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OZET

PATATESIN KURAKLIK TOLERANSININ DUZENLENMESINDE ROL ALAN
miRNA’LARIN BELIRLENMESI

TINDAS, ilknur
Nigde Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Tarimsal Genetik Miithendisligi
Danisman: Yrd. Dog. Dr. Ufuk DEMIREL

Temmuz 2015, 112 sayfa

Patates su eksikligi ve yiiksek sicaklik gibi abiyotik stresslere nispeten hassas bir bitkidir.
Bitkilerin miRNA'lar araciligiyla bazi genlerin ifadelerinde diizenleme yaparak, kuraklik
stresine kars1 tolerans mekanizmasi gelistirdikleri belirlenmistir. Bir miRNA'nin ayni
stres kosullarinda, farkli bitki tiirlerinde degisik diizenleyici etkilerde bulundugu
bilinmektedir. Bu nedenle tez kapsaminda, patatese 6zgii bazi miRNA’larin kuraklik
stresi kosullarindaki diizenleyici etkileri iki fakli patates c¢esidinde incelenmistir. Tez
calismas1 sonucunda, kurak kosullarda her iki ¢esitte stu-miR398a’nin ifadesinin azaldigi
buna karsin aday hedef gen Cu/Zn SOD’un ifadesinin arttig1 belirlenmistir. Bunun
yaninda, Russet Burbank’ta miR224’{in ifadesi ¢arpici diizeyde azalirken, hedef geni Fe
SOD’un ifadesinin artmistir. Boylece, stu-miR398a’nin ve mir224’iin gedef genlerinin
sirastyla Cu/Zn SOD ve Fe SOD olabilecegine dair ilk molekiiler bulgular elde edilmistir.
Elde edilen sonuglarin, miRNA aracilifiyla diizenleme yaparak kuraga toleransli patates

cesitlerinin gelistirilmesine yardimci olabilecegi diistiniilmektedir.

Anahtar kelimeler: Solanum tuberosum, kuraklik, fizyolojik karakterler miRNA, hedef genler



SUMMARY

IDENTIFICATION OF miRNAs REGULATING DROUHT TOLERANCE IN
POTATO

TINDAS, Ilknur
Nigde University
Graduate School of Natural and Applied Sciences

Department of Agricultural Genetic Engineering

Supervisor: Asst. Prof. Dr. Ufuk DEMIREL
July 2015, 112 pages

Potato is a relatively sensitive plant to various unfavorable environmental conditions such
as water deficit and high temperatures. Plant miRNAs regulate gene expression under
abiotic stress conditions such as drought, therfore, plants can develope tolerance
mechanism against stress facrotrs. The purpose of this study is to determine physiological
response and the expression levels of some drought-responsive potato miRNAs and their
target MRNAs under 10 days of drought application in two potato cultivars. Desiree and
Russet Burbank potato cultivars were used to comprehend regulatory effect of miRNAs
on the estimated target genes under drought conditions. While stu-miR398a was down-
regulated, target gene Cu/Zn SOD was up-regulated in both cultivars in the study.
Besides, expression of miR224 dramatically decreased and expression of target gene Fe
SOD increased in Russet Burbank under drougt conditions. Therfore, this is the first
molecular report suggesting the targeting of Cu/Zn SOD and Fe SOD genes by stu-
miR398a and miR224, respectively, in potato under drought conditions. The obtained
results could be useful to develop drought-tolerant potato varieties mediated by miRNA

regulation in the future studies.

Keywords: Solanum tuberosum, drought, physiological characters miRNA target genes
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SIMGE VE KISALTMALAR DiZiNi

Kisaltmalar Aciklama

cDNA Tamamlayict DNA

Ct Esik dongii degeri

DEPC Dietilpirokarbonat

DLC Dicer enzimi

DNA Deoksiriboniikleikasit

dNTP Diniikleotidtrifosfat

dsDNA Cift iplikli DNA

EtBr Etidyum bromiir

EtOH Etanol

H20: Hidrojen peroksit

HEN Hua Enhancer

HSTY miRNA’y1 sitoplazmaya tasiyan protein

L Litre

miRNA mikroRNA

NaCl Sodyum Kloriir

NCBI Ulusal Biyoteknoloji Bilgi Merkezi

ng Nanogram

PCR Polimeraz zincir reaksiyonu

pre-miRNA On-mikroRNA
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BOLUM I

GIRIS

Patates su eksikligi ve yiiksek sicaklik gibi ters ¢evre kosullarina nispeten hassas bir
bitkidir. Tarimda kullanilabilecek su kaynaklar1 giderek azalmakta ve hava sicakliklar
diinya genelinde artmaktadir. Bu durumun bir serin iklim bitkisi olan patatesin tarimini
ileride olumsuz yonde etkileyecegi diisiiniilmektedir. Ters ¢evre kosullar1 nedeniyle
patateste meydana gelen verim diisiislerini en az diizeyde tutabilmek veya tamamen
engellemek hem 6nemli verim kayiplarini ortadan kaldiracaktir hem de patatesin daha az
su kaynaklaria sahip bolgelerde tariminin yapilmasina imkan saglayacaktir. Kuraklik,
diinya capinda kiiltiir bitkilerinin verimini diisiiren 6nemli stres etmenlerinden birisidir
(Khamssi, 2011). Kurakliga kars1 bitkilerin fizyo-biyokimyasal ve molekiiler tepkilerinin
tam olarak anlasilmasi, kuraga daha toleransli bitkilerin gelistirilmesini kolaylastirmasi
bakimindan biiyliik 6nem tasimaktadir (Jaleel vd., 2006). Bitkiler kuraklik stresinden,
suyun emilme mekanizmasini gelistirerek veya terlemeyi azaltarak kaginmaya ¢aligirlar
(Ruiz-Sanchez vd., 2007). Bitkilerin su eksikligine verdigi cevaplar, fenolojik yanitlar,
morfolojik degisimler, fizyolojik degisiklikler ve biyokimyasal adaptasyonlar, 6rnegin
bitki yapisindaki, biiyiime hizindaki, doku ozmotik potansiyel ve antioksidan
savunmasindaki degisiklikler seklinde goriilebilir (Duan vd., 2007). Yetersiz su kosullar
altinda, bitkide osmolit birikimi ozmotik ayarlama i¢in zorunludur. Ama osmolit birikimi,

temel olarak su durumuna, bitki biiyiime evresi ve ¢esidine baglidir (Shao vd., 2006).

Bitkilerin strese toleransi i¢ i¢e girmis cok karmasik biyolojik olaylar ile saglanmaktadir.
Bilim insanlar1 bu karmasik biyolojik olaylar1 anlamak ve strese daha toleransli tarimsal
bitkiler  gelistirmek i¢in  arastirmalar  yapmaktadirlar.  Yapilan ¢alismalar,
mikroRNA’larin (miRNA) bitkilerin stres kosullarina tepkisinde yer aldiklarini ortaya
koymaktadir ve bu durum, strese toleransli bitki olusturmak amaciyla yiiriitiilen

calismalar i¢in yeni yaklasimlarin gelistirilmesine neden olmustur.

Bitkilerde molekiiler seviyedeki abiyotik strese tolerans mekanizmalarinin anlasilmasi
icin ilk yapilan iglemler strese tepki veren genlerin belirlenmesi ve bu genlerin stres
kosullarindaki ifade diizeylerinin tespit edilmesidir. Arkasindan bu genlerin islevleri

aydinlatilmaya c¢alisilmaktadir. Abiyotik toleranstaki islevi tespit edilen genler nihai



olarak strese toleransl gesit gelistirmesi i¢in kullanilabilmektedir. Cesitli ters ¢evre
kosullarina kars1 bitkilerin miRNA’lar araciliiyla bazi genlerin ifadelerinde diizenleme
yaptigi ve boylece strese karsi tolerans mekanizmasi gelistirdigi belirlenmistir.
miRNA’larin bu islevlerinin kesfedilmesi, bilim insanlarina miRNA’lar vasitasiyla bazi
genlerin ifadelerinin baskilanmasi veya bazi genlerin ifadelerinin arttirilmasi vasitastyla
istenilen tarimsal karakterlerin molekiiler olarak dogrudan diizenlenmesi ve bitki
1slahinda uygulanabilmesinin miimkiin olabilecegi fikrini uyandirmigtir. miRNA temelli
molekiiler diizenleme c¢alismalari, tarimsal {irlin veriminin artirilmasi ve kalitesinin
yiikseltilmesi icin gii¢lii bir potansiyele sahiptir. Bununla birlikte, bir miRNA’nin ayn1
stres kosullarinda farkli bitki tiirlerinde degisik diizenleyici etkileri bulunmaktadir. Bu
nedenle, miRNA’larin diizenleyici etkilerinin her bitki tiiriinde belirlenmesi
gerekmektedir. miRNA’larin bir bitki tiirtindeki diizenleyici etkileri belirlendikten sonra,
o bitki tlirline gore miRNA temelli molekiiler diizenleme stratejileri gelistirilmesi

gerekmektedir.

Kuraklik diger cevresel faktorler gibi oksidatif strese neden olur. Bitkiler, olumsuz
kosullar altinda oksidatif stres hasarina tahammiil edebilmek icin karotenoid,
flavonoidler, a- tokoferol, askorbik asit ve glutatyon gibi molekiillerin yer aldigi
enzimatik olmayan sisteme ve siiperoksit dismutaz (SOD), askorbik peroksidaz (APX),
katalaz (CAT) ve peroksidaz (POX) gibi enzimlerin gorev aldig1 enzimatik antioksidan
sistemine sahiptirler. Bu enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidant sistemlerinin
bilesenleri ¢esitli ¢cevre stresleri altinda birikirler. Toleranslh ¢esitlerde hassas ¢esitlere
gore daha yiliksek antioksidan enzim aktivitesi goriilmesiyle, bu sistemlerin gevresel
strese kars1 bitkilere tolerans kazandirmada rol oynadiklar1 diisiiniilmektedir. Bu nedenle
tez calismasinda, antioksidanlarin siipliriilmesinde ve patatesin abiyotik strese
toleransinda 6nemli bir role sahip olan SOD mRNA’larin1 hedef aldig1 biyoinformatik
yontemlerle tahmin edilmis olan miRNA’larin ve tahmini hedef genlerinin kurak kosullar
altindaki iki farkli patates ¢esidindeki ifade degisiklikleri arastirilmistir. Bunlarla ilave
olarak iki patates ¢esidinde kurak stresi kosullarinda, kuraklik toleransi ile iliskili bazi
fizyolojik karakterlerde ne gibi degisikliklerin meydana geldigi tespit edilmis ve sonug
olarak incelenen miRNA’larin patatesin kuraklik stresine tepkisinde nasil rol aldigi
hakkinda ¢ikarimlar yapilmaya calisilmigtir. Bu calismanin en Onemli o6zelligi,
biyoinformatik yontemlerle patateste Cu/Zn-SOD’u hedefledigi tahmin edilen stu-
miR398 ve stu-miR156’nin, Fe-SOD’u hedefledigi tahmin edilen miR224 ve stu-



miR742’nin ifade analizlerinin ve hedef genlerinin ifadesiyle mukayesesinin patateste

kurak kosullarda ilk defa deneysel yollarla yapilmis olmasidir.

Sonug itibariyle tez kapsaminda, kuraklik toleransi ile iliskili fizyolojik karakterler,
miRNA’lar ve tahmini hedef genler arasindaki iliskiler belirlenmeye c¢aligilmistir.
Boylece incelenen miRNA’larin kuraklik stresi kosullarinda patates bitkisindeki
diizenleyici rolii hakkinda ilk bilgiler elde edilmistir. Elde edilen sonuglarin, kurakliga
toleransli patates cesitleri gelistirmek i¢in miRNA temelli strateji olusturulmasina

yardimci olacagi diigiiniilmektedir.



BOLUM II

GENEL BIiLGILER

2.1 Kurakhk

Diinyada tatli su kaynaklar giderek azalmakta ve diinya niifusunun % 40’1nin yer aldigi
yaklasik 80 tilkede ciddi su sikintis1 yasanmaktadir. Bunun yaninda niifusun artmasina
bagli olarak diinya genelinde ihtiya¢ duyulan su miktar1 gittik¢e artmaktadir. Diinya
genelinde mevcut olan tatli suyun %85’inin tarimsal amacl kullanildigi, buna karsin bu
suyun % 50’den daha azinin etkili bir sekilde degerlendirildigi bildirilmektedir (Hamdy
vd., 2003). Baz1 bolgelerde yagista meydana gelen azalmalar ve yagis diizensizliklerinin
sebep oldugu su kaynaklar1 miktarindaki azalma ile tarimda bitkilerin ihtiya¢ duyduklar
su yeterince karsilanamamakta ve sonug itibariyle tarimsal bitkiler kuraklik stresi ile kars1
karsiya kalmaktadirlar. Kuraklik stresi tarimda 6nemli verim kayiplarina sebebiyet veren

ciddi abiyotik stres etmenlerinden birisidir.

Diinyada su kaynaklarinin daha etkin kullanilmas1 ve kurakliktan kaynaklanan tarimsal
iiretimdeki azalmay1 engellemek icin tarimda daha az su kullanmak amaciyla sulama
yontemlerinin iyilestirilmesi ve kurakliga toleransli yeni cesitlerin 1slah edilmesine
yonelik ¢aligmalar yapilmaktadir. Etkin sulama yontemlerinin uygulandig: ve yetersiz su
kosullarinda verimi az diisen ¢esitlerin yetistirildigi bir liretim modelinin uygulanmasi,
yetersiz su kaynaklarmin oldugu bolgelerde verim kaybini en aza indirmek i¢in uzun
stireli ve etkili bir ¢oziim olarak 6ne ¢ikmaktadir. Kuraga daha toleransh bitki ¢esitlerinin
gelistirilmesi i¢in kuraga tolerans mekanizmalarinin anlasilmasina ihtiya¢ duyulmaktadir.
Ancak bitkilerin strese toleransi i¢ ice girmis c¢ok karmasik biyolojik olaylar ile
saglanmaktadir. Bilim insanlar1 bu karmasik biyolojik olaylar1 anlamak ve kuraga daha

toleransl tarimsal bitkiler gelistirmek i¢in yogun arastirmalar yapmaktadirlar.

Bitkiler, yer degistiremeyen canlilar oldugundan kuraklik gibi ¢evresel kosullardaki
abiyotik streslere ve olumsuz kosullara stirekli maruz kalmaktadirlar. Bu nedenle bitkiler,
kuraklik, yliksek sicaklik, soguk gibi olumsuz ¢evre kosullarina karsi, kendilerine 6zgii
biliylime ve gelisme mekanizmalar1 gelistirmis ve bunlardan en az etkilenecek sekilde

uyum saglamiglardir. Aynu tiire ait bitkilerin diinya iizerindeki dagilimina bakildiginda,
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farkli iklim kosullarinda bulunduklar1 ¢evre kosullarina gére uyum saglamalari bu
duruma en iyi Ornektir (Dolferus, 2014). Kuraklik stresine maruz kalan bitkilerde
morfolojik, fizyolojik, biyokimyasal ve molekiiler seviyelerde degisiklikler meydana
gelmekte ve bu degisiklikler sonucu bitkiler kurakliga karsi bir diizeye kadar tolerans

gosterebilmektedirler (Sekil 2.1.).

Algilama Sinyal iletimi Stres cevab
Kurakhk [ [vorik l Strese 6zgiin  ozmotik

Sicaklk Soguk 3 diizenleme
Tuzluluk [ Ozmotik l

o l . Hucre bolinmesi ve < Buytme ve geisme kontrold
hitcre gemsslemesi

[ Hicre Shimi ] Toksik etkinin giderilmesi igin ¢ Hasar kontrol ve onanm
snyal detimi kaskadk mekanzmalar

Sekil 2.1. Bitki abiyotik stres tepkisinin genel asamalar1 (Oztiirk, 2015)

Kuraklik stresinin bitki biiyiime ve gelisimine etkisine bakildiginda, generatif donemde
bitki su stresine en hassastir ve bu stres bitki verimini etkileyen fizyolojik karakterleri de
onemli derecede etkilemektedir. Cigeklenme doneminde meydana gelen uzun siireli veya
siddetli kuraklikta polenler kisirlasmakta ayrica, disicik tepesinin kurumasi sebebiyle
polenler disicik tepesinde ¢imlenememektedir. Bunun yaninda tohum baglama
donemindeki kuraklik, tohuma tasinan fotosentez {iriinlerinin azalmasina neden
olmaktadir. Bunlarin neticesinde, tarimsal bitkilerin ciceklenme ve tohum gelisim
doneminde meydana gelen kuraklik stresi yliksek verim kayiplarina neden
olabilmektedir. Buna karsin, kurak kosullarda su agigini kapatmak icin bitkiler gesitli
adaptasyonlar gosterir 0rnegin, fazla suya ulagmak i¢in kok gelisimini uyararak govde
uzamasini yavaglatir. Su eksikligi bitkide uzun siireli zararlara neden olacak derece
gorildiiglinde, bitki kok ve govde gelisimini durdurur, terleme ile su kaybini azaltmak
icin stomalarin1 kapatir, yaprak sayist ve yaprak alamini azaltir ve yapraklarini
kaybetmeye baslar. Siirgiin ve kok meristemlerindeki hiicre boliinmesi ve hiicre
gelismesinin  durmasina bagli olarak, bitki biliylime ve gelismesinde hasarlar
goriilmektedir. Su eksikliginde, hiicre boliinmesi ve gelisiminin durmasina bagl olarak

fotosentez orani da diismektedir (Anjum vd., 2011). Kuraklik stresi kosullarinda, yaprak



su oranmin diismesine bagli olarak gerceklesen stoma kapanmasi, yaprak sicakliginin
artmasina neden olmakta ve buna bagli olarak membran sistemleri zarar gormekte ve bu

durum hiicre 6liimlerine neden olmaktadir (Dolferus, 2014, Farooq vd., 2009).

Stomalarin kapatilmasi suyun kisitli oldugu ortamlarda su kaybini azaltmak i¢in en
verimli yoldur, ancak buna paralel olarak, CO2’nin yapraklara girisi azalir ve bu durum
fotosentez oraninda net bir azalmaya yol neden olur (Cornic, 2000). Su kitliginda CO-
fiksasyonundaki siirlama, CO> difiizyonun hiicrelerarasi bosluklardan kloroplastlara
difiizyonundan etkilendiginden dolay:r (Loreto vd., 2003, Molnar vd., 2005), diger
faktorlerde bu durumdan etkilenebilir. Ornegin, ribuloz-1,5-bisfosfat karboksilaz/
oksijenaz’in (Rubisco) kapasitesinde degisikler meydana gelir ve ribuloz-1,5-bifosfat
(RuBP)’un yeniden olusmasinda sorunlar ¢ikabilir (Medrano, 1997). Fotosentezde
kullanilan enzim ve bilesenlerinin kuraklik stresine bagli degisimine bakildiginda,
fotosentez biitiin tiirlerde bitki verimliligini belirlemede dnemli bir rol oynamaktadir ve
dogrudan su stresi tarafindan etkilendigini gostermektedir. Buna bagl olarak, nispi su
icerigi ve yaprak su potansiyeli azaldikca yapraklarin fotosentetik oranlar1 da

azalmaktadir (Sekil 2.2.).

42 -
36 -

30

FOTOSENTEZ (mg CO,dm*h' )

L] Ll T
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YAPRAK SU POTANSIYELI (MPa)

Sekil 2.2. Pamukta yaprak su potansiyeli ve fotosentez arasindaki iliski (Loka
vd., 2011)

Stresi uyaran g¢evresel degisikler sadece fotosenteze zarar vermekle kalmaz, ayni

zamanda stoma hareketi, 151k absorbsiyonu ve CO: fiksasyonu i¢in biyokimyasal yollar



da etkiler (Cornic, 2000). Cevresel ve fizyolojik faktorlere stoma yanit1 karmagik olsa da,
bilinmektedir ki stoma iletkenligi, yaprak radyasyonu, yaprak sicakligi ve atmosfer su
buhar1 gibi bilesenler ile degismektedir (Cowan ve Farquhar, 1977). Ek olarak, stoma
iletkenligi, karbon asimilasyon ve terleme ile su kaybi arasinda iliski oldugu kabul
edilmektedir (Ludlow, 1980). Stoma iletkenlik (gs) ve bagil su igerigi (RWC)
parametreleri, kuraklik stresi altinda onemli derecede azalir. Ozellikle, stoma
durumundaki degisiklik su stresinin ilk belirtisidir (Miyashita vd., 2005). Bu siirecte, bitki
su kaybini azaltarak su agigini 6nlemeye c¢alisan bir mekanizma gelistirir (Rouhi vd.,
2007). Ordog vd., (2013), su eksikligi kosullarinda absisik asitin (ABA) stoma davranig
diizenlenmesinde 6nemli bir rolii oldugunu gostermislerdir. Su stresi altinda, patates
yapraklart beke¢i hiicrelerinde biriken ABA indiiklemesiyle stoma kapanmasi
saglanmaktadir (Tekalign ve Hammes, 2005). Medlyn vd., (2011), kuraklik stresi altinda
fotosentez ve stoma iletkenligi arasindaki iliskiyi direk inceleyen ¢ok az sayida galisma

oldugunu ifade etmislerdir.

Kuraklik stresi altinda klorofil miktarinda azalma oldugunu gosteren calismalar
yapilmistir (Kulshreshta vd., 1987; Majumdar vd., 1991). Sairam vd., (1997) kurakliga
ve sicakliga toleransli ve hassas olan bugday bitkilerinde kuraklik ve sicaklik stresleri
altinda klorofil miktarindaki azalmay1 ve hassas bitkilerin farkli cevaplar verdiklerini
gostermislerdir. Kurakliga dayanikli ¢esitlerde kuraklik stresi altinda daha ytiksek klorofil
miktar1 ve sicaklia dayanikli cesitlerde de daha yiiksek klorofil miktar1 oldugu
goriilmiistiir. Ashrafvd., (1994), klorofil miktarindaki bu azalmanin sebebinin, klorofilaz
enziminin aktivisindeki artma ile iligkili oldugunu gostermislerdir. Kurak kosullarda
bitkinin verdigi tepkiyi klorofil seviyesinde 6lgmek igin kullanilan Konica Minolta
SPAD-502 Plus Klorofilmetre, klorofil miktarint dolayli yoldan 6lgmektedir. Bu cihaz,
klorofil tarafindan ayr1 ayri absorbe edilen 650 nm ve 940 nm dalga boylarindaki yapraga

niifuz eden 15181 6lgmektedir.

Bitkiler, su eksikligi stresinden en az oranda etkilemek icin ozmotik dengeleme
yapmaktadirlar. Hiicre turgor dengelenmesinde 6nemli rol oynayan ‘ozmolit’ ad1 verilen
¢Oziinlir maddeler, kuraklik stresi altindaki bitkilerde sentezlenirler ve biriktirilirler.
Ornegin, betain, organik asitler ve karbonhidratlar gibi farkli bilesenler ve asparajin,
glisin ve prolin gibi amino asitler stres altindaki bitkilerde osmotik ayarlamada ve hiicre

i¢i yapilarin korunmasinda uyumsal roller oynamaktadir (Oztiirk, 2015). Birgok
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calismada bu ozmolitlerin birikmesi ve stres toleransi arasinda pozitif bir korelasyon
oldugu gosterilmistir (Yamada vd., 2003, Yang vd., 2003). Kuraklik kosullarinda, ilk
biriken aminoasit olan prolinin hiicre i¢i konsantrasyonun oOlcililmesi, arastirmalarda
bitkilerin su eksikligi stresine girdiklerini gdstermek igin kullanilmaktadir (Oztiirk,
2015). Ozmotik olarak aktif bir bilesen olan prolin, olusturdugu bilesikler araciligiyla
protein yapilarin1 korumakta ve lipit oksidasyonunu azaltarak membran sistemlerindeki
zararlanmay1 engellemektedir (Mansour 1998, Ozden vd., 2009). Diger birgok amino asit
ile karsilastirildiginda prolin, nispeten kisa ve yiiksek diizeyde diizenlenmis yolagin ug
tirtinii olmas1 yoniinden metabolik bir avantaja sahiptir. Boylece prolin birikimi, bircok
denge reaksiyonlarinda aract mekanizmalara merkezi katilimct olan glutamat gibi ¢oklu
kullanim substratlar1 tireterek daha az metabolik reaksiyonlari etkiler (Hare ve Cress,
1997). Ayrica, prolinin a-nitrojeni sekonder bir amin oldugundan, prolin transaminasyon
ve dekarboksilasyon reaksiyonlarina diger amino asitlere kiyasla yaygin olarak giren bir
amino asit degildir (Phang, 1985). Glutamattan prolin biyosentetik yolagi kisa olmasina
ragmen, son derece yiiksek oranda indirgeyici tiiketimi igerir. Ayrica, prolin bozulmasi
yiiksek enerji ¢ikis1 yetenegine sahiptir. Prolin birikiminin, enerji depolanmasi acisindan
mikkemmel oldugu gosterilmistir ¢iinkii bir prolin molekiilii oksidasyonu 30 ATP
esdegerinde iiriin vermektedir (Atkison, 1977). Bu iki 6zelligin, bitkilerde strese alisma
asamasinda veya stresten kurtulma asamasindaki iyilesmede, degerli bir kaynak olan
prolinin 6nemli Ol¢lide katkida bulunduguna inanilmaktadir. Bu duruma gore, prolin
birikiminin olumlu etkisi, strese maruz kalma siiresi boyunca dogrudan herhangi bir iglev
gostermektense stresten kurtulma tlizerinde biiylimeyi arttirdigi 6ne stiriilmektedir (Hare
ve Cress, 1997). Dogal gevre olaylarinda yaygin olarak karsilasilan birgok stres olaylarina
cevapta karsilasilan prolin birikimi sayesinde (Cizelge 2.1.), tarimsal yonden 6nemi olan
iiriinler iizerinde genetik miihendisligi ile yapilan prolin asirt iiretimi, abiyotik stres
etmenlerine direnci ylikseltmekte ve boylece iiriin verimliligini de arttirmaktadir.

Cizelge 2.1. Bitkilerde prolin birikimini tetikleyen abiyotik stres etmenleri
Stres Referanslar

Su eksikligi Delauney ve Verma 1993; Heuer B. 1993.

Tuzluluk Delauney ve Verma 1993; Heuer B. 1994.

Yiksek sicaklik Chu vd., 1978; Kuo vd., 1986.

Disiik sicaklik Chu vd., 1978; Draper SR 1972; Naidu vd., 1991; Van vd., 1985.

Agir metal toksisitesi Alia ve Pardha Saradhi, 1991; Bassi ve Sharma, 1993.

Patojen infeksiyonu Labanauskas vd.,1974; Meon vd., 1978; Mohanty ve Sridhar, 1982; Seitz ve
Hochster, 1964.

Oksijen eksikligi Aloni ve Rosenshtein, 1982; Kuo vd., 1986; Labanauskas vd.,1974.

Besin eksikligi Goring ve Thien1979; Vaucheret vd., 1992.

Atmosfer kirliligi Anbazhagan vd.,1988; Godzik S ve Linskens HF, 1974.

UV- radyasyonu Pardha vd., 1995)
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Sekil 2.3. Prolin mekanizmasi yolagi

Zwitteriyonik (dipolar iyon) kuvaterner amonyum bilesikleri ve betain gibi organik
osmolit birikimi saglayan polioller, su eksikliginde bitki hiicrelerine biyokimyasal cevap
vermede iyi karakterize edilmislerdir (Delauney vd., 1993). Zarar verici derecede yliksek
iyonik giicten kacinirken, sitoplazmik osmolit birikimi, dis su potansiyeli altindaki
seviyede hiicresel su potansiyelini azaltmaya yardimci olur. Bu durum, suyun hiicre
igerisinde tutulmasini ve hareketini saglar. Devamli biiylime i¢in, su basimcinin
sirekliliginin saglanmas1 gereklidir. Ozmotik strese cevapta, bazi aminoasitlerin
birikimimin cevap oldugu bilinse de, prolin su eksikliginde bitkilerin adaptasyonunda
gozle goriliir bir sekilde 6zel koruyucu etkiye sahiptir ve bir¢ok bitkide tercih edilen
organik ozmolit olarak goriilmektedir (Hare ve Cress, 1997; Handa vd., 1986). Stres
kosullarinda koruyucu etkiye sahip olan prolinin yiiksek yapili bitkilerde prolin
mekanizmasi bakildiginda, L-ornitin ve L-glutamat olarak iki alternatif yol goriilmektedir
(Sekil 2.3.). Delauney vd., (1993), tarafindan, prolin-5-karboksilat sentetaz (P5CS) ve
prolin-5-karboksilat rediiktaz (PSCR) enzimlerinin prolin biyosentezinde &nemli rol
oynadiklar1 gosterilmistir. Ayrica, transgenik tiitiin bitkilerinde PSCS asir1 ifadesi, prolin
konsantrasyonunu ve kuraklik ve tuzluluk stresine karsi direnci arttirdigi gosterilmistir
(Kavi Kishor vd., 1995). Stres kosullarinin ortadan kalkmasiyla, mitokondri igerisinde
prolinin 2-oksoglutarata doniisen hizli katabolizmasi ile mitokondriyal oksidatif

fosforilasyon destekleyen ve mitokondriyal elektron tasimasina yardimci olan
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indirgenmis iirlinler olugur ve olusan ATP ile stresin tetikledigi hasarlar azaltilir (Hare ve

Cress, 1997).

Kuraklik stresi kosullarinda bitkilerde meydana gelen 6nemli biyokimyasal degisiklerden
digeri hidrojen peroksit, hidroksil, siiperoksit anyonu ve tekli oksijen gibi reaktif oksijen
bilesiklerinin (ROS) artmasidir (Bhargava ve Sawant, 2013). Kuraklik stresi altinda, artan
reaktif oksijen bilesikleri gesitli sinyal iletim mekanizmalarinda rol almakta ve fotosentez
gibi &nemli reaksiyonlar1 etkilemektedir. Ornegin, fotosistem kloroplast mehler
reaksiyonu yoluyla hizlandirilmis reaktif oksijen tiirleri iiretimi artmakta ve fotosentez
tasima kapasitesindeki degisiklikler meydana gelmektedir, bu durum karbon dioksit
(COy) asimilasyonun engellenmesine neden olmaktadir (Asada, 1999). Bu duruma bagl
olarak, CO: fiksasyonundaki sinirlama nedeniyle RUBP oksijenasyonu maksimum
oldugu zaman fotorespirasyon da artmaktadir (Noctor vd., 2002). Ayrica, PSII’de asiri
151k enerjisi kayb1 ve anten pigmenti kayb1 gibi metabolik degisiklikler, kuraklik stresi
kosullarinda potansiyel tehlike olan reaktif oksijen tiirlerinin iiretimine neden olmaktadir

(Foyer ve J. Harbinson, 1999).

Kuraklik kaynakli uyarilan ROS olusumu, membran lipid peroksidasyonu i¢in uygun bir
belirte¢ olarak kabul edilen malondialdehit igerigini (MDA) de arttirmaktadir. ROS’un
neden oldugu lipid peroksidasyonu, zar stabilitesinde azalmaya neden olmaktadir. ROS
kaynakli membran lipit peroksidasyonu, hiicresel biitiinliigiiniin bozulmasina, hiicre
fonksiyonu bozulmasina neden olarak bitkilerin hayatta kalmasinda olumsuzluklara yol
acabilir. Bu nedenle, bitkiler kuraklik tarafindan tetiklenen reaktif oksijen bilesiklerinin
birikimi ile olusan oksidatif stres ile miicadelede, kuraklik stresi ile basa ¢ikmak ig¢in
enzimatik ve enzimatik olmayan bir dizi antioksidan sistemi gelistirir (Ali, 2008).
Enzimatik antioksidan sistemde siiperoksit dismutaz (SOD), peroksidazlar (POD),
askorbat peroksidaz (APX), glutatyon rediiktaz (GR) ve katalaz (CAT) enzimleri yer
alirken, enzimatik olmayan antioksidan sistem askorbik asit ve indirgenmis glutatyon
(GSH) gibi baz1 diisiik molekiil agirlikli bilesikler igermektedir. Bu mekanizma, bitkilerin
stres kosullar1 ile miicadelede kuraklik stresi sirasinda olusan reaktif oksijen bilesiklerinin
indirgenmesi ve birikimlerinin engellenmesi i¢in gerekmektedir. Bylece, enzimatik
antioksidanlar dogrudan reaktif oksijen bilesiklerini molekiiler reaktif oksijen
bilesiklerine indirgeyerek birikimlerini engelleyebilir ya da enzimatik olmayan

antioksidanlar ile birlikte islev gorebilir (Sharma ve Dubey, 2005).
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Kuraklik stresi kosullarinda bitkiler, su eksikliginin olumsuz etkilerini gidermek i¢in gen
anlatimlarinda degisiklikler olusturmaktadirlar. Boylece bitkiler maruz kaldiklar1 strese
kars1 savunma mekanizmasi gelistirirler. Stres kosullarinda yetisen bir bitkinin gen
anlatiminda su sekilde degisiklikler meydana gelir; 1) yeni gen ifadeleri yapilir, 2) bazi
genlerin ifadesi artar, 3) bazi genlerin ifadesi azalir ve 4) bazi1 genlerin ifadesi tamamen
baskilanir. Gen ifadesi, RNA sentezi (transkripsiyon) ve protein sentezi (translasiyon)
olmak {izere iki agamali islem vasitasiyla ger¢eklesmektedir. Transkripsiyon asamasinda,
sentezlendigi genin baz dizisine 6zgii olan tek iplik¢ikli bir RNA iiretilir. Translasiyonda
ise mRNA’nin niikleotid dizisi protein sentezi i¢in amino asit dizisine doniistiiriiliir.
mRNA, protein kodlayan DNA dizisinin kopyasini tagimasi nedeniyle gen ifadesinde
merkezi bir role sahiptir. Normal kosullardaki bitkilerle kiyas edildiginde, stres
kosullarindaki bitkilerin gen ifadesinde bir farlilik olustugunda ilk olarak, iiretilen
mRNA’nin miktarinda degisim olmaktadir. Kuraklik stresi kosullarinda, gen ifadelerinin
yeniden diizenlemesinde 6nemli rol oynadig: diisiintilen molekiillerden biri yaklasik 21
niikleotid uzunlugunda olan mikro RNA’lardir (miRNA). Homolojiye bagli niikleotit
eslesmesi ile hedef mRNA molekiillerinin ifadelerinin diizenlenmesinde rol oynayan
miRNA’lar, gen ifadelerini transkripsiyon sonrasi seviyede diizenleyerek, hedef gen
ifadelerinin azalmasina ve/veya durmasina neden olurlar. Patates bitkilerinde kurakliga
yanit veren miRNA ailesi, onlarin kuraklik stresi iizerine ifade profilleri ve hedef
mRNA'lar1 tanimlanmustir, bunlardan bazilar1 stu-miR171a, stu-miR171b ve stu-
miR171¢’dir (Hwang vd., 2011). Sonug olarak, miRNA ’larin kuraklik gibi abiyotik stress
kosullarinda diizenleyici rol oynayan genleri transkripsiyon sonrasi seviyede

diizenleyerek bitkinin strese olan tolerasini arttirdig1 yapilan ¢aligmalar ile kanitlanmigtir.

2.2 Patates ve Kuraklik

Patates (Solanum tuberosum L.) yumrulari, yiiksek besin degeri olan, zengin igerige sahip
onemli bir gida maddesidir. 2013 y1l1 verilerine gore misir, geltik ve bugdaydan sonra en
cok iiretimi yapilan 4. bitkidir ve diinyada yaklasik 376 milyon tonluk {iiretimi
yapilmaktadir (Anonim, 2015). Patates esasen suyu diger tarimsal bitkilere gore daha
etkili kullanan bir bitkidir. Uygulanan her m? suya karsilik patates 5600 kcal besin enerjisi
tiretirken, misir 3860 kcal, bugday 2300 kcal, celtik ise 2000 kcal enerji tiretmektedir
(Renault ve Wallender, 2000). Buna karsin patates kok sisteminin yiizlek olmasi
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nedeniyle su eksikliginden cabuk etkilenmekte ve yeterli suyun olmadig1 kosullarda
verim ve kalitede ¢ok biiylikk azalma olmaktadir (Levy 1985, Iwama 2008,
Satchithanantham vd., 2014). Bu nedenle de patates gogunlukla su stresine hassas bir bitki
olarak degerlendirilmektedir (Van Loon 1981, Schafleitner 2009, Levy vd., 2013,
Monneveux vd., 2013). Patates iliman iklime sahip orta ve kuzey Avrupa, Kuzey
Amerika, Japonya gibi bolgelerde ¢ogunlukla yagisa dayali olarak yetistirilirken, diger
bolgelerde sulanarak yetistirilmektedir. Yagisa dayali yetistirildigi bolgelerde yetersiz
yagis nedeniyle, sulamanin zorunlu oldugu kurak, yari-kurak ve hava nispi neminin diistik
oldugu bolgelerde ise yetersiz sulama sebebiyle genel olarak kuraklik stresine maruz
kalmaktadir (Levy vd., 2013). Kurakligin patates iiretimine etkisinin biiyiikliigii,
kurakligin meydana geldigi bitki gelisim donemine, kurakligin siiresine ve siddetine
baglidir. Her bir mm su kisitlamasi sonucu ortalama yumru veriminde 117 kg/ha verim
diisiisii meydana geldigi tahmin edilmektedir (Vos ve Groenwold 1988). Kuraklik stresi
tarimsal agidan patatesin bitki gelisimini yavaslatmakta (Deplonde ve Ledent 2001),
erkenciligi tesvik ederek yasam dongilisiinii kisaltmakta (Kumar vd., 2007), yumru
sayisini diigiirmekte (Eiasu vd., 2007) ve yumru biiyiikliigiinii azaltmaktadir (Schafleitner
vd., 2007). Bunlarin sonucunda yumru veriminde ve kalitesinde azalma meydana
gelmektedir. Jefferies ve McKerron (1987), kurak kosullarda farkli patates g¢esitlerinde
toplam kuru madde iiretimi ile yumru veriminin diistiigiinii ve kuru madde oraninin
arttigin1 bildirmislerdir. Bunun yaninda, kuraklik stresi patateste fizyolojik olarak yaprak
alan indeksinin diismesine (Shahnazari vd., 2007), stoma iletkenliginin azalmasina
(Bansal ve Nagarajan 1986), birim yaprak alanindaki fotosentezin azalmasina (Vasquez-

Robinet vd., 2008) neden olmaktadir.

Fizyolojik Ol¢limlere dayali kurakliga toleransli patates genotiplerinin belirlenmesine
yonelik ilk c¢aligmalarda, klorofil i1simast (Fv/Fm) ve kanopi sicaklik degerlerinin
kurakliga toleransh patates genotiplerinin taranmasinda bir seleksiyon yontemi olarak
kullanilabilecegi gosterilmistir (Ranalli vd., 1997). Ancak daha sonraki yillarda yapilan
baska calismalarda kuraklik stresi kosullarinda klorofil 1s1masi patates ¢esitleri arasinda
bir farklilik olusturmamus, ayrica klorofil 1s1masi ile yumru verimi arasinda herhangi bir
iliski tespit edilememistir (Tourneux vd., 2003; Schafleitner vd., 2007). Prolinin bitkileri
kurumaya ve oksidatif strese karst koruduguna dair bilgiler mevcut olmasina ragmen
(Kavi Kishor vd., 2005; Ozden vd., 2009), patateste kuraklik toleransi ve osmolitlerin

birikimi iizerine arastirmalar ¢ok sinirli sayida kalmis, bu nedenle patatesin kuraga
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toleransi ve prolin birikimi arasindaki iliski hakkinda kesin bilgiler olusamamistir. Bansal
vd., (1986), kuraklik stresi kosullarinda on farkli patates genotipinde prolin seviyesinin
arttigini tespit etmislerdir. Ayni arastiricilar, kuraga hassas olan genotiplerde kuraga
toleransli genotiplere gore daha yiiksek diizeyde prolin olustugunu ve sonug olarak yumru
verimi ile prolin seviyesi arasinda 6nemli negatif iliski oldugunu bildirmislerdir. Bir
baska ¢alismada, prolin seviyesinin kuraga hassas patates ¢esitlerinde toleransli olanlara
gore daha erken donemde arttig1 gézlemlenmistir (Schafleitner vd., 2007). Buna karsin,
Heuer ve Nadler (1998) su stresi kosullarinda prolin igeriginde 6nemli bir degisim
gozlemlememislerdir. Benzer sekilde, kuraklik stresi kosullarinda patates yapraklarindaki
prolin igerigi ile yumru kuru madde kayb1 arasinda bir iliski tespit edilememistir (Levy,
1983). And Daglarinda yerel olarak yetistirilen kuraklik stresine adapte olmus
patateslerde antioksidanlar, flavonoidler, sicak sok proteinleri ve ge¢ embriyogenes
proteinleri (LEA) ile iligkili genlerin ifadesinin daha yiiksek oldugu bulunmustur
(Watkinson vd., 2008; Schafleitner vd., 2007). Ramirez vd., (2014) patateste SPAD metre
ile 6l¢iilen klorofil miktarinin ve “yesil kalma” 6zelliginin kuraga toleransli genotiplerin
seciminde kullanilabilecegini ileri siirmiislerdir. Ge¢mis yillarda patateste karbon izotop
karakteri ve kuraklik toleransi arasindaki iliskinin belirlenmesine yonelik yapilan sinirl
sayidaki caligmalar sonucunda, kurakliga toleransin taranmasinda karbon izotop ayirimi
karakterinin uygun olmadig1, yumru verimini yansitmadigi ve karbon izotop karakterinin
genotiplerle ve kuraklik uygulamasiyla iliskisinin yillara gore farklilik gosterdigi
belirlenmistir (Jefferies vd., 1997; Deblonde vd., 1999; Anithakumari, 2012). Ancak,
Ramirez vd., (2014), Belgika’da yapilan Avrupa Patates Arastirma Birligi (EAPR)
konferansinda patateste karbon izotop karakteri ve kuraga tolerans iligkisi {izerine olan
bu sonuglar1 tekrar gozden gecirmek amaciyla bir ¢alisma yiiriittiiklerini bildirmislerdir.
Bu amagla yaprak¢ik ve yumrular: materyal olarak kullanarak karbon izotop ayirimu ile
kuraklik toleransi iligkisini incelemislerdir. Sonucta, yaprak ve yumru karbon izotop
ayirimu karakterlerinin ikisinin de “kuraklik tolerans indeksi” ile pozitif korelasyonu
oldugunu, karbon izotop ayirimi karakterinin su kullanim etkinligi ile gili¢lii negatif
iligkisinin oldugunu belirlemislerdir. Ramirez vd., (2014), bu sonuclar dogrultusunda
karbon izotop ayirimi karakterinin kuraga toleransli patateslerin taranmasi igin

kullanilabilecegini belirtmislerdir.
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2.3 Bitki mikroRNA’lar1 ve Biyolojik Sentezleri

MikroRNA’lar (miRNA'lar) yaklasik 21 niikleotid uzunlugunda, tek zincirli kiigiik
RNA’lardir. miRNA’lar, mRNA hedefinin kesilmesine veya translasyonal baskiya
aracilik yaparak genlerin ifadelerini diizenlerler, bu sekilde hayvan ve bitkilerin
gelisiminde 6nemli rol almaktadirlar (Jung ve Kang 2007). miRNA'lar, ilk olarak Lee vd.,
(1993) tarafindan lin-14 geninin C. elegans’da gelisim biyolojisindeki roliiniin
incelendigi ¢alisma sirasinda kesfedilmistir. Arastirmacilar incelenen LIN-14 proteininin,
baska bir gen olan lin-4 geni tarafindan kodlanan kisa bir RNA f{iriinii tarafindan
diizenlendigini gozlemlemislerdir. Bitki miRNA’lart ise ilk kez 2002 yilinda
Arabidopsis’te bulunmustur (Reinhart, 2002). Bitki miRNA’larinin organ gelisimi,
yaprak morfolojisi, ¢icek organlarinin olusumu ve kok gelisimi gibi 6nemli islevlere ek
olarak, kiicik RNA yolaginda geribildirim diizenlenmesinde goérev aldiklart ve bazi
kiiciik miidahaleci RNA’larin (siRNA’lar) biyogenezini yonlendirdikleri bulunmustur.
Ayrica, bitkilerin kuraklik, yiiksek sicaklik, soguk, mineral besin eksikligi ve mekanik
zararlanma gibi c¢esitli stres etmenlerine tepkisinde miRNA’lar diizenleyici rol

almaktadirlar.

Haziran 2015 dénemi itibariyle miRBase veritabaninda, 72 bitki tiiriine ait toplam 8.495
adet olgun bitki miRNA’s1 kayith durumdadir (miRBase veritabani). Cok sayida
miRNA’nin hedefleri biyoinformatik yontemlerle tahmin edilmis, bunlardan bazilar
dogrulanmis ve deneysel olarak teyit edilmistir. Bitki miRNA aragtirmalar1 2002’den bu
yana hiz kazanmistir ve buna miRNA sentezine katilan bitkisel proteinlerin kesfi de eslik

etmistir (Mangrauthia vd., 2013).
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Sekil 2.4. miRNA biyogenez yolaginin genel adimlar1 (Eldem vd., 2013)

Bitki miRNA oOnciil dizileri (pri-miRNA), RNA polimeraz II (POL II) tarafindan
sentezlenmektedir (Sekil 2.4.). pri-miRNA’lar 5' ucunda kep ve 3' ucunda poli-A
kuyruguna sahiptir, bunlar RNA polimeraz II transkripsiyonunun ayrici 6zellikleridir. pri-
miRNA sa¢ tokasi gibi ikincil yapilart olusturur ve muhtemelen ‘D-body’ igerisinde
onlarin islemi siirene kadar, ¢ekirdeksel RNA baglayici protein Dawdle (DLD) tarafindan
tutulurak kuvvetlendirilir. Transkripsiyonun ardindan, ‘Hyponasty leavesl’ (HYL1),
Serrate (SE) ve ¢ekirdek baslik baglayici kompleksi (CBC) proteinleri yardimiyla, RNaz
Il enzimi (Dicer likel-DCL1) tarafindan pri-miRNA, 70-80 niikleotit uzunlugunda 6n-
miRNA’ya (pre-miRNA) kiiciiltiiliir. Bitkilerde Drosha homologlart olmadigindan,
DCL1, gekirdek igerisinde pri-miRNA ve pre-miRNA dizilerinin isleminden sorumludur
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(Eldem vd., 2013). Sonra, olgum miRNA ve yildiz miRNA (miRNA/miRNA*) cift
zinciri HEN1 metil transferaz tarafindan 3'- u¢larindan metillenir, bu metilleme, bu ¢ift
zincirli RNA’y1 kiiciik RNA pargalayici niikleazdan (SDN) korur. miRNA/miRNA* ¢ift
zinciri exportin-5 benzeri protein olan Hasty araciligi ile sitoplazmaya tasinir. Exportin
5" bir c¢ekirdeksel tasima reseptoridir (Kim 2005). Sonunda, metillenmis
MIRNA/miRNA* ¢ift zinciri segici bir sekilde, hedef mRNA’y1 baskilamak i¢in veya
kesmek icin Argonaute (AGO) igeren RNA tarfindan uyarilan sessizlestirme tiimlesigi
(RNA-induced silencing complex; RISC) ile birlesir (Eldem vd., 2013). Aktif RISC ile
birlesen miRNA'lar, protein sentezinin baskilanmasina veya hedef mRNA'nin yikimina

neden olurlar (Lagos-Quintana, 2001).

miRNA'lar, hedef mRNA'larin 3'-¢evrilmeyen bolgeleriyle (3’-untranslated region; UTR)
kismen eslenirler, miRNA’nin kismen eslenik oldugu 6-8 niikleotidlik bolge yiiksek
oranda korunmustur. Bu baglanma mRNA'nin karasizliina ve yikilmasina neden olabilir.
Benzer eslenik dizilere sahip olan her miRNA farkli mRNA' lara baglanabilir (Selbach
vd., 2008). Boylece, bir miRNA birden fazla hedef mRNA'nin ifadesini transkripsiyon

sonrasi diizeyde diizenleyebilmektedir.

Hayvanlarda, iki temel basamak ile olgun miRNA'lar elde edilmektedir. Bitkilerde
miRNA olgunlagsmasi, Drosha homologuna sahip olmamalar1 nedeniyle, hayvanlardaki
yolaktan farklidir. Bitkilerde Drosha yerine, RNaz Ill enzimi DICER-LIKE (DCL1)
bulunur (Sekil 2.5.), bu hayvanlardaki miRNA olgunlasmasi i¢in gerekli olan Dicer’a
homologdur (Du ve Zamore, 2005).
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Sekil 2.5. Hayvan ve bitkide miRNA sentez yolagi (Du ve Zamore, 2005).

2.4 miRNA Yolaginda Etkili Ana Enzimler
2.4.1 Bitkide dicer enzimi

Dicer, uzun ¢ift sarmallt RNA (dsRNA)’y1 kisa dsRNA’ya pargalayan bir enzimdir ve
dsRNA ve RNAI aracil1 gen regiilasyonu siirecinde 6nemli bir anahtardir. Dicer proteini,
RNAz III endoniikleazlar1 sinifindandir ve kesme aktivitesini gerceklestirebilmesi i¢in
bes ana basamak vardir (1) RBD (RNA’ya baglanan parca, (2) dsRNA dan ~21-24
niikleotitlik kisa RNA’ya kesilme ic¢in gerekli iki RNaz III pargasi, (3) PAZ (Piwi,
Argonaute, Zwile) parcalari ve bu parcalar 3’iinda 2 niikleotidlik kesilmis RNA
substratindaki ¢ikintiya baglanir; (4) ¢ift sarmal RNA prosesinde gerekli olan C ucu
helikaz parcas1 (Mangrauthia vd., 2013). Bitkiler birden fazla dicer proteinine sahiptir,
ornegin Arabidopsis dort Dicer proteinine sahiptir, bunlar DCL 1, 2, 3 ve 4’tiir. DCL2,
DCL3 ve DCL4 siRNA diiretimi igin gerekli iken, DCL1 ise miRNA iiretiminden
sorumludur (Sekil 2.6.).
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Sekil 2.6. Dicer/RISC enzim kompleksi tarafindan dsSRNA'nin kesilmesi (Kim, 2003;
Zamore vd., 2000, Wall ve Shi, 2003)

2.4.2 Hua enhancerl (HEN1, metil transferaz)

HENI, cift zincirli RNA’ya baglanma motifine ve C-terminal metiltransferez pargasina
sahip oldugu kabul edilen enzimdir. Bu enzim 2’-O-metil grubunu bitki miRNA’simnin ve
siRNA’sinin 3’-terminal niikleotidine ekler ve onlar1 bozulmaya karsi korur (Huang vd.,
2009). Henl-1, henl-2 ve henl-4 mutasyonlarinin, tiim metiltransferaz bolgesinde,
miRNA metabolizmasin1 uzlastirdiklar1 gosterilmistir. Saflastirllmis HEN1 proteini,
miRNA/miRNA* ¢iftini in vitro olarak metilleyebilir. HEN1, substratina ve substrat
olarak gorev yapan farkli birincil dizilerin miRNA/miRNA* dizilerine kars1 son derece
secicidir. Ayrica HEN1’in substrat1 olan iki zincirli pre-miRNA’y1 sekans yerine yap1

olarak tanidigi 6ne siiriilmektedir (Yang vd., 2006).
2.4.3 Argonaute

Argonaute proteini (AGO), RISC (RNAi' nin indiiklenmis susturma kompleksi)’in en
onemli bilesenidir ve bu kompleks kesilme isleminde veya hedef RNA’nin
baskilanmasinda gereklidir. Kiiciik RNA'lar hedef mRNA’ya ulasmada RISC
kompleksinin rehberi gibi davranir (Sekil 2.7.). AGO 2 tane {initesine sahiptir, bunlar
PAZ ve PIWI domainleridir. Bitki ve hayvanlarda farkli AGO proteinleri siRISC ve
miRISC iiyeleridir. AGO-2 mi-RISC’in pargasi iken AGO-1 si-RISC’in pargasidir. Su
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ana kadar Arabidopsis’te birgok AGO proteini varligi bildirilmistir, AGO-4, RNA
yonetimli DNA metilasyonuna katilan siRNA’ya bagli tekrarlar olusturur, AGO-7 SIRNA
(tasi-RNA) ve uzun siRNA {izerinde kars1 etki olusturdugu goriliirken, AGO-6 DNA

metilasyonunda ve transkripsiyonel gen susturulmasinda rol oynar (Naqvi vd., 2009).
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Sekil 2.7. Olgun miRNA’nin Argonaute ile birleserek sabit hale gelmesi (Kai, 2010)

2.5 Patateste miRNA Calismalari

Patates bitkisinde bitki gelisiminde rol oynayan miRNA’larin ve hedef genlerin
belirlenmesine yonelik ¢aligmalar 2009 yilinda baslamis olup halen devam etmektedir.
Zhang vd., (2009), diger bitki tiirlerinde bilinen miRNA’lar1 kullanarak patates EST, GSS
ve niikleoit veri tabanlarindaki dizilerle karsilagtirmiglar ve bu in silico yaklagim ile S.
tuberosum’da 48 tane potansiyel miRNA tespit etmislerdir. Gergeklestirdikleri
biyoinformatik analizler sonucunda bu miRNA’larinin ¢igek, yaprak, kok ve sap
gelisiminde, sinyal iletiminde, metabolizma yolaklarinda ve strese tepkide yer alan 186
adet potansiyel hedef geni diizenleyebilecegini bildirmislerdir. Biyoinformatik
yontemlerle tahmin edilen patates miRNA’lariin varligin1 dogrulamak icin 48 adet aday
miRNA igerisinden rastlantisal olarak se¢ilen sadece 12 tanesi i¢in RT-PCR analizleri
yapilmistir (Zhang vd., 2009). Sonug olarak, incelenen miRNA’larin bazilarmin tiim bitki
kisimlarinda ifade edildigi fakat ifade diizeylerinin dokulara gore degisiklik gosterdigi
belirlenmistir. Patatesteki miRNA’larin tahmin edilmesine yonelik in silico yaklasimlar
gerceklestirilen bagka bir arastirmada ise 48 aileye bagli 71 adet potansiyel miRNA tespit
edilmistir (Yang vd., 2010). Bu 71 adet miRNA igerisinden 65 tanesinin ilk kez tahmin
edildigi ayn1 aragtiricilar tarafindan belirtilmistir. Tahmin edilen 71 miRNA’dan sadece
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7 tanesi dogrulama amaci i¢in se¢ilmis ve patatesin farkli dokularindaki ifade diizeyleri
gercek zamanli PCR yontemiyle incelenmistir. Elde edilen sonuglar, bu 7 adet
miRNA’nin hepsinin basarili bir sekilde ¢ogaltilabildigini ve farkli dokularda ifade
diizeylerinde farklilik oldugunu gostermistir (Yang vd., 2010). Arastiricilar her bir
miRNA’nin farkli dokularda degisik seviyede ifade edilmesinin, miRNA’larin patatesin
organ gelisimi veya vejetatif gelisiminin diizenlenmesindeki islevleriyle iliskili
olabilecegini bildirmislerdir (Yang vd., 2010). Xie vd., (2011), diger bitkilerde tespit
edilen miRNA sayisi ile mukayese edildiginde daha 6nce patateste belirlenen miRNA
sayisinin az oldugunu ve patateste daha fazla miRNA’nin olabilecegini diistinmiislerdir.
Bunun {izerine biyoinformatik yaklasimlarla yeni modifiye edilmis genom karsilastirma
stratejisi kullanarak 78 aileden olusan toplam 202 adet potansiyel miRNA
belirlemiglerdir. Bu 78 aileden 54 tanesinin patateste yeni oldugunu tespit etmislerdir. Bu
202 potansiyel miRNA’dan sadece segtikleri 12 adet miRNA ’nin ifadelerini geng yaprak,
olgunlagmamis ¢icek ve olgun ¢icek dokularinda analiz etmisler ve sonug olarak analiz
edilen miRNA’larin 11 tanesinin her li¢ dokuda ifade edildigini bir tanesinin ise geng
yaprak dokusunda ifade edilmedigini gozlemlemislerdir. Xie vd., (2011), belirledikleri
miRNA’larin toplam 1094 adet hedef geninin oldugunu tahmin etmis ve bu genlerin
bazilarinin transkripsiyon faktorlerini kodladigini, bazi genlerin ise strese tepkide, sinyal
iletiminde ve diger metabolik asamalarda islevlerinin oldugunu bildirmislerdir.
Solanaceae familyasina ait farkli tarimsal bitkilerdeki miRNA’larin ve hedef genlerinin
in silico ortamda tahmin edilmesine yonelik yapilan baska bir arastirmada ise patateste
22 adet miRNA ve 221 adet hedef gen belirlenmistir (Kim vd., 2011). Zhang vd., (2013
ve 2014), yeni nesil dizileme yaklasimi ve patates genom dizisinden (PGSC, 2011)
yararlanarak, patateste 159 miRNA ailesine ait 259 adet miRNA belirlemislerdir. Bu
miRNA ailelerinden sadece 28 ailenin diger bitkilerde de korunmus miRNA aileleri
oldugu, digerlerinin ise patatese 6zgii oldugunu bildirmislerdir. Tahmin edilen potansiyel
hedef genler igerisinde transkripsiyon faktorleri, savunma mekanizmasinda rol alan
genler, kinaz ve iyon dengesi ile ilgili genler, ¢cigeklenme ve yumru olusumundan sorumlu
genler bulunmaktadir (Zhang vd., 2013). Ug farkli dokuda ve yumru gelisiminin dort
farkli asamasindan alinan Orneklerle patates miRNA’larin1 belirlemeyi ve karakterize
etmeyi amaglayan baska bir calismada, 33 adet ailenin iiyesi olan 89 adet korunmus
miRNA, 147 adet patatese 6zgii miRNA ve 112 adet patatese Ozgii aday miRNA
belirlenmistir (Lakhotia vd., 2014). Bu ¢aligmada yapilan ifade analizleri sonucunda bazi

miRNA’larin dokuya 6zgii ifade olustururken bir kag¢inin yumru olusumu devresine 6zgii
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ifade edildigi ortaya konulmustur. Sogukta muhafaza edilen patates yumrularindaki
miRNA’larin ve hedef genlerin genom genelinde arastirilmasina yonelik ilk ¢alisma Ou
vd., (2014) tarafindan yapilmistir. Bu ¢alismada, 53 tane bilinen, 60 tane ise yeni miRNA
bulunmus ve 70 tane hedef gen tespit edilmistir. Ayni arastiricilar hasat sonrasindaki
yumrularda gen ifadesinin diizenlenmesinde miRNA’larmin aktif oldugunu
bildirmektedirler. Ayrica, depolamaya tepkisi farkli olan iki ayr1 patates genotipi arasinda
11 tane miRNA’nin ve 34 tane hedef genin ifade modellerinde farklilik gézlenmistir (Ou
vd., 2014). Yine 2014 yilinda yayinlanan baska bir ¢alismada ise Din vd., (2014)
karsilagtirmali genomik yaklagimi ile 110 aileye ait 120 yeni miRNA tespit etmis ve
rastgele secilmis sadece 10 adet miRNA’nin ifadesini kantitatif RT-PCR yontemi ile
kanitlamiglardir. Ayni ¢alisma, 120 miRNA’ya ait oldugu tespit edilen 433 potansiyel
hedef genin metabolizma, transkripsiyon faktor, bitylime ve gelisim ve diger fizyolojik

karakterlere ait olduklarini belirtmektedir (Din vd., 2014).

Patateste bugiine kadar abiyotik stres faktorleri icerisinden sadece kuraga toleransin
diizenlenmesinde rol alan miRNA’larin tespit edilmesine yonelik calismalar yapilmistir.
Bu caligmalarin sonuglar ilk olarak 2011 yilinda yayimlanmaya baslamis ve bu giine
kadar bu konuda {i¢ii ayn1 arastirma grubu tarafindan olmak iizere sadece bes makale
yayimlanmistir. Hwang vd., (2011), patateste kuraklik stresi kosullarinda ifadesi degisen
stu-miR396, stu-miR159a ve stu-miR157a isimli ii¢ tane miRNA belirlemislerdir.
Kuraklik uygulamasindan sonraki birinci saatten altinci saate kadar stu-miR396’1n ifadesi
kademeli olarak artig géstermistir. stu-miR159a ve stu-miR 157a’nin ifadesi ise birinci ve
liclincli saatte azalirken altinci saate artmustir. Hwang vd., (2011), kuraklik stresi
kosullarinda miR171 ailesine dahil miRNA’larin ifade degisikligini inceledikleri baska
bir caligmalarinda, miR171a, miR171b ve miR171c¢’nin ifadelerinin kuraklik stresi
kosullarinda degistigini gézlemlemislerdir. Kuraklik uygulamasini agik havada kurutma
yaparak ve ortama %15 PEG 6000 ekleyerek iki sekilde gercgeklestirmislerdir. Agik
havada kurutma uygulamasinda, secilen miRNA’larin ifadeleri stres uygulamasinin
birinci saatinde azalmis ardindan altinci saate kadar artis gostermistir. PEG ile kuraklik
uygulamasinda miR171a’nin ifadesi benzer sekilde 1 saat sonra azalmis, ardindan 3 saat
sonra artis gostermis ve incelenen 48 saat siiresince bu diizeyde sabit kalmstir.
miR171b’nin ifadesi, a¢ik havada kurutma uygulamasinin birinci saatinde azalmus,
liclincli saatte artis gostererek kontrol seviyesine ulagmis altinci saate ise kontrol

seviyesini gegmistir. PEG uygulamasinda ise 6. saate kadar miR171b ifadesinde hafif bir
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azalis olmus fakat 12. saatten itibaren miR171b’nin ifadesi kontrole gore daha yiiksek
olmustur. miR171c¢’nin agik havada kurutma uygulamasindaki ifade modeli,
mirl71a’nminkiyle ayn1 olmustur. PEG uygulamasinda ise 1 saat sonra ifadesi azalmis
ardindan ifadesinde hafif yiikselisler meydana gelerek 48 saat sonra kontrol seviyesine
ulasmistir. Hwang vd., (2011), benzer bagka bir caligmalarinda, kuraklik stresi
kosullarinda stu-miR172c, stu-miR172d, ve stu-miR172e miRNA’larinin ifadelerinin
degistigini belirlemislerdir. Kuraklik stresi altinda patateste prolin artisindan sorumlu
genlerin ifadesin diizenlenmesinde rol alan toplam 11 miRNA’dan olusan 6 adet miRNA
ailesi tahmin edilmistir (Yang vd., 2013). Yapilan qRT-PCR analizleri sonucunda tahmin
edilen 11 miRNA’nin 10 tanesi basarili bir sekilde tespit edilmis ve bunlardan 9 tanesinin
ifadesi kurak kosullarda azalirken bir tanesinin ifadesi artmstir. ifade ve islev analizleri
sonucunda, miR172, miR396a, miR396¢c ve miR4233’iin prolin sentezinden sorumlu
genlerden biri olan P5CS geninin ifadesinin diizenlenmesinde rol aliyor olabilecegine dair
bulgular elde edilmistir. Bunun yaninda yine prolin sentezinden sorumlu diger genler olan
PSCR ve ProDH genlerinin sirasiyla miR2673 ve miR6461 tarafindan diizenliyor
olabilecegine dair sonuclar elde edilmistir (Yang vd., 2013). Kuraga toleransin
diizenlenmesinde rol alan patates miRNA’larin belirlenmesi amaciyla yapilan en son ve
kapsamli ¢aligmada, kontrol 6rneklerinde 458 adet bilinen, 674 adet ise yeni miRNA,
kuraklik uygulanmis Orneklerde ise 471 adet bilinen, 566 adet yeni miRNA tespit
edilmistir (Zhang vd., 2014). Ayni ¢alismada, kuraklik stresi kosullarinda ifadesi 2 kattan
fazla degisen korunmus miRNA’lar secilmis ve bunlar igerisinden 100 tanesinin
ifadesinde azalma, 99 tanesinin ifadesinde ise artma gozlemlenmistir. Ayn1 6zellikte
secilmis yeni miRNA’lar igerisinden 119 tanesinin ifadesi artarken, 151 tanesinin ifadesi
azalmistir. Zhang vd., (2014), bilinen miRNA’larin 246 tane, yeni miRNA’larn ise 214
tane hedef genlerinin oldugunu tahmin etmiglerdir. miRNA ve hedef genlerinde yapilan
ifade analizleri sonucunda miR&811, miR814, miR835 ve miR4398 isimli miRNAlarin
kuraklikla iligkili genlerin diizenlenmesinde rol alan miRNA olarak tanimlanmislardir.
Bu miRNA’larin hedef genleri sirasiyla MYB transkripsiyon faktorii, hidroksilprolin-
zengin glikoprotein, quaporin ve WRKY transkripsiyon faktoriidiir. Kuraklik stresi ile
iliskili miRNA’lar ile hedef genlerin ifadeleri negatif korelasyon gostermislerdir. Bu
sonuglar, patatesin kuraklia tepki veya tolerans mekanizmasina miRNA’larin

katildiklarinin molekiiler kanit1 olarak degerlendirilebilir.
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Bulgular, bitkilerin strese yanitinda miRNA’larin gerekli oldugunu ve miRNA’larin stres

direnci i¢in transgen milhendisliginde iimit vaat eden aday genler oldugunu

gostermektedir (Cizelge 2.2.).

Cizelge 2.2. Bitkilerde stres yaniti ile ilgili yaygin miRNA’lar (Eldem vd., 2013)

Hedef genler ve

soya, bugday,

mantarsi ve

miR165/miR166

PHABULOSA,

Bitki Stres miRNA . Referanslar
proteinler
Liu vd., (2008), Lu vd.,
Arabidopsis, Kuraklik, tuz, (iOO% féang: q
arpa, soguk, mantarst | miR156 SBP ailesi TF'ler vd.,(2010), Zhou vd.,
. . (2010), Li vd., (2011),
¢eltik, kavak patojen Xin vd., (2011), Xin
vd., (2011)
Kuraklik, ABA, MYB33 ve Reyes ve Chua (2007);
Arabidopsis, tuz, MiR159 MYB101, Frazier vd., (2011),
soya bakteriyel MYB33 ve Alonso-Peral vd.,
patojen MYB65 TF'ler (2012)
Kavak, musir, . Zhou vd., (2010), Li
celtik Kuraklik, tuz miR162 dcll vd., (2011)
Kavak Mekanik Stres miR164 NAC TF'ler Lu vd., (2005)
Liu vd., (2008), Zhou
Arabidonsi Tuz, soguk vd., (2008), Lv vd.,
rabidopsis, ’ ’ ) > (2010), Ding vd.,
Arpa, kuraklik, 1s1, HD-ZIP III TFler, (2009). Kantar ve.,

(2010), Xin vd.,

st bakteriyel homeobox genleri (2011). Li vd.,
patojen (2011), Zhang vd.,
(2011)

Kuraklik, tuz,
soguk, besin

Liu vd., (2008), Li vd.,
(2010), Lv vd., (2010),
Zhou vd.,

Arabldo?f.llf’ yoksunlugu, miR167 QEES \'I/'EIEZ'I (2010), Frazier vd.,
musr, gelti bakteriyel er (2011), Zhang vd.,
patojen Eggi;g, Sunkar Vd.,
Arabidopsis, Liu vd., (2008), Lu vd.,
celtik, kavak, K‘irall(‘hk’ Wz mir168 agol (2008). Zhou vd.,
bugday SOBUK, 181 (2010), Xin vd., (2011)

D1s cevresel streslere bitki adaptasyonunu gelistirerek (abiyotik streslere bitki toleransi
ve biyotik strese karsi bitki korunmasi) veya igsel iiriin potansiyelini artirarak (bitki
mimarisi modifikasyonu ve bitki gelisim degisimi) {irlin iyilestirmek i¢in kullanilan
miRNA’lar ve onlarin hedef potansiyelleri iizerine bazi bilgiler Cizelge 2.3.’de
verilmektedir (Zhou, 2013).
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Cizelge 2.3. Bitki gelistirilmesi i¢in miRNA hedeflerini manipiile eden 6rnekler (Zhou,

2013)
. . Gelismis
M'kr(.)RNA MikroRNA Ifade agronomik Bitki tiirleri Referans
hedefi stratejisi Lo
ozellik
3’UTR’s1z Kuraklik
NFYAS5 miR169 NFYAS asirt Lra Arabidopsis Li vd., (2008)
. . toleransi
ifadesi
3’UTR’s1z
GMNFYA3 | miR169 NFYAS agin | curaklik Soya, Nivd., (2013)
. . toleransi Arabidopsis
ifadesi
. . _ . Yang vd.,
PCF5 miR319 RNAI Soguk tolerans1 | Celtik (2013)
. . . . Yang vd.,
PCF8 miR319 RNAI Soguk tolerans1 | Celtik (2013)

2.6 Bitkilerde Kurakhga Tepkide Rol Alan miRNA’lar

miRNA arastirmalar iizerindeki son gelismeler, stres cevabi i¢in gerekli olan genlerin
transkripsiyon sonrasi diizenlenmesinde miRNA’larin hayati 6nemini ortaya koymustur
(Covarrubias ve Reyes, 2010). miRNA'lar ¢esitli stresler altinda farkli olarak
diizenlenirler. Baz1 miRNA'lar stres altinda az veya fazla ifade edilir ya da stres altinda
yeni miRNA’lar sentezlenir. Bitkilerde tanimlanmis ve karakterize edilmis ¢esitli biyotik
ve abiyotik stres diizenlenmis miRNA'lara bakildiginda, cogunlukla miRNA’lar abiyotik
stres yanitinda onemli rol oynayan c¢esitli transkripsiyon faktorleri ya da fonksiyonel

enzimleri kodlayan genleri hedef alirlar (Bej ve Basak, 2014).

Son yillarda yapilan c¢aligmalar, miRNA’larin genleri susturmasi vasitasiyla bitki
gelisiminin  kontroliinde gliglii ve beklenmedik rollere sahip olduklarini ortaya
koymustur. miRNA’lar yaprak olusumu, ¢icek farklilagmasi ve gelisimi, koklenme ve
kok gelisiminin saglanmasi, iletim demetlerinin gelisimi, vejetatif asamadan generatif
asamaya gecisin saglanmasi gibi bir ¢ok gelisim olayini diizenlemektedirler (Jones-
Rhoades vd., 2006; Chuck vd., 2009). Ayrica, miRNA’larin hormon sinyal iletiminde
(Liu ve Chen, 2009), cevresel strese tepkide ve patojenlere kars1 savunmada (Sunkar vd.,
2006) onemli role sahip olduklar1 kesfedilmistir. Bu diizenleyici miRNA’larin yukarida
belirtilen islevlerinin kesfedilmesi, bilim insanlarina miRNA’lar vasitasiyla baz1 genlerin
sessizlestirilmesi veya bazi genlerin ifadelerinin arttirilmasi fikrini uyandirmistir. Hedef

genlerin sessizlestirilmesi veya ifadelerinin artirtlmasi vasitasiyla istenilen tarimsal
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karakterlerin molekiiler olarak dogrudan diizenlenmesi ve bitki 1slahinda
uygulanabilmesi miimkiin olabilecektir. Ozetle, miRNA temelli molekiiler diizenleme
caligmalari, tarimsal iirlin veriminin artirilmasi ve kalitesinin yiikseltilmesi i¢in giiclii bir
potansiyele sahiptir. Bunlarin igerisinden bazilarinin abiyotik stresle iligkileri
belirlenmistir. Ornegin, kuraklik stresi kosullarinda miRNA’lardan biri olan miR169’un
ekspresyonu Arabidopsis'de azalmakta ve miR169’un hedefi olan ¢ekirdek faktorii YAS
(NFYAS5)’in ekspresyonu 6nemli 6l¢iide uyarilmaktadir (Li vd., 2008). Ayn1 ¢alismada,
nakavt yontemiyle sessizlestirilmis nfya5 bitkilerinde ve yiiksek diizeyde miR169a ifade
eden transgenik bitkilerde, yaprak su kaybmin arttii ve transgenik olmayan kontrol
bitkilerine gore kuraklik stresine karsi daha hassas olduklar1 gozlenmistir. Buna karsin
yiiksek NFYAS ifadesine sahip transgenik Arabidopsis bitkilerinde daha diisiik su kayb1
gbzlemlenmis ve bu transgenik bitkilerin kuraklik stresine yabani (transgenik olmayan)
bitkilere gore daha direngli olduklart tespit edilmistir (Li vd., 2008). Benzer sekilde,
miR169’un hedefi olan ve yeni karakterize edilmis soya fasulyesi GmNFYA3 geni
Arabidopsis’e aktarilmis ve transgenik Arabidopsis bitkilerinde su kaybi1 azalarak
kuraklik stresine tolerans artmistir (Ni vd., 2013). Fakat Arabidopsis’te GmNFYA3’iin
asir1 ifade edilmesi tuzluluk stresi ve digsaridan uygulanan ABA’ya kars1 duyarliligin
artmasina neden olmustur (Ni vd., 2013). Domateste (Solanum lycopersicum) yukarida
belirtilen bulgularin tersi gozlemler elde edilmistir. Kuraklik stresi kosullarinda
domateste miR169’un ekspresyonu Arabidopsis’tekinin aksine artmis ve onun hedefleri
olan NF-YA1/2/3 ve MRP1 genlerinin ekspresyonu azalmistir. Domates miR169¢’sinin
sirekli asir1 ifadesi stoma acikliklarinin, terleme oranmmin ve yaprak su kaybinin
azalmasia neden olmustur, bdylece yabani tip kontrol bitkileri ile karsilastirildiginda
transgenik bitkilerde kuraklik toleransi artmistir (Zhang vd., 2011). Transgenik domates
bitkileri tarla kosullar1 altinda gozle goriilebilir morfolojik ve gelisimsel degisim
gostermemistir. Bu durum, abiyotik strese toleransl bitkiler elde etmek icin miR169 veya
onun hedeflerinin potansiyel aday genler olabilecegini ortaya koymustur (Zhang vd.,
2011). miR169’un yiiksek diizeyde ekspresyonu domateste kuraklik stresine karsi
tolerans1 artirirken, Arabidopsis'te toleransi azaltmaktadir. Bu bulgulardan, ayni
miRNA’nin ayni kosullarda farkli bitki tiirlerinde degisik diizenleyici etkilerinin oldugu
sonucu ortaya ¢ikmaktadir. Bu nedenle, spesifik miRNA’larin diizenleyici etkilerinin her
bitki tiiriinde belirlenmesi gerekmekte ve bitki tiiriine gore miRNA temelli molekiiler
diizenleme stratejileri gelistirilmesi gerekmektedir. Arabidopsis'de (Liu vd., 2008; Sunkar
ve Zhu 2004), ¢eltikte (Lv vd., 2010) ve seker kamisinda (Thiebaut vd., 2011) miR319’un
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ifadesinin soguk stresi ile degisiklik gosterdigi belirtilmistir. Celtikte soguk stresine tepki
olarak miR319’un ifadesi azalmis OsPCF5, OsPCF6, OsPCF7, OsPCF8 ve OsTCP21
isimli hedef genlerinin ifadesi ise artmistir (Lv vd., 2010). Daha detayli transgenik
caligmalar, yiiksek diizeyde ifade edilen Osa-miR319 geninin iisiimeye alistirdiktan
(chilling acclimation) sonra (12 °C) ¢eltigin soguk stres toleransinin (4 °C) artmasina
neden oldugunu ortaya koymustur (Yang vd., 2013). Ancak, miR319 transgenik celtik
bitkileri siddetli gelisimsel gerileme gostermistir. miR319’un pleyiotropik etkisini
onlemek amaciyla miR319’un iki hedef geni olan OsPCF5 ve OsTCP21 i¢in iki RNAi
hatt1 gelistirilmistir. Bu RNA1 hatlari, tisiime alistirmasi (chilling acclimation) kosuluyla
yabani tip kontrollere gére hem daha iyi soguk toleransi géstermislerdir hem de fenotipik
olarak normal bir gelisme sergilemislerdir. Zhou vd., (2013), golf alanlarinda tercih
edilen bir ¢im tiirii olan Agrostis stolonifera’nin kurakliga ve tuzluluga toleransinin
miR319 araciligiyla diizenlenmesinin  arastirilmasina  yonelik  bir  aragtirma
yiirlitmiislerdir. Calisma sonucunda, c¢eltik miR319 geni (Osa-miR319) transfer edilmis
ve yliksek diizeyde miR319 ifadesi gerceklestiren transgenik A. stolonifera bitkilerinin
kurakliga ve tuzluluga toleransi artmistir. Bu tolerans artig1 yaprak mumsulugundaki artis,
su tutmadaki artis ve sodyum alimindaki azalma ile iligkilendirilmistir. Yapilan gen ifade
analizleri sonucunda, miR319’un dort adet tahmini hedef geninin (TCP-AsPCF5, TCP-
AsPCF6, TCP-AsPCF8 ve TCP-AsPCF14) ifadesi 6nemli 6l¢iide azalmis ve artan abiotik
stres toleransinin bu genlerin ifadesindeki azalisla iligkili olabilecegi belirtilmistir (Zhou
vd., 2013). Bununla birlikte, Osa-miR319’un ekspresyonunun artmasi yaprak boyutunda
artig, sapta genisleme, siirgiin sayisinda azalma gibi A. stolonifera bitkisinde istenmeyen
ozelliklerin ortaya ¢ikmasina neden olmustur. Bu sonuglar, bitkilerde abiyotik stres
toleransin1 artirmak i¢in bir bitkiden diger bitkilere miRNA DNA dizisinin
aktarilabilecegini ortaya koymustur. Bununla birlikte, miRNA ekspresyon
degisikliklerinin stres toleransi haricindeki diger karakterlere etkisine de dikkat edilmesi
gerekmektedir. Guan vd., (2013), 6zellikle tireme organlarinin korunmasi igin yeni bir
bitki termotolerans mekanizmasi kesfetmislerdir. Bu mekanizmada miRNA398’in ifadesi
artmakta, boylece miR398’in hedefi olan bakir/cinko siliperoksit dismutaz genlerinin
(CSD1 ve CSD2) ve CCS geninin (CSD1 ve CSD2 i¢in bakir saperonu kodlayan gen)
ifadesi azalmaktadir (Guan vd., 2013). Ayni c¢alismada csdl, csd2 ve ccs mutant
bitkilerinin, sicaklik transkripsiyon faktorii ile sicak sok proteini birikiminde artis ve
diisiik ciceklenme zararlanmasi gosteren yabani (mutant olmayan) bitkilere gore daha

fazla yiiksek sicaklik toleransi gosterdigi bulunmustur (Guan vd., 2013). Bu sonuglar,
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miR398 veya onun hedeflerinin molekiiler olarak diizenlenmesi vasitasiyla 6zellikle
ciceklenme donemi yiiksek sicakliklara denk gelen yazlik bitkilerin yiiksek sicakliga
toleransinin arttirilabilecegini diisiindiirmektedir. Oksidatif stres kosullarinda Cu/Zn
SOD ifadesi iizerine yapilan ayrintili ¢alisma, abiyotik stres sirasinda miRNA’larin
onemli rol oynadigini gdstererek, miR398 tarafindan transkripsiyon sonrasi kontrol
altinda oldugunu ortaya koymustur (Sunkar vd., 2006). miR398, Cu dengesi i¢in merkezi
bir diizenleyicidir, Cu toksisitesinde; miR398 nin azalan diizenlenmesi, ROS
detoksifikasyonu i¢in yiiksek CSDs ile sonug¢lanir, ayrica Cu eksikligi miR398
seviyelerini arttirir, bu durum, ROS detoksifikasyonunu devralan Fe (demir) Stiperoksit
dismutaz (FSD) artmasi ile birlikte ve fotosentez i¢in gerekli olan bir Cu-igeren protein
olan plastosiyanin (PC) dagitilan sinirli Cu miktar ile birlikte gézlemlenir (Beauclair

vd., 2010, Yamasaki vd., 2007).

miR398 den ayri olarak, diger birgok miRNA nin abiyotik stres tepkisinde dogrudan veya
dolayli olarak gerekli oldugu bulunmustur (Sunka ve Zhu, 2004;. Sunkar vd., 2007).
MYB transkripsiyon faktorlerini (MYB33, MYB65, MYB101 ve MYB104) hedef alan
miR 159 un, kuraklik kosullarinda stres hormonu ABA tarafindan uyarildig: bildirilmistir
(Reyes ve Chua, 2007).
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BOLUM III

MATERYAL VE METOD

3.1 Materyal

3.1.1 Bitki materyali ve stres uygulamasi

Denemede Desiree ve Russet Burbank olmak iizere iki farkli patates ¢esidi kullanilmistir.
Avrupa Patates Veribankasi (The European Cultivated Potato Database) kayitlarinda
Desiree’nin kuraga toleransi yiiksek ve ¢ok yiiksek, Russet Burbank’in kuraga toleransi
ise farkli iki kaynaga dayanarak hem diisiik hem de yiiksek olarak bildirilmektedir.
Patates cesitleri, Nigde Universitesi Tarimsal Genetik Miihendisligi Boliimii Patates Islah

Programi kapsamindaki koleksiyondan temin edilmistir.

Patates bitkileri sera kosullarinda yetistirilmistir. Dikim 6ncest biitiin saksilardaki toprak
nem seviyesi tarla kapasitesinde olacak sekilde ayarlanarak, patates yumrulart 2:1
oraninda torf ve perlit igeren 12 litre hacimli saksilara dikilmistir. Sera sicaklik kosullar
glindiiz 24 °C, gece 16 °C (12/12 saat giindiiz/gece) olacak sekilde ayarlanmistir. Bitkilere
stres uygulama donemine kadar, toprak tarla kapasitesini kaybetmeyecek sekilde %50
seyreltilmis Hoagland besin ¢ozeltisi ile sulama yapilmis ve ¢ikistan 45 giin sonra (Erken
yumru gelisim doneminde) bitkilere stres uygulamalart baslatilmistir. Bu donemde
bitkiler kontrol ve kuraklik stresi uygulamalar: sekilde 2 gruba ayrilip, kontrol bitkilerine
hicbir stres uygulamasi1 yapilmayip, yukarida belirtilen optimum kosullarda
yetistirilmistir. Kuraklik stresi uygulamasinda ise ¢ikistan sonraki 45. giinde (erken
yumru gelisim donemi) sulama kesilerek, 10 giin siireyle sulama yapilmamis ve 10. giinde
kuraklik uygulamasmin ve kontrol bitkilerinin yaprak¢ik hasatlart yapilmistir. Bir
bitkideki gelisimini tamamlamis en geng yapragin tepe yaprak¢igi RNA izolasyonu igin

hasat edilmistir.
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3.1.2 Hoagland cozeltisinin hazirlanmasi

Cozeltinin hazirlanmasi i¢in makroelement (Cizelge 3.1.) ve mikroelementler (Cizelge
3.2.) suda goziilerek, 20 litrelik karistm 10X olacak sekilde Cizelge 3.2.’de verilen
miktarlara gore hazirlanmistir. Hogland besin ¢ozeltisini hazirlamak igin gerekli stok

makro ve mikro besin element ¢ozeltileri otoklavlanarak +4 °C’de muhafaza edilmistir.

Cizelge 3.1. 1X Hoagland besin ¢ozeltisi igerigi

Elementler 1X i¢in hacim
1 M NH4NO3 (Amonyum nitrat) 5 ml/L

1 M KNO3s (Potasyum Nitrat) 5 ml/L

1 M KH2PO4 (MKP- Mono potasyum fosfat) | 1 ml/L

1 M CaCl2.2H,0 (Kalsiyum Klortir) 4 ml/L

1 M MgS0O4.7H20 (Magnezyum Siilfat) 2 ml/L
Soliisyon IIT 1 ml/L
Fe-EDTA 0.2 ml/L

pH 5.5

Cizelge 3.2. Hoagland besin ¢6zeltisinin hazirlanmasinda kullanilan Soliisyon III ierigi

Mikroelementler 1 Litre i¢in gerekli miktar
HBOs (Borik Asit) 2.86¢9

MnS04.H>0 (Mangan Siilfat ) 154 ¢

ZnS04.7H20 (Cinko Siilfat) 0.23g

CuS04.5H20 (Bakir Siilfat) 0.09¢

MoNa0O4.2H,0 (Sodyum Molibdat) 0.025¢

Cizelge 3.3. Hoagland besin ¢6zeltisinin hazirlanmasinda kullanilan Fe-EDTA igerigi

Igerik 1 Litre icin gerekli miktar
Na:EDTA.2H.0 (Sodyum 37.3¢

Etilendiamin Tetraasetik Asit)

FeCl.6H20 (Demir Kloriir) 26.74 g
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3.1.3 Fotosentez hizi

Kontrol ve stres uygulamalarinda fotosentez hizi dl¢iimleri ¢ikistan 45 giin sonra, 10 giin
sireyle 1., 3., 5., 7., 9. ve 10. giinde fotosentez cihazinin sabit 151k siddeti (1000
pmol/m?/sn), CO, miktar1 (400 pmol) ve hava akis1 (500 pmol/sn) kosullarinda tasinabilir
fotosentez sistemi (LI1-6400 XT Licor) kullamlarak yapilmistir. Olgiimler 4 tekerriirlii
olarak gerceklestirilmistir. Fotosentez oOl¢timleri her bir tekerriirde 2 bitkide ve her bir
bitkide en az 2 farkli yaprakgikta yapilmistir. Fotosentez 6l¢limii i¢in patates bitkilerinin

tisten ikinci veya ticiincii yapraklarinin tepe yaprakeiklar: kullanilmigtir.

3.1.4 Stoma iletkenligi

Kontrol ve stres uygulamalarinda stoma iletkenligi Ol¢timleri ¢ikistan 45 giin sonra, 10
giin stireyle 1., 3., 5., 7., 9. ve 10. giinde fotosentez cihazinin sabit 151k siddeti (1000
pmol/m2/sn), CO2 miktar1 (400 pmol) ve hava akisi (500 pmol/sn) kosullarinda
taginabilir fotosentez sistemi (LI-6400 XT Licor) kullamlarak yapilmistir. Olgiimler 4
tekerriirlii olarak gerceklestirilmistir. Stoma iletkenligi dlgtimleri her bir tekerriirden 2
bitkide ve her bir bitkide en az 2 farkli yaprakg¢ikta yapilmistir. Stoma iletkenligi 6l¢timi
icin patates bitkilerinin iisten ikinci veya liclincli yapraklarinin tepe yaprakciklar

kullanilmistir.

3.1.5 Terleme hizi

Kontrol ve stres uygulamalarinda terleme hiz1 6l¢iimleri ¢ikistan 45 giin sonra, 10 giin
stireyle 1., 3., 5., 7., 9. ve 10. giinde fotosentez cihazinin sabit 151k siddeti (1000
pmol/m2/sn), CO2 miktar1 (400 pmol) ve hava akist (500 pmol/sn) kosullarinda
taginabilir fotosentez sistemi (LI-6400 XT Licor) kullamlarak yapilmistir. Olgiimler 4
tekerriirlii olarak gerceklestirilmistir. Terleme hiz1 6l¢iimleri her bir tekerriirden 2 bitkide
ve her bir bitkide en az 2 farkli yaprakg¢ikta yapilmistir. Terleme hizi 6l¢iimil igin patates

bitkilerinin iisten ikinci veya ti¢ilincii yapraklariin tepe yaprakciklar: kullanilmagtir.
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3.1.6 Nispi su icerigi

Kontrol ve stres uygulamalarinda nispi su igerigi ¢ikistan 45 giin sonra, 10 giinliik siire
igcerisinde, 1., 3., 5., 9. ve 10. giinlerde iisten ikinci veya l¢ilincli yapraklarinin tepe
yaprakgiklarinda yapilmistir. Nispi su igerigi (RWC) dlgiimleri i¢in 4 tekerriirlii olarak
gerceklestirilmistir. Her bir tekerriirde iki bitkiden ve her bir bitkiden 1 adet gelisimini
tamamlamis yaprak Ornegi alinarak buz lizerine konulmustur. Hasat edilen yaprak
ornekleri hizli bir sekilde laboratuvara gotiiriilemiis ve hemen hassas terazi ile taze
agirh@ ol¢iilmiistiir. Taze yapraklar, saf su icerisinde en az 18 saat bekletilerek turgor
haline gelmeleri saglanmig ve ardindan yapraklarin turgor agirliklari 6l¢iilmiistiir. Turgor
agirlik Olglimiinden sonra yapraklar, mikrodalga firinda 5S00W giicte 10 dk siireyle
kurutulmus ve ardindan, yapraklarin tam olarak kurumasi saglamak i¢in 95 °C’de 2-3 saat
etlivde bekletilmis ve ardindan kuru agirliklart tartilmistir. Bu islemlerin ardindan

bitkilerin RWC degerleri Denklem 3.1°e gore hesaplanmustir.

RWC : [(Taze Agirhik—Kuru Agirlik) / (Turgor Agirlik—Kuru Agirlik)] x 100  (3.1)

3.1.7 Klorofil indeksi

Yaprak klorofil indeksi, kontrol ve stres uygulamalarinda ¢ikistan 45 giin sonra, 10 giin
stireyle, 1.,3.,5.,7.,9. ve 10. giinde Chlorophyll-Meter (Konica Minolta SPAD-502 Plus
Klorofilmetre) aleti kullanilarak 6lciilmiistiir. Olglimler 4 tekerriirlii olarak ve her
tekerriirde 4 bitkide gergeklestirilmistir. Yaprak klorofil indeksi 6l¢iimleri her bitkinin 3
farkli yaprakcigindan yapilmistir. Yaprak klorofil indeksi oOlglimleri igin patates

bitkilerinin iisten ikinci veya liglincili yapraklarinin tepe yaprakeiklar: kullanilmistir.

3.1.8 Bitki sicakhig

Bitki sicakligi, kontrol ve stres uygulamalarinda bitki sicakligi ¢ikistan 45 giin sonra, 10
giin siireyle, 1., 3., 5., 7., 9. ve 10. glinde kizilotesi termometre (IRT) aleti (MASTECH
BM380 Lazer Sicaklik Ol¢iim Cihaz1) kullamlarak &lgiilmiistiir. Olgiimler 4 tekerriirlii
olarak ve her tekerriirde 4 bitkide gergeklestirilmistir. Bitki sicakligi 6lglimleri patates

bitkilerinin Gst yapraklarinda yapilmustir.
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3.1.9 Prolin miktar tayini

Denemede cikistan sonraki 45. giinde (erken yumru gelisim donemi) kuraklik

uygulamasinda sulama kesilerek, 10 giin siireyle sulama yapilmamis ve 10. giinde

kuraklik uygulamasinin ve kontrol bitkilerinin yaprak¢ik hasatlar yapilmistir. Bir bitkide

gelisimini tamamlamis en geng yapragin tepe yaprake¢igi prolin miktar tayini i¢in hasat

edilmistir. Ornekler 4 tekerriirlii olarak ve her tekerriirde 4 bitkiden alinmustir. Yaprak

ornekleri sivi azot igerisinde havan ve havan kolu yardimiyla 6giitiilerek toz haline

getirilmis ve —80 °C’de muhafaza edilmistir. Prolin icerigi, Bates vd., (1973) tarafindan

gelistirilen yontemin modifiye edilmesi ile belirlenmistir.

Prolin miktar1 asagida belirtildigi sekilde gerceklestirilmistir.

1.

100 mg yaprak 6rnegi 2 ml %3’lik siilfosalisilik asit i¢inde 6giitiiliip vortekste

giiclii bir sekilde karistirilmistir.

Karigim 4 °C de, 10 000 x g giigte 10 dk santrifiij yapilarak ¢oktiiriilmiistiir.

0.2 ml iist faz ile taze hazirlanmis 0,2 ml ninhidrin ¢6zeltisi (1,25 g ninhidrin, 30
ml glacial asetik asit, 20 ml 6 M ortofosforik asit) ile karistirllmigtir. Karigim 3-4
defa ters diiz edilerek karigtirilmistr.

Karigim 90 °C’de 1 saat inkiibe edildikten sonra inkiibasyon siiresi sonunda
reaksiyon buzda sonlandirilmistir.

Her bir reaksiyon karisimina 1 ml toliin eklenip vortekste 15 sn. karistirilmastir.
Pembe hale gelen iist fazdan 1 ml alinip, kiivete eklendikten sonra, {izerine 2 ml
toliin eklenmistir.

20 dk karanlikta bekletildikten sonra toliin fazinin 6l¢timii spektrofotometrede
520 nm dalga boyunda yapilmistir. Kor olarak 3 ml toliin kullanilmistir. Prolin
konsantrasyonu, olusturulan standart egriden elde edilen formiile gore
hesaplanmistir. Standart grafigi ¢iziminde 0,375 pg/ul, 0,750 pg/ul, 1,500 pg/ul,
3,00 g/ul, 3,750 pg/ul, 5,625 pg/ul, 7,500 pg/ul, 11,250 pg/ul

konsantrasyonundaki degerler kullanilmistir.

3.1.10 Malondialdehit (MDA) 6l¢iimii

Denemede cikistan sonraki 45. giinde (erken yumru gelisim donemi) kuraklik

uygulamasinda sulama kesilerek, 10 giin siireyle sulama yapilmamis ve 10. giinde
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kuraklik uygulamasmin ve kontrol bitkilerinin yaprak¢ik hasatlari yapilmistir. Bir
bitkideki gelisimini tamamlamis en geng yapragin tepe yaprak¢igi malondialdehit (MDA)
6lciimii icin hasat edilmistir. Ornekler 4 tekerriirlii olarak ve her tekerriirde 4 bitkiden
alinmistir. Yaprak Ornekleri sivi azot igerisinde havan ve havan kolu yardimiyla
ogiitiilerek toz haline getirilmis ve —80 °C’de muhafaza edilmistir. Hem hiicre hem de
organel membranlarinda ROS seviyeleri esik degere ulastiginda meydana gelen lipid
peroksidasyonun, bir {iriinii olan malondialdehit (MDA) ad1 verilen bu maddenin miktar

tayini ile lipid peroksidasyonu derecesi Olgiilebilmektedir

MDA 6l¢iimiinde kullanilmak tizere, 100 ml, 1M KI 50 ml, 10 mM K-fosfat tamponu,
200 ml, % 0,1 TCA ¢ozeltisi, % 0,5 TBA ve % 20 TCA igeren ¢ozelti hazirlanmistir. %
0.5 TBA ve % 20 TCA igeren ¢ozeltisinin hazirlanmasi i¢in 10 g TCA ve 250 mg TBA
tartilarak 30 ml otoklavlanmig saf suda ¢oziilerek 50 ml toplam hacme tamamlanmustir.
10 mM potasyum fosfat tamponu i¢in 1M K2HPO4 (pH7.0) ve 1M K2HPO4 (pH 7.0)
cozeltileri gerekmektedir. 17,418 g KoHPO4 tartilarak, 100 ml saf suda ¢oziilmiistiir ve
13, 609 g KoHPO4 tartilarak 100 ml saf suda ¢oziilmiistiir. 1M KoHPO4’dan 61,5 ml ve
1M K>HPOg4’dan 38, 5 ml alinarak 100 mM 100ml potasyum fosfat tamponu (pH 7.0)
elde edilmistir. 10 mM potasyum fosfat tamponu kullanilmak iizere 100 mM dan
seyreltilmistir. Heath ve Packer (1968) yontemine gore yapilan analizde asagida verilen
basamaklar takip edilmistir.

1. 100 mg bitki 6rnegi tartilir ve %0.1 lik 5 ml (w/v) TCA soliisyonu igerisinde

parcalanmustir.
2. Daha sonra bu 6rnek 10 000 x g de 20 dk santrifiij edilmistir.
3. Elde edilen iist fazdan 1 ml alinarak ve iizerine %0,5 (w/v) TBA igeren %20lik

(w/v) TCA ¢ozeltisinden 2 ml eklenmistir

4. Karisim kaynayan suda 30 dk inkiibe edildikten sonra reaksiyonu durdurmak i¢in
tiipler buz icerisinde bekletilmistir.

5. Daha sonra 6rnekler 10 000 x g de 5 dk santrifiij edildikten sonra iist fazin
absorbansi 532 nm de ve 600 nm de okunmustur. Kor olarak, 3 ml %0.5TBA
igeren %20lik TCA ¢ozeltisi kor olarak kullanilmistir.

6. MDA miktar;, 155 mM™cm™ seyreltme katsay1 degeri kullanilarak asagida
verilen formiile gore hesaplanmistir.

MDA (umol/g FW) = [(A532-A600)/155]x103 xSeyreltme faktrii (df)
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3.1.11 Yaprakta hidrojen peroksit miktar tayini

Denemede cikistan sonraki 45. giinde (erken yumru gelisim donemi) kuraklik
uygulamasinda sulama kesilerek, 10 giin siireyle sulama yapilmamis ve 10. giinde
kuraklik uygulamasmin ve kontrol bitkilerinin yaprak¢ik hasatlari yapilmistir. Bir
bitkideki gelisimini tamamlamis en geng yapragin tepe yaprakcigi yaprakta H>O»
miktarini belirlemek icin hasat edilmistir. Ornekler 4 tekerriirlii olarak ve her tekerriirde
4 Dbitkiden alimmustir. Yaprak ornekleri sivi azot igerisinde havan ve havan kolu
yardimiyla ogiitlilerek toz haline getirilmis ve -80 °C’de muhafaza edilmistir. Serbest
oksijen radikallerinden biri olan hidrojen peroksidin (H202) kurak kosullarda patates
bitkilerindeki degisimini belirlemek icin yapraktaki H2O; konsantrasyonu 6l¢iilmiistiir.

Yapraklardaki H2O; konsantrasyonu Loreto ve Velikova (2001)’e gore belirlenmistir.

Yaprakta hidrojen peroksit miktar tayininde kullanilmak iizere, 100 ml 1M KI, 50 ml 10
MM K-fosfat tamponu, 200 ml %0,1 TCA ¢ozeltisi, % 0,5 TBA ve % 20 TCA igeren
¢ozelti hazirlanmigtir. %0,5 TBA ve % 20 TCA igeren ¢ozeltisinin hazirlanmasi i¢in 10g
TCA ve 250mg TBA tartilarak 30 ml otoklavlanmis saf suda ¢oziilerek 50 ml toplam
hacme tamamlanmistir. 10 mM potasyum fosfat tamponu i¢in 1M KoHPO4 (pH7.0) ve
1M K2HPOg4 (pH 7.0) ¢ozeltileri gerekmektedir. 17,418 g KoHPOj4 tartilarak, 100 ml saf
suda ¢oziilmistiir ve 13,609 g KoHPO4 tartilarak 100 ml saf suda ¢oziilmiistir. 1M
K2HPO4’dan 61,5 ml ve 1M KoHPO-dan 38, 5 ml alinarak 100 mM 100ml potasyum
fosfat tamponu (pH 7.0) elde edilmistir. 10 mM potasyum fosfat tamponu kullanilmak

tizere 100 mM’dan seyreltilmistir.

Yaprakta hidrojen peroksit miktar tayini agagida belirtildigi sekilde gergeklestirilmistir.

1. 100 mg yaprak ornekleri 4 ‘C’de 5 ml %0,1 trikloroasetik asit (TCA) (w/v)
icerisinde homojenize edilmistir.

2. Homojenat +4°C’de 10 000 x g giicte 10 dk santrifiij yapilarak ¢oktiiriilmiistiir

3. Daha sonra, 0,75 ml iistfaz, 0,75 ml 10 mM K-fosfat tamponu (pH 7.0) ve 1,5 ml
IM KI karigtirilmastir.

4. Her bir 6rnege ait karisimdaki H2O> konsantrasyonuna ait absorbans degerleri
390 nm dalga boyunda 6l¢iilmiistiir. Kor olarak 1,5 ml 1M K1, 0,75 ml 10 mM K-
fosfat tamponu (pH 7.0), 0,75 ml 0,1% trikloroasetik asir (TCA) (w/v)

kullanilmistir.
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Absorbans degerleri standart kalibrasyon egrisinden elde edilen formiilde yerlerine
konularak konsantrasyon hesaplanamistir HO, standart egrisi 10-100 nmol
konsantrasyon araliginda c¢ozeltilerin hazirlanip apsorbans degerlerinin Ol¢iilmesi
sonucunda bulunmustur. Standart grafigi ¢izilmesi i¢in, 10 nmol, 20 nmol, 30 nmol, 40
nmol, 50 nmol, 60 nmol, 70 nmol, 80 nmol, 90 nmol, 100 nmol konsantrasyondaki

absorbans degerleri kullanilmistir.

3.1.12 Yumru sayisi

Kontrol ve stres uygulamalarinda 4 tekerriirlii olarak yetistirilen Desiree ve Russet
Burbank cesitleri 85. giinde hasat edilmistir ve her bir saksiya ait yumrular sayilmistir.

Her tekerriirdeki bitkilerin ortalama yumru sayis1 hesaplanmistir.

3.1.13 Tek yumru agirhg

Kontrol ve stres uygulamalarinda 4 tekerriirlii olarak yetistirilen Desiree ve Russet
Burbank cesitleri 85. giinde hasat edilmistir. Her bir tekerriirdeki her bitkiye ait
yumrularin toplam agirhigi tartilmis ve toplam yumru sayisina boliinerek tek yumru

agirhigr hesaplanmistir.

3.1.14 Bitki basina yumru verimi

Kontrol ve stres uygulamalarinda 4 tekerriirlii olarak yetistirilen Desiree ve Russet
Burbank cesitleri 85. giinde hasat edilmistir. Her bir tekerriirdeki her bitkiye ait
yumrularin toplam agirhi@ tartilmistir. Her tekerriiriin bitki basina yumru verimi

ortalamasi hesaplanmustir.

3.1.15 Toplam RNA izolasyonu

miRNA ve hedef genlerinin ifade analizleri i¢in kontrol ve stres uygulamalarindan elde
edilen yapraklardan ilk olarak toplam RNA izolasyonu yapilmistir. Toplam RNA
izolasyonu i¢in Qiagen RNeasy Plant Mini Kit isimli ticari kit kullanilmigtir. Havan ve

havan kollart ise 300 °C’de gece boyu bekletilmistir. RNA izolasyonu i¢in RNaz ve DNaz
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ari filtreli pipet uclar1 kullanilmigtir. RNA izolasyonunda kullanilan pipetler ve RNA

izolasyonun yapildig1 tezgahin tizeri, RNaz bulagsmasini engellemek i¢in %30°luk H202

ile temizlenmistir. RNA izolasyonu asamasinda ortama RNaz bulagsmasini énlemek i¢in

denemede kullanilan biitiin plastik malzemeler ile gerekli tiim ¢ozeltiler, RNaz

aktivitesini engelleyen dietilpirokarbonat (DEPC) ile muamele edilmistir. DEPC

muamelesine ilave olarak malzemeler, 121 °C’de 15 dk otoklav yapilarak sterilize

edilmistir.

RNA izolasyonu agagida belirtildigi sekilde gergeklestirilmistir.

1.

10.

Yaprak ornekleri s1vi azot igerisinde havanda toz haline getirilmistir. Toz haline
getirilen 6rnekten 100 mg tartilmastir.

Tartilan 6rnek iizerine 450 pl buffer RLT eklenerek, vorteks yapilmistir. Tiipler
56 C’de 1 ile 3 dk arasi inkiibasyona birakilmistir.

Karigim 2’ml lik homojenizasyon kolonlarina (QIAshredder) transfer edilmis ve
2 dk 13,400 (rpm) devirde santrifiij yapilarak karisim homojen hale getirilmistir.
Dikkatli bir sekilde yaklasik 450 ul lik siipernatant kisim RNase-free 1.5-mL yeni
mikrosantrifiij tiiplere aktarilmistir.

Karigima 225 pl etanol (hacmin yarisi kadar) eklenmis, pipetaj yardimi ile
karistirllmistir. Bu kisimda santrifiij yapilmamistir.

Karigim, 2 ml' lik RNA tutucu kolonlara (RNeasy mini column) aktarilmas,
10.000 (rpm) devirde 15 saniye santrifiij yapilarak RNA kolono tutturulmus ve
alta gecen s1vi kisim atilmistir.

Kolonu temizlemek i¢in kolona 700 pl RW1 yikama tamponu eklenmis ve
>10.000 (rpm) devirde 15 saniye santrifiij yapilarak, alta gegen sivi kisim
atilmistir.

RNeasy mini spin kolon yeni bir toplama tiipiine aktarilmis ve kolona 500 pl
RPE yikama tamponu eklenerek, >10.000 (rpm) devirde 15 saniye santrifiij
yapilarak, kolon yikanmis ve toplama tiipiinde toplanan sivist atilmistir.

RNA tutucu kolona tekrar 500 pul RPE tamponu eklenmis, 2 dk >10.000 (rpm)
devirde santrifiij yapilarak kolonun son yikamasi gerceklestirilmistir. Toplama
tiipti, igerisindeki s1vi ile birlikte atilmistir.

Kolondaki etanol kalintisin1 uzaklagtirmak i¢in kolon teni bir santrifiij tiipiine

yerlestirilmis ve 1 dk 14.000 (rpm) devirde tekrar santriifiij yapilmistir.
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11. Temizlenen kolon 1,5 ml'lik yeni bir RNaz’dan ari tlipe yerlestirilmis ve
kolondaki RNA’y1 ¢6zmek i¢in kolona 50 pl RNaz’dan ari su eklenmis ve 1 dk
>10.000 devirde santrifiij yapilmstir.

12. Ornekler -20 °C de saklanmustir.

Orneklerin toplam RNA konsantrasyonlar1 ve safligi spektrofotometrik yontemle
BioSpec UV-Vis spektrofotometre cihazi (SHIMADZU) kullanilarak belirlenmistir.
Olgiimlerden 6nce, kor olarak RNase’dan arindirilmis 2 pl su kullanilmistir. izole edilen
RNA 6rneklerinin saglamligi agaroz jel analizi ile kontrol edilmistir. Ornekler, 0.5x TBE
kullanilarak hazirlanan %1.5 konsantrasyonundaki agaroz jelde (7V/cm) 50 dk
kosturulmustur ve boylece izolasyonun basarili yapilip yapilmadigi kontrol edilmistir.
Agaroz jel analizinde kullanmak amaciyla ilk olarak, 108 g Tris base, 27,5 g Borik asit,
20 ml 0,5 M EDTA (pH 8.0) igeren stok 5X TBE tamponu hazirlanmis ve jel analizinde
5X TBE tamponu, 0.5X’e seyreltilmistir.

3.1.16 Toplam RNA saflastirmasi

Toplam RNA’dan DNA bulagmasint uzaklagtirmak i¢in genomik DNA eleminasyon
kolono iceren RNeasy Plus Mini Kit (Qiagen) isimli ticari kit kullanilmistir. RNA
saflastirma islemi asagida agiklanan sekilde yapilmistir.

1. RNA izoasyonunda sonra elde edilen Ornekler iizerine 250 pl buffer RLT
eklenerek, pipetleme yapilmstir.

2. Karistm gDNA eliminasyon kolonuna transfer edilmis ve 30 s 13,400 (rpm)
devirde santrifiij yapilmistir. gDNA eleminasyon kolonu atilmistir.

3. Toplama tiipiine gecen RNA 0Ornegi iizerine 350 pl 70% etanol eklenmis ve
pipetleme yapilmistir. Bu kisimda santrifiij yapilmamustir.

4. Karisim 2 ml toplama tiipii igerisindeki RNA tutucu kolona (RNeasy mini
column) aktarilmig, >10.000 (rpm) devirde 15 saniye santrifiij yapilarak RNA
kolona tutturulmus ve alttaki s1v1 kisim dokiilmiistiir.

5. Kolonu temizlemek i¢in kolona 700 pul RW1 yikama tamponu eklenmis ve
>10.000 (rpm) devirde 15 saniye santrifiij yapilarak, alta gegen sivi kisim

atilmistir.
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6. RNeasy mini spin kolon yeni bir toplama tiipiine aktarilmis ve kolona 500 pl RPE
yikama tamponu eklenerek, >10.000 (rpm) devirde 15 saniye santrifiij yapilarak,
kolon yikanmig ve toplama tiipiinde toplanan sivi atilmistir.

7. RNA tutucu kolona tekrar 500 ul RPE tamponu eklenmis, 2 dk >10.000 (rpm)
devirde santrifiij yapilarak kolonun son yikamasi ger¢eklestirilmistir. Toplama
tiipii, icerisindeki sivi ile birlikte atilmistir.

8. Kolondaki etanol kalintisin1 uzaklagtirmak i¢in kolon teni bir santrifiij tiipline
yerlestirilmis ve 1 dk 14.000 (rpm) devirde tekrar santriifiij yapilmistir.

9. Temizlenen kolon 1,5 ml'lik yeni bir RNaz’dan ari tiipe yerlestirilmis ve
kolondaki RNA’y1 ¢6zmek i¢in kolona 50 pl RNaz’dan ari su eklenmis ve 1 dk
>10.000 devirde santrifiij yapilmstir.

10. Ornekler -20 °C de saklanmistir.

Orneklerin toplam RNA konsantrasyonlar1 ve safligi spektrofotometrik ydntemle
BioSpec UV-Vis spektrofotometre cihazi (SHIMADZU) kullanilarak belirlenmistir.
Olgiimlerden dnce, kor olarak RNaz’dan arindirilmis 2 pl su kullanilmustir. Izole edilen
RNA orneklerinin saglamligi ve DNA bulasig1 olup olmadigi, agaroz jel analizi ile
kontrol edilmistir. Ornekler, 0.5x TBE kullanilarak hazirlanan %1.5 agaroz jelde
(70V/cm) 50 dk kosturulmustur ve boylece saflagtirmanin basarili yapilip yapilmadigi
kontrol edilmistir. Agaroz jel analizinde kullanmak amaciyla ilk olarak, 108 g Tris base,
27,5 g Borik asit, 20 m1 0,5 M EDTA (pH 8.0) i¢eren stok 5X TBE tamponu hazirlanmis
ve jel analizinde 5X TBE tamponu, 0.5X’e seyreltilmistir.

3.1.17 cDNA sentezi

3.1.17.1 miRNA’dan ¢cDNA sentezi

Tez kapsaminda incelenen miRNA ve hedef genlerine ait bilgiler Cizelge 3.4.’de
verilmistir. miRNA ve hedef gen transkriptlerin kuraklik stresi kosullarindaki ifade
diizeylerinin belirlenmesi amaciyla hassasiyeti yiiksek olan qRT-PCR yontemi
kullanilmistir. Bu amagla uygun kitler kullanilarak once sap-ilmek (stem-loop)
yontemiyle miRNA’larin cDNA sentezi gergeklestirilmis ve ardindan qRT-PCR analizi
yapilmistir. cDNA sentezi i¢in her bir miRNA’ya 6zgii sap-ilmek primer (Sekil 3.1.)

tasarlanmistir (Kramer, 2011).
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Cizelge 3.4. Incelenen miRNA dizileri, hedef genleri, hedef gen aksesyon numaralari

miRNA | . N Hedef
MiRNA dizisi Hedef Gen numarasi Kaynak
adi Gen
stu- L-askorbat Zhang vd.,
miR398a UAUGUUCUCAGGUCGCCCCUG oksidaz XM_006356302 2013
Hedef gen
olabilecegi tez
Superoksit kapsaminda
stu- h _ | PGSC0003DMT400027651(UniPort), | yapilan
mir3gga | VAUGUUCUCAGGUCGCLCCUG g'rf]m“taz[cu XM_006342669.1 (NCBI) biyoinformatik
analizler
sonucunda
Ongorilmiistiir.
Superoksit .
stu- - _ | PGSC0003DMT400027651(UniPort), | Zhang vd.,
MiR398b GAGUGUGCCUUAGAACACAGGU gls]mutaz[Cu XM_006342669.1 (NCBI) 2013
Hedef gen
olabilecegi tez
kapsaminda
stu- L-askorbat yapilan
MiR398b GAGUGUGCCUUAGAACACAGGU oksidaz XM_006356302 biyoinformatik
analizler
sonucunda
Ongoriilmiistiir.
stu- Superoksit
miR156a UGACAGAAAGAGAAGUGAGCAC | dismutaz[Cu- | AU279098, XM_006342669.1 Xie vd., 2011
Zn]
Superoksit .
. - PGSC0003DMT400013447 Lakhotia vd.,
miR224 AGGCUUAGAUAUGACAUAGGG ?II:SeTUtaZ (UniPort), XM_006358116.1 (NCBI) | 2014.
stu- Superoksit Zhang vd
- AGGCTTAGATATGACATAGGGC | dismutaz CV302935.1, XM_006358116.1 gva.
miR742 [Fe] 2014,
RT primer
miRNA P
L1 L
Step 1:

Stem-loop RT

4IIIIIIIIIIIIIIIIIIII

cDNA

Step 2:

Real-time PCR

\ Forward primer

>

—

Reverse
primer

Sekil 3.1. Sap-ilmek primeri tasarlama asamalar1 semast (Kramer, 2011)
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miRNA i¢in qRT-PCR primeri tasarlama basamaklari:

1. ilgili miRNA’nin olgun dizisi alinir.

2. sap ilmek primeri i¢in, olgun miRNA dizisinin 3’ ucundan son 6 baz uzunlugundaki
dizinin ters tamamlayicisi alinir.

3. Chen vd., (2005) tarafindan belirlenen 44 baz uzunlugundaki sap ilmek dizisinin 3’
ucuna eklenir. miRNA’dan cDNA yapmak i¢in bu tasarlanan sap ilmek primeri kullanilir
(Sekil 3.1.).

4. qRT-PCR analizinde miRNA’dan elde edilen cDNA’y1 ¢ogaltmak igin ileri primer
tasarlanir. Ileri primer igin olgun miRNA’nin, 5’ ucundan 12-17 baz uzunlugu segilir,
erime sicakliginin yaklasik 60 °C yapmak i¢in, se¢ilen yaklasik 12-17 baz uzunlugundaki
dizinin 5> wucuna tercihe gore 3-6 baz wuzunlugunda bir dizi eklenir ve
http:www.idtdna.com/analyzer/Applications/OligoAnalyzer programinda erime sicakligi
hesaplanir.

5. Geri primer evrenseldir. Sap ilmek primeri dizisi kullanilarak tasarlanmistir. Geri
primer dizi “5'-CCA GTG CAG GGT CCG AGG TA-3" seklinde verilmistir (Kramer,
2011).

miRNA’dan cDNA sentezi i¢in Revers transkripsiyon kiti (Thermo Scientific RevertAid
H Minus First Strand cDNA Synthesis Kit) kullanilmistir. Kurak ve kontrol kosullarinda
Desiree ve Russet Burbank gesitlerinden saf olarak elde edilen toplam RNA’larin kalip
olarak kullanilmasiyla tez kapsaminda incelenen miRNA’lardan, miRNA’ya 6zgii sap-

ilmek (stem-loop/SL) primerleri (Cizelge 3.5.) kullanilarak cDNA sentezi yapilmustir.

Cizelge 3.5. miRNA’dan cDNA sentezi i¢in kullanilan sap ilmek primerleri

Primer adi | miRNA’ya 6zgii sap-ilmek (stem-loop/SL) primeri

f;:a'n”:ilig’gfa—“ 5"- GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACCAGGGG 3
?;f‘;;“ilsggfb—s'- 5. GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACAGGGGT -3
?:EénTiEgS)Ga'SL 5 GTC GTA TCC AGT GCA GGG TCC GAG GTA TTC GCA CTG GAT ACG AC GTGCTC -3’
gtigﬁzéaz; 5 GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACCCCTAT -3°
g‘tj‘;n“ilsgg)z—& 5"- GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACGCCCTA -3°
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Cizelge 3.6. Sap-ilmek primeri ile miRNA’dan cDNA sentezi reaksiyon igerigi

1. Reaksiyon Miktar (ul | Konsantrasyon
RNA (100 ng/ul) 9.5 950 ng
miRNA’ya 6zgii sap-ilmek primer (5uM) 3 0.75 uM

5X reaksiyon buffer 4 1X

RiboLock RNase inhibitorii 0.5 20U

dNTP (her biri 10 mM) 2 1 mM

Revert Aid Reverse Transcriptase (Ters

Transkriptaz) (200U) ! 200U

Toplam hacim 20

Reaksiyon karisimi (Cizelge 3.6.) 42 °C de 60 dk ve sonrasinda reaksiyonun
sonlandirilmasi i¢in 70 °C de 10 dk inkiibe edilerek cDNA sentezi gergeklestirilmistir.

3.1.17.2 mRNA’dan cDNA sentezi

Toplam mRNA’dan cDNA sentezi igin Revers transkripsiyon kiti (Invitrogen SuperScript
VILO cDNA Synthesis Kit) kullanilmistir. Kurak ve kontrol kosullarinda Desiree ve
Russet Burbank cesitlerinden saf olarak elde edilen toplam RNA’larin kalip olarak

kullanilmasiyla mRNA’lardan cDNA sentezi yapilmistir.

Cizelge 3.7. Tek zincirli cDNA sentezi reaksiyon igerigi

Icerik Miktar
5X VILO™ Reaksiyon kagirimi 10 pl
10X SuperScript® Enzim karigimi S5ul
RNA (100 ng/ul) 25ul
DEPC’li su 10
Toplam hacim 50 ul

Hazirlanan reaksiyon karisimi (Cizelge 3.7.), 25°C’de 10 dk, 42°C’de 60 dk ve
sonrasinda reaksiyonun sonlandirilmasi i¢in 85 °C de 5 dk inkiibe edilerek cDNA sentezi
gerceklestirilmistir.

Toplam mRNA’dan elde edilen cDNA ornekleri, Cu/Zn siiperoksidaz dismutaz (Cu/Zn
SOD), Fe siiperoksidaz dismutaz (Fe SOD), L-askorbat oksidaz, ve Piyrolin-5-
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karboksilat sentaz (Pyrroline-5-carboxylate synthase; P5CS) genlerinin ifade analizinde

kullanilmistir.

3.1.18 ¢cDNA sentezi dogrulanmasi

3.1.18.1 miRNA’dan elde edilen cDNA’larin standard PCR ile dogrulanmasi

miRNA’dan ¢cDNA sentezinin gergeklesip gerceklesmedigi standard PCR ile test

edilmistir. miRNA’lardan elde edilen ¢cDNA’larin dogrulanmasi analizinde, incelenen

miRNA’ya 6zgii ileri primer ve sap-ilmege 6zgii evrensel primer dizileri Cizelge 3.8.’de

listelenmistir. Bu primerler ayn1 zamanda qRT-PCR ¢alismalarinda kullanilmistir.

Cizelge 3.8. miRNA’ya 6zel ileri primerler ve sap-ilmege 6zgii evrensel primer

ileri ve Geri Primerler

Primer dizileri

miRNA evrensel

5'-CCA GTG CAG GGT CCG AGG TA-3'

stu-miR398a_Forward

-GCATAT GTT CTC AGG TCG CC -3

stu-miR398b_Forward

-CGCATTGTGTTCTCAGGG TC-3'

stu-miR156a_Forward

- CAC GCATGA CAG AAAGAG AAGTG -3

stu-miR742_Forward

- CAC GCA AGG CTT AGATAT GACA -3

miR224_Forward

alalulala

- GCA AGG CTT AGA TAT GAC ATA GGG -3

cDNA dogrulama ¢alismalarinda kullanilan PCR igerigi ve sicaklik dongiisii kosullari

sirasiyla Cizelge 3.9.’da ve Cizelge 3.10.’da verilmistir.

Cizelge 3.9. miRNA’dan yapilan cDNA sentezinin dogrulamasi i¢in kullanilan standard

PCR’m igerigi

Standard-PCR igerigi Miktar Son Konsantrasyon
cDNA (1:10) 1ul

10X buffer 2 ul 1X

dNTP (her biri 25 mM) 0.16 pul 0.2 uM

MgCl, (25 mM) 1.2 pl 0.2 uM

F primer (5uM) (gene 6zgii) 2 ul 0.5 uM

R primer (5uM) (evrensel) 2 ul 0.5 uM

Taq DNA polymerase 5u/ul 0.2 ul 0.5 u/pl

dH20 11.44 ul

Toplam hacim 20 pl
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Cizelge 3.10. miRNA'dan yapilan cDNA sentezinin dogrulanmasi i¢in kullanilan
PCR’1n sicaklik dongiisii

Basamak islev Sicaklik (°C) (SS‘;Zk:Sﬂ) Tekrar
1 Taq Polimeraz aktiflestirme |94 0:2:0 lyok

2 IDNA denatiirasyonu 94 0:1:0

3 Primer baglama 60 0:0:30

4 SYBR Green sinyal taramasi

5 Yeni DNA zincir sentezi 72 0:0:30

6 Geri Don 2. Basamak 30

7 S;:Iril:iegnm (melting curve) 70°C’den 99°C’ye, 1.0°C aralikla | 0:0:5 lyok

Standard PCR deneme iirtinleri, %2 agaroz jelde, (7V/cm) 50 dk kosturularak analiz

edilmistir.

3.1.18.2 mRNA’dan elde edilen cDNA’larin standart PCR ile dogrulamasi

Kalip olarak mRNA’nin kullanildigi cDNA sentezi, ef7a primerleri kullanilarak standart-
PCR ile dogrulanmistir. mRNA’dan elde edilen cDNA’larin standart PCR dogrulama
calismalarinda kullanilan PCR igeri ve sicaklik dongiisi kosullart sirasityla Cizelge

3.11.’de ve Cizelge 3.12.’de reaksiyon miktarlar1 verilmistir.

Cizelge 3.11. mRNA’dan elde edilen cDNA ve hedef gen primerleri ile standard PCR
dogrulamasi reaksiyon igerigi

Standard-PCR igerigi Miktar Son Konsantrasyon
cDNA (1:10) 1l

10X buffer 2 ul 1X

dNTP (her biri 25 mM) 0.16 ul 0.2 uM

MgCl2 (25 mM) 1.2 ul 0.2 uM

F primer (5uM) (gene 6zgii) | 2 pl 0.5 uM

R primer (5uM) (gene 6zgii) | 2 pl 0.5 uM

Taq DNA polymerase 5u/ul 0.2 ul 0.5 u/ul

dH-0 11.44 pul

Toplam hacim 20 pl
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Cizelge 3.12. mRNA’dan elde edilen cDNA ve hedef gen primerleri ile standard PCR
dogrulamasi sicaklik dongiisii

Basamak islev Sicaklik (°C) Siire (sa:dk:sn)  [Tekrar
1 Taq Polimeraz aktiflestirme [94.00 0:2:0 yok

2 DNA denatiirasyonu 94.00 0:1:0

3 Primer baglama 60.00 0:0:30

4 SYBR Green sinyal taramasi

> Yeni DNA zincir sentezi 72.00 0:0:30

6 Geri Don 2. Basamak 30

U Erime egrisi analizi Z?:lilien 99°Cye, 1.0°C 0:0:5 yok

Standard PCR deneme sonuglari, %2 konsantrsyonundaki agaroz jelde 3 ul (BioLabs, 50
bp DNA Ladder, #N3236S) marker yiiklenerek, (7V/cm) 50 dk kosturulmustur.

3.1.19 Gerg¢ek zamanh kantitatif PCR (qRT-PCR)

miRNA ve hedef genlerinin kuraklik stresine bagli ekspresyonlarini belirlemek amaciyla,
kontrol ve kuraklik stresi uygulamalarinda qRT-PCR analizleri yapilmistir. Hedef
genlerin gRT-PCR analizinde kullanilacak primerler Cizelge 3.13.’de belirtilen kosullar
dogrultusunda Primer 3 yazilimi kullanilarak tasarlanmistir, Tasarlanan primerler igin
http://www.idtdna.com/calc/analyzer yaziliminda homodimer ve heterodimer analizleri
yapilmis ve bu analizler sonucu delta G degeri -9’dan biiyiikk olanlar qRT-PCR
denmelerinde kullanilmistir. gRT-PCR analizlerinde kullanilan hedef gen primerleri ve
miRNA primerleri sirasiyla Cizelge 3.14. ve Cizelge 3.15.’de listelenmistir. Optimum
gRT-PCR kosullarii belirlemek amaciyla farkli qRT-PCR kosullar1 denenmistir. Bu
denemelerde uygun cDNA miktarini, uygun primer miktarini ve uygun baglanma
sicakligini belirlenmeye yonelik calismalar yapilmistir. Bu 6n ¢aligmalar sonucunda,
Cizelge 3.16. ve Cizelge 3.17.de belirtilen reaksiyon igerikleri ve sicaklik dongiisii

kosullar1 olusturulmustur.
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Cizelge 3.13. Hedef gen primerleri tasarlama kosullar

Ozellik Minimum Optimum maksimum
Uriin biiyiikliigii 100 bp 150 bp 200 bp
Geri doniis numarasi | 4

Primer biiyiikligii 18 bp 20 bp 25 bp
Primer Tm 57 °C 60 °C 63 °C

Uriin Tm 72 °C 85 °C 90 °C
Primer GC igerigi % 45 % 50 % 55

Cizelge 3.14. Hedef gen primerleri

Hedef gen ileri ve geri primerleri | Hedef gen primer dizileri

efl-alpha Forward 5’- ATTGGAAACGGATATGCTCCA-3’

efl-alpha Reverse 3’- TCCTTACCTGAACGCCTGTCA-3’

St L-ascorbate oxidase Forward | 5°- CCCTATGGATGGACAGCACT -3’

St L-ascorbate oxidase Reverse 5’- GATGAACACCCTCAGCCAAT -3’

St Fe SOD Forward 5’- TTTGGGATTACTCGCCACTC -3’
St Fe SOD Reverse 5’- TCACTGCCTCCCATGATACA -3’
St P5CS Forward 5’- CGCTTCTCGTTCATGAGGAT -3’
St P5CS_Reverse 5’- AGCTTGCTTTAGGTCCACCA -3’
St Cu/Zn SOD Forward 5’- CTCCAGGGTTAATTGCTCCT -3’
St Cu/Zn SOD _Reverse 5’- GCCCGCATTTCTTTTATGGT -3’

Cizelge 3.15. miRNA’ya 6zel ileri primerler ve sap-ilmege 6zgili evrensel primeri

ileri ve Geri Primerler Primer dizileri
miRNA evrensel 5'-CCA GTG CAG GGT CCG AGG TA-3’
stu-miR398a_Forward 5-GCATAT GTT CTC AGG TCG CC -3'

stu-miR398b_Forward -CGCATTGTGTTCTCAGGG TC-3'

stu-miR156a_Forward - CAC GCATGA CAG AAAGAG AAG TG -3

5

5
stu-miR742_Forward 5-CAC GCA AGG CTT AGATAT GACA -3
miR224_Forward 5- GCA AGG CTT AGA TAT GAC ATA GGG -3
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Cizelge 3.16. gRT-PCR igerigi

RT-PCR icerigi Miktar (ul)
Total Mix (2X) (Qiagen) 5.0
F Primer (2 uM) 0.4
R Primer (2 uM) (miRNA evrensel primeri) | 0.4
Ultra saf su 1.7
cDNA* (1:200) veya (1:100) 2.5

*stu-miR398a, stu-miR398b, miR224, St L-ascorbat oksidaz, St Fe SOD, St P5CS, St Cu/Zn SOD ig¢in
1:200, stu-miR156a, stu-miR742 i¢in 1:100 oranminda seyreltilmis cDNA’lar kullanilmustir.

Cizelge 3.17. gRT-PCR sicaklik dongiisii

Siire
Basamak Islev Sicaklik (°C) (sa:dk:sn) Dongii
1 Taq Polimeraz aktiflestirme  [95.00 0:15:00 yok
2 IDNA denatiirasyonu 95.00 0:00:10
3 Primer baglama 60.00 0:00:15 40
5 |Yeni DNA zincir sentezi 72.00 0:00:20
7 Erime egrisi analizi 70°C’den 99°C’ye, 1.0°C aralikla 00:00:05 yok

Normallestirme i¢in ef/a geni referans gene olarak segilmistir. ef7a geni, Nicot vd.,
(2005)’n1n patateste abiyotik ve biyotik stres kosullar1 altinda qRT-PCR ¢aligmalarinda
normalizasyon i¢in kullanilabilecek uygun yeni referans genlerin belirlenmesine yonelik
yaptiklar1 ¢alismanin sonucuna dayanarak seg¢ilmistir. Her bir reaksiyon 3 teknik tekrarli
olarak kurulmustur. PCR’1n sadece tek bir iiriin olusturup olusturmadigini belirlemek i¢in

erime egrisi (melting curve) analizi yapilmistir.

miRNA hedef gen ekspresyon analizinde drneklerin esik (threshold) degerleri ¢alismada
kullanilacak olan Rotor-Gene Q (QIAGEN) RT-PCR cihazinin Software yazilimi
aracilig ile analiz edilmistir. qRT-PCR analiz sonuglarina gére 6rneklerin Ct degerlerine
ait standart sapmalar Microsoft Excel programi yardimiyla hesaplanarak genlerin

2—AACt

ekspresyon diizeyi, oransal hesaplama metoduna gore belirlenmistir (Livak ve

Schmittgen, 2001).
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BOLUM IV

BULGULAR

4.1 Fizyolojik Karakterler

Son yillarda diinyada tatli su kaynaklarinda meydana gelen azalmanin, tarimsal {iretimi
tehdit edecegi, gelecekte tarim sektoriinii daha biiyiik olgiide zarara ugratabilecegi ve
hatta tlkelerin ekonomisi iizerinde tehdit olusturacabilecegi diisiiniilmektedir. Yapilan
inceleme ve arastirmalar sonucunda, 1970'lerden giiniimiize Tiirkiye'nin bir¢ok
bolgesinde kuraklik sorunun arttigi ve giiniimiiz ile karsilastirildiginda gelecekte uzun
sireli ve daha siddetli kuraklik sorunlariyla karsilagilacaginin muhtemel oldugu
bildirilmistir (Sen vd., 2012). Yasam kalitemizin siirekliligi acisindan var olan gida
tiretiminin korunmasi ve devamliliginin saglanmasi igin kiiresel iklim degisikliginden
dolay1 artmasi beklenen kuraklik sorunu ile miicadele edilmesi gerekmektedir. Bitkilerin
kuraklik stresine toleransi lizerine uzun yillar ¢aligmalar yapilmasina ragmen, patatesin
su eksikligine kars1 verdigi tepki mekanizmasinin anlasilmasi tizerine ve kuraklik stresine
kars1 tolerans gelistirmeye yonelik yapilan arastirmalarin yetersiz oldugu goriilmektedir.
Bu nedenle kurak kosullara daha toleransli patates gesitleri gelistirmek i¢in 6ncelikle
patates bitkilerinin kuraklik stresine tepkisini anlamaya yonelik ¢aligmalarin artmasi
gerekmektedir. Bilindigi gibi, kuraklik stresine maruz kalan bitkilerde morfolojik,
fizyolojik, biyokimyasal ve molekiiler seviyelerde degisiklikler meydana gelmektedir.
Kuraklik stresi altinda, diger kiiltiir bitkilerinde oldugu gibi patateste de ilk gézlemlenen
morfolojik tepki, porsiime denilen su kaybi nedeniyle 6zellikle yapraklarda meydana
gelen gevseme ve sarkmadir. Denemede kullanilan, Desiree ve Russet Burbank patates
cesitlerinde de kuraklik stresi altinda gdozlemlenen ilk morfolojik tepki yapraklardaki
porsiime olmustur (Sekil 4.1.). Avrupa Patates Veribankas1 Desiree’nin kuraklik stresine
direncini yiiksek ve ¢ok yiiksek olarak, Russet Burbank’in direncini hem diisiik hem de
yiiksek olarak bildirmektedir. Tez kapsaminda uygulanan kurakligin 10. giiniinde
Desiree’nin yaprak ve diger toprak iistii aksamlarinin Russet Burbank’den daha fazla
porsidigi gozlemlenmistir (Sekil 4.1.; 4.2.). Fakat kurakligin 10. giiniiniin sonunda
yapilan sulamanin ardindan (ertesi sabah) Desiree’nin morfolojik olarak kendini

toparladig1 ve kontrol bitkilerine benzer bir gériim kazandig1 gézlemlenmistir. Bu sonug,
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kuraklik stresi kosullarinin ortadan kalkmasi durumunda Desiree’nin hizli bir sekilde
kendini toparlayabildiginin bir gostergesi olarak nitelendirilebilir. Bununla birlikte, tez
kapsaminda yapilan gozlemler sonucunda, kurak kosullar siiresince Russet Burbank’in
morfolojik olarak, kuraga toleransli oldugu bildirilen Desiree’den daha az olumsuz

etkilendigi belirlenmistir.

7 —altm

Sekil 4.1. Desiree ¢esidinin kontrol ve kurak kosullarda morfolojik gériintimii

Sekil 4.2. Russet Burbank ¢esidinin kontrol ve kurak kosullarda morfolojik gortiniimii

4.1.1 Fotosentez hizi

Kontrol ve stres uygulamalarinda, ¢ikistan 45 giin sonra, 10 giin siireyle 1., 3., 5., 7., 9.

ve 10. giinlerde iisten ikinci veya {igiincii yapraklarinin tepe yaprakg¢iklarinda, Desiree ve
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Russet Burbank cesitlerinde yapilan fotosentez hizi 6l¢timlerinin sonuglart Sekil 4.3 ve
Sekil 4.4’de verilmektedir. Kontrol kosullarinda Desiree’nin ortalama fotosentez hizi 1.
giin 17,20 pmol/m?/sn, 3. giin 13,43 pmol/m?/sn, 5.giin 14,84 pmol/m?/sn, 7. giin 12,94
umol/m?/sn, 9. giin 15,84 pmol/m%sn ve 10. giin 14,65 pmol/m?/sn olarak
gerceklesmistir. Desire’nin kurak kosullardaki ortalama fotosentez hizi ise 1. giin 17,99
umol/m?/sn, 3. giin 13,26 umol/m?/sn, 5. gin 10,16 pmol/m?/sn, 7. giin 12,42
umol/m?/sn, 9. giin 6,43 umol/m?%sn ve 10. giin 5,59 umol/m?%sn olmustur. Kontrol
kosullarinda Russet Burbank’1n ortalama fotosentez hizi 1. giin 15,43, umol/m?/sn, 3. giin
13,32 umol/m?%/sn, 5. giin 14,51 umol/m?/sn, 7. giin 18,93 pymol/m?/sn, 9. giin 17,97
pumol/m?/sn ve 10. giin 12,33 pmol/m?/sn olarak ger¢eklesmistir. Kurak kosullarda Russet
Burbank fotosentez hizi, 1. giin 15,42 pmol/m?/sn, 3. giin 11,64 umol/m?%/sn, 5. giin 11,58
pumol/m?/sn, 7. giin 19,45 pymol/m?sn, 9. giin 12,22 umol/m?sn ve 10. giin 4,65

pumol/m?/sn olarak gergeklesmistir.

Kuraga maruz birakilan Desiree ¢esidinin fotosentez hizinda ilk 6énemli azalma, kuraklik
uygulamasinin 5. giiniinde gozlemlenmistir. Kuraklik uygulamasinin 7. giiniide, kurak
kosullardaki Desiree’nin fotosentez hizi kontrol kosullarindakine ¢ok yakin diizeyde
gerceklesmistir. Kontrol uygulamasiyla mukayese edildiginde, kurak kosullar altinda
Desiree’nin fotosentez hizinda kuraklik uygulamasiin 9. giinlinde ¢arpici bir diisiis
gozlenerek %59,4 oraninda azalma belirlenmistir. Kuraklik uygulamasinin 10. giiniinde
ise Desiree’nin fotosentez hizinda kontrole gore garpici bir diisiis ile %61,8 oraninda
azalma belirlenmistir. Russet Burbank ¢esidinde, kuraklik 3. giinden itibaren fotosentez
hiz1 lizerine etkisini gostermis, 7. glindeki kurak ve kontrol kosullarindaki artigtan sonra,
9. ve 10. giinlerde kurak kosullarda fotosentez hizinda 6nemli azalma meydana gelmistir.
Kontrol uygulamasiyla mukayese edildiginde, kurak kosullar altinda Russet Burbank’in
fotosentez hizinda kuraklik uygulamasinin 9. giliniinde %31,9 oraninda azalma
belirlenmistir. Kuraklik uygulamasinin 10. giiniinde ise Russet Burbank fotosentez

hizinda kontrole gore garpici bir diisiis ile %72,2 azalma belirlenmistir.

49



DESIREE
20

I Kontrol
[ Kurak

15 4

10 4

Fotosentez Hizi (pmolfmzlsn)

Gin1 Gun3 Gin5 Gun7 Gin9 Gin10

Sekil 4.3. Kontrol ve kuraklik kosullarinda Desiree ¢esidinin fotosentez hizi
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Sekil 4.4. Kontrol ve kuraklik kosullarinda Russet Burbank ¢esidinin fotosentez hizi

Kuraklik abiyotik stresler arasinda verimi en c¢ok etkileyen faktorler arasindadir. Ciinkii
kuraklik su potansiyelindeki degisime bagli olarak fotosentez, stomalarin agilip
kapanmasi, yaprak biiylikligi gibi fizyolojik olaylar1 dogrudan etkilemektedir. Bu
nedenle, su yetersizligi stresine maruz kalan bitkiler, su kaybina tolerans gostermek ve su
kaybin1 oOnlemeye ¢alismak i¢in, fizyolojik, morfolojik ve kimyasal degisimler
araciligryla kuraklik stresine uyum saglamaya calismaktadirlar. Hiicre bdlinmesinin
devamliligina, farklilagmasina ve hiicrenin biiylimesine bagli olan bitki biiylime ve
gelismesi  kurak kosullarda yavaglamaktadir. Bitki hiicrelerinin  boliinmesi  ve

bliylimesindeki azalmaya bagli olarak, bitki yapisindaki organlarda da oransal kii¢iilmeler
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goriilmektedir. Diisiik su potansiyelinden dolay, klorofil olusumu yavaslamakta ve buna
bagli olarak fotosentez etkinliginde azalma goriilmektedir. Ayrica yaprakta turgor
basincinin diismesine neden olan diisiik su potansiyeli, hiicrede absisik asit birikmesine
neden olmaktadir. Bu durum stomalarin kapanmasina neden olmakta ve buna bagl olarak
fotosentez etkinliginde azalma goriilmektedir. Yiiksek stres seviyelerinde bitkilerin
fotosentetik depresyona girmelerinin diger nedeni, fotosentez iiriinlerinin (asimilat)
tasinmasinin yavaslamasidir ve buna bagli olarak CO2 asimilasyonu diismektedir (Ozer
vd., 1997). Fotosentez hiz1 sonuglarina bakildiginda, Desiree ¢esidinde kurak kosullarda
Russet Burbank ¢esidine kiyasla daha fazla azalma goriilmektedir. Bunun yaninda,
kuraklik uygulamasmin 10.glinlinde Russet Burbank fotosentez hizinda ani bir diisiis
meydana gelmis ve kurak kosullarda Russet Burbank’in fotosentez hizi Desiree’den daha
diisiik olmustur. Desiree’den daha diisiik Kuraklik uygulamasinin 9. giiniinde her iki
cesitte, kontrol ile karsilagtirlliginda, kuraklik uygulamasida fotosentez hizinda yiiksek
diizeyde azalma goze ¢arpmaktadir. Kurakligin uygulandig: tarihten itibaren, her iki

cesitte, beklendigi gibi 10. glinde en az fotosentez etkinligi goriilmektedir.

4.1.2 Stoma iletkenligi

Kontrol ve stres uygulamalarinda, ¢ikistan 45 giin sonra, 10 giin siireyle, iisten ikinci veya
liciincli yapraklarinin tepe yaprakeiklarinda yapilan Desiree ve Russet Burbank
cesitlerinde stoma iletkenligi Ol¢iimleri degerleri grafigi Sekil 4.5 ve Sekil 4.6’da
verilmektedir. Kontrol kosullarinda Desiree’nin ortalama stoma iletkenligi 1. giin 0,28
pumol/m?/sn, 3. giin 0,18 umol/m?/sn, 5. giin 0,26 ymol/m?/sn, 7. giin 0,27 pmol/m?/sn, 9.
giin 0,18 umol/m?/sn ve 10. giin 0,13 pmol/m?/sn olarak gergeklesmistir. Desiree’nin
kurak kosullardaki ortalama stoma iletkenligi ise 1. giin 0,27 umol/m?%/sn, 3. giin 0,17
pumol/m?/sn, 5. giin 0,09 ymol/m?/sn, 7. giin 0,13 pmol/m?/sn, 9. giin 0,02 ymol/m?/sn ve
10. giin 0,02 pmol/m?/sn olmustur. Kontrol kosullarinda Russet Burbank’m ortalama
stoma iletkenligi 1. giin 0,18, ymol/m?%sn, 3. giin 0,14 pmol/m?sn, 5. giin 0,25
umol/m?/sn, 7. giin 0,32 uymol/m?/sn, 9. giin 0,13 ymol/m?/sn ve 10. giin 0,09 ymol/m?/sn
olarak gergeklesmistir. Kurak kosullarda Russet Burbank ortalama stoma iletkenligi, 1.
giin 0,21 pmol/m?%/sn, 3. giin 0,10 umol/m?/sn, 5. giin 0,12 pymol/m?/sn, 7. giin 0,16
pumol/m?/sn, 9. giin 0,02 umol/m?/sn ve 10. giin 0,01, pmol/m?/sn olarak gerceklesmistir.
Kontrol uygulamasiyla mukayese edildiginde, kurak kosullar altinda kuraklik

uygulmasinin 5. gliniinde Desiree’nin stoma iletkenliginde 6nemli bir azalma gézlenmis
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ve bu azalma 9. giiniinde %88,8’¢ ulasmistir. Kuraklik uygulamasinin 10. giiniinde ise
Desiree’nin stoma iletkenliginde kontrole gore %84,3 azalma belirlenmistir. Kontrol
uygulamasiyla mukayese edildiginde, kurak kosullar altinda Russet Burbank’in stoma
iletkenliginde 3. gilin bir azalma meydana gelmis ve stoma iletkenliginde giderek daha
fazla azalma olmus, 9. giinde ise %83,4 oraninda diislis gozlemlenmistir. Kuraklik
uygulamasinin 10. giiniinde ise Russet Burbank’in stoma iletkenliginde kontrole gore

%84,4 azalma belirlenmistir.
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Sekil 4.5. Kontrol ve kurak kosullarda Desiree ¢esidinin stoma iletkenligi
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Sekil 4.6. Kontrol ve kurak kosullarda Russet Burbank ¢esidinin stoma iletkenligi
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Desiree ¢esidinde (Sekil 4.6.), kurak kosullarda stoma iletkenliginde ilk 6nemli azalma
5. giinde gozlemlenmis ve kontrole gore kurak kosullarda kurak uygulamasinin 10.
giinline kadar Desiree’nin stoma iletkenligi carpici diizeyde diisiik olmustur. Kurak
kosullarda Russet Burbank ¢esidinin stoma iletkenligindeki ilk 6nemli azalma kuraklik
uygulamasinin 3. giiniinde meydana gelmis (Sekil 4.6.) ve kuraklik uygulamasinin 10.
giiniine kadar kontrole gore hep diisiik kalmistir. Stoma iletkenligindeki bu sonuglar,
fotosentez hizi ile paralellik gostermistir. Kurakligin siiresinin ve siddetinin artmasina
bagli olarak, 9. ve 10. her iki ¢esidin giinlerde stoma iletkenliginde ciddi bir diisiis
goriilmektedir. Kuraklik stresinde stoma iletkenligindeki genel diisiis, kurakligin etkisiyle
su kaybmi azaltmak icin bitkilerin stomalarim1 kapatma egilimine girmelerinden
kaynaklanmaktadir. Kurak kosullarda, bitkilerin stoma kapatma egilimlerine, yapraklarda
meydana gelen diisiik su potansiyeli neden olmakta ve buna bagl olarak, turgor basinci
diismektedir. Bu durumda, hiicrede absisik asit birikimi gergeklesmekte ve buna bagh
olarak stomalar kapanmaktadir. Bu durum, ayn1 zamanda fotosentez hizinin azalmasina

neden olmaktadir.

4.1.3 Terleme iz

Kontrol ve stres uygulamalarinda, ¢ikistan 45 giin sonra, 10 giin siireyle, iisten ikinci veya
liciincli yapraklarinin tepe yaprakeiklarinda yapilan Desiree ve Russet Burbank
cesitlerinde terleme hizi Olglimleri degerleri grafigi Sekil 4.7 ve Sekil 4.8°de
verilmektedir. Kontrol kosullarinda Desiree’nin ortalama terleme hizi 1. giin 4,35
pumol/m?/sn, 3. giin 3,89 umol/m?/sn, 5. giin 6,44 ymol/m?/sn, 7. giin 5,27 ymol/m?/sn, 9.
giin 4,39 ymol/m?/sn ve 10. giin 4,07 umol/m?/sn olarak gergeklesmistir. Desire’nin
kurak kosullardaki ortalama terleme hiz1 ise 1. giin 4,36 pumol/m?%sn, 3. giin 3,88
pumol/m?/sn, 5. giin 3,45 ymol/m?/sn, 7. giin 3,35 pmol/m?/sn, 9. giin 0,77 ymol/m?/sn ve
10. giin 0,82 pmol/m?/sn olmustur. Kontrol kosullarinda Russet Burbank’mn ortalama
terleme hiz1 1. giin 3,36, pmol/m?%/sn, 3. giin 3,67 pmol/m?%/sn, 5. giin 5,16 pmol/m?/sn,
7. giin 6,62 ymol/m?/sn, 9. giin 4,56 pmol/m?/sn ve 10. giin 3,61 umol/m?/sn olarak
gerceklesmistir. Kurak kosullarda Russet Burbank ortalama terleme hizi, 1. giin 3,67
pumol/m?/sn, 3. giin 3,05 umol/m?/sn, 5. giin 3,84 umol/m?/sn, 7. giin 4,04 pmol/m?/sn, 9.
giin 0,92 pymol/m?%sn ve 10. giin 0,64 umol/m?/sn olarak gerceklesmistir. Desiree
cesidinde (Sekil 4.7.), 5. giinden itibaren terleme hiz1 diismektedir, kurakligin siddeditin
arttign 9. ve 10 gilinlere bakildiginda terleme hiz1 degerlerinde ciddi distsler
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goriilmektedir. Kontrol uygulamasiyla mukayese edildiginde, kurak kosullar altinda
Desiree’nin ortalama terleme hizi kuraklik uygulamasinin 9. giiniinde ¢arpici bir diisiis
gostererek %82,4 oraninda azalmigtir. Kuraklik uygulamasinin 10. giiniinde ise
Desiree’nin terleme hizi kontrole gore %79,8 azalma belirlenmistir. Russet Burbank
cesidinde (Sekil 4.8.), kontrol ve kurak kosullar1 karsilagtirildiginda, 3. giinden itibaren,
terleme hizinda diislis oldugu, 9. ve 10 giinlerde kuraklik kosullarinda, kurakligin
siddetinin artmasina bagl olarak terleme hizinda ciddi oranlarda azalma goériilmektedir.
Kontrol uygulamasiyla mukayese edildiginde, kurak kosullar altinda Russet Burbank’in
stoma iletkenligi kuraklik uygulamasinin 9. giiniinde %79,9 oraninda azalmistir. Kuraklik
uygulamasinin 10. giiniinde ise Russet Burbank’in stoma iletkenligi kontrole gore ¢arpici

bir diisiis gostererek %82,3 azalma belirlenmistir.
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Sekil 4.7. Kontrol ve kurak kosullarda Desiree ¢esidinin terleme hizi
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Sekil 4.8. Kontrol ve kurak kosullarda Russet Burbank ¢esidinin terleme hizi

Kuraklik kosullarinda bitkilerdeki terleme hizindaki azalmaya, bitkilerin stoma kapatma
egilimleri neden olmaktadir. Kuraklik stresi nedeniyle yapraklarda meydana gelen diisiik
su potansiyelinden dolayi bitkiler stomalarini kapatmakta ve buna bagl olarak, turgor
basinci diismektedir. Bu durum, hiicrede absisik asit birikimini tetiklemekte ve stomalarin
kapanmasina yardimci olmaktadir. Bitkinin kuraklik stresinden en az etkilenmek igin
gerceklestirdigi stomalarmi kapatma egilimi, terleme hizinin azalmasima neden

olmaktadir.

4.1.4 Nispi su icerigi

Kontrol ve stres uygulamalarinda nispi su igerigi ¢ikistan 45 giin sonra, 10 giinliik siire
igerisinde, 1., 3., 5., 9., ve 10., glinlerde iisten ikinci veya l¢iincli yapraklarinin tepe
yaprakeiklarinda yapilan nispi su icerigi (RWC) olgiim grafikleri Sekil 4.9 ve Sekil
4.10’da verilmektedir. Kontrol kosullarinda Desiree’nin ortalama nispi su igerigi 1. giin
%90,56, 3. giin %89,0, 5. gin %90,6, 9. gin %88,5 ve 10. giin 82,3 olarak
gerceklesmistir. Desire’nin kurak kosullardaki ortalama nispi su igerigi ise 1. giin %93,9,
3. giin %89,1, 5. giin %92.,5, 9. giin %75,3 ve 10. gin %76,6 olmustur. Kontrol
kosullarinda Russet Burbank’in ortalama nispi su igerigi 1. giin %88,4, 3. giin %87,0, 5.

giin %84,3, 9. giin %88,5 ve 10. giin %86,6 olarak gerceklesmistir. Kurak kosullarda
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Russet Burbank ortalama nispi su igerigi 1. giin %86,1, 3. giin %87,2, 5. giin %87,7, 9.
giin %74,8 ve 10. giin %78,8 olarak gergeklesmistir. Kontrol uygulamasiyla mukayese
edildiginde, kurak kosullar altinda Desire’nin nispi su igerigi kuraklik uygulamasinin 9.
giiniinde %14,9 oraninda azalma gdzlenmistir. Kuraklik uygulamasinin 10. giiniinde ise
Desiree’nin nispi su igerigi kontrole gore %6,9 oraninda azalma belirlenmistir. Kontrol
uygulamasiyla mukayese edildiginde, kurak kosullar altinda Russet Burbank’in nispi su
icerigi kuraklik uygulamasinin 9. gilinlinde %15,4 oraninda azalmistir. Kuraklik
uygulamasinin 10. giinlinde ise Russet Burbank’in nispi su igerigi kontrole gore %9,0

oraninda azalma belirlenmistir.
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Sekil 4.9. Kontrol ve kurak kosullarda Desiree ¢esidinin nispi su igerigi (RWC)
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Sekil 4.10. Kontrol ve kurak kosullarda Russet Burbank ¢esidinin nispi su igerigi
(RWC)

Kuraklik stresi kosullarinda, hem Desiree ¢esidinde (Sekil 4.9.) hem de Russet Burbank
cesidinde (Sekil 4.10.), nispi su igeriginin 9. ve 10. giinlerde diistiigli goriilmektedir.
Bitkilerin kuraklik stresine girdiginin belirlenmesinde ve bitkide su stresinin
algilanmasinda, bitki su miktarinin diigmesi ve buna bagli olarak, yaprak oransal su
iceriginde diisme saptanmasi biiyiik 6neme sahiptir. Kuraklik etkisi ile bitkilerde yaprak

su miktarinin diigmesine bagl olarak, yapraklarin nispi su igerigi azalmaktadir.

4.1.5 Klorofil indeksi

Kontrol ve stres uygulamalarinda ¢ikistan 45 giin sonra, 10 giin siireyle yapilan yaprak
klorofil indeksi Ol¢iim grafikleri Sekil 4.11 ve Sekil 4.12°de verilmektedir. Kontrol
kosullarinda Desiree’nin ortalama klorofil indeksi 1. giin 30,74, 3. giin 31,58, 5. giin
29,98, 7.glin 29,38, 9. giin 27,28 ve 10. glin 27,05 olarak gerceklesmistir. Desire’nin
kurak kosullardaki ortalama klorofil indeksi ise 1. giin 30,59, 3. giin 31,32, 5. giin 29,77,
7.gtin 27,79, 9. giin 25,21 ve 10. giin 22,75 olmustur. Kontrol kosullarinda Russet
Burbank ortalama klorofil indeksi 1. giin 27,22, 3. giin 27,79, 5. giin 26,84, 7.giin 26,21,
9. giin 25,01 ve 10. giin 24,58 olarak ger¢eklesmistir. Kurak kosullarda Russet Burbank
ortalama klorofil indeksi 1. giin 27,70, 3. giin 28,55, 5. giin 28,04, 7.giin 26,70, 9. giin
26,23 ve 10. giin 23,40 olarak ger¢eklesmistir. Kontrol uygulamasiyla mukayese

edildiginde, kurak kosullar altinda Desiree’nin klorofil indeksi kuraklik uygulamasinda
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9. glinlinde %7,5 oraninda azalmistir. Kuraklik uygulamasmin 10. giiniinde ise
Desiree’nin klorofil indeksinde kontrole gore %15,8 oraninda azalma belirlenmistir.
Kontrol uygulamasiyla mukayese edildiginde, kurak kosullar altinda Russet Burbank’in
klorofil indeksi kuraklik uygulamasimin 9. giiniinde %4,8 oraninda artmistir. Kuraklik
uygulamasinin 10. gliniinde ise Russet Burbank’1n klorofil indeksinde kontrole gore %4,7

oraninda azalma belirlenmistir.

DESIREE
34
35 I Kontrol
[ Kurak
30 A
28 1
E
[) 26 4
k]
£
= 24 4
o
o
V2 22 1
20 A
18 1
16
Gin1 Gin3 Gin5 Gin7 Gin9 Gin10

Sekil 4.11. Kontrol ve kurak kosullarda Desiree ¢esidinin klorofil indeksi
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Sekil 4.12. Kontrol ve kurak kosullarda Russet Burbank ¢esidinin klorofil indeksi
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Kuraklik stresi kosullarinda, Desiree ¢esidinde (Sekil 4.11.) klorofil indeksi degerindeki
ilk 6nemli azalma kuraklik uygulamasinin 7. glinlinde meydana gelmis ve kuraklik
uygulamasinin 9. ve 10. giinlerinde de Desiree’nin klorofil miktar1 kontrole gére daha
diisiik olmustur. Kurak kosullardaki Russet Burbank ¢esidi (Sekil 4.12.) incelendiginde,
kuraklik uygulamasinin 9. giiniine kadar klorofil miktarinda bir azalma gozlenmemis,
aksine Russet Burbank’in klorofil miktarinin kurak kosullarda kontrole gore daha yiiksek
oldugu tespit edilmistir. Ancak, kurak kosullarda kuraklik uygulamasiin 10. giliniinde,
Russet Burbank ¢esidinin klorofil miktarinda kontrole goére bir diisiis meydana gelmistir.
Klorofil miktarindaki azalmalara, kuraklik kosullarinda artan reaktif oksijen
bilesiklerinin neden oldugu; zarda lipid peroksidasyonu, protein oksidasyonu, enzim
inhibisyonu, klorofil parcalanmasi gibi zararlanmalar neden olarak gosterilebilir.
Kuraklik kosullarinda, kloroplastlarin yapisal ve fonksiyonel olarak zarar gérmelerine
bagli olarak, klorofil birikiminde azalmalar goriilmekte ve bu durumdan klorofil

biyosentezi olumsuz etkilenmektedir.

4.1.6 Bitki sicakhg

Kontrol ve stres uygulamalarinda ¢ikistan 45 giin sonra, 10 giin siireyle yapilan bitki
sicakligr 6l¢iim grafikleri Sekil 4.13 ve Sekil 4.14°de verilmektedir. Kontrol kosullarinda
Desiree’nin ortalama bitki sicakligi 1. giin 15,7 °C, 3. giin 20,7 °C, 5. giin 20,0 °C, 7.giin
16,8 °C, 9. giin 16,6 °C ve 10. giin 19,1 °C olarak gerceklesmistir. Desire’nin kurak
kosullardaki ortalama bitki sicakligr ise 1. giin 16,9 °C, 3. giin 20,5 °C, 5. giin 20,9 °C,
7.glin 19,7 °C, 9. giin 19,4 °C ve 10. giin 20,0 °C olmustur. Kontrol kosullarinda Russet
Burbank ortalama bitki sicakligi 1. giin 16,5 °C, 3. Giin 20,4 °C, 5. giin 19,7 °C, 7.glin
17,9°C, 9. giin 17,2 °C ve 10. giin 18,7 °C olarak gerceklesmistir. Kurak kosullarda Russet
Burbank ortalama bitki sicakligi 1. giin 15,5 °C, 3. giin 21,2 °C, 5. giin 18,4 °C, 7.giin 18,8
°C, 9. glin 19,5 °C ve 10. giin 24,5 °C olarak gerceklesmistir. Kontrol uygulamasiyla
mukayese edildiginde, kurak kosullar altinda Desire’nin bitki sicakliginda kuraklik
uygulamasinin 9. giiniinde %16,5 oraninda artma gozlenmistir. Kuraklik uygulamasinin
10. giiniinde ise Desiree’nin bitki sicakliginda kontrole gore %4,6 oraninda artma
belirlenmistir. Kontrol uygulamasiyla mukayese edildiginde, kurak kosullar altinda
Russet Burbank’1n bitki sicakliginda kuraklik uygulamasinin 9. giiniinde %13,1 oraninda
artmistir. Kuraklik uygulamasinin 10. giiniinde ise Russet Burbank’in bitki sicakliginda

kontrole gbre %30,9 oraninda artma belirlenmistir.
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Sekil 4.13. Kontrol ve kurak kosullarda Desiree ¢esidinin bitki sicakligi
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Sekil 4.14. Kontrol ve kurak kosullarda Russet Burbank ¢esidinin bitki sicakligi

Kuraklik stresi kosullarinda, hem Desiree ¢esidinde (Sekil 4.13.), hem de Russet Burbank
cesidinde (Sekil 4.14.) kuraklik uygulamasinin 7., 9. ve 10. giinlerde yaprak sicakliginda
artis goriilmektedir. Her iki cesittte, kuraklik stresinin en etkin goriildigi, 7., 9., ve 10
giinlerdeki yaprak sicakligi artisina ve yaprak su iceriginin azalmasina, stoma iletkenligi

ve terlemede ciddi azalmalarin meydana gelmesi sebep olmus olabilir. Kurak kosullar
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altinda, yapraklardaki su oraninin diismesi ve stoma kapanmasi etkisiyle, yaprak sicakligi
artmaktadir. Ozellikle, kuraklik uygulamasmnin son giinii olan 10. giine bakildiginda,
Russet Burbank ¢esidinde Desiree ¢esidine kiyasla, yaprak sicakliginin daha fazla arttigi
goriilmektedir. Her iki ¢esitte kurak kosullarda bitki sicakliginin artmasina bagh olarak,
membran sistemlerinde zararlanmalarin meydana gelmis olacagi tahmin edilmektedir.
Tez kapsaminda, patates ¢esitlerinin kurak kosullardaki membran zaralanma durumlari,

yapraklardaki malondialdehit miktarinin 6l¢lilmesiyle incelenmistir.

4.1.7 Prolin icerigi

Kontrol ve stres uygulamalarinda ¢ikistan 45 giin sonra, 10 giin siireyle yapilan kuraklik
uygulamasinda, 10. giinlinde kuraklik uygulamasinin ve kontrol bitkilerinin
yaprakg¢iklarindan yapilan prolin miktar tayini sonuglar1 Sekil 4.16° da verilmektedir.
Prolin konsantrasyonu hesaplanmasinda kullanilan, standart egri grafigi Sekil 4.15°de
verilmistir. Desiree’nin ortalama prolin i¢erigi kontrol kosullarda 1,07 umol/g FW, kurak
kosullarda ise 2,38 umol/g FW olarak hesaplanmistir. Russet Burbank’in ortalama prolin
icerigi kontrol kosullarda 0,92 pmol/g FW, kurak kosullarda ise 1,86 pmol/g FW olarak
hesaplanmistir. Kontrol uygulamasiyla mukayese edildiginde, kurak kosullar altinda
Desiree’nin prolin igerigi %121,7, Russet Burbank’in prolin igerigi ise %103 oraninda

artmistir.
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Sekil 4.15. Prolin standard egrisi
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Sekil 4.16. Kontrol ve kurak kosullarda Desiree ve Russet Burbank ¢esidinin prolin
miktari

Kuraklik stresi kosullarinda, Desiree ve Russet Burbank gesitlerinde (Sekil 4.16.), prolin
miktarmin arttig1 goriilmektedir. Her iki ¢esit kendi i¢inde karsilastirildiginda, Desiree
cesidinde Russet Burbank’a gore daha fazla prolin birikimi oldugu goriilmektedir.
Bilindigi gibi bitkiler kuraklik stresinde, su dengesinin korunmasi i¢in prolin gibi ¢oziiniir
maddeleri biriktirerek, dolayli yollardan bitkinin kuraklik stresine dayanikliligini
saglarlar. Prolin birikimi ile yaprak su potansiyeli dengelenir ve bu durum sayesinde, bitki
stoma iletkenligini ve fotosentez etkinligini korumaya caligir. Prolin birikimi sayesinde,

lipid oksidasyonu engellenir ve protein yapilarmnin korunmasi saglamir (Oztiirk, 2015).

4.1.8 Malondialdehit (MDA) ol¢iimii

Kontrol ve stres uygulamalarinda ¢ikistan 45 giin sonra, 10 giin siireyle yapilan kuraklik
uygulamasinda, 10. gliniinde kuraklik uygulamasi ve kontrol bitkilerinden hasat edilen
yaprakg¢iklardan yapilan malondialdehit dl¢iimii sonuglart Sekil 4.17°de verilmektedir.
Kontrol kosullarinda Desiree’nin ortalama malondialdehit igerigi 3,87 pmol/g FW, kurak
kosullarindaki Desiree’nin ortalama malondialdehit igerigi ise 5,06 pmol/g FW olarak
hesaplanmistir. Kontrol kosullarinda Russet Burbank’in ortalama malondialdehit igerigi
3,23 umol/g FW, kurak kosullarindaki Russet Burbank’in ortalama malondialdehit i¢erigi
ise 3,65 umol/g FW olarak hesaplanmistir. Kontrol uygulamasiyla mukayese edildiginde,
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kurak kosullar altinda Desire’nin malondialdehit icerigi %30,8 oraninda artmistir.
Kontrol uygulamasiyla mukayese edildiginde, kurak kosullar altinda Russet Burbank’in

malondialdehit igerigi %12,9 oraninda artmistir.

I Kontrol
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w
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Sekil 4.17. Kontrol ve kurak kosullarda Desiree ve Russet Burbank ¢esidinin
malondialdehit (MDA) miktar1

Desiree ve Russet Burbank ¢esidinin (Sekil 4.17.), kuraklik kosullarinda malondialdehit
miktarinin artig1 goriilmektedir. Bu artisa sebep olarak, kurakligin etkisiyle artan reaktif
oksijen tiirlerinin neden oldugu lipid peroksidasyonu neden olmaktadir. Hem hiicre hem
de organel membranlarinda ROS seviyeleri esik degere ulastiginda meydana gelen lipid
peroksidasyonun, bitki biiylime ve gelismesi i¢in zararli oldugu diisiiniilmektedir. Bu
siiregte, strese maruz kalan bitki hiicrelerinde serbest radikallerin artmasi nedeniyle,
membran yapisinda bulunan doymamis yag asidi zincirinden bir hidrojen atomu
uzaklastirilir. Bu durumda yag asidi zinciri bir lipid radikali 6zelligine sahip olur. Lipid
radikali niteligine sahip olan yag asidi, oksijen ile reaksiyona girer ve lipid peroksil
radikalini meydana getirir. Olusan lipid peroksil radikali diger lipidlerle zincir
reaksiyonuna girer ve lipid hidroperoksitlerin olusmasina neden olur. Lipid
peroksidasyonun en Onemli irilinlerinden olan malondialdehit (MDA), hiicre
membranlarindan iyon aligverisini etkiler. Hiicre membranlarindan iyon aligverisini
etkileyen malondialdehit, membrandaki bilesiklerin ¢apraz baglanmasina neden olur ve

bu durum iyon gegirgenligi ve enzim aktivitesi gibi membran olaylarinda zararlanmalara
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neden olur (Akkus, 1995). Bu zararlanma sonucunda, membran biitlinliigii bozulmakta ve
bu nedenle hiicrenin elektrolitlere olan gegirgenliginin artmaktadir. Hiicrenin
elektrolitlere olan gegirgenliginin artmasiyla, hiicrenin igine Ca*? ve Na* iyonlarmin
gecisi olmaktadir. Bu durumun hiicrenin enerji olusturan mekanizmalarmi olumsuz
etkiledigi diisiiniilmektedir. Ca*? iyonlarm hiicre i¢ine gegmesiyle, proteaz ve fosfolipaz
enzimleri aktive olmaktadir. Proteaz ve fosfolipaz enzimlerinin etkinliginin artmasi,
protein ve lipid yapilarimin zarar gormesine neden olmakta ve hiicre zar1 hasara
ugramaktadir. Bu siirecin bir liriinii olan malondialdehit (MDA) adi verilen bu maddenin
miktar tayini ile lipid peroksidasyonu derecesi oOlgiilebilmektedir. Malondialdehit
(MDA), hiicre zar1 hasara ugradiginda agiga ¢iktigindan; yiiksek miktarda bulunmasi
durumunda hiicre zarmin tahrip oldugu, diisiik miktarda dl¢lilmesi durumunda ise hiicre
zar1 yapisinin bozulmadigini veya az seviyede etkilendigi diisliniilmektedir. Yapilan
calismamizda, kuraklik stresi altinda olan Desiree ve Russet Burbank ¢esitlerinde kontrol
bitkileri ile karsilastirildiginda, malondialdehit miktarlarinin daha yiiksek oldugu
goriilmektedir. Ayrica, Desiree ¢esidindeki malondialdehit miktarinin, Russet Burbank
¢esidindeki malondialdehit miktarindan daha fazla olmasi, Desiree ¢esidinin kuraklik
stresinden daha ¢ok etkilendigini ve bu gesitteki hiicre zarinin daha ¢ok tahrip oldugu,
protein ve lipid yapilarinin daha ¢ok zarar gordiigii ve bu durumlarin membran

biitiinltiglinlin bozulmasina neden oldugu diistiniilmektedir.

4.1.9 Yaprakta hidrojen peroksit miktar tayini

Kontrol ve stres uygulamalarinda ¢ikistan 45 giin sonra, 10 giin siireyle yapilan kuraklik
uygulamasinda, 10. giiniinde kuraklik uygulamasi ve kontrol bitkilerinden hasat edilen
yaprakc¢iklardan yapilan hidrojen peroksit miktar tayini sonucglart Sekil 4.19°da
verilmektedir. Hidrojen peroksit miktar: hesaplanmasinda kullanilan, standart egri grafigi
Sekil 4.18’de verilmistir. Kontrol kosullarinda Desiree’nin ortalama hidrojen peroksit
icerigi 4,54 umol/g FW, kurak kosullarindaki Desiree’nin ortalama hidrojen peroksit
icerigi ise 4,72 pmol/g FW olarak hesaplanmistir. Kontrol kosullarinda Russet
Burbank’m ortalama hidrojen peroksit igerigi 1,37 pmol/g FW, kurak kosullarindaki
Russet Burbank’in ortalama hidrojen peroksit igerigi ise 1,63 umol/g FW olarak
hesaplanmistir. Kontrol uygulamasiyla mukayese edildiginde, kurak kosullar altinda

Desire’nin hidrojen peroksit igerigi %3.,9 oraninda artmistir. Kontrol uygulamasiyla
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mukayese edildiginde, kurak kosullar altinda Russet Burbank’in hidrojen peroksit igerigi

%18,8 oraninda artmustir.
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Sekil 4.18. Standartlara gore ¢izilen hidrojen peroksit miktari grafigi
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Sekil 4. 19. Kontrol ve kurak kosullarda Desiree ve Russet Burbank ¢esidinin hidrojen
peroksit miktari

Desiree ve Russet Burbank ¢esidinin (Sekil 4.19.) kurakliga maruz birakilmasi sonrasi,
kuraklik kosullarinda hidrojen peroksit miktarinin diisiik seviyede arttig1 goriilmektedir.

Desiree’de meydana gelen diisiik seviyedeki H20: artist oransal olarak Russet

Burbank’tan daha az ger¢eklesmistir.
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Kuraklik kosular1 altinda meydana gelen serbest oksijen radikalleri artmasina bagh
olarak, fotosentetik karbon metabolizmasi ve elektron tasinim aktivitesinde azalma
meydana geldigi bilinmektedir. Bitkiler su yetersizligi durumlarinda, su kaybini azaltarak
canliligim siirdiirebilmek i¢in stomalarin1 kapatmakta ve bu nedenle fotosentezin temel
maddelerinden biri olan karbondioksitin girisi engellenmektedir. Bu durumda, CO:>
fiksasyonu azalmakta ve biyosentetik reaksiyonlar gerilemektedir. Yetersiz su
kosullarinda, biyosentetik reaksiyonlarin gerilemesi ve ATP’ye olan gereksinimin
azalmasi, mitokondri ve kloroplastlardaki elektron tasima sisteminde elektron fazlaligina
neden olmaktadir. Bitki biyosentezi i¢in yeterli CO2 olmadigindan, fotosentez igin
absorbe edilen 151k enerjisi ve agiga ¢ikan elektronlar, CO2 indirgenmesinde
kullanilamamaktadir. A¢iga ¢ikan fazlalik elektronlar, molekiiler O2’in aktivasyonunda
kullanilmak iizere kloroplastlarda biriktirilmektedir. fotosentetik kaynakli elektronlar ve
enerjinin, COz yerine molekiiler O2’e aktarilmasi nedeniyle, bitki i¢in toksik olan oksijen
radikalleri ve hidrojen peroksit (H202) gibi tiirevleri agiga ¢ikmaktadir. Sentezlenen
serbest radikaller ve tiirevleri, protein membran lipitleri ve niikleik asitler gibi hiicre

bilesenlerine zarar vermektedir.

Desiree ve Russet Burbank g¢esidinin kurakliga maruz birakilmasi sonrasi kontrol ve
kuraklik arasindaki hidrojen peroksit miktarina bakildiginda, kurak kosullarda hidrojen
peroksit miktarinin diisiik seviyede arttig1 goriilmektedir. Bunun yaninda, tez kapsaminda
yapilan diger caligmalar sonucunda, kurak kosullarda Desiree ve Russet Burbank
gesitlerinde prolin seviyesinin, prolin sentezinde rol alan P5CS geninin, antioksidan
enzim sisteminde rol alan SOD enzimlerini kodlayan Cu/Zn SOD ve Fe SOD genlerinin
ifadelerinin 6nemli diizeyde arttig1 gézlenmistir. Bitkilerde artan prolin miktarinin ve
bunun yaninda artan antioksidan enzim aktivitelerinin siiperoksit radikallerinin birikimini
engelledigi bilinmektedir. Bu nedenle, kurak kosullarda denemedeki patates bitkilerinde
Oonemsiz seviyede H»O: artisi olmasi, Desiree ve Russet Burbank ¢esitlerindeki

antioksidan sistem mekanizmasina baglanabilir.

4.1.10 Verim ile ilgili sonuglar

Kontrol ve stres uygulamalarinda 4 tekerriirlii olarak yetistirilen Desiree ve Russet
Burbank cesitleri ¢ikistan 85 giin sonra hasat edilmistir. Bitki basina yumru sayisi

sonuglart Sekil 4.20.’de sunulmustur. Sekil 4.20.’de goriildiigii gibi Desiree c¢esidinde
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kurak kosullarda yumru sayis1 hafif bir azalma gosterirken, Russet Burbank ¢esidinde
artmistir. Kontrol kosullarinda Desiree’nin ortalama yumru sayist 5,25 adet iken, kurak
kosullarda ortalama yumru sayisi 4,93 adet olmustur. Kontrol kosullarinda Russet
Burbank’in ortalama yumru sayisi 4,75 adet gerceklesirken, kurak kosullarda ortalama
yumru sayisi 6,25 olmustur. Kontrol uygulamasiyla mukayese edildiginde, kurak kosullar
altinda Desire’nin ortalama yumru sayist %5,9 oraninda azalirken, Russet Burbank’in

ortalama yumru sayis1 %31,5 oraninda artmistir.
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Sekil 4.20. Kontrol ve kurak kosullarda Desiree ve Russet Burbank ¢esidinin yumru
sayi1si

Bitki basina yumru agirliginin, toplam yumru sayisina boliinmesiyle elde edilen tek
yumru agirligi sonuglar1 Sekil 4.21.°de verilmektedir. Sekil 4.21.’de goriildiigii gibi kurak
kosullarda tek yumru agirligi Desiree ¢esidinde hafif bir artis gdsterirken, Russet Burbank
cesidinde dikkate deger oranda azalmistir. Kontrol kosullarinda Desiree’nin tek yumru
agirh@ 45,27 g olurken, kurak kosullarda hafif bir artigla 47,11 g olmustur. Kontrol
kosullarinda Russet Burbank’ta 38,8 g olan tek yumru agirligi, kurak kosullarda azalarak
28,9 g’a diismiistiir. Kontrol uygulamasiyla mukayese edildiginde, kurak kosullar altinda
Desire’nin tek yumru agirlig1 %4 oraninda artarken, Russet Burbank’n tek yumru agirlig

%25,3 oraninda azalmustir.
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Sekil 4.21. Kontrol ve kurak kosullarda Desiree ve Russet Burbank ¢esidinin tek yumru
agirhig

Bitki bagina yumru verimi sonuglar Sekil 4.22.°de verilmektedir. Sekil 4.22.°de
goriildiigh gibi, kurak kosullarda Desiree ve Russet Burbank cesitlerinin bitki yumru
verimlerinde hafif bir azalma meydana gelmistir. Kontrol kosullarinda Desiree’nin bitki
yumru verimi 237,6 g iken, kuraklik uygulamasinda bitki yumru verimi 232,6 g’a
diismiistiir. Russet Burbank’in kontrol kosullarinda 184,4 g olan bitki bagina yumru
verimi, kurak kosullarda hafif bir artisla 181,1 g’a diismiistiir. Kontrol uygulamasiyla
mukayese edildiginde, kurak kosullar altinda Desire’nin bitki basina yumru verimi %2,1,

Russet Burbank’in bitki basina yumru verimi ise %1,7 oraninda azalmistir.
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Sekil 4.22. Kontrol ve kurak kosullarda Desiree ve Russet Burbank bitki yumru verimi
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Tarimsal iiretim alanlarinda, topraklarin verimliligini olumsuz yonde etkileyen, {iriin
verimini sinirlandiran en 6nemli sorunlardan birisi bitkilerin kurakliga maruz kalmasidir.
Bu durum, biiyiime ve gelismeyi engellemekte ve buna bagl olarak verim ve kalitenin
azalmasina neden olmaktadir. Tarimsal agidan, kuraklik stresi altinda olan patatese
bakildiginda, bitki gelisiminin yavagladigi (Deblonde ve Ledent 2001), erkenciligin
tesvik edilmesi nedeniyle yasam dongiisliniin kisaldigi (Kumar vd., 2007), yumru
sayisinin diistiigli (Eiasu vd., 2007) ve yumru buyiikliglniin azaldig bilinmektedir
(Schafleitner vd., 2007). Bu durumlarin sonucunda, yumru kalitesi ve veriminde
azalmalarin olmast muhtemeldir. Desiree ve Russet Burbank cesitlerinin bitki yumru
verimi degerlerine bakildiginda, yumru verimlerinde hafif bir azalma gozlemlenmistir.
Her ne kadar erken yumru gelisim doneminde baslanan (45. giin) ve 10 giin siiren kuraklik
uygulanmasinda, bitki biiylime ve gelismesinde 6nemli rolii olan fotosentez hizinda
azalama gozlemlense de, bu azalma 5-7 giinliik bir déonemi kapsamistir. Hatta her iki
cesidin fotosentez hizindaki 6nemli azalma sadece kuraklik uygulamasinin 9. ve 10. giinii
yani sadece iki giin meydana gelmistir. Sonug itibariyle, kuraklik uygulamasindan sonraki
donemde yapilan tam sulama ile bitkiler kendilerini 6nemli diizeyde toplamis
olmalidirlar. Boylece kuraklik stresinden kaynaklanan zarar en aza indirilmistir. Bu
sonuglara gore, verimin azalmasinda kurakligin olustugu donemin, siiresinin ve siddetinin
onemli oldugu, kisa siireli kurakligin ¢esitli fizyolojik olaylar iizerine olumsuz etkisi olsa
da, verimi ¢ok fazla etkileyemedigi ortaya ¢ikmaktadir. Daha uzun siireli bir kuraklik
donemi veya araliklarla daha fazla sayida kuraklik stresinin olusmasi, patatesin yumru

veriminde 6nemli azalmalara sebebiyet verebilir.

4.2 miRNA ve hedef gen ifade analizleri

4.2.1 Toplam RNA izolasyonu

Kontrol ve kurak kosullarindaki Desiree (DESCONT: Desiree kontrol, DESDROU:
Desiree kurak) ve Russet Burbank (RUSCONT: Russet Burbank kontrol, RUSDROU:
Russet Burbank kurak) cesitlerinde izole edilen toplam RNA 6rnekleri, 0,5x TBE
kullanilarak hazilanan %1,5 agaroz jelde (7V/cm) 50 dk kosturulmus ve boylece
izolasyonun basarili yapilip yapilmadigi agoroz jelde kontrol edilmistir. RNA agaroz jel
analiz sonucu Sekil 4.23.’te sunulmustur. Sekilde toplam RNA igerisinde, genomik DNA,
25S rRNA ve 18S rRNA ve bunlara ek olarak kloroplast ve mitokondri rRNA bantlar1
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goriilmektedir. Daha sonraki agsamada, gen ifade analiz sonuglarini etkilememesi i¢in

genomik DNA temizlemesi yapilmistir.

{ | Genomik DNA

(] 255 1RNA
(T 185 RNA

Sekil 4.23. Toplam RNA izolasyonu jel goriintiisii

Nanodrop 6l¢iimlerinden sonra 100 ng/ul olacak sekilde seyreltilen RNA ornekleri,
gDNA temizlemesinin basarili yapilip yapilmadigini ve RNA’nin saglamligini kontrol
edilmek {iizere agaroz jele yiiklenmistir. Kontrol ve kurak kosullardaki Desiree
(DESCONT: Desiree kontrol, DESDROU: Desiree kurak) ve Russet Burbank
(RUSCONT: Russet Burbank kontrol, RUSDROU: Russet Burbank kurak) ¢esitlerinde
gDNA’dan temizlenen toplam RNA oOrnekleri goriintiisii Sekil 4.24.’de sunulmustur.
Toplam RNA izolasyon sonucu Sekil 4.24.’de sunulmustur. Toplam RNA izolasyon
orneklerinin verildigi Sekil 4.23.de en {istte bulunan genomik DNA bantlarinin
temizlendigi goriilmektedir. Bu sonug, RNA 6rneklerinin gDNA’dan bagarili bir sekilde
temizlendigini ortaya koymaktadir.
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Sekil 4.24. Genomik DNA uzaklastirilmas1 sonrast RNA jel goriintiisii
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Sekil 4.25. Agaroz jel sisteminde kullanilan markor

Kontrol ve kurak kosullarda yetistirilen Desiree (DC: Desiree kontrol, DD: Desiree
kurak) ve Russet Burbank (RC: Russet Burbank kontrol, RD: Russet Burbank kurak)
cesitlerine ait toplam mRNA Ornekleri kullanilarak mRNA’dan cDNA sentezi
yapilmistir. Ardindan mRNA’dan cDNA sentezinin gergeklestirilip gergeklestirilmedigi
efla pirimerleri kullanarak standard PCR ile analiz edilmistir. PCR ile yapilan cDNA
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dogrulama analiz sonuglarini gosteren agaroz jel goriintiisii Sekil 4.26.’da verilmistir.
Dort PCR 6rneginde de ef7a i¢in beklenen 101 baz uzunlugunda bantlar gézlemlenmistir.
Boylece standard PCR analizi ile mRNA’dan c¢DNA sentezinin basariyla
gergeklestirildigi belirlenmistir.

101 bp

Sekil 4.26. mRNA’dan cDNA sentezinin PCR ile dogrulamasi

Kontrol ve kurak kosullarda Desiree yetistirilen (DC: Desiree kontrol, DD: Desiree
kurak) ve Russet Burbank (RC: Russet Burbank kontrol, RD: Russet Burbank kurak)
cesitlerine ait toplam RNA ornekleri kullanilarak miRNA’dan cDNA sentezi yapilmigtir.
cDNA sentezinin gergeklesip gergeklesmedigi, ilgili miRNA’ya 6zgii primerler ve sap-
ilmege 0zgii evrensel primer kullanilarak standard PCR ile analiz edilmistir. Yapilan

dogrulama ¢alismasinin agaroz jel analiz sonucu Sekil 4.27.’de sunulmustur.
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Sekil 4.27. miRNA’dan cDNA sentezinin PCR ile dogrulamasi

Standard-PCR yapilan cDNA dogrulama analiz sonuglarini gosteren agaroz jel resmi
Sekil 4.27.’de verilmigtir. Standard-PCR yapilan mikro-cDNA dogrulamasi agaroz jel
goriintlisiine bakildiginda, stu-miR398a ve miR224 icin yaklasik 65-66 bp uzunlugunda
iriin elde edilmistir. stu-miR398b icin yapilan dogrulama calismasinda, sadece kurak
kosullarinda yetistirilen Desiree ¢cDNA orneklerinden beklenen uzunlukta bant elde
edilirken, diger cDNA 6rneklerinden PCR iirlinii olusmamaistir. stu-miR156a i¢in yapilan
dogrulama ¢alismasinda, kurak kosullarda yetistirilen Desiree cDNA 6rnegi harig, diger
cDNA 6rneklerinden beklenen uzunlukta PCR iiriinii tiretilmistir. stu-miR742 i¢in sadece
kontrol kosullarinda yetistirilen Russet Burbank cDNA 6rneginden beklenen uzunlukta

PCR iiriinii elde edilirken, diger cDNA 6rneklerinde PCR iiriinii meydana gelmemistir.

4.2.2 miRNA ve hedef gen ifade analizleri

Patates lizerine yapilan arastirmalarda, abiyotik stres faktorlerine karst dayanikliligin
saglanmasi i¢in klasik 1slah yontemleri ve seleksiyonlarla dayamiklilik saglanmaya
calisilmigtir.  Ancak, kurakliga dayaniklilikta kuraklik stresine toleranstaki
mekanizmalarin anlagilmasi gerekmektedir. Bu nedenle, strese yanit sirasinda
transkripsiyondaki degisikliklerin ve transkripsiyon sonrast mekanizmalar vasitasiyla gen
ifadelerindeki diizenlenmelerin ve diger uyum mekanizmalarinin anlagilmast énemlidir.
Bu calismada, patatesin enzimatik antioksidan sisteminde yer alan SOD enzimlerini

kodlayan genlerin ve bu genleri hedef aldig1 tahmin edilen patates miRNA’larinin
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kuraklik stresine tepkileri hakkinda, molekiiler diizeyde deneysel veriler toplanmistir.
Calismamizda kontrol ve stres kosullarinda bazt miRNA’larin ve hedef genlerinin
ifadeleri tespit edilmistir. Tez kapsaminda 3 genin (Cu/Zn SOD, Fe SOD ve L-askorbat
oksidaz) ve bu genleri hedef aldigi tahmin edilen 5 miRNA’nin (stu-miR398a, stu-
miR398b, stu-miR156a, mMiR224 ve stu-miR742) kuraklik stresi altindaki ifade
degisimlerini belirlemek ve biyoinformatik olarak miRNA hedefi oldugu tahmin edilen
genlerin ger¢ekten hedef gen olup olmadiklar1 hakkinda ilk deneysel verileri elde etmek
amaciyla, kontrol ve kurak kosullarinda yetistirilen Desiree ve Russet Burbank
cesitlerinden elde edilen cDNA’lar kalip olarak kullanilarak qRT-PCR (Quantitative
Real-Time PCR) analizleri yapilmistir. Incelenen miRNA’larin isimleri, niikleotit
dizileri, hedef genleri hakkindaki bilgiler materyal ve metot boliimiinde Cizelge 3.4.’de
verilmistir. Bunlarin yaninda, kuraklik toleransinda rol aldigi diisiiniilen prolinin
sentezinde gorevli Piyrolin-5-karboksilat sentazi kodlayan P5CS geninin kuraklik
kosullarindaki ifade degisimi de incelenmistir. Biyoinformatik yontemlerle patateste
Cu/Zn-SOD’u hedefledigi tahmin edilen miR398 ve miR156’nin, Fe-SOD’u hedefledigi
tahmin edilen miR224 ve miR742’nin kontrol ve kurak kosullarda yetistirilen iki farkli
patates ¢esidinde ifade analizlerinin ve bu miRNA’larin ifadelerinin hedef genlerinin
ifadesiyle karsilagtirilmasinin yapildigina dair herhangi bir kaynaga rastlanmamaistir. Bu
ozelligi sebebiyle bu ¢alismanin patateste ilk defa yapilmis oldugu tahmin edilmektedir.
Bu tez kapsaminda incelenen patates miRNA’larinin kuraklik stresi kosullarindaki
ifadeler ve tahmini hedef genleriyle iliskileri hakkinda deneysel yollarla elde edilen
veriler, kurakliga toleransli patates ¢esitleri gelistirmek icin miRNA temelli ¢calismalara

katk1 saglayacaktir.

Gen ifadesinin oransal degisimi 2 22“'yontemine gore hesaplanmis ve normalizasyon igin
patateste ¢ok istikrarli bir gen olan ef/a geni referans gene olarak secilmistir (Nicot vd.,
2005). PCR’1n sadece tek bir {iriin olusturup olusturmadigini belirlemek i¢in erime egrisi
(melting curve) analizi yapilmistir. Erime egrisi analizi sonucunda, reaksiyon grafiginde
yalnizca bir zirve gozlemleniyorsa bu durumda reaksiyonda bir tane PCR ({irlinii

(amplicon) oldugu dogrulanmistir.

Kontrol ve kuraklik kosullar yetistirilen Desiree ve Russet Burbank ¢esitlerinin ef/a

genine ait erime egrisi (melting curve) sonuclar1 sirasiyla Sekil 4.28. ve Sekil 4.29.’da
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verilmistir. eflo geninde yapilan analiz sonucunda, tek bir zirve gézlenmis ve bdylece
kullanilan efa primerleriyle tek bir PCR iiriinii elde edildigi ve qRT-PCR analizlerinde
elde edilen sinyalin bu tek PCR iirliniinden elde edildigi dogrulanmistir. Kontrol ve kurak
kosullarda Desiree ve Russet Burbank’ta meydana gelen ef7a geninin ifadesine ait qRT-
PCR analiz sonucunda elde edilen PCR iirlinii ¢cogalma egrisi Sekil 4.30. ve 4.31.°de

gosterilmistir.

a

Sekil 4.30. Kontrol (a) ve kurak (b) kosullarda Desiree’nin ef7a PCR iiriinii cogalma
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Sekil 4.29. Kontrol (;) ve kurak (b) kosullarda Russet Burbank’ngl efla erime egrisi
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Sekil 4.31. Kontrol (a) ve kurak (b) kosullarda Russet Burbank’in ef7a PCR {iriinii
cogalma egrisi

4.2.2.1 stu-miR398a ile tahmini hedef genleri L-askorbat oksidaz ve Cu/Zn SOD’un

gRT-PCR analizleri

stu-miR398a ifade analizinde, QRT-PCR’1n sadece tek bir iiriin olusturup olusturmadigini
belirlemek icin erime egrisi (melting curve) analizi yapilmistir. Erime egrisi analizi
sonucunda, reaksiyon grafiginde yalnizca bir zirve gozlemlenmis ve bu durumda

reaksiyonda bir tane stu-miR398a {iriinii (amplicon) oldugu dogrulanmustir.

Desiree ve Russet Burbank’ta stu-miR398a’nin erime egrisi analiz sonuglar1 Sekil 4.32.

ve Sekil 4.33.°de verilmistir.

deg

Sekil 4.32. Kontrol (a) ve kurak (b) kosullarda Desiree’de stu-miR398a erime egrisi
grafigi
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Sekil 4.33. Kontrol (a) ve kurak (b) kosullarda Russet Burbank stu-miR398a erime
egrisi grafigi
L-askorbat oksidaz ifade analizinde, gRT-PCR’in sadece tek bir iiriin olusturup
olusturmadigini belirlemek i¢in erime egrisi (melting curve) analizi yapilmistir. Erime
egrisi analizi sonucunda, reaksiyon grafiginde yalnizca bir zirve gozlemlenmis ve bu
durumda reaksiyonda bir tane L-askorbat oksidaz {irtini (amplicon) oldugu
dogrulanmistir. Desiree ve Russet Burbank’ta L-askorbat oksidaz’in erime egrisi analiz

sonuclar1 Sekil 4.34. ve Sekil 4.35.de verilmistir.

a b
" /f \\ |
02 / \\ 02
01 x’/ \\ oL
00 - - \ - - - - —
Sekil 4.34. Kontrol (a) ve kurak (b) kosullarda Desiree’de L-askorbat oksidaz erime
egrisi grafigi
a b

75 80 85 9 95 100 75 80 85 9 95 100

Sekil 4.35. Kontrol (e;) ve kurak (b) kosullarda Russet Burbank’tagL-aSkorbat oksidaz
erime egrisi grafigi
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Cu/Zn SOD ifade analizinde, qRT-PCR’1n sadece tek bir iiriin olusturup olusturmadigini
belirlemek i¢in erime egrisi (melting curve) analizi yapilmistir. Erime egrisi analizi
sonucunda, reaksiyon grafiginde yalnizca bir zirve goézlemlenmis ve bu durumda

reaksiyonda, bir tane Cu/Zn SOD firiinii (amplicon) oldugu dogrulanmustir.

Desiree ve Russet Burbank’ta Cu/Zn SOD’un erime egrisi analiz sonuglar1 Sekil 4.36. ve

Sekil 4.37.’de verilmistir.
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Sekil 4.36. Kontrol (a) ve kurak (b) kosullarda Desiree’de Cu/Zn SOD erime egrisi
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Sekil 4.37. Kontrol (a) ve kurak (b) kosullarda Russet Burbank’ta Cu/Zn SOD erime

egrisi grafigi
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Kontrol ve kurak kosullarda Desiree ve Russet Burbank’ta meydana gelen stu-
miR398a’nin ifadesine ait qRT-PCR analiz sonucunda elde edilen PCR f{irlinii cogalma
egrisi sonuclar1 Sekil 4.38. ve Sekil 4.39.’da gosterilmistir. Stu-miR398a’nin hedefi
oldugu tahmin edilen L-askorbat oksidaz geninin, kontrol ve kurak kosullarda Desiree ve
Russet Burbank’taki ifadesine ait QRT-PCR analiz sonucunda elde edilen PCR {iriinii
cogalma egrisi Sekil 4.40. ve Sekil 4.41.’de sunulmustur. Cu/Zn SOD geninin, kontrol ve
kurak kosullarda Desirce ve Russet Burbank’taki ifadesine ait qRT-PCR analiz
sonucunda elde edilen PCR iirlinii ¢ogalma egrisi Sekil 4.42. ve Sekil 4.43.’de

sunulmustur.
a b
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Sekil 4.38. Kontrol (a) ve kurak (b) kosullarda Desiree’de stu-miR398a PCR iiriinii
cogalma egrisi

Sekil 4.39. Kontrol (a) ve kurak (b) kosullarda Russet Burbank’ta stu-miR398a PCR
iiriinii gogalma egrisi

79



0,05 “Threshold] /
/ Threshold]
% [reshod /
- A
0,00 = 000 —
5 10 15 20 25 30 35 40 5 10 15 20 25 30 35 40
Cycle oycle

Sekil 4.40. Kontrol (a) ve kurak (b) kosullarda Desiree’de L-askorbat oksidaz PCR
iirlinii cogalma egrisi
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Sekil 4.41. Kontrol (a) ve kurak (b) kosullarda Russet Burbank’ta L-askorbat oksidaz
PCR firiinii ¢ogalma egrisi
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Sekil 4.42. Kontrol (a) ve kurak (b) kosullarda Desiree’de Cu/Zn SOD PCR fiiriinii
cogalma egrisi
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Sekil 4.43. Kontrol (a) ve kurak (b) kosullarda Russet Burbank’ta Cu/Zn SOD PCR
iirlinii cogalma egrisi

Desiree ve Russet Burbankta kontrol ve kurak kosullarda, stu-miR398a ifadesine ait gRT-
PCR analizi sonucu Sekil 4.44.°‘de sunulmustur. Desiree ve Russet Burbank’ta kurak
kosullarda stu-miR398a ifadesinin azaldig1 goriilmektedir. Desiree ve Russet Burbank’ta
kontrol ve kurak kosullarda, L-askorbat oksidaz ifadesine ait gRT-PCR analizi sonucu
Sekil 4.44.’de verilmektedir. Desiree ve Russet Burbankta kurak kosullarda L-askorbat

oksidaz ifadesinin azaldig1 goriilmektedir.

stu-miR398a L-askorbat oksidaz E——
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Desiree Russet B. Desiree Russet B.

Sekil 4.44. Desiree ve Russet Burbank’ta stu-miR398a (a) ve L-askorbat oksidaz (b)
ifade analizi

Onceki calismalarda L-askorbat oksidaz aktivitesinin, cevre kosullarinin algisinda ya da
stres yanitlarinda bir role sahip oldugu tahmin edilmistir (Sekil 4.45.). Su eksikligi
kosullarinda, askorbat oksidaz enzimi ve farkli kosullarda {liriin miktar1 arasinda bir iliski
oldugu gosterilmistir. Askorbat oksidazin izoformlarinin baskilanmasi ile yabani
bitkilerde, stoma iletkenliginde degisiklikler, seker metabolizmasinda degisiklikler

(yaprakta ve meyvede heksoz konsantrasyonu), apoplastik askorbat, seker ve heksoz
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seviyesindeki degisimler gibi bircok fenotipik farkliliklar goriilmiistiir (Pignocchi ve
Fuaye 2003; Pignocchi vd., 2006). Garchery vd., (2013) yaptiklar1 ¢alismalara gore,
askorbat oksidaz aktivitesi azalmasi karbon alimini etkilemis ve su eksikliginde
domateste liriin verimini arttirmistir. Bu ¢alismada, RNA interferaz yontemi ile domateste
askorbat oksidaz enzim aktivitesi diislirilmistiir ve kisitl su kosullarinda yabani tip
domateslere kiyasla iiriin veriminin arttig1 goriilmistiir. Zhang vd., (2013) makalesindeki
verilere gore, L-askorbat oksidazin patatese 6zel olan stu-miR398a’nin hedefi oldugu
biyoinformatik yollarda tahmin edilmistir. Homolojiye bagli baz eslesmesi ile hedef
mRNA molekiillerinin ifadelerinin diizenlenmesinde rol oynayan miRNA’lar, gen
ifadelerini transkripsiyon sonrasi seviyede diizenleyerek, hedef gen ifadelerinin
azalmasina ve/veya durmasina neden olurlar. Stu-miR398a’nin hedef geni L-askorbat
oksidazin da ifadesinin kurak kosullarda azaldig1 goériilmiistiir. Tahmin edildigi sekilde,
kurak kosullarda patates bitkilerinde L-askorbat oksidazin ifadesinde azalma meydana
gelmis (Sekil 4.44.), ancak stu-miR398a’nin da ifadesinde azalma gozlenmistir. Eger stu-
miR398a, L-askorbat oksidaz enzimini hedef aliyorsa, L-askorbat oksidaz enzim
ifadesinin azalmasi icin stu-miR398a ifadesinin artmasi gerekmektedir. Fakat stu-
miR398a’nin kurak kosullarda ifadesinin azaldigi goriilmiistiir. Bu durumda patatesin
kuraklik stresinde, L-askorbat oksidaz gen ifade degisikliginde miR398a’nin rol almadig:

veya farkl bilesenlerin de etkili olabilecegi tahmin edilmektedir.
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Sekil 4.45. Askorbat oksidazin rol aldig1 askorbat oksidasyon reaksiyonu (Gest vd.,
2014)

Desiree ve Russet Burbankta kontrol ve kurak kosullarda, stu-miR398a ifadesine ait qRT-

PCR analizi sonucu Sekil 4.46.’da sunulmustur. Desiree ve Russet Burbank’ta kurak
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kosullarda stu-miR398a ifadesinin azaldig1 goriilmektedir. Desiree ve Russet Burbank’ta
kontrol ve kurak kosullarda, Cu/Zn siiperoksidaz dismutaz (Cu/Zn SOD) ifadesine ait
gRT-PCR analizi sonucu Sekil 4.46.’da verilmektedir. Desiree ve Russet Burbank’ta
kurak kosullarda Cu/Zn SOD ifadesinin arttig1 goriilmektedir.

a b
14 = Cu/zn SOD
stu-miR398a 18 T
_— Kontrol o -|:| Eﬁrnatfl
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Desiree Russet B.

Desiree Russet B.

Sekil 4.46. Desiree ve Russet Burbank’ta stu-miR398a (a) ve Cu/Zn SOD (b) ifade
analizi

Bitkiler stresle basa ¢ikmak ve oksidatif stres altinda yasamlarini devam ettirebilmek i¢in,
ROS detoksifikasyonunu ve kontroliinii saglamak icin gesitli antioksidan enzimlere
sahiptiler. Siiperoksit dismutaz (SOD), askorbat peroksidaz (APX), glutatyon peroksidaz
(GPX) ve katalaz (CAT) gibi antioksidan enzimleri, bir substratin oksidasyonunu
azaltarak (elektron aktarimiyla) veya engelleyerek, oksidasyona kars1 miicadele ederler.
SOD izoenzimleri hiicrenin farkli alt katmanlarinda bulunmaktadirlar. Ornegin, Fe SOD
Kloroplastta, Mn SOD mitokondri ve peroksizom iginde, Cu/Zn SOD kloroplast,
sitoplazma ve muhtemelen ¢ekirdek dist bosluklarda bulunmaktadir (Alscher vd., 2002).
ROS iiretimi stres kosullarinda farkli organellerde gergeklesebilir ve bu nedenle farkli
cevre kosullarinda SOD izoenzim ifade seviyeleri de farklilik gosterebilir (Pereira vd.,
2003). Yapilan ¢aligmalar, biyotik ve abiyotik strese bagli olusan oksidatif stresle basa
cikmada ve bitkilerin stres kosullar altinda canlilig1 stirdiirmesine katki saglamada, SOD
ifadelerindeki artisin dnemini vurgulamistir. Ornegin, Sunkar vd., (2006) ¢alismalarinda,
Cu/Zn SOD genlerinin Arabidopsis'te miRNA’lar tarafindan transkripsiyon sonrasi

diizenlendiklerini tespit etmislerdir. Oksidatif stres kosullarinda miRNA ifadesinin
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azaldig1 ve bu azalan miRNA ifadesinin transkripsiyon sonrasi Cu/Zn SOD gen ifadesini
diizenlenledigi ve bu durumun oksidatif stres toleransini etkiledigi gosterilmistir.
Arabidopsis'te miR398 ifadesinin azalmasina bagli olarak, transkripsiyon sonrasi
diizenleme ve tetikleme ile oksidatif stres tolerasinda Cu/Zn SOD ifadesinin arttig1 ifade
edilmistir (Sunkar vd., 2006). Patateste stu-miR398a’nin hedef geninin biyoinformatik
yollarla Cu/Zn SOD oldugu tahmin edilmistir (Zhang vd., 2013). Tez kapsaminda yapilan
deneysel c¢alismalar sonucunda, Desiree ve Russet Burbak g¢esitlerinde stu-miR398a
ifadesinin azalmasina (Sekil 4.46.), bagh olarak, transkripsiyon sonrasi diizenleme ile
oksidatif stres tolerasinda rol alan Cu/Zn SOD ifadesinin (Sekil 4.46.) arttig1 gozlenmistir.
Onceki biyoinformatik veriler ve tez kapsaminda elde edilen deneysel sonuglar bir arada
degerlendirildiginde, kuraklik kosullarinda patates bitkilerinin stu-miR398a araciligiyla
diizenleme yaparak bir antioksidan sistem enzimi olan Cu/Zn SOD ifadesini arttirdig1 ve
boylece, patates bitkilerinin kurakliga toleranslarini arttirmaya calistiklart sonucu

c¢ikarilabilir.

Zhang vd., (2013), tarafindan yapilan biyoinformatik analizler sonucunda, stu-
miR398a’nin hedefinin L-askorbat oksidaz, stu-miR398b’nin hedefinin ise Cu/Zn SOD
oldugu tahmin edilmistir. Stu-miR398a ve stu-miR398b dizilerinin (Cizelge 3.4.)
birbirine ¢cok benzer olmalari sebebiyle, tez kapsaminda bu iki miRNA’nin hedeflerinin
ayn1 olabilecegi ongoriilmiistiir. Bu nedenle kurak kosullarda patates bitkilerindeki stu-
miR398a’nin ifade degisikligi hem L-askorbat oksidaz hem de Cu/Zn SOD genlerinin
ifade degisikligi ile karsilastirilmistir. Sonug olarak, kurak kosullarda patates bitkilerinde
stu-miR398a ile L-askorbat oksidaz ifadeleri arasinda benzer bir degisim gozlenirken,
stu-miR398a ile Cu/Zn SOD ifadeleri arasinda zit bir iliski belirlenmistir. Boylece, bu ilk
deneysel verilere dayanarak stu-miR398a’nin hedefinin Cu/Zn SOD olabilecegi
sOylenebilir. Bu durumun ispatlanmasi igin patateste transgenik yaklasimlar kullanilarak

daha detayl calismalarin yapilmasi gerekmektedir.

4.2.2.2 stu-miR398b’nin qRT-PCR analizi

Desiree ve Russet Burbank’ta stu-miR398b’nin erime egrisi analiz sonuglar1 Sekil 4.47.

ve Sekil 4.48.°de verilmistir.
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Sekil 4.47. Kontrol (a) ve kurak (b) kosullarda Desiree’de stu-miR398b erime egrisi
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Sekil 4.48. Kontrol (a) ve kurak (b) kosullarda Russet Burbank’ta stu-miR398b erime
egrisi grafigi
miR398b i¢in erime egrisi analizi her biri 3 teknik tekrarl olarak iki kez yapilmis ve her
iki analizden ayn1 sonuglar elde edilmistir. Yapilan erime egrisi analizi sonucunda kontrol
kosullarindaki Desiree ¢esidinde Stu-miR398b icin sinyal zirvesi olugmamistir. Bu
sonuca gore, bu kosullarda ya qRT-PCR ¢aligmamis ya da kontrol kosullarda Desiree
yapraklarinda stu-miR398a ifadesi gRT-PCR ile tespit edilemeyecek kadar diisiik
seviyede gergeklesmistir. Kurak kosullarda yetisen Desiree’nin stu-miR398b erime egrisi
sonuclar1 incelendiginde (Sekil 4.47.), 3 teknik tekrarin iki tanesinde birer tane zayif zirve
sinyali gozlenmistir. Bu sonuca gore kurak kosullarda yetistirilen Desiree’de yapilan
gRT-PCR analizinde bir iiriin elde edildigi sdylenebilir. Kontrol kosullarinda yetistirilen
Russet Burbank’ta stu-miR398b i¢in yapilan erime egrisi analizi sonucunda 2 teknik
tekrarda birer tane zayif zirve sinyali elde edildigi gézlemlenmistir, boylece kontrol
kosullarinda yetistirilen Russet Burbank’ta bir adet QRT-PCR f{irtin olustugu sdylenebilir.
Kurak kosullarda yetistirilen Russet Burbank ¢esidinde stu-miR398b icin yapilan erime
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egrisi sonucunda 3 teknik tekrarin bir tanesinde belirgin zirve sinyali gézlenmistir.
Boylece, kurak kosullarda yetistirilen Russet Burbak’ta 3 teknik tekrardan bir tanesinde

gRT-PCR iiriinli olusmustur.

Kontrol ve kurak kosullarda Desiree ve Russet Burbank’ta meydana gelen stu-
miR398b’nin ifadesine ait QRT-PCR analiz sonucunda elde edilen PCR f{iriinii cogalma
egrisi sonuclar1 Sekil 4.49. ve Sekil 4.50.’de gosterilmistir. Stu-miR398b’nin hedefi
oldugu tahmin edilen Cu/Zn SOD geninin, kontrol ve kurak kosullarda Desiree ve Russet
Burbank’taki ifadesine ait qRT-PCR analiz sonucunda elde edilen PCR f{irlinii cogalma
egrisi Sekil 4.42. ve Sekil 4.43.de sunulmustur. Stu-miR398b ile yapilan qRT-PCR
analizlerinden gilivenilir sonuglarin elde edilememesi nedeniyle bu miRNAya ait oransal
ifade degisim grafikleri ¢izilmemistir. Stu-miR398b’nin hedefleri oldugu tahmin edilen
Cu/Zn SOD ve L-askorbat oksidazin gen ifade analiz sonuglart Sekil 4.46. ve Sekil
4.44.de verilerek, tezin “stu-miR398a ile tahmini hedef genleri L-askorbat oksidaz ve
Cu/Zn SOD’un qRT-PCR analizleri” baslig1 altinda tartisilmistir.

5 10 15 20 25 30 35 40 5 10 15 20 25 30 35 40
Cycle Cycle

Sekil 4.49. Kontrol (a) ve kurak (b) kosullarda Desiree’de stu-miR398b PCR {iriinii
cogalma egrisi

a b
/
///
//
/ // / g /
TN ~ N} /
0,00 N / />L’L/-/ 0,00 S~ /
Threshold \\\§$/ P Threshold| ~\_
5 10 15 20 25 30 35 0 5 10 15 20 25 30 35 40
Cycl Cycle

Sekil 4.50. Kontrol (a) ve kurak (b) kosullarda Russet Burbank’ta stu-miR398b PCR
irlinli cogalma egrisi
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4.2.2.3 stu-miR156a ve hedef geni Cu/Zn SOD

Stu-miR156a ifade analizinde, QRT-PCR’in sadece tek bir firiin olusturup
olusturmadigini belirlemek i¢in erime egrisi (melting curve) analizi yapilmistir (Sekil
4.51. ve Sekil 4.52.). Erime egrisi analizi sonucunda, kurak kosullarda yetistirilen Russet
Burbank’1n bir tekrar1 haricinde, hi¢bir 6rnegin reaksiyon grafiginde bir zirve olusmadigi
gbozlemlenmis ve bu durumda yapilan qRT-PCR’da stu-miR156a’ya ait bir iirliniin elde
edilemedigi belirlenmistir. Stu-miR156a ile yapilan qRT-PCR analizlerinden oransal
ifade degisim grafigi ¢izebilecek sinyal alinamamis ve bu nedenle stu-miR156a i¢in

oransal ifade degisim grafikleri ¢izilmemistir.

\ A\
\ / A | /

C% \&\/ ;J/:\\ \/ \\ % \ v A

0,00 / \ X
\ / \/ \ / )

75 80 85 90 95 100 75 80 85 90 95 100
deg. deg.

Sekil 4.51. Kontrol (a) ve kurak (b) kosullarda Desiree’de stu-miR156a erime egrisi
grafigi

\ 0,10
XT\“\\\ //\\ /3(/\ -
Y N 7
VAR %/ \

75 80 85 100 75 80 8 % 9% 100
deg. deg.

Sekil 4.52. Kontrol (a) ve kurak (b) kosullarda Russet Burbank stu-miR156a erime
egrisi grafigi

Literatiirde kayitli, uzunluk ve birkag niikleotid bakimindan farklilik gsteren ii¢ ayr1 stu-
miR156a dizisi bulunmaktadir (Xie vd., 2011, Hwang vd., 2011, mirBase veribankast).
Xie vd., (2011) calismalarinda, patateste stu-miR156’nin Cu/Zn-SOD’u hedefledigini
biyoinfomatik yollarla tahmin etmislerdir ve tez kapsaminda onlarin bildirdikleri Stu-

miR156a miRNA dizisi kullanilarak primerler tasarlanmistir. Tasarlanan bu primerlerle
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stu-miR156a qRT-PCR analizleri yapilmis, ancak erime egrisi analiz sonuglarindai (Sekil
4.51. ve Sekil 4.52.) ve PCR iiriinii cogalma egrisi sonuglarinda (Sekil 4.53. ve Sekil
4.54.) goriildiigii gibi yapilan stu-miR156a qRT-PCR’1 ¢alismamustir. Bu nedenle, ileride
yapilacak ¢alismalarda, miRBase veri tabaninda bulunan stu-miR156a dizisi ve Hwang
vd., (2011) makalesinde verilen stu-miR156a dizisi alinarak, primer tasarlanacak ve stu-

miR156a ifadesi qRT-PCR analizleriyle incelenecektir.

Kontrol ve kurak kosullarda Desiree ve Russet Burbank’ta stu-miR156a’nin qRT-PCR

analiz sonucunda elde edilen PCR iiriinli ¢ogalma egrisi Sekil 4.53. ve Sekil 4.54.’de

verilmigtir.
a b
_— S~
s %*\_/ <
/ - ~— T
000 //\ L \\ - oo = P/
Thresho\d//\ ~ Threshold| N
//
5 10 15 20 25 30 35 40 5 10 15 20 25 30 35 40
oycle oycle

Sekil 4.53. Kontrol (a) ve kurak (b) kosullarda Desiree’de stu-miR156a PCR f{iriinii
cogalma egrisi

—— —
N //?« A

— N\ 0,00

Threshold[_— e \ Threshold|

5 10 15 20 25 30 35 40 5 10 15 20 2 30 35 40
Cycle Cycle

Sekil 4.54. Kontrol (a) ve kurak (b) kosullarda Russet Burbank’ta stu-miR156a PCR
iiriinii gogalma egrisi

4.2.2.4 miR224 ve tahmini hedef geni Fe SOD’un qRT-PCR analizleri

miR224 ifade analizinde, qRT-PCR’in sadece tek bir iiriin olusturup olusturmadigini

belirlemek icin erime egrisi (melting curve) analizi yapilmistir. Erime egrisi analizi
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sonucunda, reaksiyon grafiginde yalnizca bir zirve goézlemlenmis ve bu durumda

reaksiyonda bir tane miR224 iiriinii (amplicon) oldugu dogrulanmistir. Desiree ve Russet

Burbank’ta miR224 ifadesine ait qRT-PCR analizi sonucu elde edilen erime egrisi analiz

sonuclar1 Sekil 4.55. ve Sekil 4.56.’da verilmistir.
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Sekil 4.56. Kontrol (a) ve kurak (b) kosullarda Russet Burbank’ta miR224 erime egrisi

grafigi

Fe siiperoksidaz dismutaz (Fe SOD) ifade analizinde, gqRT-PCR’1n sadece tek bir {iriin

olusturup olusturmadigin belirlemek i¢in erime egrisi (melting curve) analizi yapilmistir.

Erime egrisi analizi sonucunda, reaksiyon grafiginde yalnizca bir zirve gézlemlenmis ve

bu durumda reaksiyonda, bir tane Fe siiperoksidaz dismutaz (Fe SOD) iiriinii (amplicon)
oldugu dogrulanmistir (Sekil 4.57. ve Sekil 4.58.)

89



05 05

04 04

03 03

02 02

01 ouf

00 00 T — e——

75 80 85 9 95 100 75 80 85 9 95 100
deg deg

Sekil 4.57. Kontrol (a) ve kurak (b) kosullarda Desiree’de Fe SOD erime egrisi grafigi
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Sekil 4.58. Kontrol (a) ve kurak (b) kosullarda Russet Burbank’ta Fe SOD erime egrisi
grafigi

Kontrol ve kurak kosullarda Desiree ve Russet Burbank’ta miR224’tin qRT-PCR
analizinden elde edilen PCR f{iriinii ¢ogalma egrisi sonuglari Sekil 4.59. ve 4.60.’da
gosterilmistir. Ayrica, tahmini hedef gen Fe SOD un, kontrol ve kurak kosullarda Desiree
ve Russet Burbank’taki qRT-PCR analiz sonucunda elde edilen PCR {iriinii ¢ogalma

egrisi Sekil 4.61. ve Sekil 4.62.’de sunulmustur.
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Sekil 4.59. Kontrol (a) ve kurak (b) kosullarda Desiree’de miR224 PCR iiriinii ¢ogalma
egrisi
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Sekil 4.60. Kontrol (a) ve kurak (b) kosullarda Russet Burbank’ta miR224 PCR f{iriinii
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Sekil 4.61. Kontrol (a) ve kurak (b) kosullarda Desiree’de Fe SOD PCR fiiriinii cogalma

25

35 40

egrisi

Threshold|

5 10

15

20
Cycle

25

30

35

40

Sekil 4.62. Kontrol (a) ve kurak (b) kosullarda Russet Burbank’ta Fe SOD PCR iiriinii

cogalma egrisi

Desiree ve Russet Burbank’ta kontrol ve kurak kosullarda, miR224 ve Fe SOD ifadesine

ait QRT-PCR analizi sonuglar1 Sekil 4.63.’de sunulmustur. Desiree’de kurak kosullarda

miR224’lin ifadesinde hafif bir artis meydana gelirken, Russet Burbank’ta kurak

kosullarda miR224’{in ifadesi onemli 6l¢iide azalmistir. Fe SOD’un kurak kosullarda
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Oransal ifade

Desiree ¢esidinde hafif artig gosterdigi, Russet Burbank’ta ise 2,5 kattan fazla bir ifade

artist oldugu belirlenmistir.

pxv 35

miR244 Fe SOD
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024

0,0 0,0
Desiree Russet B. Desiree Russet B.

Sekil 4.63. Desiree ve Russet Burbank’ta miR224 (a) ve Fe SOD (b) ifade analizi

Lakhotia vd., (2014) calismalarinda, biyoinformatik analizleri kullanarak, miR224’iin
hedef geninin Fe SOD oldugunu tahmin etmislerdir. Tez kapsaminda yapilan deneysel
calismalar sonucunda kurak kosullarda miR224’iin ifadesinin Desiree’de 6nemli diizeyde
degismedigi ve buna benzer sekilde tahmini hedef gen Fe SOD’un ifadesinin de
Desiree’de onemli bir degisim olusturmadigi gézlemlenmistir. Bunun yaninda, kurak
kosullarda miR224’{in ifadesi Russet Burbank’ta dnemli diizeyde (%76,2) azalirken,
tahmini hedef gen Fe SOD’un ifadesi tersine 2,6 kat artmistir. Bu sonugclar, ayn1 gen veya
aynt miRNA’larin stres kosullar1 altinda, ayni tiire ait farkli ¢esitlerde ifadelerinin farkl

olabilecegini ortaya koymaktadir.

Onceki biyoinformatik analiz sonuglar1 ve tez kapsaminda yapilan deneysel ¢alismalar
bir arada degerlendirildiginde, 6zellikle Russet Burbak cesidinde miR224 ile Fe SOD
ifadelerinde zit bir model olusmasi nedeniyle, miR224’un transkripsiyon sonrasi
diizenleme ile Fe SOD’un ifadesinde artisa neden olmus olabilcegi diistiniilmektedir. Tez
kapsaminda elde edilen deneysel sonuglar, miR224’un hedef geninin Fe SOD
olabilecegini ortaya koymaktadir. Bu durumun ispatlanmasi i¢in patateste transgenik

yaklasimlar kullanilarak daha detayli ¢alismalarin yapilmasi gerekmektedir.
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4.2.2.5 stu-miR742 qRT-PCR analizi

stu-miR742 ifade analizinde, gRT-PCR’1n sadece tek bir tiriin olusturup olusturmadigini
belirlemek i¢in erime egrisi (melting curve) analizi yapilmistir. Erime egrisi analizi
sonucunda (Sekil 4.64.), Desiree’nin hem kontrol hem de kurak reaksiyon grafiginde bir
zirve olugsmamis ve bu durumda yapilan qRT-PCR’da stu-miR742’ye ait bir {irliniin elde
edilemedigi belirlenmistir. Kontrol ve kurak kosullardaki Russet Burbank’in reaksiyon
grafikleri incelendiginde (Sekil 4.65.), her iki kosulda da 3 teknik tekrarin bir tanesinde
zirve olustugu goriilmektedir. Boylece, kontrol ve kurak kosullardaki Russet Burbank,

gRT-PCR analizlerinin birer tekrarinda {iriin olustumustur.

a b
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Sekil 4.64. Kontrol (a) ve kurak (b) kosullarda Desiree’de stu-miR742 erime egrisi
grafigi

a b

75 80 85 90 95 100 T T T T T T
deg. 75 80 85 90 95 100
deg.

Sekil 4.65. Kontrol (a) ve kurak (b) kosullarda Russet stu-miR742 erime egrisi grafigi

Kontrol ve kurak kosullarda Desiree ve Russet Burbank’ta stu-miR742’nin qRT-PCR
analiz sonucunda elde edilen PCR iiriinii cogalma egrisi sonuglar1 Sekil 4.66. ve 4.67.’de
sunulmustur. stu-miR742 ile yapilan qRT-PCR analizlerinden giivenilir sonuglarin elde
edilememesi nedeniyle bu miRNA’ya ait oransal ifade degisim grafikleri ¢izilmemistir.

stu-miR 742 nin hedefi oldugu tahmin edilen Fe SOD geninin, kontrol ve kurak kosullarda
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Desiree ve Russet Burbank’taki ifadesine ait qRT-PCR analiz sonucunda elde edilen PCR

iriinii cogalma egrisi Sekil 4.61. ve 4.62.”de sunulmustur.
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Sekil 4.66. Kontrol (a) ve kurak (b) kosullarda Desiree’de stu-miR742 PCR f{iriinii
cogalma egrisi
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Sekil 4.67. Kontrol (a) ve kurak (b) kosullarda Russet Burbank’ta stu-miR742 PCR
iiriinii gogalma egrisi

4.2.2.6 Piyrolin-5-karboksilat sentaz gRT-PCR analizi

Piyrolin-5-karboksilat sentaz (Pyrroline-5-carboxylate synthase; P5CS) ifade analizinde,
gRT-PCR’1n sadece tek bir iirlin olusturup olusturmadigini belirlemek i¢in erime egrisi
(melting curve) analizi yapilmistir. Erime egrisi analizi sonucunda, reaksiyon grafiginde
yalnizca bir zirve gozlemlenmis ve bu durumda reaksiyonda bir tane P5CS iiriinii

(amplicon) oldugu dogrulanmistir.

Desiree ve Russet Burbank’ta PSCS’nin erime egrisi analiz sonuglar1 Sekil 4.68. ve Sekil

4.69.’da verilmistir.
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Sekil 4.68. Kontrol (a) ve kurak (b) kosullarda Desiree PSCS erime egrisi grafigi
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Sekil 4.69. Kontrol (a) ve kurak (b) kosullarda Russet Burbank P5CS erime egrisi
grafigi

P5CS geninin, kontrol ve kurak kosullarda Desiree ve Russet Burbank’taki qRT-PCR

analiz sonucunda elde edilen PCR iriinii ¢ogalma egrisi Sekil 4.70. ve 4.71.’de

sunulmustur.
a b
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03 / 03 7
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Sekil 4.70. Kontrol (a) ve kurak (b) kosullarda Desiree’de PSCS PCR iiriinii gogalma
egrisi
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Sekil 4.71. Kontrol (a) ve kurak (b) kosullarda Russet Burbank’ta PSCS PCR f{iriinii
cogalma egrisi

Desiree ve Russet Burbank’ta kontrol ve kurak kosullarda, P5CS ifadesine ait qRT-PCR
analizi sonucu Sekil 4.72.’de sunulmustur. Prolin sentezinde rol alan P5SCS geninin
ifadesi kurak kosullarda Desiree’de 6,17 kat, Russet Burbank’te ise 5,01 kat artig
gostermistir. PSCS gen ifadesindeki bu artis kurak kosullarda Desiree ve Russet

Burbank’teki prolin seviyesinin artigiyla uyum igerisindedir.

P5CS

T I Kontrol
61 [ Kurak

Oransal ifade

14
0 - -

Desiree Russet B.

Sekil 4.72. Desiree ve Russet Burbank’ta PSCS ifade analizi

Bitkilerde prolin metabolizmasinin regiilasyonuna bakildiginda, su eksikligi esnasinda
prolin biyosentezi ve katabolizmasi aktive olur ve kosullar normale dondiigiinde aktifligi
sona erer. Daha Once yapilan ¢aligmalara bakildiginda, PSCS genlerinin tiitlinde uzun
stireli kuraklik kosullarinda artan ifade gosterdikleri bildirilmis ve yapraklarda prolin
mekanizmasinda etkili olan genlerin ifade seviyeleri ile serbest prolin konsantrasyonunun
iliskili oldugu gosterilmistir (Szabados ve Savoure, 2009). Huang vd., (2013) tarafindan
yapilan ¢alismada, prolin sentezinde gorev yapan P5CS geni Helianthus tuberosus L.

bitkilerine aktarilmis ve tuz stresi altinda enzim aktivitelerinde artiy meydana geldigi
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bildirilmistir. Transgenik tiitlin bitkileri lizerinde yapilan ¢alismalarda, P5CS gen
aktivitesinin arttirtlmasina bagli olarak prolin biyosentezindeki artis gézlenmis, boylece
ROS seviyesinde diisiis oldugu bildirilmistir (Kavi Kishor, 2005). Prolinin osmotik stres
kosullarinda hiicre igerisindeki yapilar ve makromolekiilleri koruyan bir ozmolit
olmasmin yaninda, dogrudan ROS tutma o&zelligine sahip oldugu da gorilmistiir.
Prolinin, ROS tutma 6zelligin ek olarak, ROS yakalayici enzimleri koruyup stabilize
ettigi ve alternatif detoksifikasyon yollarin1 olumlu etkiledigi goriilmiistiir (Kavi Kishor,
2005). Celtikte yapilan aragtirmada, prolin 6n uygulamasi civa toksitesi durumunda,
ROS’larin yakalanmasina yardimcit olmustur. Bdylece bitki civa toksitesinden
korunmaya ¢alismistir (Szabados ve Savoure, 2009). Bilindigi gibi prolin 6nemli ozmatik
koruyucu olup, hiicresel yapilarin korumasi i¢in reaktif oksijen tiirlerinin
uzaklastirilmasinda rol oynarken, kuraklik stresine yanitta ozmotik diizenleme P5CS gibi
spesifik enzimler tarafindan saglanmaktadir. Caligmamizda P5CS genine bakildiginda,
kuraklik kosullarinda ifadesinin artig1 goriilmektedir. Bu sonuglara gore, kurak kosullarda
prolin birikiminin artmas1 Desiree ve Russet Burbank ¢esitlerinde, hiicrelerinin ozmotik

potansiyelinin devam etmesine ve oksidatif zararin azalmasina katki saglamis olabilir.
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BOLUM V

TARTISMA

Abiyotik (kuraklik, tuzluluk, diisiik ve yiiksek sicakliklar, besin eksiklik veya fazlaliklari,
agir metaller, hava kirliligi, radyasyon) ve biyotik (bakteri, viriis, hastalik olusturan
mantar gibi zararlilar) olarak ayrilan stres faktorleri nedeniyle, bitki bliyiime ve gelismesi
olumsuz etkilenmekte ve bunlara bagl olarak bitkisel iiretimde verim diisiikliigii gibi
tarimsal tretimi etkileyecek bir¢cok olumsuzluklar goriilmektedir. Bunlar igerisinde,
kuraklik bitkisel tiretimi sinirlandiran en 6nemli abiyotik stres faktorlerinden biridir. Bu
nedenle bitkilerin kuraklik stresine kars1 verdigi tepki, gelisme donemine, morfolojisine,
verim potasiyeline ve genetik potansiyeline bagli oldugundan bitkilerin morfolojik ve
fizyolojik yapilarinda farkli degismelere neden olmaktadir. Su stresi altindaki bitkilerde
gerceklesen morfolojik ve fizyolojik degisimlere bakildiginda, terleme ve fotosentez
azalmasi, bitki bilinyesindeki hormonlardan absisik asitin (ABA) artmasi, protein
metabolizmasinin bozulmasi, prolin birikiminin artmasi, solunumun azalmasi, stomalarin
kapanmasi ve yaprak alaninda azalma seklinde goriilen degisimler bitkiler tarafindan su
kaybinin azaltilmasinda gelistirilen dnemli mekanizmalardir. Bitkilerin strese toleransta
gosterdikleri bu tepkiler ve karmasik biyolojik olaylar dizisi olan strese toleransin
anlagilmas1 gerektirmektedir. Bu ¢alismada, patatesin bitkilerin kuraklik stresine karsi
gosterdigi tepkinin genetik, fizyolojik ve biyokimyasal mekanizmalarini iyi anlayarak,
kurakliga toleransli patates bitkilerinin gelistirilmesine yonelik arastirmalara katki

saglanmas1 amaglanmistir

Kurakliga kars1 molekiiler seviyede gelistirilen mekanizmalara bakildiginda, miRNA’lar
vasitastyla bazi genlerin ifadelerinin baskilanmasi veya bazi genlerin ifadelerinin
arttirilmasi gibi ifade diizenlemeleri ile bitkilerin miRNA’lar araciligiyla kurakliga karsi
tolerans mekanizmas1 gelistirdigi belirlenmistir. Bu durum, kurakliga toleransta
miRNA’larin islevlerinin kesfedilmesi, molekiiler olarak dogrudan diizenlenlemelerle
istenilen tarimsal karakterlerin elde edilmesi ve bitki 1slahinda uygulanabilmesinin
miimkiin olabilecegi fikrini uyandirmistir. Bu bilgiler 1518inda, tez calismasinda,

antioksidanlarin siipiiriilmesi mekanizmasinda rol oynayan ve patatesin kurakliga
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tolerasinda dnemli bir role sahip oldugu SOD’u hedef aldig1 tahmin edilen miRNA’larin
ve tahmini hedef genlerinin kurak kosullar altinda Desiree ve Russet Burbank

cesitlerindeki ifade degisiklikleri arastirilmistir.

Tez kapsaminda incelelen fizyolojik Ol¢limlere bakildiginda, kuraklik uygulamasinin
ozellikle 9. ve 10 giinlerinde meydana gelen, fotosentez hizinin diismesi, stoma
iletkenliginin azalmasi, terleme hizinin diismesi, yaprak oransal su iceriginin diismesi,
bitki sicakliginin artmasi, prolin igeriginin artmasi, malondialdehit miktarinin artmasi, tek
yumru agirhiginin diismesi ve bitki yumru veriminin azalmasi seklinde goriilen
degisimler, incelenen patates c¢esitlerinin su kesilmesinin 9. ve 10. giiniinde strese

girdiklerini gostermistir.

Bu tez ¢aligmasi sayesinde, incelenen miRNA’larin kuraklik stresi kosullarinda patates
bitkisindeki diizenleyici rolii hakkinda ilk bilgiler elde edilmistir. Tez ¢alismasinda elde
edilen verilerden, kuraklik stresi kosullarinda, Desiree ve Russset Burbank’ta stu-
miR398a’nin ifadesi azalmis ve tahmini hedef geni Cu/Zn SOD’un ifadesi her iki ¢esitte
artmistir. Ayrica, kuraklik stresi kosullarinda, miR224’{in ifadesi Desire’de Onemli
diizeyde degismemis ancak Russet Burbank cesidinde c¢arpici diizeyde azalmstir.
miR224’{in hedef geni Fe SOD’un ifadesi kuraklik stresi kosullarinda Desiree’de 6nemli

diizeyde degismezken, Russet Burbank cesidinde 2.5 kat artmistir.

Sonug olarak, patateste stu-miR398a’nin hedefinin Cu/Zn SOD ve miR224’{in hedefinin
Fe SOD olabilecegine dair molekiiler seviyede ilk deneysel bulgular elde edilmistir.
Ayrica, elde edilen bulgular kapsaminda, stu-miR398a ve miR224’{in kuraklik stresi
kosullarinda sirastyla Cu/Zn SOD ve Fe SOD’un ifadesini transkripsiyon sonrast asamada
diizenliyor olabilecegi ve bdylece kurakliktan kaynaklanan zararlanmanin azalatilmasina
katki sagliyor olabilecegi tahmin edilmektedir. Tez kapsaminda, elde edilen bu bulgular,
stu-miR398a’nin  ve miR224’lin  patatesin  kurakliga tolerasindaki islevinin

aydinlatilmasina yonelik ¢alismalara katki saglayacaktir.
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