika boyunca otoklavlanarak steril edilmistir. Besiyeri elle tutulur sicakliga
geldikten sonra MS vitamin solusyonundan konsantrasyonu 1 mg/L olacak sekilde eklenmistir.
Hazirlanan sivi MS besiyeri stres uygulamasina kadar +4 °C’de kapaginin g¢evresi parafilmle

cevrilerek saklanmustir.
3.3.3. Stres Uygulamasinin Gergeklestirilmesi

100 mL’lik cam beherler iistleri aliminyum folyo ile kapatilarak 200 °C’de pastor firminda
steril edilmistir. Tunikamisin ¢ozeltisi hazirlanirken yapilan hesaplamalara uygun olarak 2
saatlik ve 6 saatlik tunikamisin uygulamasi i¢in kullanilacak deney diizenekleri Sekil 3.1°deki
gibi tasarlanmistir. Hazirlanan sivi MS besiyerleri her bir cam beherde 5 mL olacak sekilde
dagitilmigtir. Daha sonra besiyerlerinden 100’er L mikropipetle (Eppendorf, Research 20-200
pL) cekilerek uzaklastirilmis; kontrol besiyerlerine 100 pL DMSO, uygulama besiyerlerine ise
Baslik 3.3.1°de anlatilan Tunikamisin ara stogundan (0,5 mg/mL) 100 pL eklenmistir. DMSO
kontrol besiyerlerine, uygulama besiyerlerinde tunikamisinin ¢oziiclisii olarak kullanilan
DMSO’nun etkisinin goz ardi edilebilmesi i¢in eklenmistir. 14 ginluk bitkiler ER stresinin
indiklenmesi i¢in cam tiiplerdeki kati besiyerinden alimarak cam beherlerdeki sivi MS
besiyerlerine kokleri tamamen besiyerinde olacak sekilde daldirilmistir. Her beherde 5 mL

besiyerinde 5 bitkiye uygulama yapilmistir.

Sekil 3.1°deki orneklerden 2 biyolojik tekrar yapilmistir. Stres uygulamasi gerceklestirilen
bitkiler 2 saat ve 6 saat sonra uygulama besiyerlerinden alinmis ve kokleri distile su ile

yikanarak fazla su kurutma kagidi ile uzaklastirilmistir. Bitkilerin yapraklar1 bistiiri yardimiyla
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kesilerek 0,1 gram olacak sekilde tartilmis ve paketlenerek sivi azot ile dondurulmustur.

Dondurulan bitki dokular1 izolasyon agamasina gegilene kadar -80 °C’de muhafaza edilmistir.

A]( 2 A2 By

Sekil 3.1: ER stresinin uygulanmasi i¢in olusturulan deney
diizenegi. Al: 2 saat kontrol kosulu, MS+DMSO. A2:
2 saat tunikamisin uygulamasi, MS+TM. Bl: 6 saat
kontrol kosulu, MS+DMSO. B2: 6 saat tunikamisin
uygulamasi, MS+TM.

3.4. RNA iZOLASYONU

100 mg domates yaprak dokusu, otoklavda steril edilmis ardindan da -20 °C’ye sogutulmus
havana alinarak siv1 azot yardimiyla mekanik olarak pargalanmis ve toz haline getirilmistir. Toz
haline gelen 6rnek 1 mL Hibrizol (Hibrigen®) eklenerek havanda ezilmistir. Hibrizol tamamen
s1vi hale gectikten sonra 6rnekler 1,5 mL’lik steril tiiplere alinmis ve 2 dakika oda sicakliginda
inkiibe edilmistir. Ornekler 200 pL kloroform (ISOLAB, 910.033) eklendikten sonra alt st
edilerek karigtirilmis, 5 dakika oda sicakliginda bekletilmistir. Faz ayrimlariin olugmasi igin
ornekler, 12000xg’de 4 °C’de 20 dakika santrifiij (Nive, NF 800R) edilmistir. Olusan ii¢ fazdan

en iist fazdaki sivi, ara faza temas etmeyecek sekilde yeni steril tiiplere alinmustir. Orneklere
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500 pL izopropanol (MERCK, 1.09634.2500) eklenerek 10 dakika boyunca oda sicakliginda
inkiibe edilmislerdir. 12000xg’de 4 °C’de 10 dakika boyunca tekrar santrifiij edilen 6rneklerden
tist faz uzaklastirilmis pellet 1 mL %75 soguk etanol (ISOLAB, 920.026.2500) ile yikanmuistir.
7500xg’de 4 °C’de 5 dakika santrifiij sonrasinda etanol tamamen uzaklastirilmig, elde edilen
RNA pelletleri 35 pL dietil pirokarbonat (DEPC) iceren distile su eklenerek 37 °C, 250 rpm’de
termal calkalayicida (Biosan, TS-100 ThermoShaker) ¢ozdiiriilmiistiir. Ornekler kalite
analizleri gergeklestirildikten sonra porsiyonlanarak belli bir kismi dizileme reaksiyonlari i¢in

ayrilmis kalan1 ise uzun siireli saklama i¢in -80 °C’ye kaldirilmistir.
3.4.1. DNaz I Uygulamasi

Dizilemeye gonderilecek RNA 6rneklerinin  herhangi bir DNA kontaminasyonu
icermediginden emin olmak igin tiim Orneklere DNaz | (Thermo Fisher, EN0525) enzimi
uygulanmistir. 2000 ng RNA igeren tiiplere 0,5 puL DNaz I, 1X DNaz | tampon ¢ozeltisi ve
reaksiyon hacmine uygun miktarda DEPC’li su eklenmistir. Toplam reaksiyon hacminin kag
olacagi RNA’larin konsantrasyonuna gore belirlenen baslangigtaki RNA hacmine gore
secilmistir. Bilesenler eklendikten sonra tiipler 37 °C’de 30 dk boyunca termal ¢alkalayicida
(Biosan, TS-100 ThermoShaker) bekletilmistir. Ardindan her bir tipe 1 pL 50 mM
etilendiamintetraasetik asit (EDTA) (Merck, 101830) eklenmistir. 10 dakika boyunca 65 °C’de

enzim inaktivasyonu gerceklestirilmistir.

Enzim inaktive edilmis olsa bile DNaz I uygulamasinin ardindan ortamda kalan protein ve
tuzlar gibi kontamine edici bilesenlerin uzaklastirilmasi igin Sodyum Asetat (NaAc) (Sigma,
86H05555) ile yeniden ¢oktiirme yontemi kullanilmistir. DNaz I uygulanmus tiiplere 0,1 v 3M
NaAc ¢ozeltisi ve 2,5 v %100 etanol eklenmis, tlpler masausti mini santrifijde (ScanSpeed
Mini, Labnet) 15 saniye dondiruldiikten sonra -20 °C’de gece boyunca bekletilmistir. Ertesi
gun tapler 4 °C’de 12000xg’de 30 dakika boyunca santrifiij edilmis, iist faz atilarak pellet 500
UL %75 soguk etanol ile yikanmustir. Ornekler 4 °C°de 12000xg’de 10 dakika santrifiij edilmis
ve pellet tekrar %75 soguk etanolle yikanarak 12000xg’de 10 dakikalik santriflij asamasi
tekrarlanmistir. Santrifiijden sonra {ist fazlar ucurulmus ve pellet DEPC’li su eklenerek 37

°C’de yeniden suspense edilmistir.
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3.4.2. RNA Kalite Analizi

[zole edilmis ve olast DNA kontaminasyonundan arindirilmis RNA’larin konsantrasyonlariin
belirlenmesi ve safliklariyla 1ilgili kantitatif bir degerlendirme yapilabilmesi igin
spektrofotometrik bir ara¢ olan NanoDrop® (Thermo Scientific, Nanodrop 2000°)
kullanilmigtir. Her RNA 6rneginden 1 PL alinarak NanoDrop okuyucusuna konulmus ve 6l¢iim
alinmistir. NanoDrop cihaz1 ¢esitli dalga boylarinda okuma yaparak, RNA konsantrasyonu
(Hg/ml) = (OD260) x (sulandirma faktorii) X [(40ug RNA/mI) / (1 OD260 birimi)] formiline
gore drneklerin nikleik asit konsantrasyonlarini hesaplamistir. Niikleik asitlerin protein varligi
acisindan safligma dair bilgi edinmek i¢gin OD260/0D280 degerinin ve fenolik bilesenler, tuzlar

ve diger kontaminantlar agisindan safligi i¢in OD260/0D230 degerinin ~2 olmasi1 beklenmistir.

RNA kalite analizi igin ornekler %1,2 oraninda Agaroz jele yiiklenerek jel elektroforezi
gergeklestirilmistir. Agaroz jel iceriginde kullanilan 50X TAE tampon ¢6zeltisi hazirlanirken,
son konsantrasyonlarina goére 2 M Tris-base (Sigma, T1503), 0,05 M EDTA (pH=8,0) (Merck,
324503) yaklasik 1 L distile suda ¢oziilmiistiir. I M son konsantrasyonda olacak sekilde glasiyel
asetik asit (Merck, 101830) eklenmistir. 50X TAE stogu 1X’e sulandirilmis ve %1,2’lik agaroz
jel elde etmek igin, 40 mL 1X TAE tamponu igerisine 0,48 gram Agaroz (Sigma, 29H069125)
eklenerek mikrodalgada ¢ozdiiriilmistiir. Jellesme gergeklesmeden 6nce ¢ozeltiye 10 mg/mL
konsantrasyonda 3 pL Etidyum Bromir (Sigma, MKCL8014) eklenmis, iyice karistirildiktan
sonra ¢ozelti jel kasedine (Thermo, EC 320) dokiilmiis ve polimerizasyonun gerceklesmesi
beklenmistir. Orneklerin hepsi yaklasik 300 ng/UL konsantrasyona denk gelecek sekilde
DEPC’li su ile sulandirilmis ve 4 pL 6rnek, 0,8 pL 6X Jel yiikleme boyasi (Hibrigen) ile
karistirilarak jele yiiklenmistir. 75V, 110 mA, 50W ‘da 35 dakika jelde yuratilen ornekler,
elektroforezin ardindan, RNA’larin saglamliginin ve hiicreden tiim RNA’nin izolasyonunun
verimli sekilde gergeklesip gergeklesmediginin tayin edilebilmesi igin jel gorintileme
sisteminde (Avegene-Xlite 30R), UV 1sik altinda goriintiilenmistir.

Elde edilen RNA’lardan dizileme i¢in cDNA kitapliklar1 sentezlenmeden 6nce Orneklerin
hepsinin kalite kontrolii yapilmistir. Elektroforetik bir yontem olan biyoanalizér (Agilent 2100
Bioanalyzer) kullanilmig, ham veri okunarak depolanmigtir. Veri filtrelendikten sonra

elektroferogramlar olarak rapor edilmistir.
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Oncelikle, bilinen konsantrasyonlarda RNA’larm bir karisimmi igeren RNA markeri
biyoanalizore yiiklenmistir. Biyoanalizor RNA Kkitlerinin pargasi olarak gelen marker soliisyonu
50 b¢ uzunlugunda bir DNA parcas1 igermektedir. Bu parca tiim 6rneklerin hizalanabilmesi i¢in

marker olarak kullanilmigtir. Marker, elektroferogramdaki ilk pik olarak goriilmiistiir.

I¢sel kontrol olarak marker yiiklenmis ve drneklere hizalanmistir. RNA saglamlik degeri (RIN)
cihaz tarafindan otomatik olarak hesaplanmistir. RNA’nin konsantrasyonunun hesaplanmasi
icin biyoanalizér, RNA elektroferograminin altinda kalan alan1 hesaplamistir. Ladder,
konsantrasyon/alan oranin1 belirleyen faktor olarak alan degerinden konsantrasyon degerine

gecis yapilmasini saglamistir.

RIN uzantisi, biyoanalizor sisteminde analiz edilen 6karyotik tim RNA 6rneklerine otomatik
olarak bir saglamlik numaras1 atamaktadir. Bu ara¢ kullanilarak érneklerin saglamligi yalnizca
ribozomal bantlarin orani ile degil, degradasyon iirtinlerinin varligi veya yoklugu da dahil
olmak tiizere RNA Orneginin biitiin elektroforetik izi ile belirlenmektedir. Bu sekilde
elektroferogramlarin yorumlanmasi daha hizli hale gelirken 6rneklerin kiyaslanmasi da daha

kolaylasmustir (Agilent Technologies, Bioanalyzer System 2100 Kullanim Kilavuzu).
3.5. RNA DIZILEME

Safve yeterli kalite degerlerinde izole edilen RNA’lardan RNA-dizileme (RNA-seq) ile anlatim
analizlerinin gerceklestirilmesi i¢in birinci asamada RNA’lardan dizileme kitapliklari
hazirlanmigtir. RNA dizileme reaksiyonlari ger¢eklestirilmis ve yapilan okumalar dizilemenin

kalite kontrolii i¢in filtrelenmistir.

Elde edilen yiksek kalitede verinin daha ileri analizleri gerceklestirilerek, anlatimi degisen gen
‘differentially expressed genes’ (DEG) listeleri elde edilmistir. DEG listeleri istatistiksel olarak
anlaml verileri elde etmek iizere filtrelenmis ve anlatimi1 anlamli sekilde degisen transkriptler
listelenmistir. Bu transkriptlerden Gen Ontoloji (GO) ve KEGG vyolak analizleri
gergeklestirilerek ER  stresi  uygulanmis domates 6rneklerinin  dizileme sonuglar
yorumlanmugtir. Kitaplik hazirlanmasi, dizileme reaksiyonu ve verilerin istatistiksel analiziyle
ilgili asamalar, istanbul Universitesi BIBUM (Bitki ve Bitkisel Uriinler Uygulama ve Arastirma

Merkezi)’dan hizmet alimi ile gerceklestirilmistir.
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3.5.1. Dizileme Kitaphklarinin Hazirlanmasi

Elde edilen total RNA’dan mRNA’lar manyetik boncuklar (Invitrogen, ABD) kullanilarak
Ureticinin talimatlar1 dogrultusunda izole edilmistir. Bu o6rnekler Qubit RNA BR Kiti
(Invitrogen, ABD) ile miktar tayini yapildiktan sonra RNA dizileme kitaplik hazirligi igin
kullanilmistir. Kitapliklar, Ultra II Directional RNA Library Prep Kit hazirlama kiti (NEB,
ABD) kullanilarak iireticinin talimatlar1 dogrultusunda hazirlanmistir. Bunun i¢in baslangig
materyali olarak 2 pg RNA kullanilmis ve fragmantasyon tamponu ile 6rnekler pargalanmistir.
Fragmante edilmis RNA pargalarindan rastgele heksamer-primerleri kullanilarak birinci sarmal
iplik cDNA sentezi yapilmis ve daha sonrasinda DNA polimeraz I ve RNaz H enzimleri
kullanilarak ikinci sarmal iplik ¢cDNA sentezi gergeklestirilmistir. Cift iplikli cDNA’lar
AMPure XP boncuklar (Beckman Coulter, ABD) kullanilarak saflastirilip resiispansiyon

tamponu ile eliisyon sonrasinda 3’ ucu adenin niikleotidleri eklenmistir.

Son olarak, dizileme adaptorleri pargalarin ucuna eklenmis ve cDNA pargalari, PCR ile
cogaltilarak zenginlestirilmistir. Zenginlestirilen cDNA kitapliklari, AMPure XP boncuklari
kullanilarak saflastirilmistir. 2 ul’lik kitaphik drint kullanilarak SYBR Gold boyama
(Invitrogen, ABD) ile agaroz jel elektroforezinde (%2 jel) elde edilen cDNA’larin boyu (250-
400 bp) kontrol edilmistir. Kitapliklardaki cDNA miktar1 Qubit DNA BR kiti (Invitrogen,
ABD) kullanilarak tayin edilmistir. Zenginlestirilen cDNA kitapliklari, kime olusturma ve
dizileme i¢in kullanilmistir. Her 6rnek igin iki tane biyolojik tekrar RNA-seq dizilemeye tabii

tutulmustur.
3.5.2. RNA Dizileme Reaksiyonlarinin Gerg¢eklestirilmesi

cDNA kitiphanelerinin iki uctan (paired-end) dizilemesi Illumina NovaSeq6000 dizileme
platformu (Illumina, ABD) kullanilarak yapilmistir. 2 x 150 baz ¢ifti uzunlugundaki tim dizi
verileri yiiksek kaliteli “.fastq” uzantili dosyalar olarak kaydedilip dizileme floresan goriintiileri
kullanilarak, base-calling ve kalite degeri hesaplamalar1 Illumina veri isleme programi (v1.5)

tarafindan yapilmistir. Dizileme kalite kontrolleri i¢in:
(1) Adaptor kontaminasyonu olan okumalarin filtrelenmis,

(2) Belirsiz ‘N’ dizilerini barindiran diisiik kaliteli okumalar filtrelenmis,
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(3) Kalite skoru <Q30 olan diisiik kaliteli bazlar Trimmomatic (v 0.40) programi ile

filtrelenmistir.

Bu kalite kontrol adimlarinin uygulanmasi sonrasinda yapilacak biitiin ileri analizler, yiiksek

kalitede temiz verilere dayanilarak yapilmaistir.
3.5.3. Dizileme Verilerinin istatistiksel Analizleri

Anlatim seviyeleri degismis genleri ( ‘differentially expressed genes’ DEGS) tespit etmek igin
Linux ortaminda cufflink- cummeRbund programlar1 kullanilmigtir. Cufflinks programindaki
(v2.2) “cuffdiff” komutu ile deneysel kosullar arasinda farklilik gosteren gen anlatim seviyeleri
hesaplanmistir. CummeRbund programi ile kosullar arasindaki genlerin anlatim seviye
degerlerinin dagilimi1 gosterilmistir. Kosullar arasindaki istatiksel gen anlatim degisimlerini
tespit etmek igin esik degeri olarak |Kat degisimi (fold change)| > 1 ve FDR < %5 (‘False

discovery rate’, yanlhs kesif oran1) baz alinmustir.

Kesfedilen DEG’ler igin KEGG (‘Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes’) yolak analizi
DAVID (https://david.ncifold changerf.gov) programi kullanilarak yapilmis ve istatistiksel
olarak anlaml1 (p<0.05) yolaklar rapor edilmistir. DEG’leri fonksiyonel olarak siniflandirmak
icin gen ontolojisi (GO) terim zenginlestirmesi analizi DAVID araci kullanarak, Bonferroni
¢oklu diizeltme testi ile yapilmistir. Cesitli Gen Ontoloji ve KEGG ile iliskili analizlerde ve
elde edilen verilerin gorsellestirilebilmesi igin ¢izilen grafiklerde ShinyGO (v0.76.3)

kullanilmastir.
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4. BULGULAR

4.1. BIiTKi DOKU KULTURU

Domates tohumlar1 in vitro doku kiiltiirlerine alindiginda tohumlarin ¢imlenme siiresi
belirlenen kosullar altinda ortalama 8 giin olmustur. Sekil 4.1°’de 8 giiniin sonunda ¢imlenen
tohumlar goriilmektedir. Her iki biyolojik tekrarda da toplam 4 farkli petriye domates tohumlar1
ekilmistir. Ekilen tohumlar sayilmis, ardindan da ¢imlenen tohumlar sayilarak ¢imlenme
ylizdeleri hesaplanmistir. Cimlenen bitkilerin ekilen tohum sayisina oranindan yola ¢ikilarak,
domates tohumlar1 i¢in ¢imlenme ylizdesi birinci biyolojik tekrarlarda %83,78 ve ikinci
biyolojik tekrarlarda %80 olarak hesaplanmistir. Cimlendikten sonra cam tiiplere alinarak

biiytitiillen bitkiler 14. giinde Sekil 4.2°deki gibi goriintiilenmistir.

lcm

Sekil 4.1: Cimlenmis domates bitkileri.
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Sekil 4.2: 14 ginlik domates bitkileri.

4.2. ER STRESi INDUKLENEN BiTKiLERDE GOZLEMLENEN DEGISIMLER

Sekil 4.3’te 2 saat boyunca tunikamisin uygulanmis 14 ginlik bitkide herhangi bir fizyolojik
degisim goriilmezken 6 saat tunikamisin uygulanmig 14 gunluk bitkinin yapraklarinda

biikiilmeler ve yaprak kenarlarinda sararmalar meydana geldigi goriilmektedir.
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Sekil 4.3: ER Stresi indiiklenmis uygulama bitkileri. A: 2 saat uygulama yapilmis
bitki, B: 6 saat uygulama yapilmis bitki.

4.3. RNA MIKTAR VE KALITE ANALIZLERi

Her iki stres uygulamasi igin kendi kontrolleri ile beraber 4 bitki 6rneginin yapraklarindan
toplam RNA’lar izole edilmistir. Dizilemeye gonderilecek ornekler 2 biyolojik tekrar olarak
dizilenecegi i¢in toplamda 8 tane RNA izolasyonu gerceklestirilmigtir. RNA 6rneklerinin saflik
ve konsantrasyonlari, Nanodrop 2000 cihazi ile spektrofotometrik olarak belirlenmistir (Tablo
4.1).

Agaroz jel elektroforezi sonucu elde edilen jel goruntulerinde beklenen 28S, 18S ve 5S rRNA
bantlar1 net bir sekilde goriintiilenmistir (Sekil 4.4). Jelde herhangi bir siiriiklenmis goriintii
“smear” gozlenmemesi sonucu RNA’larin yiiksek oranda saglam bir sekilde izole edildigi

sonucuna varilmistir.
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Tablo 4.1: RNA orneklerinin konsantrasyon ve saflik degerleri. Ornek agiklamalarinda: 1A= 2
saat tunikamisin uygulamasi i¢in kontrol 1. biyolojik tekrar, 1B= 2 saat tunikamisin
uygulamasi igin kontrol 2. biyolojik tekrar, 2A= 2 saat tunikamisin uygulamasi 1. biyolojik
tekrar 2B= 2 saat tunikamisin uygulamasi 2. biyolojik tekrar, 3A= 6 saat tunikamisin
uygulamasi i¢in kontrol 1. biyolojik tekrar, 3B= 6 saat tunikamisin uygulamasi i¢in kontrol
2. biyolojik tekrar, 4A= 6 saat tunikamisin uygulamasi 1. biyoloijk tekrar, 4B= 6 saat
tunikamisin uygulamasi 2. biyolojik tekrar.

Ornek Aciklamasi RNA Konsantrasyonu (ng/pL) 0D260/280 0D260/230
1A 305,7 2,14 2,43

1B 1410,8 2,17 2,25

2A 537,5 2,05 1,97

2B 563,4 2,02 2,39

3A 941,8 2,13 24

3B 1020,9 2,13 2,41

4A 705,1 2,1 2,21

4B 1028,1 2,02 1,54

28S rRNA

18S rRNA

5S rRNA

Sekil 4.4: RNA 0Orneklerinin agaroz jel gortntisu.

Biyoanalizérden elde edilen sonuclar elektroferogram raporlar1 olarak analiz edilmistir. 2
saatlik kontrol 6rneklerinin elektroferogram grafikleri Sekil 4.5, 2 saatlik uygulamalarin grafigi
Sekil 4.6, 6 saatlik kontrol 6rneklerinin grafigi Sekil 4.7, 6 saatlik uygulamalarin grafigi ise
Sekil 4.8”de verilmistir.
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Sekil 4.5: 1A ve 1B 6rneklerinin biyoanalizor elektroferogrami, 1A: 2 saatlik kontrol kosulu 1.
biyolojik tekrar, 1B: 2 saatlik kontrol kosulu 2. biyolojik tekrar.
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Sekil 4.6: 2A ve 2B oOmeklerinin biyoanalizor elektroferogrami, 2A: 2 saatlik tunikamisin
uygulamasi 1. biyolojik tekrar, 2B: 2 saatlik tunikamisin uygulamasi 2. biyolojik tekrar.
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Sekil 4.7: 3A ve 3B Orneklerinin biyoanalizor elektroferogrami, 3A: 6 saatlik kontrol kosulu 1.
biyolojik tekrar, 3B: 6 saatlik kontrol kosulu 2. biyolojik tekrar.
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Sekil 4.8: 4A ve 4B oOrneklerinin biyoanalizor elektroferogrami, 4A: 6 saatlik tunikamisin
uygulamasi 1. biyolojik tekrar, 4B: 6 saatlik tunikamisin uygulamasi 2. biyolojik tekrar.

Elektroferogramlardan elde edilen RNA alan1 ve konsantrasyonu, 28S/18S rRNA orani ve
RNA’nin biitiinligline dair fikir veren RIN ‘RNA Integrity Number’ degeri gibi veriler her
ornek icin Tablo 4.2°de gosterilmistir. RIN degeri 5,5 ve {lizerinde olan RNA ornekleriyle

dizileme reaksiyonlarimin gerceklestirilmesi uygun bulunmustur.
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Tablo 4.2: Biyoanalizor elektroferogram raporlarina ait degerlerin tablosu.

Ornekler RNA Alam RNA Konsantrasyonu 28S/18S rRNA RIN
(ng/uL) Oram
1A 1322,4 769,0 0,9 55
1B 134,3 78,0 1,2 6,7
2A 4771 752,0 1,4 6,3
2B 407,1 237,0 0,7 5,6
3A 707,0 4110 1,2 6,4
3B 809,0 470,0 1,0 59
4A 651,8 1,027 1,1 6,2
4B 619,9 360,0 11 6,0

4.4. DIZILEME VE BiYOINFORMATIK ANALiZ SONUCLARI

Toplamda 8 tane ornek dizilenmistir. Milyon okuma degerleri, 1A 6rnegi igin 2141672 okuma
ve %82,89 tim hizalanma oran1 ‘overall alignment rate’ (OAR), 1B &rnegi igin 19105481
okuma ve %91,56 OAR, 2A 6rnegi 18542846 okuma ve %90,95 OAR, 2B 6rnegi i¢in 2961743
okuma ve %80,30 OAR, 3A ornegi i¢in 10704967 okuma %75,21 OAR, 3B 06rnegi igin
52781988 okuma %84,32 OAR, 4A 6rnegi icin 35903814 okuma %93,56 OAR, 4B 6rnegi i¢in
11952079 okuma %53,92 OAR olarak belirlenmistir.

Tablo 4.3’te dizileme reaksiyonunun verimine iliskin Q30 degerleri listelenmistir. Dizilemenin
kalitesine dair 6nemli bir veri olan Q30 degeri tiim okumalar i¢in yaklasik %90 oldugundan

dizileme reaksiyonu verimli bir sekilde ger¢eklesmis olarak kabul edilmistir.
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Tablo 4.3: Dizileme reaksiyonu verim tablosu.

Seviye %>= Q30
Okuma 1l 90,78
Okuma 2 90,59
Okuma 3 88,87
Okuma 4 90,73
indekslenmemis Toplam 90,76
Toplam 90,70

Dizileme sonrasi elde edilen veriler, NCBI GEO (‘Gene Expression Omnibus’) veri bankasina

GSE220689 erisim numarastyla kaydedilmistir.
4.4.1. Dizileme Sonras1 Anlatimi Degisen Genlerin (DEG) Belirlenmesi

ER stresinin indiiksiyonu ile yaprak dokularinda farkli zaman dilimlerinde anlatim yapmus
transkriptlerin tanimlanmasi ve anlatim seviyelerinin belirlenmesi, bitkinin ER stresine erken
ve gec¢ yanitina dair kayda deger bilgi saglayacaktir. Transkriptler belirlenirken, 2 saatlik
tunikamisin uygulanmis 6rnek 2 saatlik kontrol kosulu bitkisiyle ve 6 saatlik tunikamisin
uygulanmis 6rnek de 6 saatlik kontrol kosulu bitkisiyle kiyaslanmistir. Bu kiyaslamalardan,
anlaml sekilde anlatim degisimi gosteren transkriptler belirlenmistir. Daha sonra 2 saatlik ve 6
saatlik uygulama Orneklerinin de kendi i¢inde kiyaslanmasiyla daha detayli bir DEG listesi

ortaya konmustur.

Dizilemeden elde edilen okumalar, referans genoma hizalanmis, bahsedilen her ii¢ kiyaslama
ayr1 ayr1 gergeklestirilmis ve her kitapliga ait transkriptlerin fold change’ kat degisim degerleri
hesaplanmistir. Elde edilen transkript listesi ‘False Discovery Rate’ Hatali Kesif Orani (FDR)
degeri <0,05 ve kat degisimi < -1 veya >1 olacak sekilde filtrelenmistir. Yapilan filtreleme
sonucu li¢ farkli kiyaslamada anlatim degisimi gostermis transkript sayilar1 Sekil 4.9’da

verilmistir.
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ER STRESINDE ANLATIMI DEGISEN TRANSKRIPT

SAYILARI
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Sekil 4.9: ER Stresi uygulamalari sonucunda anlatimi1 degisen transkript sayisi grafigi. (fold change<-1
veya fold change>1, FDR<0,05).

2 saat tunikamisin uygulanmig 6rneklerde 2 saatlik kontrole gore toplam 817 transkriptte (kat
degisimi<-1 veya >1, FDR<O0,05) anlatim degisimi gdzlenirken, 6 saatlik tunikamisin
uygulanmis 6rnekler 6 saatlik kontrole kiyaslandiginda 124 transkriptte anlamli bir anlatim
degisimi tespit edilmistir. 6 saat tunikamisin uygulanmis Ornekler 2 saat tunikamisin
uygulanmis Orneklere kiyaslandiginda ise 1141 transkriptin anlamli sekilde anlatiminin

degistigi bulunmustur.

2 saatlik ER stresi indiiksiyonunda anlatim1 6nemli derecede artan transkriptler (kat degisimi>3,
FDR<0,05) Sekil 4.10’da kat degisimi degerleriyle beraber verilmistir. Bu transkriptler
arasinda, wound-induced protein 1 (4,29 kat), peroxidase 21 (3,08 kat), flavanone 3-
dioxygenase 3-like (3,49 kat), zinc finger protein ZAT11-like (3,52 kat), glutaredoxin-C9-like
(8,15 kat), BTB/POZ and TAZ domain-containing protein 1 (3,21 kat), proteinase inhibitor PSI-
1.2 (4,14 kat), putative NAC domain-containing protein 94 (4,21 kat), protein EPIDERMAL
PATTERNING FACTOR 1 (3,28 kat), phytosulfokines 3-like (3,58 kat) dikkat ¢cekmektedir.

Anlatim1 Oonemli derecede azalmus transkriptler arasinda (kat degisimi<-3), allene oxide

synthase (-4,45 kat), peroxidase 3 (-4 kat), polygalacturonase non-catalytic subunit AroGP3
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(AROGP3) (-3,6 kat), cytochrome P450 94B3-like (-4,45 kat), peroxidase 3-like (-3,68 kat),
transcription factor bHLH18-like (-3,95 kat), transcription factor MYB13-like (-3,4 Kat),
ethylene response factor H.1 (-3,4 kat), pre-mRNA-splicing factor ATP-dependent RNA
helicase DEAH7-like (-3,91 kat), protein TIFY 5A-like (-3,23 kat), myb family transcription
factor PHL11 (-3,17 kat), lysine histidine transporter-like 8 (-4,8 kat), ethylene-responsive
transcription factor ERF038-like (-4,87 kat), polyphenol oxidase B chloroplastic-like (-3,13
kat), ethylene-responsive transcription factor ABR1-like (-3,95 kat), polygalacturonase non-
catalytic subunit AroGP2 (-4,41 kat), protein SENSITIVITY TO RED LIGHT REDUCED 1-like
(-8,23 kat), E3 ubiquitin-protein ligase PUB24-like (-3,84 kat), peroxidase 44-like (-7,93 kat),
putative glycine-rich cell wall structural protein 1 (-3,33 Kkat), 8-hydroxygeraniol
dehydrogenase (-4,25 kat), serine carboxypeptidase-like 45 (-3,15 kat), TIP protein (-3,73 kat)
ve sucrose synthase-like protein (-4,1 kat) bulunmaktadir.

2 saat ER stresinde kontrole gore yapilan anlatim degisimlerinde anlamli olarak degisen
transkriptlerde 6nemli transkripsiyon faktorlerinin anlatimlarinda artis goriilmistiir. Ethylene-
responsive transcription factor ERF017 (1,91 kat), WRKY transcription factor 3 (1,68 kat),
BEE2 (2,7 kat), MYB1R1 TF (1,4 kat), MYB48 TF (2,26 kat), TCP19 TF (1, 47 kat), heat stress
TF A2-like (2,2 kat), MYB family TF PHL5-like (2,84 kat), ERF1 (2,16 kat), AP2/ERF and B3
domain-containing TF RAV1 (2,04 kat), TF PAR1 (2,84 kat) ve ethylene-responsive TF ERF014
(2,66 kat) anlatim artist gOstermistir. TF’ler disinda birgok ROT iligkili ve protein
katlanmasiyla iliskili gende de artan anlatimlar tespit edilmistir. NAC domain containing
protein 1 (2,58 kat), F-box protein PP2-A13 (2,51 kat), Zinc-finger protein ZAT10 (2,95 Kkat),
peroxidase 21 (3,08 kat), Zinc-finger protein ZAT11-like (3,52 kat), glutaredoxin-C9-like (8,15
kat), NAC domain containing protein 104 (2,02 kat), stress associated endoplasmic reticulum

protein 2 (1,18 kat) anlatim artig1 gostermistir.
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2 saat ER stresinde kontrole gore anlatimi degisen genler
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Sekil 4.10: 2 saat ER stresi uygulamasinda kontrole gore yiiksek oranda anlatimi degisen transkriptler
ve kat degisimi degerleri. (FDR<0,05; kat degisimi < -3 veya kat degisimi>3).



6 saat tunikamisin uygulanmis 6rnekler, 6 saatlik kontrol kosuluna gore kiyaslanarak 6 saat ER
stresi indiiksiyonu sonucunda anlatimi degisen genler tespit edilmistir. Toplam 124 transkriptte
(kat degisimi<-1 veya >1, FDR<0,05) anlatim degisimi gézlenmistir. Bunlardan 113 tanesinin
anlatimi azalirken, 11 tanesinin anlatimi artmistir. Tiim transkriptler igerisinde anlatim1 dnemli
Olgiide degismis olanlar Sekil 4.11°de kat degisimi degerleriyle birlikte gosterilmistir (kat
degisimi>3 veya <-3, FDR<0,05). Bu transkriptler arasinda, allene oxide synthase (-3,3 Kkat),
gibberellin 2-oxidase (-3,69 kat), cytochrome P450 94B3-like (-6,55 kat), protein TIFY 5A-like
(LOC101252609) (-6,69 kat), ethylene-responsive transcription factor 13-like (-10,27 kat),
phosphatidylinositol:ceramide inositolphosphotransferase 1 (-3,01 kat), cytochrome P450
94B3-like (LOC101263598) (-5,28 kat), transcription factor bHLH92 var.X2 (-4,9 kat), protein
TIFY 5A-like (LOC101252907) (-4,14 kat), transcription factor bHLH92 var.X1 (-5,23 kat),
ABC transporter F family member 4 (-3,09 kat), pre-mRNA-splicing factor ATP-dependent
RNA helicase DEAH7-like (-3,07 kat), 11-beta-hydroxysteroid dehydrogenase 1B (-3,44 kat),
F-box protein At5g49610-like (-3,73 kat) bulunmaktadir.

6 saat ER stresinde kontrole gore anlatimi degisen genler

XM_010327062.3
XR_002028076.2
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NM_001247818.2
XM_004241401.4
XM_004245583.4
NM_001247904.2
XM_004249331.4
XM_004244971.4
XM_010316327.3
XM_019216168.2
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Sekil 4.11: 6 saat ER stresi uygulamasinda kontrole gore anlatimi degisen transkriptler ve kat degisimi
degerleri.
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6 saat

Sekil 4.12: ER stresinin 2 saat ve 6 saat uygulandigi
orneklerde anlatim degisimi goriilen transkript
sayilarmin Venn semasi ile gosterimi. (FDR<0,05 ve
fold change <-1 veya fold change >1).
2 saat ve 6 saat ER stresi indiiklenmis bitkilerin yapraklarinda goriilen degismis anlatim
gosteren transkriptlerin bazilarinin her iki kosulda da ortak olarak etkilendigi tespit edilmistir.
Sekil 4.12°de goriildigii gibi 85 transkript hem 2 saat hem de 6 saat siiren uygulamada ortak

olarak diizenlenmistir.

Kontrole gore yapilan kiyaslamalar haricinde 6 saatlik ER stresi yanitinda 2 saate gére olusan
anlatim degigimlerinin tespit edilmesi i¢in 6 saat uygulama Ornekleriyle 2 saat uygulama
ornekleri de kiyaslanmugtir. Toplam 1141 transkriptte anlamli (fold change<-1 veya fold
change>1, FDR<0,05) anlatim degisimleri oldugu belirlenmistir. 6 saatlik ER stresinde 2 saate

gore 399 transkript artmis anlatim gosterirken, 742 transkript azalmis anlatim gostermistir.

Anlatiminin degistigi belirlenen transkriptlerde daha ileri bir filtreleme yapildiginda (fold
change>3 veya fold change<-3, FDR<0,05) 6 saatlik uygulamada 2 saate gore 80 adet genin
anlatim1 6nemli Olglide artarken 140 genin anlatimi anlamli sekilde azalmistir. Sekil 4.13’te 6
saat ER stresi indiiklenmis domates yapraklarinda 2 saate gére anlatimi 6nemli 6lciide degismis
genlerin kat degisimlerine ait grafik yer almaktadir. 6 saat ER stresinde anlatimi 2 saate gore
en onemli sekilde azalmis olan gen tiyosiilfat siilfiirtransferaz 18 (-8,28 kat) olurken, anlatimi
en Onemli sekilde artan karakterize edilmis transkript UNE12 transkripsiyon faktorii (+8,65 kat)

olmustur.
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2 saat vs. 6 saat anlatinn degisen genler
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Sekil 4.13: 6 saat ER stresinde 2 saate gore anlatimi en belirgin sekilde degisen (fc <-5 veya >5)
transkriptlerin -log2fc degerlerini ve gen sembollerini gosteren grafik. (FDR<0,05).
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Ortak Transkriptler ve Kat Degisimi Degerleri
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Sekil 4.14: Yapilan tiim kiyaslamalarda ortak tespit edilen DEG’lerin kat degisimi degerleri grafigi.

Yapilan her li¢ kiyaslamada da ortak olarak anlatiminin degistigi tespit edilen transkriptler
bulunmustur. Toplamda 13 adet transkript 2 saat TM’de ve 6 saat TM’de kontrole gore, ayni
zamanda da 6 saat TM’de 2 saat TM’ye gore anlatim degisimi gostermistir. Bu transkriptler ve

her kiyaslamada elde edilen kat degisimi degerlerinin grafigi Sekil 4.14’°te verilmistir.

2 saat ER stresinde kontrole gore yapilmis anlatim analizlerinde elde edilen DEG listeleri
filtrelenip incelenmis, kat degisimi degerleri <-1 veya >1 ve FDR<O0,05 olan transkriptler
icerisinden ER stresi ile iliskili oldugu daha onceden tanimlanmis genlerin kat degisimi
degerleri, Tablo 4.4’te listelenmistir. Ayni incelemeler 6 saatte kontrole gore degismis
transkriptler ve 6. saatte 2 saatlik uygulamaya gore degismis transkriptler i¢in de yapilmus,
Tablo 4.5te 6. saatte kontrole gore degisen ER stresi ile iligkili olabilecek transkriptlerin listesi
ve kat degisimi degerleri verilmistir. 6 saat TM’de 2 saate gore anlatimi degisen ER stresi ile

iligkili transkriptlerin listesi ve kat degisimi degerleri Tablo 4.6’da verilmistir.



Tablo 4.4: 2 saat ER stresinde kontrole gére anlatimi degisen ER stresi ile iligkili transkriptlerin kat
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degisimi degerleri. (FDR<0,05 ve -log2(foldchange)<-1 veya >1).

Gen ad1 Gen ID -log2(foldchange) FDR
Saperon protein dnaJ 11 XM_010325932.3 1,48336093 0,00406527
Is1 soku 70 kDa protein 8 XM_004247315.4 1,82555049 1,28E-04
HSP21 NM_001246971.2 1,65948627 3,12E-04
Saperon protein dnal 8 XM_004241628.4 2,983790181 7,16226E-12
26.5 kDa 1s1 soku proteini XM_004252271.4 2,905260495 8,72635E-09
E3 ubikitin protein ligaz RHA1B XM_004245531.4 2,17430772 3,71E-07

E3 ubikitin protein ligaz RMA1H1 XM_004248113.3 2,134006237 1,63E-06
Saperon protein dnaJ 20 NM_001329727.1 2,003135438 1,09E-05

Is1 soku binding protein NM_001246906.2 2,202505678 1,66E-05
Kalretikulin-3-benzeri protein XM_004237507.3 -2,506957905 2,72E-04
Saperon protein dnal XM_004238793.4 2,631022274 5,87E-04
Ubikitin konjuge enzim E2 benzeri protein | NM_001346567.1 1,571032282 1,63E-03
Saperon protein dnalJ 11 XM_010325932.3 1,483360929 0,004065271
Otofaji iligkili protein 18f XM_004244109.4 1,49284218 4,37E-03

E3 ubikitin protein ligaz PUB22 benzeri XM_004228643.4 1,942508503 4,50E-03
17.3 kDa Simif-1 Is1 soku proteini benzeri XM _004246257.4 1,416208589 4,74E-03
Ubikitin domen igeren protein 1-benzeri XM_004234030.3 1,502195793 5,56E-03
17.4 kDa Sinif-IIT 1s1 soku proteini XM_004235486.4 1,403942425 7,55E-03

E3 ubikitin ligaz SINA2 XM_004229940.4 1,267360814 0,013160575
18.1 kDa Sinif-I 1s1 soku protein benzeri XM_010314063.3 -2,485576902 0,013516839
E3 ubikitin-protein ligaz MPSR1 XM_004238775.4 2,524749343 0,016127344
E3 ubikitin-protein ligaz PUB24-benzeri XM_004241286.4 -3,84468308 0,018786707
Is1 soku cognate 70 kDa protein 2-benzeri | XM_004250910.4 -1,217223062 0,022725082




Tablo 4.5: 6 saat ER stresinde kontrole gére anlatimi degisen ER stresi ile iligkili transkriptlerin kat
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degisimi degerleri. (FDR<0,1 ve -log2(foldchange)<-1 veya >1).

Gen ad1 Gen ID -log2(foldchange) FDR
Peroksidaz 44-benzeri protein XM_004247458.4 | 1,738463217 0,04188634
Etilen-yanit transkripsiyon faktorii 1 NM_001247912.2 | 1,859888472 0,03274887
Kalmodulin baglayici protein 60C XM_004230236.4 | -2,145305705 0,04188634
Kalmodulin baglayict protein 60B-benzeri- | XM_010320626.3 | -1,99648521 0,04188634
X3

Is1 soku proteini cognate 70 (Hsc70.1) NM_001247562.2 | -1,873147161 0,087611962
E3 ubikitin protein ligaz RHF1A XM_004229373.4 | -1,556168485 0,090479312

Tablo 4.6: 6 saat ER stresinde 2 saate gore anlatim1 degisen ER stresi ile iliskili transkriptlerin kat

degisimi degerleri. (FDR<0,05 ve -log2(foldchange)<-1 veya >1).

Gen ad1 Gen ID -log2(foldchange) FDR
17.4 kDa Sinif 111 1s1 soku proteini XM_004235486.4 -5,323996486 2,64E-25
Sinif Il sHSP (HSP17.6) NM_001246984.3 -6,270089586 1,88E-24
HSP17.4 NM_001247201.3 -4,45404558 1,88E-24
HSP70.3 XM_010320820.3 -4,200147102 2,62E-22
HSP5 70 kDa XM_010320399.3 -3,677194108 1,16E-17
HSP8 70 kDa XM_004247315.4 -3,6554832 2,72E-17
HSP21 NM_001246971.2 -3,256709823 1,99E-14
22.7 kDa simuf IV HSP-benzeri XM_004230361.3 -3,438595134 2,95E-14
HSP17.6 NM_001247296.2 -3,8829219 2,71E-13
Is1 soku cognate 70 kDa protein XM_004250911.4 -2,840319107 2,81E-11
HSP20.0 NM_001320262.1 -3,561992262 5,14E-11
Saperon protein dnal C76 XM_004231452.4 3,236207803 5,22E-10
ER-sHSP NM_001247671.2 -4,374602159 4,07E-07




Tablo 4.6: (devam)
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Peroksidaz 44-benzeri XM_004247458.4 2,207731227 5,32E-07
HSP17.8 NM_001279116.2 -2,812210013 6,52E-07
15.7 kDa HSP, peroksizomal XM_004236641.4 -2,385302906 1,76E-06
HSP90 NM_001321563.1 -2,660179214 6,29E-06
Saperon protein ClpB1 XM_004235918.4 -1,972590116 8,30E-06
Saperon protein dnal 11 XM_010325932.3 -2,323823899 9,40E-06
Ubikitin domen iceren protein 2 XM_004244238.4 -2,619667071 1,05E-05
HSP70 NM_001246851.2 -2,308374561 1,90E-05
Gibberellin 20-oksidaz-1 (GA200x1) NM_001247141.1 4,65548411 3.14E-05
Ubikitin konjuge enzim E2 20 XM_004250863.4 1,812488714 0,000169917
E3 ubikitin protein ligaz MPSR1 XM_004238775.4 -3,24604211 0,000248906
HSP83 XM_004234170.4 -1,996527761 0,000288252
E3 ubikitin protein ligaz RHA1B XM_004245531.4 -1,694385958 0,000307213
Saperon protein dnal XM_010320157.3 -1,752328625 0,000372914
Saperon protein dnal 8 XM_004241628.4 -1,865874277 0,000627181
E3 ubikitin-protein ligaz PUB22 benzeri | XM_010317379.2 -1,472869186 0,002660538
HSP binding protein (BiP) NM_001246906.2 -2,166006535 0,002762583
17.7 kDa smif I HSP XM_004241153.4 -5,182669146 0,002781383
Kalmodulin baglayici protein 60A benzeri | XM_010320629.3 -1,725807635 0,002844745
Glutatyon peroksidaz NM_001247638.2 -1,51101334 0,016693607
AAA-tipi ATPaz ailesi proteini NM_001346867.1 1,299667069 0,025945196
Katalaz 2 NM_001247257.2 -1,540815628 0,044380129




4.5.2. Gen Ontoloji Analizleri

Dizileme reaksiyonlar1 sonucu anlatim degisimi gdsterdigi tespit edilen genler 3 temel gen
ontoloji terimi
processes’ (bp), hiicresel boliimlendirme ‘cellular compertmentalization’ (cc) ve molekiiler
fonksiyon ‘molecular function’ (mf) gen ontoloji siniflarina gore anlatim degisimi gdsteren
genler kategorize edilmis ve GO zenginlestirme analizlerine gore 2 saat ve 6 saatlik ER stresi
indiiksiyonunda en anlamli sekilde zenginlestirilmis GO terimleri Sekil 4.15 ve Sekil 4.16’da
gosterilmistir. 2 saat ER stresi uygulanan orneklerde toplam 24 GO terimi anlamli sekilde

zenginlestirilmigken 6 saat ER stresi uygulanan Orneklerde 14 GO terimi anlamli olarak

kategorilerine gore smiflandirilmistir. Biyolojik prosesler, ‘Biological

zenginlestirilmistir (FDR<0,05).

-bp

M-
B

Terimler

GO Terimleri

abiyotik stres yaniti

sicaklik yanit1  IEEE——

yara cevabi

sinyal transdiiksiyonunun diizenlenmesi
hiicre iletisiminin diizenlenmesi
sinyallesmenin diizenlenmesi

savunma yaniti

stres yanitinin diizenlenmesi

hiicre duvari organizasyonu veya biyogenezi
stimiilasyon yanitinin diizenlenmesi

sinyal transdiiksiyonu

tek organizma sinyallesmesi

sinyallesme

hiicre duvari organizasyonu

hiicre digini gevreleyen yapinin organizasyonu
hiicre iletisimi

hiicre dis1 alan

hiicre digimn1 gevreleyen yapi

hiicre duvari

apoplast

hiicre zar1

DNA'ya baglanma

transkripsiyon faktorii aktivitesi, dizi-spesifik DNA'ya baglanma

Sekil 4.15: 2 saat boyunca ER stresi indiiklenmis domates yapraklarinda anlatimi1 degisen genlerin ait
oldugu GO kategorilerinde anlamli sekilde zenginlestirilmis terimler ve p degerleri.

niikleik asit baglayan transkripsiyon faktorii aktivitesi

o

=

N

3
-loglO(P degeri)

~

3]
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GO Terimleri

o
hel

jasmonik asit aracili sinyallesme yolaginin diizenlenmesi
sinyal transdiiksiyonunun duzenlenmesi

sinyallesmenin diizenlenmesi

hiicre iletisiminin diizenlenmesi

yara cevabi

savunma yanitinin diizenlenmesi

stres yaniti

Terimler

stimiilasyona yanitin diizenlenmesi

G-proteini ile eslesmis reseptdr sinyallesme yolagi
stres yanitinin diizenlenmesi

sinyal transdiksiyonu

tek organizma sinyallesmesi

sinyallesme

stimiilasyona yanit

o
=

2 3 4
-log10(P degeri)

ol
[e2}

Sekil 4.16: 6 saat boyunca ER stresi indiiklenmis domates yapraklarinda anlatimi degisen genlerin ait
oldugu GO kategorilerinde anlamli sekilde zenginlestirilmis terimler ve p degerleri.

2 saat boyunca ER stresi indiiklenmis 6rneklerin kontrol kosuluna gore kiyaslamasinda anlatimi
degisen genlerin bp gen ontoloji smifi altinda zenginlestirme analizi yapildiginda anlatiminin
arttig1 goriilen genlerin listesi ve ait oldugu bp terimleri Tablo 4.7 ‘te gosterilmistir. Anlatimi

azalan genler ve bp terimleri ise Tablo 4.8.’te listelenmistir.
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Tablo 4.7: 2 saat stres indiiksiyonu yapilmis 6rneklerde bp (biological process) GO sinifi igin anlatimi

artan genlerin ait oldugu zenginlestirilmis terimlerin ve genlerin listesi (FDR <0,05).

Kategori

Terim

Say1

P degeri

Genler

FDR

G0:0009628

Abiyotik
stimilasyona

yanit

11

8.00E-05

NM_001246971,
AK246348,

NM_001247823,
NM_001247828,

BW692869, XM_004236641, U59917, DB710482,
BW692353, AK326370, U66300, XM_004243702,
XM_004237889,

DB726677,
XM_004235486,

EF441354, NM_001247052, BT014113

XM_004247716,
XM_004252271,
NM_001247724,

AK327655,

AK324600,

U86662,
AW030225,

B1206608,

AY 623905,
EF441355,

0.03105082

G0:0009408

Sicakliga yanit

0.000102817

u66300,

AK?246348,
NM_001247724,
BW692869,

XM_004243702,

XM_004235486,

DB726677,
AK327655,

U59917, BT014113

NM_001246971,
XM_004252271,

XM_004236641,

AY623905,

0.03105082

Tablo 4.8: 2 saat stres indiiksiyonu yapilmis 6rneklerde bp (biological process) GO sinifi i¢in anlatimi
azalan genlerin ait oldugu zenginlestirilmis terimlerin ve genlerin listesi (FDR <0,05).

Kategori

Terim

Say1

P degeri

Genler

FDR

G0:0009611

Yara cevabi

2.79E-06

XM_004243648,
NM_001247954,
NM_001247294,
XM 019211978

NM_001247090,
XM_010320352,
XM_004244871,

XM_010320353,
XM_004235723,
XM_004244872,

0.00039343
6

G0:0009966

Sinyal
transdiiksiyonunun

diizenlenmesi

5.65E-06

XM_004243648,
NM_001247954,
NM_001247838,
XM_004244871,

XM_004232936,
XM_010320352,
NM_001247294,

XM_004244872

XM_010320353,
XM_004235723,
XM_010323205,

0.00053702
5

G0:0010646

Hiicre  iletisiminin

diizenlenmesi

6.10E-06

XM_004243648,
NM_001247954,
NM_001247838,
XM 004244871,

XM_004232936,
XM_010320352,
NM_001247294,
XM 004244872

XM_010320353,
XM_004235723,
XM_010323205,

0.00053702
5

G0:0023051

Sinyallesmenin

diizenlenmesi

6.10E-06

XM_004243648,
NM_001247954,
NM_001247838,
XM_004244871,

XM_004232936,
XM_010320352,
NM_001247294,
XM_004244872

XM_010320353,
XM_004235723,
XM_010323205,

0.00053702
5
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G0:0006952

Savunma yaniti

22

9.14E-06

NM_001247547,
XM_004237435,
NM_001247487,
XM_026032142,
NM_001321130,
NM_001247919,
XM_004232936,
XM_026031816,
XM_004246993,
XM_019211978

XM_004240509,
XM_004252915,
XM_010326319,
NM_001247830,
XM_004235762,
NM_001317104,
XM_026031818,
XM_010324006,
XM_004244551,

NM_001247904,
XM_010323205,
NM_001246962,
XM_004245604,
XM_004251596,
XM_026031817,
NM_001247090,
XM_004229716,
XM_004243467,

0.000715304

GO0:0080134

Stres yanitinin

diizenlenmesi

1.48E-05

XM_004243648,
NM_001247954,
NM_001247294,
XM 004244872,

NM_001247090,

XM_010320352,

XM_010323205,
XM 019211978

XM_010320353,
XM_004235723,
XM_004244871,

0.001041215

GO0:0071554

Hiicre duvart
organizasyonu ve

biyogenezi

15

1.65E-05

NM_001247546,
XM _004235108,
XM _004238770,
NM_001310316,
XM_004241223,

NM_001247832,
NM_001347333,
NM_001309261,
XM_004230324,

NM_001247543,
NM_001247906,
XM_004235233,
XM_004252915,

NM_001247088, XM_004229323

0.001053558

G0:0048583

Stimulasyona
yanitin

diizenlenmesi

10

4.12E-05

XM_004243648,
NM_001247838,
XM_010320353,
XM_010323205,
XM_019211978

NM_001247954,
XM_004232936,
XM_010320352,
XM_004244871,

XM_004235723,
NM_001247090,
NM_001247294,
XM_004244872,

0.002416817

GO0:0007165

Sinyal

transdiksiyonu

22

7.25E-05

NM_001247547,
XM_004237435,
XM_010320353,
XM_010323205,
NM_001246986,
NM_001247838,
XM_026031817,
NM_001247090,
NM_001247294,
XM_004244872,

NM_001247526,
NM_001279159,
XM_004233715,
XM_004243648,
XM_004235723,
XM_004230792,
XM_004232936,
XM_026031816,
XM_010328927,

XM_019211978

XM_004240509,
XM_004246220,
XM_010320352,
NM_001247954,
XM_004233005,
NM_001317104,
XM_026031818,
XM_004237507,
XM_004244871,

0.003928224

G0:0044700

Tek  organizma

sinyallesmesi

22

8.33E-05

NM_001247547,
XM_004237435,
XM_010320353,
XM_010323205,
NM_001246986,
NM_001247838,
XM_026031817,
NM_001247090,
NM_001247294,
XM_004244872,

NM_001247526,
NM_001279159,
XM_004233715,
XM_004243648,
XM_004235723,
XM_004230792,
XM_004232936,
XM_026031816,
XM_010328927,

XM_019211978

XM_004240509,
XM_004246220,
XM_010320352,
NM_001247954,
XM_004233005,
NM_001317104,
XM_026031818,
XM_004237507,
XM_004244871,

0.004189692
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G0:0023052 | sinyallesme 22 9.23E-05 | NM_001247547, NM_001247526, XM_004240509, | 0.004332763
XM_004237435, NM_001279159, XM_004246220,
XM_010320353, XM_004233715, XM_010320352,
XM_010323205, XM_004243648, NM_001247954,
NM_001246986, XM_004235723, XM_004233005,
NM_001247838, XM_004230792, NM_001317104,
XM_026031817, XM_004232936, XM_026031818,
NM_001247090, XM_026031816, XM_004237507,
NM_001247294, XM_010328927, XM_004244871,
XM_004244872, XM _019211978
GO:0071555 | Hiicre duvar | 11 0.000227 | NM_001247546, NM_001247832, NM_001247543, | 0.009747626
organizasyonu 943 XM_004230324, XM_004235108, NM_001247906,
XM_004238770, NM_001309261, NM_001310316,
NM_001247088, XM_004229323
GO0:0045229 | Hiicre digmt | 11 0.000235 | NM_001247546, NM_001247832, NM_001247543, | 0.009747626
cevreleyen 383 XM_004230324, XM_004235108, NM_001247906,
yapinin XM_004238770, NM_001309261, NM_001310316,
organizasyonu NM_001247088, XM_004229323
GO0:0007154 | Hiicre iletigimi 22 0.000635 | NM_001247547, NM_001247526, XM_004240509, | 0.024855658
514 XM_004237435, NM_001279159, XM_004246220,

XM_010320353,
XM_010323205,
NM_001246986,
NM_001247838,
XM_026031817,

XM_004233715,
XM_004243648,
XM_004235723,
XM_004230792,
XM_004232936,
NM_001247090, XM_026031816,
NM_001247294,  XM_010328927,
XM_004244872, XM_019211978

XM_010320352,
NM_001247954,
XM_004233005,
NM_001317104,
XM_026031818,
XM_004237507,
XM_004244871,

2 saat boyunca ER stresi indiiklenmis 6rneklerde anlatimi degisen genlerden cc GO kategorisine

ait terimlerden anlamli sekilde zenginlestirilmis olanlar Tablo 4.9°da verilmistir. Anlamh

olarak zenginlestirilmis terimlerin tamami anlatimi1 azalan genleri igermektedir. 2 saat ER

stresinde anlatim artis1 gosteren genlerden cc GO kategorisi terimleri i¢in anlamli bir

zenginlestirme gerceklesmemistir.
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Tablo 4.9: 2 saat stres indiksiyonu vyapilmig oOrneklerde kontrole goére cc (cellular

compartmentalization) GO sinifi i¢in anlatimi azalan genlerin ait oldugu terimlerin ve genlerin
listesi. (FDR <0,05).

Kategori

Terim

Say1

P degeri

Genler

FDR

GO0:0005576

Hiicredist
bolge

22

2.00E-05

NM_001247546,
NM_001309377,
XM_004235108,
NM_001309261,
NM_001320857,
NM_001302921,
XM_004252915,
NM_001247088

NM_001247832,
NM_001247900,
NM_001247906,
NM_001310316,
XM_004230324,
XM_004240042,
XM_004250839,

NM_001247543,
XM_004232664,
XM_004238770,
XM_004235762,
XM_004240094,
XM_004248615,
XM_004243642,

0.001152463

G0:0030312

Hiicre disim

cevreleyen

yapt

13

6.42E-05

NM_001247546,
XM_004232664,
XM_004238770,
XM_004230324,
NM_001247088

NM_001247832,
XM_004235108,
NM_001309261,
XM_004240094,

NM_001247543,
NM_001247906,
NM_001310316,
NM_001247388,

0.001846273

G0:0005618

Hiicre duvari

13

6.42E-05

NM_001247546,
XM_004232664,
XM_004238770,
XM_004230324,
NM_001247088

NM_001247832,
XM _004235108,
NM_001309261,
XM_004240094,

NM_001247543,
NM_001247906,
NM_001310316,
NM_001247388,

0.001846273

G0:0048046

Apoplast

0.000462932

NM_001247546,
XM_004235108,

NM_001247543,
NM_001247906,

XM_004243642, NM_001310316

XM_004248615,
NM_001309261,

0.010647429

G0:0005886

Hiicre zar1

29

0.000594115

NM_001247324,
XM_010324021,
XM_004232420,
XM_004243193,
NM_001247484,
XM_004235463,
NM_001321130,
XM_004232936,
XM_004248591,

XM_004240509,
XM_004237116,
XM_004247453,
XM_004229562,
NM_001247342,
NM_001329215,
XM_004251596,
XM_026028879,
XM_004250329,

NM_001348445,
XM_004235233,
XM_004231215,
NM_001247487,
NM_001247677,
XM_004243601,
XM_004233409,
XM_010325598,
XM_004241223,

XM_004246993, XM_004243467, XM_010320867

0.011387195

2 saat ornekleri kontrole gore kiyaslanip mf GO kategorisine ait terimler i¢in analiz edildiginde

anlatimi azalan genler i¢in anlamli sekilde zenginlestirilmis bir GO terimi tespit edilmemistir.

Anlatim artig1 gosteren genlerin anlamli olarak zenginlestirilen mf GO terimlerine gore

simiflandirilmas: Tablo 4.10°da verilmistir.
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Tablo 4.10: 2 saat stres indiiksiyonu yapilmig 6rneklerde kontrole gére mf (molecular function) GO
kategorisi i¢in anlatimi artan genlerin ait oldugu terimlerin ve genlerin listesi. (FDR < 0,05).

Kategori

Terim

Say1

P degeri

Genler

FDR

G0:0003677

DNA baglama

35

1.18E-05

NM_001329523, XM_019212950, XM_010314475, AK328401,
XM_004233634, XM_004235136, AK321449, AY034473,
AK321565, AK323986, GQ496337, NM_001247460,
BP895457, AI896177, NM_001246892, XM_004243945,
AK324390, Z11842, XM_010315613, XM_004243702,
NM_001247912, NM_001309366, NM_001247519, MF095101,
XM_004230592,  MF095100,  AK322526, AK322126,
AY192370, BP887254, NM_001247194, AJ715788,
XM_004241246,  AWO039518, MF113381, MF113382,
BT013291,  AK246681, XM_004251842,  AK321300,
NM_001319178, NM_001345837, XM_019212814,
XM_004244019, AK328435, CK715147, XM_010321080,
XM_004235944, AK224660, EU755369, XM_010315517,
XM_004236113, XM_004251699, BT013228, AIl488773,
GQ261228, GT167832, XM_010323933, AK321091,
XM_004231908, XM_019214651, AK327477, XM_004240928,
XR_003244297, XM_004251260, AY044236, XR_003244296,
MF095099, XM_004250697, NM_001247384, AWO041100,
DB701336, AK324191, NM_001320184, AK329700, AJ224931,
AK?247342, ES892379, AK321990, Al488278, AK323010,
AK323372, AK322284, AK323092, AK328503, AW443045,
Al1894656, MF095102, DY523910, XM_004249119,
NM_001247576, AK224625, NM_001347388, XM_004236951,
XM_004251654, BTO012856, AK320884, XM_004249902,
EU636698, AK319935

0.0031203
84

G0:0003700

Transkripsiyon
faktorui

aktivitesi,

Dizi-spesifik
DNA baglama

21

0.000338
952

NM_001247789, XM_019212950, XM_010314475, AK328401,
AY044236, XM_004240928, XR_003244297, XM_004251260,
HQ738351, NM_001279257, XM_004235136, XR_003244296,
MF095099, AY034473, GQ496337, BI921623, NM_001247384,
NM_001246892,  KT236084, AK324590,  AK324390,
XM_004243702, EF667346, NM_001247912, AK329700,
AK246932, MF095101, MF095100, AK247342, AK322526,
AK322126, AY192370, BP887254, AK321990, AK323010,
NM_001247194,  AJ715788, HMO061128,  AW039518,
MF113381, MF113382,  BT013291, MF095102,
XM_004234507, AK321300, BT013336, XM 004249119,
XM_019212814, NM_001247576, XM_004244019, AK224625,

AK328435, CK715147, NM_001347388, XM_004235944,
XM_004236951, EU755369, XM_004251654, AK320126,
AK320884, BT013228, AK321498, AK319935,

XM_010323933, XM_004231908

0.0298278
06
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G0:0001071

Nikleik asite | 21 | 0.000338
baglanan 952
transkripsiyon
faktori

aktivitesi

NM_001247789, XM_019212950, XM_010314475, AK328401,
AY044236, XM_004240928, XR_003244297, XM_004251260,
HQ738351, NM_001279257, XM_004235136, XR_003244296,
MF095099, AY034473, GQ496337, BI1921623, NM_001247384,
NM_001246892, KT236084, AK324590, AK324390,
XM_004243702, EF667346, NM_001247912, AK329700,
AK246932, MF095101, MF095100, AK247342, AK322526,
AK322126, AY192370, BP887254, AK321990, AK323010,
NM_001247194, AJ715788, HM061128, AW039518, MF113381,
MF113382, BT013291, MF095102, XM_004234507, AK321300,
BT013336, XM_004249119, XM_019212814, NM_001247576,
XM_004244019, AK224625, AK328435, CK715147,
NM_001347388, XM_004235944, XM_004236951, EU755369,
XM_004251654, AK320126, AK320884, BT013228, AK321498,
AK319935, XM_010323933, XM_004231908

0.02982780
6

6 saat boyunca ER stresi indiikklenmis Orneklerin kontrole gore kiyaslanmasiyla yapilan

zenginlestirme analizlerinde anlatimi azalan genlerin bp GO kategorisine ait zenginlestirilmis

terimlere gore listesi Tablo 4.11°de verilmistir. Anlatimi artan genler igin zenginlestirilmis bir

bp terimi tespit edilmemistir. 6 saat uygulamalar1 kontrole gore kiyaslandiginda anlatimi

degisen transkriptler arasinda cc GO kategorisine ait anlamli sekilde zenginlestirilmis GO

terimi tespit edilememistir. Aymi sekilde mf kategorisi GO terimleri i¢in zenginlestirme

analizleri yapildiginda da anlamli sekilde zenginlestirilmis bir terim goriilmemistir.

Tablo 4.11: 6 saat uygulama orneklerinde kontrole gore bp (biological process) GO kategorisi igin
anlatimi azalan genlerin ait oldugu terimlerin ve genlerin listesi. (FDR<0,05).

Kategori Terim Say1 | P degeri Genler FDR
GO0:2000022 | jasmonik asit aracili sinyallesme | 4 1.19E-05 NM_001247954, NM_001247294, | 0.003241157
yolaginin diizenlenmesi XM_004244871, XM_004244872
G0:0009966 | Sinyal transdiiksiyonunun | 5 4.28E-05 XM_004232936, NM_001247954, | 0.003241157
dlzenlenmesi NM_001247294, XM_004244871,
XM_004244872
G0:0023051 | Sinyallesmenin diizenlenmesi 5 4.46E-05 XM_004232936, NM_001247954, | 0.003241157
NM_001247294, XM_004244871,
XM_004244872
GO0:0010646 | Hiicre iletisiminin diizenlenmesi 5 4.46E-05 XM_004232936, NM_001247954, | 0.003241157
NM_001247294, XM_004244871,

XM_004244872
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Tablo 4.11: (devam)
GO0:0009611 | Yara cevabi 4 7.45E-05 NM_001247954, NM_001247294, XM_004244871, | 0.00433708
XM_004244872
GO0:0031347 | Savunma yanitinin | 4 9.27E-05 NM_001247954, NM_001247294, XM_004244871, | 0.004495776
diizenlenmesi XM_004244872
G0:0006950 | Strese yanit 12 | 0.000143642 | XM_004245604, NM_001247547, = NM_001247954, | 0.005971401
NM_001247009, XM_004240509, NM_001247904,
XM_004250354, XM_026031817, NM_001317104,
XM_004232936, XM_026031818, XM_026031816,
NM_001247294, XM_004244871, XM_004244872,
XM_004248687
G0:0048583 | Stimiilasyona 5 | 0.000331818 | XM_004232936, NM_001247954, NM_001247294, | 0.012069864
yanitin XM_004244871, XM_004244872
diizenlenmesi
G0:0007186 | G-protein ile | 3 | 0.00055108 | XM_026031817, NM_001317104, XM_026031818, | 0.016444558
eslesmis  reseptor XM_026031816, NM_001247547, XM_004240509,
sinyallesme yolagi XM_004230792
G0:0080134 | Strese yanitin | 4 0.000565105 | NM_001247954, NM_001247294, XM_004244871, | 0.016444558
diizenlenmesi XM_004244872
G0:0007165 | Sinyal 8 | 0.00111182 | XM_026031817, NM_001317104, XM_004232936, | 0.026693389
transdiksiyonu XM_026031818, XM_026031816, NM_001247547,
NM_001247954, XM_004240509, NM_001247294,
XM_004244871, XM_004230792, XM_004244872
G0:0044700 | Tek organizma | 8 | 0.001177185 | XM_026031817, @ NM_001317104, XM_004232936, | 0.026693389
sinyallesmesi XM_026031818, XM_026031816, NM_001247547,
NM_001247954, XM_004240509, NM_001247294,
XM_004244871, XM_004230792, XM_004244872
G0:0023052 | Sinyallesme 8 | 0.001228182 | XM_026031817, NM_001317104, XM_004232936, | 0.026693389
XM_026031818, XM_026031816, NM_001247547,
NM_001247954,  XM_004240509, NM_001247294,
XM_004244871, XM_004230792, XM_004244872
G0:0050896 | Stimiilasyona yanit | 14 | 0.001284218 | XM_004245604, NM_001247547, = NM_001247954, | 0.026693389

NM_001247009, ~ XM_004240509,  NM_001247818,
NM_001247904,  XM_004230792,  XM_004250354,
XM_026031817, NM_001317104,  XM_004232936,
XM_026031818,  XM_026031816, NM_001247294,
XM_004244871, XM_004244872, XM_004248687
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2 saatlik ER stresi uygulamasinin sonunda kontrole gore anlatim degisimi goriilen genlerin

listesi ve ait oldugu KEGG metabolik yolaklar1 anlatimi azalan genler i¢in Tablo 4.12°de

verilmistir. Anlatim1 artan genlerin KEGG yolaklar1 i¢in anlamli bir smiflandirma

yapilamamustir. 6 saatlik uygulamada da kontrole gore yapilan kiyaslamalarda anlatim degisimi

goriilen transkriptler i¢in anlamli bir KEGG yolag1 tespit edilememistir.

Tablo 4.12: 2 saat ER stresi uygulamasinda kontrole gore degisen anlatim gostermis DEG’ler igin

zenginlestirilmis KEGG terimleri.

Kategori Terim Say1 P degeri Genler FDR
sly00940 Fenil 14 1.46E-05 XM_004241139, NM_001309805, XM_026033098, | 0.001064714
propanoid XM_004242429,  XM_004232664,  XM_010313958,
biyosentezi NM_001320040, XM_004251764, XM_004240093,

XM_004240094, XM_026031765, NM_001302921,
NM_001320355, NM_001319172, XM_004231808
sly01110 Sekonder 42 6.76E-05 XM_004241139, XM_004253081, NM_001247547, | 0.00246594
metabolit XM_004242429, NM_001246898, XM_004233193,
biyosentezi XM_004232664, NM_001309397, NM_001247904,

NM_001348361,
NM_001302921,
XM_004243632,
NM_001246944,
NM_001317104,
XM_004231808,
NM_001320292,
NM_001247526,
XM_026031765,
NM_001321372,
NM_001320040,
XM_026031818,
XM_004240093,

NM_001347956,
NM_001320355,
NM_001309805,
XM_010313958,
NM_001309881,
XM_004229851,
NM_001247687,
XM_004240509,
NM_001319172,
XM_004238813,
XM _004237202,
NM_001247090,
XM_004240094,

NM_001247691, NM_001331130

NM_001279052,
XM_004241256,
XM_026033098,
XM_004233149,
NM_001319322,
XM_019211978,
NM_001247726,
XM_004251764,
XM_019211274,
NM_001247818,
XM_026031817,
XM_026031816,
XM_004249187,
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sly01100 Metabolik

yolaklar

60

0.00050646
9

XM_004241139,
XM_004242429,
XM_004232664,
NM_001348361,
NM_001347956,
NM_001302921,
XM_004243632,
XM_026033098,
XM_010313958,
NM_001317104,
XM_004248194,
XM_004243148,
XM_019211978,
NM_001247687,
XM_026030111,
NM_001347333,
XR_003246659,
XM_004250839,
XM_004238777,
XM_004238813,
XM_004237202,
NM_001247090,
XM_004240094,

XM_004253081,
NM_001246898,
NM_001309397,
XM_004229603,
NM_001279052,
NM_001320355,
XM_004229323,
NM_001246900,
XM_004233149,
XR_002027179,
NM_001319322,
XM_004231808,
NM_001320292,
NM_001247726,
XM_004240509,
XM_004235597,
XM_010322397,
NM_001319172,
XM_019211274,
NM_001320040,
XM_026031817,
XM_026031816,
NM_001331130,

NM_001247450, XM_004228466

NM_001247547,
XM_004233193,
NM_001247904,
XM_004232748,
XM_004240042,
XM_004241256,
NM_001309805,
NM_001246944,
XM_004252565,
NM_001309881,
NM_001323058,
XM_004229851,
NM_001247720,
NM_001247526,
NM_001246916,
XM_004251764,
XM_026031765,
XM_010320539,
NM_001321372,
XM_004235942,
XM _026031818,
XM_004240093,
NM_001247691,

0.012324073

2 saat boyunca tunikamisine maruz kalmis bitkilerin yapraklarinda kontrole gore anlatim

degisimi gosteren genlerin en c¢ok bulundugu metabolik yolaklarin listesi Tablo 4.13’te

verilmigtir. Sekil 4.17°de 2 saatte kontrole gore yapilan analizde zenginlestirilen KEGG

yolaklarmin grafiginde yolaklara ait tespit edilen gen sayilari ve ‘fold enrichment’ Kat

zenginlestirme degerleri verilmistir.
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Tablo 4.13: 2 saat ER stresi uygulamasinda kontrole gore en ¢ok anlatim degisimi gdsteren geni
iceren yolaklar. (Enrichment FDR < 0,01).

Enrichment FDR Gen Yolak Fold Enrichment | Yolak

sayis1 | Genleri
6.48088553479596e-07 | 39 1229 2.70430560143077 | Metabolik yolaklar
6.48088553479596e-07 | 29 722 3.4229759194756 | Sekonder metabolit biyosentezi
0.000445290205890932 | 5 30 14.2033828382838 | Alanin, aspartat ve glutamat

metabolizmasi

0.00158919526828906 | 4 22 15.494599459946 | Alfa-linolenik asit metabolizmasi
0.00713678735752565 | 4 37 9.21300508429221 | Arjinin ve prolin metabolizmasi
0.00713678735752565 | 2 4 42.6101485148515 | Taurin ve hipotaurin metabolizmasi
0.00713678735752565 | 3 16 15.9788056930693 | Diterpenoid biyosentezi

6 saatlik ER stresi indiiksiyonuna bitki yapraklarinin gosterdigi tepkiye bakildiginda Tablo
4.14°teki yolaklarm kontrol kosuluna gore kiyaslanarak analizler gergeklestirildiginde ER

stresinden en ¢ok etkilenmis yolaklar oldugu tespit edilmistir.

Taurin ve hipotaurin metabolizmasi - Gen Sayisi
Diterpenoid biyosentezi = ————s e 10
Ifa-Linolenik asi li -
Alfa-Linolenik asit metabolizmas! = ————— ® 30

Alanin, aspartat ve glutamat metabolizmasi -

————
Arjinin ve prolin metabolizmasl = ——es
S

-log10(FDR)
Beta-Alanin metabolizmasi - m:
Bitki hormon sinyal transdiiksiyonu - —e M3
| !
Sekonder metabolit biyosentezi - —@ "
Metabolik yolaklar - —g M s
1 1 ) 1 1
0 10 20 30 40

Fold Enrichment

Sekil 4.17: 2 saatte kontrole gore anlatimi degisen genlerin ait oldugu
zenginlestirilmis metabolik yolaklara ait KEGG analizi.
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gosteren genlerin ait oldugu metabolik yolaklarm listesi. (Enrichment FDR<0,01).

Enrichment FDR Gen Yolak Fold Enrichment Yolak

sayis1 Genleri
1.99356451933187e-06 4 16 172.145 Jasmonik asit aracili sinyallesme yolagmin diizenlenmesi
1.13057800583958e-05 4 31 88.8490322580645 Jasmonik asit stimillasyonuna hiicresel yanit
1.13057800583958e-05 4 31 88.8490322580645 Jasmonik asit sinyallesme yolag1
1.75813220744673e-05 4 37 74.4410810810811 Yag asitlerine hiicresel yanit
1.75813220744673e-05 4 39 70.6235897435897 Jasmonik asite yanit
1.98739009933807e-05 4 42 65.5790476190476 Yara cevabi
2.2603158566857¢-05 4 45 61.2071111111111 Yag asidi yaniti
3.85390520415858e-05 4 53 51.9683018867925 Savunma yanitinin diizenlennmesi
0.000187294465610833 4 84 32.7895238095238 Sinyal transdiiksiyonunun diizenlenmesi
0.000187294465610833 4 85 32.4037647058824 Hiicre iletisiminin diizenlenmesi
0.000187294465610833 4 84 32.7895238095238 Sinayllesmenin diizenlenmesi
0.000188336598264858 4 87 31.6588505747126 Stres yanitinin diizenlenmesi
0.000205166517047743 6 338 12.2233136094675 Savunma yaniti
0.00120434074401814 4 145 18.9953103448276 Lipidlere hiicresel yanit
0.00212831094491032 4 171 16.107134502924 Stimiilasyona yanitin diizenlenmesi
0.00270021753695196 4 185 14.8882162162162 Oksijen tasiyan bilesenlere hiicresel yanit
0.00462444435339946 2 18 76.5088888888889 Oksilipin metabolik streci
0.00462444435339946 2 18 76.5088888888889 Oksilipin biyosentez stireci
0.00462444435339946 5 400 8.60725 Oksijen tasiyan bilesenlere yanit
0.00495097757262379 4 230 11.9753043478261 Hormon aracili sinyallesme yolag1
0.00495193378782759 4 233 11.8211158798283 Lipidlere yanit
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Tablo 4.14: (devam)

0.00536900659475959 4 241 11.4287136929461 | Hormon stimiilasyonuna hiicresel yanit
0.00580727663135732 4 249 11.0615261044177 Endojen stimiilasyona hiicresel yanit
0.00860285727527406 2 28 49.1842857142857 | Fosfolipit tasinimi
0.00860285727527406 4 281 9.80185053380783 | Organik maddelere hiicresel yanit
Jasmonik asit aracili sinyal yolaginin diizenlenmesi = O
Jasmonik asit stimiilasyonuna hiicresel yanit = =g Gen Sayisi
Jasmonik asit aracili sinyal yolagl = =——— « 2
Oksilipin metabolik prosesi =  =——— ® 3
Oksilipin biyosentez slireCi = =————
Jasmonik asite yanit = ——— ® 4
Yaralanma yanitl = =—— ® 5
Savunma yanitinin diizenlenmesi = =——— ® 6
Sinyal trandiiksiyonunun diizenlenmesi = =———g
Sinyal diizenlenmesi = =—g
Hicre iletisiminin dizenlenmesi = =g
Stres cevabinin diizenlenmesi = =——_g -log10(FDR)
Lipitlere verilen hiicresel yanit = =@
Oksijenli bilesenlere verilen hiicresel yanit = == - 3
Savunmavyanitt = = B4
Hormon aracili sinyal yolagli = =@ . 5
Oksijenli bilesenlere verilen yanit = =@
1 1 1 1
0 50 100 150

Fold Enrichment

Sekil 4.18: 6 saatlik ER stresi uygulamasinda kontrole gore anlatimi degisen genlerin ait oldugu
zenginlestirilmis metabolik yolaklara ait KEGG analizi.

Sekil 4.18’de 6 saat ER stresi indiiklenmis domates yapraklarinda kontrole gore yapilan
kiyaslamalarda tespit edilen DEG’ler icin KEGG analizi sonucu anlamli sekilde
zenginlestirilmis KEGG yolaklar1 grafik halinde gosterilmistir. Bu analize gore en yiiksek
oranda zenginlestirilmis terim jasmonik asit aracili sinyallesme yolaginin diizenlenmesi

olmustur.
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2 saat ER stresi indiiklenmis orneklere ait anlamli olarak zenginlestirilmis KEGG haritalar
Sekil 4.19, Sekil 4.20 ve Sekil 4.21°de verilmistir. Sekil 4.19°da diterpenoid biyosentez yolagi
uzerinde giberellin 2-beta dioksigenaz (KEGG:1.1411.13) enziminin anlatiminin 2 saatlik
tunikamisin uygulamasinda degistigi gosterilmistir. 2 saatte kontrole gore -2,14 kat degisimi ile
anlatimi azalirken, 6 saatte kontrole gore -3,69 ve 6 saatte 2 saate gore -2,26 kat degisimi ile

anlatimi azalmistir.

Sekil 4.20’de taurin ve hipotaurin metabolik yolag: tizerinde gérev alan glutamat dekarboksilaz
(KEGG:4.1.1.15) enziminin anlattmmin 2 saatlik tunikamisin uygulamasinda kontrole gore
yaptlan KEGG analizlerinde anlamli sekilde etkilendigi gosterilmistir. GAD3
(NM_001246898.2) geninin 2 saatte kontrole gore -1,69 kat degisimi ile anlatiminin azaldigi
gorilurken, 6 saat uygulamada kontrole gére anlamli bir anlatim degisimi goriilmemistir. 6 saat
TM uygulamasinda 2 saate gore glutamat dekarboksilaz (NM_001247112.2) geninin anlatim1
1,49 kat degisimi ile artmustir.
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Sekil 4.20: Taurin ve hipotaurin metabolizmast KEGG haritast. Kirmiz1 ile isaretli kutular
anlatim1 azalmis genleri gosterir.

Sekil 4.21°deki KEGG haritasinda bitki hormonlarinin sinyal transdiiksiyonu yolaklar1 tizerinde
2 saat TM uygulamasinda kontrole goére anlatimi1 degisen genler gosterilmistir. Anlatimi
etkilenen genlerin bulundugu sinyal hormonlar1 giberellin, etilen, brassinosteroid ve jasmonik

asit olmustur.

2 saat TM’de kontrole gore, Giberellin reseptori GID1’in (NM_001247838.2), -1,88 kat
degisimi ile anlatimi1 azalirken, 6 saat TM’de kontrole ya da 2 saat TM’ye gore yapilan

kiyaslamalarda anlamli bir degisim tespit edilmemistir.

Etilen yanit faktorii 1 (NM_001247919.2)’in, 2 saat TM’de kontrole gore -3,39 kat degisimi ile
biiyiik 6lglide anlatimi baskilanmistir. ERF4 (NM_001247384.2), 1,33 kat degisimi ile artmis

anlatim gostermistir. 6 saatte ise anlamli bir anlatim degisimi goriilmemistir.
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Sekil 4.21: Bitki hormon sinyal transdiiksiyonu KEGG haritast. Kirmiz1 ile isaretli kutular anlatimi

azalmig genleri gosterir.
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Brassinosteroid ile dlzenlenen sinyal enzimi Ksiloglukan endotransglukozilaz XET2 (KEGG:
Ksiloglukozil transferaz TCH4), 2,13 kat degisimi ile 2 saat TM’de kontrole gore artmis anlatim
gostermigtir. XTHS (ksiloglukan endotransglikozilaz-hidrolaz) anlatimi 1,47 kat degisimi ile artarken,
XTH7 ve XTH3  anlatimlari  digerlerinin  aksine  azalmigtir.  Olast  ksiloglukan
endotransglikozilaz/hidrolaz protein 23’tin (XM_004235108.4), -1,99 kat degisimi ile anlatimi 2 saat
TM’de azalmis, ayni proteinin 6 saat TM’de 2 saate gore anlatimi da -1,29 kat degisimi ile azalmistir.
XTH3 de 6 saat uygulamada 2 saate gore azalmig anlatim gostermis (-1,3), XET2’nin de -1,17 kat

degisimi ile 2 saat uygulamanin aksine 6 saatte anlatimi azalmustir.

Jasmonik asitle yonetilen sinyallesme yolaklarinda JAZ, 2 saat TM’de kontrole gore onemli degisim
gOsteren bir gen olmustur. 2 saat TM uygulamasmda kontrole gére, Jasmonat ZIM-domeni iceren
protein 2’nin (KEGG: JAZ) -2,61 ve JAZ3’iin de -2,48 kat degisimi ile anlatim1 azalmistir. 6 saatte
kontrole gore, JAZ2 ve JAZ3 anlatimlar sirastyla -2,93 ve -2,29 kat degisim gostererek azalmis, 6 saat
uygulamasi 2 saate gore kiyaslandiginda ise JAZ2-benzeri proteinin anlatiminda, -1,79 kat degisim

tespit edilmistir.

6 saat uygulamada kontrol kosuluna gére anlamli sekilde belirlenebilen bir KEGG Metabolik harita
tespit edilemezken 6 saatlik 6rneklerin DEG’leri 2 saat stres uygulanmis 6rneklere gore kiyaslanarak

analiz edildiginde pek ¢ok anlamli KEGG metabolik haritasinda degisim tespit edilmistir.

6 saat ER stresi uygulanan orneklerde 2 saate gore yapilan kiyaslamalarda, Tablo 4.15°te gdsterildigi
gibi 6 farkli yolaga ait genlerde anlatim degisimi goriilmiis ve bu yolaklar anlaml sekilde (FDR<0,01)
zenginlestirilmistir. 6 saat boyunca uygulanan ER stresinde 2 saatlik uygulamalara gore kiyaslama
sonucu anlaml sekilde zenginlestirilmis KEGG kategorileri Sekil 4.22’de grafik halinde g6sterilmistir.
Sonuclara goére en anlamli zenginlestirme diterpenoid biyosentezinde gergeklesirken en yiiksek anlatimi
degisen gen sayisi metabolik yolaklarda goriilmistiir. Analiz edilen KEGG haritalar1 arasinda Sekil
4.23’te ve Sekil 4.24°te gosterilen, ER’de protein iglenmesi ve diterpenoid biyosentez yolaklari

bulunmaktadir.



Tablo 4.15: 6 saat boyunca ER stresi indiiksiyonu gergeklestirilmis 6rneklerin, 2 saatlik ER stresi
indiiksiyonu gergeklestirilenlere gére kiyaslanmasi sonucu anlatim degisimi gosteren genlerin ait
oldugu metabolik yolaklarm listesi. (Enrichment FDR<0,01).

Enrichment FDR Gen | Yolak Fold Enrichment | Yolak

sayis1 | Genleri
3.7690131161985e-08 50 1229 2.64781024423933 | Metabolik yolaklar
4.11528222361891e-06 | 32 722 2.88457288879347 | Sekonder metabolit biyosentezi
0.000744755937389671 | 6 42 9.29759654334324 | Glisin, serin ve treonin metabolizmasi
0.000744755937389671 | 9 106 5.52593002104362 | Endoplazmik retikulumda protein iglenmesi
0.00103150005902366 5 30 10.8471959672338 | Alanin, aspartat ve glutamat metabolizmasi
0.00103150005902366 | 4 16 16.2707939508507 | Diterpenoid biyosentezi

Sistein ve metiyonin metabolizmasi =
Karbon metabolizmasi =
Sekonder metabolit biyosentezi =
Metabolik yolaklar =

Diterpenoid biyosentezi =
Tiamin metabolizmasi =
Kitin, stiberin ve mum biyosentezi =

Alanin, aspartat ve glutamat metabolizmasi =
Glisin, serin ve treonin metabolizmasi =
Arjinin ve proline metabolizmasi =

Triptofan metabolizmasi =

Askorbat ve aldarat metabolizmasi =
Glioksilat ve dikarboksilat metabolizmasi -
ER’de Protein islenmesi =

Gen Sayisi
10

20
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40
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lllHHH

50

-log10(FDR)
2

1 [
5 10 15

Fold Enrichment

SEEEEE
~N o g kW

Sekil 4.22: 2 saat uygulamaya kiyasla 6 saat ER stresi indiiklenmis 6rneklerde anlatim1 degisen genlerin
KEGG yolaklarina gore siniflandirilmasi ve zenginlestirilme oranlari.
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6 saat ER stresi altinda 2 saatlik uygulamaya kiyaslanarak elde edilen DEG’lerin listelerinden
anlamli sonug¢ veren genler kullanilarak KEGG veritabanindan metabolik yolak analizleri
gerceklestirilmistir. Sekil 4.23’te ER’de protein islenmesi yolagi icin KEGG haritasi tizerinde
anlatim1 degisen genler gosterilmistir. Bap31, Ubx, Hsp70, SHSF anlamli sekilde degisim
gosteren genler olmustur. 6 saat TM’de 2 saate gore, Karakterize edilmemis protein
LOC101250189, -1,32 kat degisimi ile anlatim1 azalmis bir Bap31 ortologudur. UBX domen
iceren protein 2, 6 saat TM’de 2 saate gore -1,52 kat degisimi ile azalmis anlatim gdsterirken,
ubikitin domen iceren protein 1 anlatimi, 2 saat uygulamada kontrole goére 1,5 kat artmus,
ubikitin domen iceren protein 2, 6 saat uygulamada 2 saat uygulamaya gore 2,61 kat azalmustir.
Hsp70 gen anlatimi, 6 saat TM’de 2 saate gore 2,3 kat azalmis ve 70 kDa boyutunda baska bir
HSP’nin 2 saat TM’de kontrole gore anlatim1 1,82 kat artmistir. SHSF veya HSP20’nin, 6 saat
TM’de 2 saate gore -3,56 kat degisimi ile yiksek oranda anlatimi azalmistir.

Sekil 4.24°te, diterpenoid biyosentez yolagi lizerinde 6 saat ER stresinde 2 saate gore degisen
transkriptlerin kodladig1 genlerin konumlar1 ve gen erisim numaralar1 belirtilmistir. Giberellin
20 oksidaz-1 (KEGG: 1.14.11.12) geni 6 saat TM uygulamasinda 2 saat uygulamaya goére 4,65
kat artmis anlatim gosterirken, giberellin 2-oksidaz genleri de ayni kosullarda en az 2 kat

azalmis anlatim gostermistir.



84

45.4. STRING Analizleri

Gergeklestirilen STRING analizlerine gore 2 saatlik uygulamada kontrole gore yapilan
kiyaslama ile Sekil 4.25°te gdsterilen 50 adet protein tespit edilmistir. Bu proteinler arasinda
beklenen etkilesim sayist 26 (p: 0,0083) ve goriilen etkilesim sayis1 39 olmustur. 6 saatlik
uygulama da kontrole gore kiyaslanmis ve Sekil 4.26°daki 9 adet protein tespit edilmistir.
Proteinler aras1 etkilesim beklentisi (p:0,0368) yokken 2 tane etkilesim tespit edilmistir.

Sekil 4.25’te 2 saat ER stresi orneklerinde gerceklestirilen STRING analizinde tespit edilen

proteinlerin sembol ve isim listeleri Tablo 4.16’da verilmistir.

Solyc079056360.1.1 Esw:osoomaon

Solyc07g006470,1.1_ Solyc07g006590.1.1/

Solyc05g008370.1.1 ERFY

o0 e
Solyc07g007860.1.1

Solyc03g119210.1.1
BAC19.14 »
LOCS44163

Solyc06g075220.1.1 )
Solyc07g049370.2 e Solyc06053640.1.1
Soyc06g074750__J ERF1 -
r\,,__ Solyc05g054650.1.1 f \
RAVL /i e MTB2
ﬂ / /| Vi Solyc02g076640.1.1
J / / Solyc02g094000.1.1 F\
y e W
L Solyc01g095690.2.1 Solyc06g072460.1.1
= Z \ ﬂ fos
- W/
 ZARE \ Solyc029078500.2
g Solyc06g074530.1.1
SAPS . —\ \ WM solycosg0s3010.1.1 i 9078670.2.1
6’ N\ = _ ; % 00
Solyc04g078060.1 Solyc08g059730.1 1 @
Solye09g015020.1.1 e éc S°”‘°29°79?°° 11 gwkmm i Ny
@ ﬂwsx Solyc029079780.1.1 swcozgoeuso 11
g saycozooozm 2 x
“ N
Soucosooosszn 11 S Solyc049080310.1.1
ﬂ Solyc019098690.2.1___ Solyc06074140.1.1 ﬂ
W/ é W/
TCP19 W/ Rsuycoaquazuu Solyc07g065530.1.1
Lemir
W

Sekil 4.25: 2 saat ER stresi indiiklenmis 6rneklerin kontrole gore degismis protein etkilesimleri.
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Tablo 4.16: 2 saat ER stresinde kontrole gore yapilan STRING analizlerinde tespit edilen proteinlerin

listesi.

Protein Semboll

Protein Ad1

SAP8 A20/ANL1 zinc finger protein; Stress-associated protein 8

RAV1 AP2/ERF and B3 domain-containing transcription factor RAV1

CZFP1 C2H2-type zinc finger protein; Cold zinc finger protein 1

ZF2 C2H2 family protein

Solyc099015020.1.1 17.3 kDa class | heat shock protein-like; small heat shock protein (HSP20) family

TCP19 TCP transcription factor 19

GAMEL1 UDP-galactosyltransferase precursor; Glycosyltransferase; Glycoalkaloid metabolism 1; UDP-
glycosyltransferase family protein

Solyc029079780.1.1  glycine-rich protein

Solyc04g078060.1.1  Small hydrophobic protein

Solyc059g005520.1.1  Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase; Protein phosphatase inhibitor 2 (IPP-2)

ERF4 Ethylene response factor 4

Lemir Miraculin precursor; Lemir

Solyc05g053010.1.1  L-type lectin-domain containing receptor kinase s.4-like precursor; Clade X1 lectin receptor kinase;
Concanavalin A-like lectin protein kinase family protein

sbtda Subtilisin-like protease; Belongs to the peptidase S8 family

ERF1 Ethylene response factor 1

aos Allene oxide synthase

obDC Ornithine decarboxylase

LOC544163 Nine-cis-epoxycarotenoid dioxygenase; 1st step of ABA biosynthesis

Solyc069074530.1.1  Arogenate dehydratase/prephenate dehydratase 6

Solyc069072460.1.1  CHP-rich zinc finger protein-like

Solyc039111300.1.1  Jasmonoyl-l-amino acid 12-hydroxylase

Solyc02g091180.1.1 Pfam-domain contaning protein

BAC19.14 Scarecrow-like protein 15

MTB2 Transcription factor bhlh13-like; negatively regulates jasmonate (JA) signaling

Solyc059012030.1.1  Karakterize edilmemis protein

Solyc01g098690.2.1 Pfam-domain containing protein

Solyc02g094000.1.1

EFh-domain containing protein




Tablo 4.16: (devam)
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Solyc05g054650.1.1 Zinc finger C2H2-domain containing protein

Solyc06g068960.1.1 EFh-domain containing protein

Solyc06g074750.1.1 Histone H2B family protein

Solyc06¢g075220.1.1 FAS1 family protein

Solyc079g049370.2.1 Glucan endo-1,3-beta-glucosidase 12

Solyc08g059730.1.1 G-type lectin s-receptor-like serine/threonine-protein kinase sd2-5
Solyc08g078670.2.1 Eukaryotic aspartyl protease family protein

ARGOS

Solyc02g094000.1.1
- @

msaycosgouaml.x
N

Solyc06g072460.1.1

10g050970.1.1_\

J
QW Solyc03g111300.1.1
S ®

Sekil 4.26: 6 saat ER stresi indiiklenmis 6rneklerin kontrole gore degismis protein

etkilesimleri.

Sekil 4.26’da gosterilen 6 saat ER stresi drneklerinin STRING analizine ait proteinlerin sembol

ve isim listeleri de Tablo 4.17’de listelenmistir.
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Tablo 4.17: 6 saat ER stresinde kontrole gore yapilan STRING
analizlerinde tespit edilen proteinlerin listesi.

Protein Sembolu Protein Ad1

ERF1 Ethylene-responsive factor 1

aos Allene oxide synthase

Solyc10g050970.1.1 ERF Family Protein

Solyc03g111300.1.1 jasmonoyl-amino acid hydroxylase
Solyc06¢g072460.1.1 CHP-rich zinc finger protein-like
Solyc06¢g034370.1.1 PMEI domain-containing protein
Solyc02g094000.1.1 Plant invertase/pectin methylesterase inhibitor

ARGOS ethylene signal modulator
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5. TARTISMA VE SONUC

ER, protein biyosentezinin 6nemli bir hicresel bélgesi olan oOkaryotik organeldir. ER
fonksiyonunun biyotik veya abiyotik stresler araciligiyla bozulmasi, yanlhs katlanmig veya
katlanmamig proteinlerin ER’de birikmesini tetikleyerek, ER stresini olusturur. ER kalite
kontrol sistemi (ERQC), ER homeostazisini korumak i¢in ER’nin durumunu siirekli olarak izler
ve ER fonksiyonunu gii¢clendirerek dnlem alir. ER’de konumlanmais proteinler olan saperonlar,
kosaperonlar, lektinler, redoks enzimleri ve glukozidazlar protein iglenmesinde 6nemli rollere
sahiptir. ERAD yolag1 da ubikitin bagimli proteozomal protein katabolik siireci ile ER’deki
katlanmamis protein yiikiinii distiriir. Katlanmamis protein birikimi, ERQC bilesenlerinin
anlatimlarini tesvik ederek ER fonksiyonunu gii¢lendiren gen diizenleyici bir mekanizma olan
UPR’yi tetikler (Hancock ve dig., 2022).

Onemli bir tarimsal bitki olarak domateste yapilan molekiiler diizeydeki g¢aligmalarin,
domatesin yakin akrabalar1 olan birgok onemli tarimsal bitkiye de kolaylikla uygulanabilir
olmasi, domatesin stresle iliskili yanitlarinin aydmlatilmasini daha da anlamli hale
getirmektedir. Daha dnce domateste birgok abiyotik ve biyotik stres kosulunda gen anlatim
analizleri gergeklestirilmistir. ER stresi tetiklenerek yapilan ¢aligmalarda da birgok iliskili
marker gen tanimlanmistir. Kapsamli bir transkriptom ¢alismasinin domatesin ER stresi ile
iliskili  spesifik yanitlarinin aydinlatilmasinda yardimec1 olabilecek veriler sunacagi

distiniilmektedir.

Tunikamisin (TM) uygulamasi i¢in segilen 2 saat ve 6 saat kriterleri ve konsantrasyonlarin
belirlenmesi literatiirde yapilan caligsmalar temel alinarak kararlagtirilmistir. Konsantrasyon
belirlenirken Arabidopsis thaliana, domates ve piringte yapilan g¢alismalar incelenmistir.
Arabidopsis’te 7 glinliik bitkiler 2 pg/mL (Srivastava ve dig., 2013), 10 glnlik bitkilere 1, 2 ve
5 saat 5pg/mL (lwata, Sakiyama, M. H. Lee, ve dig., 2010), 14 gunlik bitkilere 6 saat 5 pug/mL
(Kamauchi ve dig., 2005), 5 gunlik bitkilere 8 saat 5 pg/mL (Hu ve dig., 2020) tunikamisin
uygulanarak ER stresi indiiklenmistir. Piring’te yapilan ER stresi calismalarinda, 14 giinliik
bitkilere 4 ve 10 saat boyunca 5 pg/mL (Lu ve dig., 2012), 7 giinlik bitkilere 2 saat 5pug/mL
(Wakasa ve dig., 2014), 8 gunlik bitkiler 16 saat 5 pg/mL (Hayashi ve dig., 2013) tunikamisin
uygulanmustir. Soya fasulyesinde de yapilmis bir ER stresi calismasinda, 3 haftalik bitkilere 24
saat 10 pg/mL tunikamisin uygulanmustir (Irsigler ve dig., 2007). En son domates bitkisindeki
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calismalar da incelendiginde; 14 giinliik bitkiler 3, 6, 12 ve 24 saat boyunca 10 pg/mL (Kaur
ve Kaitheri Kandoth, 2021), 14 gunluk bitkiler 24 saat 10 pg/mL (Zhao ve dig., 2007), 5
yaprakli evrede 24 saat 0,5 pg/mL (Czékus ve dig., 2020) tunikamisin uygulamalari
gerceklestirilmistir. Tunikamisin uygulanarak ER stresinin indiiklendigi sayilan tiim bu
calismalara bakildiginda, bu tez calismasi kapsaminda ER stresi uygulamasi i¢in 10 pg/mL
tunikamisinin 14 gilinliik bitkilere uygulanmasmin domateste istenilen stres yanitinin
olusturulabilmesi igin uygun olacagi Ongoriilmiistiir. Daha 6nce Arabidopsis thaliana’da
tunikamisin ile yapilan ¢aligmalarda gézlenmis morfolojik degisimlerden yola ¢ikilarak (Kang
ve dig., 2021), bitkilerde 6 saat sonunda g6zlenen yaprak kenarlarinda sararma ve biikiilmelerin
de domateslerde stres yanitinin olugtuguna dair ilk igaretgileri oldugu diisiiniilmiistiir. 2 saat ve
6 saat ER stresi uygulama siireleri segilirken, ER stresinin erken ve ge¢ yanit mekanizmalarinin
transkriptom tiizerindeki etkilerinin belirlenmesi amaglanmistir. 2 saat ER stresinde domates
yapraklarmin ER liimeninde hizlica biriken katlanmamis proteinlerle bas edebilmek icin
transkriptom seviyesinde olusturdugu ilk yanitlarin, 6 saat uygulamasinda ise uzamis ER

stresine verilen yanitin gézlenmeye baslanacagi dngoriilmiistiir.

Biyotik ve abiyotik streslerin etkisi altinda ER’nin protein fabrikasi fonksiyonu olgunlagsmamis
proteinlerle normalden fazla yiiklenir, bu durum da ERQC sisteminin dengesinin bozulmasina
neden olur. ER homeostazisinin yeniden saglanabilmesi icin, protein katlanma veya
degradasyon kapasitesini artirmak ya da protein sentez hizin1 diisiirmek iizere UPR sistemi
harekete gegirilir. Bitki hiicrelerinde, ER membran bagimli stres sensorleri bZIP17/28 ve
IREI’1 igeren iki ER stresi transdiiksiyon yolagi tanimlanmistir. Hafif stres durumunda,
bZIP17/28 ER’de konumlu saperonlar1 ve foldaz enzimleri kodlayan genlerin anlatimini
artirmay1 hedeflerken, IRE1, bZIP60’1n spesifik kirpilmasiyla stres yanit genlerinin anlatimini
artirrr (Wan ve Jiang, 2016).

Uzayan veya siddetlenen ER stresi durumunda, ER membranina bagli mRNA’larin rastgele
yikimi sonucu mRNA akisini diisiirerek daha ileri protein sentezini engellemek amaciyla IRE1-
RIDD (IRE1-bagiml yikim) yolagi ¢alisir. Eger UPR ile iligkili tiim bu yolaklar ER stresini
dengeleme ve elimine etme konusunda yetersiz kalirsa, hiicre otofajiye veya programli hiicre
Olimine gider (Wan ve Jiang, 2016). ER stresinin birincil yanitlarindan olan UPR
cercevesinde, bu tez calismasi kapsaminda bir¢ok protein katlanmasiyla iligkili protein ve

enzimde anlamli anlatim degisimleri tespit edilmistir.
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HSP’lerin (‘heat shock protein’ 1s1 soku proteinleri) anlatimi 2 saat ve 6 saat TM
uygulamalarinda degisim gostermistir. 2 saatte kontrole gore anlatim de§isimi tespit edilen 8
adet HSP ve HSP-benzeri protein kodlayan genlerin 6’sinda (Ist soku 70 kDa protein 8, HSP21,
26.5 kDa 1s1 soku proteini, Is1 soku binding protein, 17.3 kDa Smif-I Is1 soku proteini benzeri,
17.4 kDa Smuf-I1I 1s1 soku proteini) gen anlatimlarmin arttig1 goriiliirken, yalnizca 2 tanesinde
(Is1 soku cognate 70 kDa protein 2-benzeri, 18.1 kDa Smif-I 1s1 soku protein benzeri) anlatim
diismiistiir. 2 saat TM uygulamasinda heat shock binding protein (NM_001246906.2) anlatim1
2,2 katma c¢ikmistir. ER stresinin birincil yanit mekanizmasi olan UPR’nin 2 saatlik TM
uygulamasinda tetiklendigi, UPR’nin marker geni olan BiP anlatimindaki artistan da

gorulmektedir.

6 saat ER stresi indiiklenmis 6rnekler kontrole gore kiyaslandiginda 1s1 soku proteinleriyle
iliskili olabilecek yalnizca Hsc cognate 70 (HSC70.1)’i kodlayan genin anlatiminda bir azalma
tespit edilmistir. HSC70.1, 1s1 soku proteini 70 ailesinden bir proteini kodlar, HSP101’in
anlatimint 1s1 soku faktorleri (HSF) araciligiyla negatif olarak diizenler. Is1 soku olmayan
kosullarda, HsfA’larin aktivitesini distiriir ve HsfA2 ile HSP101 genlerinin anlatimin1 etkiler.
Hsc70-1 mutantlari, HSP101 ve diger 1s1 soku ile indiiklenen genlerin artmis anlatimlari
nedeniyle 1s1 toleransi fenotipi gostermistir (Tiwari ve dig., 2020). Bu veri istatistiksel olarak
anlamli bulunmadigindan, 1s1 soku proteinlerinin anlatimiyla ilgili yorum yapabilmek icin
yeterli giivenilirlige sahip degildir ve 1s1 soku proteinlerinin anlatiminin 6 saatte kontrole gore
nasil degistigiyle ilgili yeterli bilgi elde edilememistir. Calismanin genelinde de 6 saat TM

uygulamasi yapilmis bitki yapraklarinda, kontrol kosuluna gore yapilan kiyaslamalarda diger

verilere gore daha az sayida istatistiksel olarak anlamli DEG tespit edilmistir.

6 saat TM uygulanmis 6rneklerin 2 saat TM uygulanmis 6rneklere kiyaslanmasi sonucunda 19
adet farklit HSP ve HSP-benzeri proteine ait transkriptler tespit edilmistir. 6 saat TM’de 2 saat
TM’ye gore anlatimi artan bir HSP tespit edilememistir. HSP’lerin tamaminin istatistiksel
olarak anlamli bir gekilde anlatimi azalmistir. UPR marker geni BiP anlatimi da -2,16 kat

degisimi ile 6 saat TM’de olduk¢a azalmis bir anlatim gostermistir.

Yapilan transkriptom analizlerinde anlatim degisimi gosteren genlerden biri de sHSP’ler
olmustur. SHSP (small heat shock protein)’yi kodlayan gen LeHSP21.5 daha 6nce domatesten
klonlanmig ve ER’de lokalize olan diger sHSP’lerin aminoasit dizilimine benzerlik

gostermistir. Bu gen iirlinliniin de ER’de saperon gorevi gordiigii tespit edilmistir. 6 saat TM’de



91

2 saat TM’ye gore ER-sHSP’nin anlatimi 4 kat azalmistir. Sinif II HSP’lerden olan HSP17.6°da
da 6 kat azalmis anlatim belirlenmistir. 6 saatte genel olarak saperon proteinleri ve 1s1 soku
proteinlerinin anlatiminda goriilen diisiis bu proteinler i¢in de tespit edilmistir (Mamedov ve
Shono, 2008). Bu durumun, UPR sisteminin, 6 saat sonrasinda domates yapraklarindaki ER
stresiyle bas edememesi, dolayisiyla hiicrenin uzamis ER stresi sonucu farkli yanitlar

olusturmaya baglamasiyla iligkilendirilebilecegi diisiiniilmektedir.

Tiim HSP’ler ve cogu UPS iliskili ubikitin konjuge edici enzimin anlatimi1 6 saat TM’de 2 saat
TM’ye gore azalmistir. Bu durumun nedeni, 6 saat ER stresinin UPR sisteminde uzun sureli bir
ER stres yaniti olusturmasi ve hiicresel sistemlerin ERAD veya otofaji gibi siireclere
yonlendirilmesi sonucu, hiicrede gen anlatimlarinda azalmalarin tetiklenmesi olabilir. ER stres
yanitlar1 baslangicta protein agregatlarinin birikimini engellemek adina protein katlanma
siireglerini  diizenlemeye yonelik olsa da uzamis ER stresi durumunda hiicre, bas
edebileceginden fazla proteinin ER’ye hiicum edisini engellemek i¢in protein {iretimini askiya
almak ister (Mishiba ve dig., 2013; Y. Liu ve dig., 2022). Bu durum, 6 saat TM’de yuksek

oranda goriilen anlatim diisiislerini agiklayabilir.

Arabidopsis’te ER stresindeki bir transkriptom ¢alismasinda gen anlatimindaki diisiisiin ayni
nedenle gergeklesmis olabilecegi saptanmustir (Iwata, Sakiyama, M. H. Lee, ve dig., 2010).
Memeli hicrelerinde ER stres sensorii PERK, elF2a’y1 fosforilleyerek translasyonunu inhibe
eder (Harding, Zhang ve Ron, 1999). Homoloji arastirmalarinda bitki tiirlerinde bir PERK
homologu tespit edilememistir ve Arabidopsis’te yapilan ¢alismalar ER stresinde translasyon
diizenlenmesinin ger¢eklesmedigini ortaya koymustur. Dolayisiyla, ER stresine yanitta
Arabidopsis’te ger¢eklesen diismiis transkript seviyelerinin translasyonun diizenlenmesindense
transkripsiyon seviyesinde, iiretilen mRNA seviyesinin azalmasindan kaynaklanabilecegi
sonucuna varilmistir. Arabidopsis’te, Iwata ve dig. (2010), yapt1g1 bu ¢alisma i¢in, tunikamisin
uygulamasinda mRNA yogunlugundaki diisiisiin var olan mRNA’larin aktif olarak yikimina mi1
yoksa transkripsiyonun baskilanmasina mi1 bagl gergeklestigi net olarak belirlenememistir.
RSAT oligoanaliz yontemi kullanilarak yapilan analizlerde anlatimi azalan genlerin promotor
bolgelerinde daha fazla temsil edilen diziler tespit edilememistir, bu da bu genlerdeki anlatim
baskilanmasinin promotorlere dizi-bagimli sekilde baglanan bir transkripsiyonel baskilayicinin
etkisiyle ger¢eklesmedigini diisiindiirmiistiir. Metazoan IRE1’in ER stresine yanit olarak salgi

proteinlerini kodlayan spesifik mRNA alt grubunun hizli degradasyonunu yonettigi
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bilinmektedir. Hedef mRNA’lar1 tanimlanmamis Arabidopsis IRE1 homologlarinin bu siirecte
gorev alip almadigi heniiz bilinmemektedir (Hollien ve dig., 2009; Iwata, Sakiyama, M. H. Lee,
ve dig., 2010). Buna ragmen, ER stresine yanit olarak anlatimi azalan genlerin bir kisminin
IRE1’in RNaz aktivitesine bagimli olabilecegi diisiinlilmiistiir. Hayvanlarda, IRE1’in RNaz
aktivitesinin ¢esitli mRNA’lar1 direkt olarak yikima ugratabildigi gosterilmistir (Hollien ve
Weissman, 2006). Yikilan mRNA’larin ¢ogunun ER liimeninden gegen membran veya salgi
proteinleri oldugu goriilmiistiir. Piring bitkisinde yapilan bir ¢alismada da IRE1 RNaz
enziminin c¢esitli membran proteinlerini kodlayan mRNA’larin yikiminda etkili oldugu,
dolayisiyla OsbZIP50 (AtbZIP60 homologu) disinda ¢ok gesitli substratlari olabilecegi ortaya
konulmustur (Wakasa ve dig., 2012). Daha 6nce Schizosaccharomyces pombe mayasinda
yapilan bir c¢alismada da IRE1’in birincil roliiniin, transkripsiyon faktérii mRNA’nin
kirpilmasindan ¢ok ER-hedefli proteinleri kodlayan mRNA’larin yikimi1 oldugu disiiniilmiistiir
(Kimmig ve dig., 2012). Bu bilgilerden yola ¢ikilarak, ileri seviye ER stresinde, IRE1’e bagimli
olarak olusan RNaz aktivitesinin, yani RIDD yolaginin, mRNA seviyelerini azalttig1

diistintilebilir (Hollien ve Weissman, 2006; Han ve dig., 2009).

Caenorhabditis elegans 'ta yapilan giincel bir ¢aligma ise ER iligkili yeni bir RNA susturma
mekanizmasin1 tanimlamis ve ER kalite kontroliinii destekleyici sekilde islev gosterdigini
ortaya koymustur. ERAD modeli substrati olarak C. elegans kullanilan genetik taramada, anti-
viral bir RNA interferans yolag1 ( ‘ER-associated RNA Silencing’ ERAS) bulunmustur. Bu
mekanizma ERAD ile beraber calisarak ER homeostazisini saglar. ERAS, Argonat proteini
RDE-1/AGO?2 ile yonlendirilir ve ER iliskili RNA yikimu tetiklenir (Efstathiou ve dig., 2022).
Memeli hiicrelerinde IRE1’in artmis anlatiminin spesifik mRNA’larin yikilmasina neden
oldugu siirecin, RIDD siireci, bu baglamda fonksiyonelliginin net olarak belirlenmedigi
belirtilmektedir. Bunun nedeni de dizenlenen IRE1-bagimli mRNA yikim hedeflerinin
cogunun mRNA seviyelerinin ER stresinde fark edilir sekilde degismemesidir (Moore ve
Hollien, 2015). ER stresi olustugunda, RDE-1/AGO2 proteini, ER iliskili mRNA’larin toplu
sekilde yikimini yonlendirir ve ER’deki yiikii azaltmaya calisir. Viral enfeksiyon, ER’de UPR
iliskili gen anlatimlarini artirip, sinyal akisini baglatmistir. Enfeksiyon 6ncesi tunikamisin
uygulanmis solucanlarda da viral RNA1 seviyeleri diismiistiir. Bu da ER stresinde viral RNA
yikiminin arttigini isaret etmektedir. ERAD ve UPR bilesenlerinin mutantlarinda, diismiis viral
RNAI1 seviyeleri goriilmiistiir. Bu durum viral RNA’nin yikimiyla ER stresi arasindaki iligkiyi

gostermektedir. ER stresi, ER iliskili mRNA’larin ve exo-RNAIi mekanizmasiyla viral
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RNA'’larin degradasyonunu tetikler (Efstathiou ve dig., 2022). C. elegans’ta kesfedilen ve
hayvanlarda korunmus ERAS mekanizmasinin bitkilerde olas1 bir benzer islevdeki sisteminin,
bu tez calismasinda 6 saat TM uygulamasinda tespit edilen diigsmiis transkript seviyelerini

aciklayabilecegi diistiniilmektedir.

BiP proteinleri ATP baglayarak J-domeni igeren proteinlerle (J proteinleri) beraber islev
gosteren 1s1 soku 70 proteinleridir. J proteinleri BiP ile etkileserek ATP hidrolizini tetikler,
polipeptidlerin BiP tarafindan hizlica tutulmasini saglar (Yamamoto ve dig., 2008). Dolayisiyla
J proteinlerinin anlatim degisimleri de ER stresi yanitlariyla ilgili anlamli veriler sunmaktadir.
Dnal Saperon proteinleri, J proteinleri, 2 saat TM uygulamasinda kontrole gére 1,5~3 kat artis
gostermistir. 6 saat ER stresi uygulanan 6rneklerde kontrole gore anlamli degisim gosteren J
proteini saptanamamuistir. 6 saat TM uygulama 6rnekleri 2 saate kiyaslandiginda, Saperon dnal
C76 proteini 3,5 kat artig gosterirken diger J proteinlerinde 6 saatte 2 saate gore -1,5~-2,5 kata
kadar anlatim diismiistiir. UPR ile iliskili marker gen BiP’te de benzer bir anlatim degisimi
gozlemlendiginden, beraber islev gosteren bu iki proteinin ER stresinin erken ve gec
yanitlarinda da benzer davrandigi diistiniilebilir. C76-J proteini ise 6nemli bir abiyotik stres
yanit1 diizenleyicisi oldugundan (Nagaraju ve dig., 2020) uzamis ER stresi yanitinda 2 saat TM

uygulamasina gore artmis transkript seviyesi gostermis olabilir.

UPR’den sonra uzayan ER stresi durumunda aktive edilen ERAD ve ER faji sistemleriyle
iliskili genler de tespit edilmistir. Ozellikle uzamis stres durumunda UPS enzimlerinin
anlatimlarinda meydana gelen degisimler, hiicrenin yanlis katlanmis proteinlerle basa ¢ikma
yollarina dair fikir vermektedir. 2 saat ER stresinde kontrole gore E3 ubikitin protein ligaz
RHALB, E3 ubikitin protein ligaz RMA1H1, E3 ubikitin protein ligaz PUB22 benzeri ve E3
ubikitin-protein ligaz MPSR1 genlerinin anlatimimin yaklasik 2 katina ¢iktigi belirlenmistir.
Ubikitin konjuge enzim E2 benzeri protein, Ubikitin domen igeren protein 1-benzeri genleri de
1,5 kat degisimi ile anlatim artis1 géstermistir. Bu durum, ER stresinin katlanmamis protein
miktarinda 2. saatte hizli bir artisa neden olacagi diistiniildiigiinden, beklenen bir sonugtur. Bu

enzimlerin anlatim artis1, ubikitin proteozom sisteminin c¢alistigini gosterebilir.

6 saat TM’de kontrole gore tek bir UPS iligkili enzim tespit edilmistir, E3 ubikitin protein ligaz
RHF1A geni -1,5 kat degisimi ile azalmis anlatim gostermistir. Ancak bu veri istatistiksel
olarak anlamli degildir. 6 saat ER stresi indlklenen Ornekler 2 saat uygulamasina

kiyaslandiginda Ubikitin domen igeren protein 2, Ubikitin konjuge edici enzim E2 20, E3
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ubikitin protein ligaz MPSR1, E3 ubikitin protein ligaz RHA1B ve E3 ubikitin-protein ligaz
PUB22-benzeri enzimleri kodlayan genler, sirasiyla, -2,6, 1,8, -3,24, -1,69 ve -1,47 kat
degisimleri gostermistir. Burada da HSP’lerde oldugu gibi 2 saat ER stresinde artmasina
ragmen daha uzun bir ER stresi durumunda 6 saat TM uygulamasinda genelde azalan gen
anlatimlar tespit edilmistir. Bu durum da benzer sebeplerle ER hedefli transkriptlerin yikimiyla
iliskilendirilebilir, ancak ubikitin konjuge edici enzim E2 20, digerlerinin aksine 6 saatte artmis
anlatim gostermistir. Buradan, genel olarak anlatimlar baskilansa da ERAD yolaklarinin hala

islev gosterdigi ve ubikitin proteozom sisteminin ¢alistig1 sonucuna varilabilir.

UPS ile iligkili bagka bir gen olan AAA ATPaz family protein anlatimi 6 saat TM
uygulamasinda 2 saat TM uygulamasma goére 1,3 kat artmistir. AAA ATPaz ailesine ait
proteinlerin yanlis katlanmig proteinlerin 26S proteozom kompleksine tasinimda goérevli nemli
proteinleri de kapsadigi bilinmektedir (Sun ve dig., 2021). 6 saat ER stresinde ERAD
yolaklarmin da tetiklenmesi beklendiginden bu kosulda artmis AAA ATPaz family protein

anlatim1 UPS’nin ¢aligmasiyla iliskilendirilebilir.

ER stresinin rolii ve ROT’lar gibi diger metabolik siireglerle baglantis1i memelilerde, 6zellikle
de farkli hastalik durumlarinda ayrintili bir sekilde belirlenmistir. Ancak bitkilerde ER stresine
bagimli ROT firetiminin rolii ve sinyal transdiiksiyonu hala arastirilmaktadir. Hayvan
sistemlerine benzer sekilde, ER oksidatif protein katlanmasi i¢in ortam saglar ve sonucunda
H20: tiretir. Cevresel etmenlerin etkisiyle abiyotik veya biyotik stres kosullariyla kars1 karsiya
kalindiginda bitkiler biiylik miktarda katlanmamis veya yanlis katlanmis proteini ER liimeninde
biriktirir. Bu proteinlerin herhangi bir islevselligi olmadigindan birikerek agregat olusturur ve
ER stresine yol acgarlar (Ozgur ve dig., 2018). Buna ek olarak, ER stresi ROT iiretimini tegvik
eder ve bitkilerde oksidatif yike neden olarak oksidatif strese yol agabilir. ER stresi ayni
zamanda, NADPH oksidaz ile yonlendirilen ROT sinyallesmesini aktive eder, antioksidan
savunma mekanizmalarini artirir ve glutatyon (GSH) redoks durumunu degistirir. ER’nin
yaninda biiyiilk miktarda ROT’un stres kosullarinda farkli bitki hucresel bélimlerinden de
iretilebildigi ve UPR’yi tetikledigi gosterilmistir. Dolayisiyla ER stresi ve ROT, pozitif
geribildirim mekanizmas1 olarak nitelendirilebilecek karsiliklt bir ¢apraz etkilesim
icerisindedir. Her iki durum da ¢evresel kosullarla tetiklenen ikincil stres durumlaridir ve diger

sinyal yolaklartyla etkilesim i¢indedir (Ozgur ve dig., 2018; Liu ve Li, 2019).
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Bu bilgiler 1s1¢1nda bu tez ¢calismasindan elde edilen bulgular incelendiginde, ROT larla iligkili
genler, yapilan RNA dizileme veri analizleri sonucunda ER stresinin erken ve ge¢ yanitinda
tespit edilmistir. 2 saat ER stresi indiiklenen bitkide kontrole gore peroksidaz 3 geni anlatimi 4
kat azalmistir. Peroksidaz 21°de 3 kat artis, peroksidaz 44-benzeri proteinde (PRX44-like) 8
kat azalma goriilmiistir. 6 saat ER stresinde kontrole gore PRX44-like geni 1,8 kat artis
gostermistir. PRX44-like anlatimindaki dramatik diisiis sonrasindaki artis, 6 saatte artan
birikmig ROT miktariyla iliskilendirilebilir. Domateste gesitli biyotik streslerde de PRX44-like
proteininin anlatiminin arttig1 goriilmiistiir (Meng ve dig., 2022). NAC domeni igeren proteinler

2 saat ER stresinde genel olarak artig gostermistir.

Her 3 kiyaslamada da anlatimi degisen 13 transkript tespit edilmistir. Bu 13 transkriptten
anlatim artig1 gosteren yalnizca biridir. Etilen yanit transkripsiyon faktorii 1 (ERF1), 2 saat TM
ve 6 saat TM’de kontrole gore yaklasik 2 kat artis gostermistir. Domates ERF1 transkripsiyon
faktoriiniin yapilan bir ¢alismada transgenik tiitiin bitkisinde NaCl uygulamasi sonrasi anlatim
artis1 gostermesi ve osmotin gibi ileri basamaklardaki iliskili genlerin de ERF1 aracili
dizenleniyor olmasi, domates ERF1’in abiyotik stres yamitlariyla iligkili olabilecegini
gostermistir (Huang ve dig., 2004). Bu durumda 2 ve 6 saat TM uygulamasinda ERF1

anlatiminin artiginin abiyotik stres yolaklariin uyarilmasiyla iligkili oldugu diisiintilebilir.

Ortak 13 transkriptten biri olan ethylene-responsive late-embryogenesis like protein 5 (ER5)
anlatimi ise kontrole gore 2 saatte -1,5 kat azalirken 6 saatte -3 kat azalmistir. Literatiirde
abiyotik stres faktorleriyle domateste yapilan ¢aligmalara bakildiginda bu genin anlatiminda bir
indiksiyon gortlmesi beklenmektedir (Frank ve dig., 2009; Li, Yin ve Zheng, 2020). Diger
etilen yanit faktorleri (ERF1, ERF4, ERFO014) anlatimlar1 2 saatte kontrole gore artis
gosterirken 6 saatte ERF1 disinda tiim etilen yanit faktorlerinin anlatimi yiiksek oranda
azalmustir. Ozellikle ethylene-responsive transcription factor 13-like geninin anlatini -10,27
ile kontrole gore 6 saat ER stresinde dramatik bir diisiis gostermistir. Domateste ERF’ler ile
yapilan bir ¢alisma ¢esitli abiyotik stres kosullarinda ERF anlatimlarmin diistiigiinii gosteren
veriler elde etmistir (Klay ve dig., 2018). Tez c¢alismasinda elde edilen sonuglar, etilen
sinyallesmesi yolaklar1 diisiiniilerek yorumlandiginda, 2 saat ER stresinde ortamda etilen
varken, 6 saat ER stresinde etilen miktarinin distiigii disiiniilebilir (Song ve Liu, 2015).
ERF’lerle daha fazla ¢aligma yapildik¢a yeni ERF’lerin tanimlanmasi ve iligkili yolaklarmin

tespit edilmesiyle ER stresi ile iliskisinin de ayrintili olarak yorumlanmasi miimkiin olacaktir.
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UPR ve MAPK sinyallesme yolaklar1 arasinda ¢ok sayida kesisim noktasinin tanimlanmasi1 ER
stresinin sonuclarinin daha iyi anlagilmasini saglayabilecektir. MAPK sinyallesme aginin hiicre
dongusindn ilerlemesi ve stres durumunu takiben hiicrenin hayatta kalma veya hiicre élimine
gitme yanitlarmi diizenledigi de bilinmektedir (Darling ve Cook, 2014). Bu durumda MAPK
sinyallesme yolaklarinin ER stresinde aktive olmasi beklenir. Bu tez ¢alismasinda, ortak tespit
edilen transkriptlerden olan MAPKKKS5 enziminin 3 farkli kirpilma varyantinin i¢ii de 2 saat
TM’de kontrole gore ~1,6 kat azalmisken 6 saat TM’de kontrole gore ~2 kat azalmistir. Daha
once stres kosullarinda yapilan calismalara bakildiginda, kadmiyum stresinde MAPK
transkriptlerinin anlatimi 3 saat stres uygulamasinda azalmis, 6. saatte ise artmustir. Camellia
sinensis’te MPK3-1, MPK3-2, MPK3-3 ve MPKS3-4 anlatimlar1 sicaklik stresinde diisiis
gostermistir. Bu sonuclar, SIMPK3’iin domateste sicaklik stresini negatif diizenledigi
caligmayla paralellik gostermektedir (W. Yu ve dig., 2019; Liu ve dig., 2022).

Arabidopsis thaliana’da MKKS5-MPK3/MPK6 fosforilasyon akisinda MKKS5 enzimi soguk
stresinde MPK3/MPK6’nin negatif diizenlenmesini gergeklestirerek soguga karsi direng
yanitini tetikler (Zhao ve dig., 2017). MAPKKKS5’in stres yanitinda negatif diizenleyici etkisi
oldugunu ortaya koyan bu ¢alismadan ve MAPK enzimlerinin anlatiminin stres kosullarinda
baskilandig1 ¢aligmalardan yola c¢ikilarak, ER stresinde azalmis MAPKKKS anlatimmin da
benzer bir sekilde stres yanitlar1 Uzerindeki olasi bir negatif dizenleyici etkisi nedeniyle
baskilandig1 diisiiniilebilir. Ancak, ER stresinin sinyal transdiiksiyonu ile iligkili yolaklarinin
aydinlatilmasiyla ve MAPK ’larin ER stres yolaklariyla iligkilerinin daha iyi anlasilmasiyla, bu

verilerin dogru sekilde yorumlanmas1 miimkiin olacaktir.

Giberellin 2 oksidaz (GA20x3) enzimi de her 3 kiyaslamada tespit edilmistir. Kontrole gore
genin anlatim1 2 saat TM uygulamasinda 2~, 6 saat TM uygulamasinda 3,5~ kat azalmistir.
Diterpenoid biyosentez yolagina ait KEGG haritasinda da tespit edilen degisim giberellin
oksidazlara aittir. Giberellinlerin biyosentezinin 6nemli bir asamasina ait enzimin anlatiminin
diisiisii giberellin tretimini negatif yonde etkileyecektir. GA’nin ER stresi yolaklarini
diizenlenmesi ile ilgili daha fazla veri elde edilmesiyle bu calismada elde edilen anlatim

degisimlerine dair anlamli bir yorum yapilabilecektir.

Kalsiyum baglayici protein (Calmodulin-like protein 19, CML19), 4 adet Ca®'-spesifik
baglanma bdlgesi icerir, bunlardan ikisi N-terminal domeninde yiksek, C-terminal domeninde

diisiik afiniteye sahiptir. Ca?* CML19’a baglandiginda, proteinin alfa-sarmal igerigi yiikselir,
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tersiyer yapist daha kararli hale gelir ve konformasyonel bir degisim tetiklenir. Bunun
sonucunda, hidrofobik bolge agiga ¢ikarak hedef proteinin taninmasina yardimeci olur (la Verde
ve dig., 2018). Her 3 kiyaslamada ortak tespit edilen anlatim degisimi 2 saat TM’de -1,5 kat, 6
saat TM’de -2,5 kat olmustur. Arabidopsis’te yapilan bir ¢alismada elde edilen verilere gore,
AtBI-1 proteinine bagli bulunan kalmodulin, hiicre Oliimiinii baskilamaktadir. Azalan
kalmodulin miktariyla Bl-1 serbest kaldiginda hiicre, programlanmis hiicre 6liimiine gidebilir
(Kawai-Yamada ve dig., 2009). Bu durumdan yola ¢ikilarak CML19’un azalmis anlatiminin da

hiicrenin 6 saatte programlanmis hiicre 6liimiine gitmesiyle agiklanabilecegi diisiintilmektedir.

Gen Ontoloji ve KEGG analizlerinin sonuglar1 degerlendirildiginde, her uygulama kosulu i¢in
en yiiksek oranda zenginlestirilen GO terimleri ve KEGG yolaklar1 belirlenmistir. 2 saat ER
stresi sonrasi kontrole gore analiz edilen domates yapraklarinda en anlaml sekilde
zenginlestirilmis bp GO terimleri olan abiyotik stimiilasyona yanit ve sicaklik yanitina ait
genler artmis anlatim gosterirken, yara cevabi, sinyal transdiiksiyonunun diizenlenmesi, hiicre
iletisiminin diizenlenmesi, sinyallesmenin diizenlenmesi bp terimlerine ait genlerde azalmis
anlatimlar goriilmiistiir. DNA’ya baglanma ve transkripsiyon faktorii aktivitesi mf terimleri de

anlamli sekilde zenginlestirilirken burada tespit edilen genlerin de anlatimlari artis gdstermistir.

ER stresi uygulamasinin 2 saatte abiyotik streslerle iliskili yanit yolaklarini harekete gecirmesi
beklenilen bir durumdur. Yara cevabu ile iliskili genlerin anlatimmin degismesi bu yolaklarin
stres uygulamasi sirasinda bitkinin ugradigi fiziksel hasara bagl olarak tetiklenmesiyle
aciklanabilir. Sinyal transdiiksiyonu ve sinyallesme ile ilgili genlerin anlatiminin diizenlenmesi
de hiicrenin uygulanan stres ajanini algiladigi ve hiicresel bilesenlere ilettigini gosteriyor
olabilir. Bu terimlerde anlatimi degisen genler arasinda TIFY ailesine ait genler ve JAZ ailesine
ait genlerin bulundugu dikkat ¢cekmistir. 2 saat TM uygulamasinda anlamli degisimler tespit
edilen, bitki hormon sinyal transdiksiyonu KEGG haritasinda da JAZ genlerinin anlatiminin

ER stresi uygulamasindan etkilendigi goriilmiistiir.

JA-zinc-finger inflorescence meristem (ZIM)-domain (JAZ) ailesi baskilayici ‘represor’
proteinlerinin, Novel Interactor of JAZ (NINJA) / TOPLESS (TPL) es-baskilayici proteinleriyle
beraber, sinyal akiginin ileri basamaklarindaki transkripsiyon faktorleriyle etkileserek JA
yanitlarin1 baskiladigi bilinmektedir. Aktif JA’larin algilanmasiyla, JA reseptorii Coronatine
Insensitive 1 (COI1), JAZ proteinlerini yikilmalar iizere hedef alir. Boylece transkripsiyon
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faktorleri serbest kalir, transkripsiyon ve JA yanitlar1 diizenlenebilir (Chini ve dig., 2007; Yan
ve dig., 2007; Pauwels ve dig., 2010).

Bu bilgiler 1s181inda jasmonik asit aracili sinyallesme yolaklarinin negatif diizenleyicisi olan
JAZ ailesi liyesi genlerin 2 saat ER stresi uygulamasinda baskilanmasi, jasmonik asit
sinyallesmesiyle ilgili transkripsiyon faktorlerinin aktive edilmesini saglayabilecektir. 6 saat
ER stresi uygulanmis orneklerde kontrole gore yapilan GO analizlerinde en yiiksek oranda
zenginlestirilen bp terimi jasmonik asit aracili sinyallesme yolaginin diizenlenmesi olmustur.
JAZ ailesine ait proteinleri kodlayan transkriptlerin anlatimlar1 bu sefer daha yiiksek oranda
baskilanmistir. Ayni kosullardaki KEGG analizlerinde de en anlamli sekilde zenginlestirilmis
ilk li¢ yolagin sirasiyla; jasmonik asit aracili sinyallesme yolaginin diizenlenmesi, jasmonik asit
stimiilasyonuna hiicresel yanit ve jasmonik asit aracili sinyallesme yolagi oldugu tespit

edilmistir.

JA’nin UPR ve ER stresi {izerine etkisini arastirmak i¢in domates yapraklar1 kullanilarak
yapilan bir c¢aligmada, yabani tip ve jail mutanti bitkiler kullanilmistir. Tunikamisin
uygulamasi, JA marker geni defensin miktarin1 artirmistir. Mutant bitki yapraklarinda marker
genin anlatimi degismemistir. UPR marker geni BiP anlatim1 da yabani bitkide TM
uygulamasinda artis gosterirken jail yapraklarinda bu artis ¢ok daha diisiik kalmistir. Bu

durum, JA’nm UPR {izerinde 6nemli bir rolii oldugunu gostermektedir (Czékus et al., 2020).

Jasmonik asitle yonetilen sinyallesme yolaklarinda JAZ ailesi proteinleri, ayn1 zamanda,
ubikitin aracili protein yikimu ile iliskili bir enzimdir. JAZ enzimlerinin 6zellikle 6 saat ER
stresinde Onemli anlatim degisimleri gosterdigi bulgularda tespit edilmistir. E3 ligazlar da
benzer sekilde degisen anlatimlar gdstermistir. Sinyal transdiiksiyon yolaklarinda yeni E3
ligazlarin tanimlanmasi, UPS’nin JA sinyallesmesindeki roliinii daha iyi anlamamizi
saglayacaktir (Durand, Pauwels ve Goossens, 2016). Bu sekilde UPS-JA sinyallesmesinin

iligkisi aydinlatilarak ER stresinde gozlenen anlatim degisimleri daha iyi yorumlanabilecektir.

Elde edilen bulgulardan ve literatiirdeki bu verilerden yola ¢ikilarak, jasmonik asit aracilt
sinyallesmenin ER stresi yanitlari i¢in anahtar bir konumda oldugu ve uzun siireli ER stresinde
jasmonik asitin Tretildigi ve hiicrenin hormona yanit vermeye basladigi yorumunda

bulunulabilir.
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JAZ proteinlerinin ZIM domeni, dimerizasyonlar1 ve NINJA ile etkilesimi yonetir. ZIM domeni
icerisinde yiiksek oranda korunmus amino asit diizeni, TIFY motifini olusturur (Vanholme ve
dig., 2007). Cesitli TIFY proteinleri ile ilgili fonksiyonel veriler, bitki gelisimi ve stres
yanitindaki diizenleyici rolleriyle ilgili fikir edinilmesini saglamistir. Bu calismada ER
stresinde TIFY anlatimlari, 6 saat TM’de 7 kata kadar azalmistir. Asma bitkisinde yapilan TM
uygulamasinda da 2. saat ve 6. saatte kontrole gére TIFY10A-like gen anlatiminda diisiis
goriilmiistiir, ancak 24 saatte TIFY anlatimi artmistir (Cakir Aydemir et al., 2020). Bu tez
calismasinda elde edilen veriler de TIFY ’nin 6 saate kadar olan TM uygulamasinda anlatiminin

azaldig1 yonundedir.

Biyotik ve abiyotik streslere yanit veren mekanizmalar anlasilmadikca, bitkiler bu kosullara
sirekli olarak maruz kalacak ve diinya gapinda tarim igin bir tehdit halini alacaktir (Gull,
Ahmad Lone ve Ul Islam Wani, 2019). Bitkileri farkli stres kosullarina karst korumak iizere
mekanizmalar gelistirebilmek i¢in genetik diizeyde calismalarin yapilmasi gerekmektedir.
Biyoteknolojik ¢aligmalarla bitkilere stresle bas edebilecek mekanizmalarin gelistirilebilmesi
icin genom ve transkriptom seviyesinde yapilan yiiksek verimlilikli ¢alismalardan elde edilen
veriler biiyilk onem arz etmektedir. Bitkilerin stresle bas etme mekanizmalar1 bu
mekanizmalarm iligkili oldugu anahtar genler ve metabolik yolaklar tanimlanarak bu alanda

yapilacak ¢aligmalarin 6nii acilabilecektir.

ER stresi, 0zellikle bitkilerde hala aydinlatilmay1 bekleyen pek ¢ok yolakla iliskili bir hiicresel
yanittir. Bitkilerin ¢oklu stres unsurlariyla karsilastiginda ER yanitlarinin nasil degistiginin
aydinlatilmasi, ER ve ROT sinyallesme siireclerini diizenleyen anahtar faktorlerin belirlenmesi,
sekonder mesajcilarin ER stresinde oynadigi roller, RNT’lerin de ER stresinde olas1
fonksiyonlar1 hala {izerinde calisilan sorulardir. ERAD bilesenleri, diizenleyicileri veya
substratlartyla yapilan ¢alismalarin ¢ogu da ubikitinasyon modifikasyonuna yogunlagmistir.
Fosforilasyon ~vb. diger post-translasyonel modifikasyonlarm ERAD  siirecinin

diizenlenmesinde rol alip almadigi hala arastirilmaktadir (Chen, Yu ve Xie, 2020).

ER stresi ve ROT mekanizmalari i¢ ice hiicresel mekanizmalar oldugundan, bunlar arasindaki
iligkinin daha iyi anlagilmasi, bitki hormon sinyallerinin ER stres yanitlarini diizenleme
yollarinin aydinlatilmasi, UPR yolaginin bilesenlerinin tanimlanmasi1 ve ERAD ile iliskili diger

olas1 etki mekanizmalarinin belirlenmesi, ER stresiyle basa c¢ikabilmek icin stratejiler
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gelistirilmesi ve tarimsal uygulamalarda bitkilerin hayatta kalma oraninmn artirilmasi igin

yardimci olacak veriler sunabilecektir.

ER stresinin temel mekanizmalar1 bilinse de bitkilerde bu mekanizmalarin bilesenlerinin ve
iliskili yolaklariin detayli olarak aydinlatilmasi, bitkilerde stresle indiiklenen sinyallesme ve
metabolik yolaklarin daha iyi anlasilmasini saglayacaktir. Ozellikle abiyotik veya biyotik stres
etmenlerinin ER stresini indiikleyici etkisi diisiiniildiiglinde, bu streslerle basa ¢ikabilmek i¢in
yapilacak bitki 1slah ¢aligmalarinda ER stresiyle iligkili elde edilmis verilerin yeni alternatif

yaklasimlar sunmada rol oynayabilecegi ongoriilmektedir.

Bu tez ¢alismasinin ER stresi durumunda domates bitkisinin verdigi transkriptom diizeyindeki
yanitlarla ilgili fikir edinilmesi i¢in 151k tutmasi beklenmektedir ve elde edilen veriler,
bahsedilen tiim konular dahilinde anlamli bulgular sunmaktadir. Bu bulgularin yapilan diger
caligmalarla gelistirilmesi ve yeni elde edilecek verilere gére yorumlanmastyla bitkilerdeki ER
stresi yanitlarinin daha iyi anlasilabilmesi umulmaktadir. BitKilerin stresle basa ¢ikmak icin
gelistirdigi mekanizmalarin aydinlatilmasi ile gergeklestirilecek biyoteknolojik ¢aligmalar igin
gerekli literatiir verisinin saglanmasina bu tez caligmasi kapsaminda elde edilen veriler de

hizmet etmektedir.
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