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Biber (Capsicum annuum L.), iilkemizde ve diinyada yaygin olarak yetistiriciligi
yapilan, cesitli sekillerde tiiketilen ekonomik degeri oldukga yiiksek bir tiirdiir. Bitkisel
iiretimde bitki gelisimini ve bitki verimini etkileyen en 6énemli nedenlerden birisi tuz
stresidir. Kokler, kok emici tiiyleri araciligiyla topraktan su ve besin maddelerini
almaktadir. Toprakta tuz yogunlugunun artisina bagli olarak koklerde su ve besin
maddelerinin almimi azalmakta, ileri diizeyde hiicrelerde zararli etkiler ortaya
cikmaktadir. Kok gelisiminin genetik mekanizmasini inceleyen g¢alismalar, bitkide pek
cok fizyolojik olayda yer alan miyozin genlerini, kok ve kok emici tiiylerinin gelisimi
ile de iliskilendirmislerdir. Miyozinler, hiicrede ATP hidrolizi sirasinda agiga ¢ikan
enerjiyi mekanik enerjiye doniistiiren motor proteinleridir. Tez ¢alismasinda, miyozin 2
(Capsicum annuum myosin-2-like), miyozin 4 (Capsicum annuum myosin-4-like),
miyozin 6 (Capsicum annuum myosin -6-like), miyozin 9 (Capsicum annuum myosin-
9) ve miyozin 11 (Capsicum annuum myosin-11) genlerine ait primerler ve
housekeeping gen olarak Capsicum annuum aktin geni kullanilarak gen ifadeleri 100
mM tuz uygulamasini takiben 3. saat ve 24. saatte alinan 6rneklerde belirlenmistir.
Incelenen miyozin genleri icerisinde en fazla ifade artisginin miyozin 9 geninde (30.57
kat) tuz uygulamasindan 24 saat sonra oldugu belirlenmistir. Miyozin 2 geninin ifadesi
tuz uygulamasindan 3 saat sonra istatistiki olarak onemli bir degisim gostermezken 24
saat sonra 8.95 kat artmistir. Miyozin 4 geninin ifadesinde ise, uygulamadan 3 saat ve
24 saat sonra 6nemli bir degisiklik olmamistir. Miyozin 6 geninin ifadesi, uygulamadan
3 saat sonra -8.22 kat azalirken, 24 saat sonra alinan orneklerde ise -2.16 kat azalmistir.
Miyozin 11 gen ifadesinin ise 3 saat sonra -3,53 kat azaldig1. 24 saat sonra ise 2.35 kat
arttig1 belirlenmistir (P<0.05).
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Pepper (Capsicum annuum L.) is grown and consumed extensively and has high
commercial value. Salinity stress negatively affects the growth, development and life of
the plant. Roots take water and nutrients from the soil through their root hairs. Due to
the increase in soil salt concentration, the water and nutrient intake through the roots
decreases and toxic effects occur. Myosins are motor proteins that are involved in many
physiological events in the plants. Studies investigating the genetic mechanism of root
development linked them with the development of root and root hairs. In this study,
gene expressions of myosin 2 (Capsicum annuum myosin-2-like), myosin 4 (Capsicum
annuum myosin-4-like), myosin 6 (Capsicum annuum myosin -6-like), myosin 9
(Capsicum annuum myosin-9) and myosin 11 (Capsicum annuum myosin-11) and
Capsicum annuum actin gene as the housekeeping gene were determined in root tissues
of pepper seedlings 3 and 24 hours after 100 mM salt treatment. The highest increase in
the expression was in myosin 9 gene (30.57 fold) 24 hours after salt treatment. The
expression of myosin 2 gene did not show a statistically significant change 3 hours after
salt treatment, however, it increased 8.95 fold after 24 hours. There was no significant
change in the expression of the myosin 4 gene at both time points. Expression of the
myosin 6 gene decreased -8.22 times after 3 hours of salt treatment, and -2.16 times
after 24 hours. Myosin 11 gene expression decreased -3.53 times after 3 hours and it
increased 2.35 times after 24 hours (P <0.05).
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Keywords: Pepper, Capsicum annuum L., Root, Root hair, Myosin, qRT-PCR

il



ONSOZ VE TESEKKUR

Caligmalarimin titizlikle yiritiilmesine katki saglayan ve yonlendiren, arastirma
stirecimin her basamaginda tecriibe, yardim ve bilgisini hep hissettigim, akademik
olarak engin fikirleriyle yetisme ve gelisimime katkida bulunan danisman hocam sayin
Prof. Dr. Golge Sarikamis’a, ¢aligmalarim siliresince manevi destegi, yonlendirmesi,
bilgi ve tecriibelerini esirgemeyen Ankara Universitesi Biyoteknoloji Enstitiisii Bitki
Biyoteknolojisi d6gretim {iyesi Prof. Dr. Ali Ergiil’e, caligmalarim sirasinda yonlendiren
ve onemli katkilarda bulunan Dr. Canan Yiiksel Ozmen’e, her zaman yanimda olan
desteklerini hicbir zaman esirgemeyen, yiiksek lisans 6grenimim ve tez calismam
stiresince maddi manevi fedakarliklarini esirgemeyen sevgili annem Aysun Oguzkan’a,
sevgili babam Orhan Oguzkan’a ve sevgili kardesim Elif Oguzkan’a ve sevgili Gengay

Tekin’e en derin duygularimla tesekkiir ederim.

Esma Ipek OGUZKAN

Ankara, Ocak 2021

v



ICINDEKILER

TEZ ONAY SAYFASI

O 1 N i
L /71 i e ii
ABSTRACT ..cciiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiitiiiietistiatetseistestcsssssecsssssnnces iii
ONSOZ ve TESEKKUR.....utuuiuiiiiiiiietenienienereerestereestestesseseessesseseesens iv
SIMGE VE KISALTMALAR DIZINI....cccuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiine, vii
3 01 240 B 90 20 28 0) /2 1.1 O viii
CIZELGELER DIZINI....ccuiiniiiiiiiiiiiiiiiieiceieeceteeteeteenerneennennennesnene ix
LGIRIS ettt 1
1.1 Calismada Kullanilan Miyozin Genlerinin Arabidopsis’te Fonksiyonlar: ve
Bulundugu Bolgeler......covviiiuiiiiiiiieiiiiiiieiiiiiiieiiiniiisssssnrcsnscsssscsssssnsssnon 5
111 MIIYOZIN 2.c.inniiinniiiniiinniiieeisesssensssnssssnsossssssssosnssssssssnssssssosssssnssssnsss 5
112 MIYOZIN Qu.uennniiniiiiiniiiiiiiiiiiiiiiiieiitiiiiiaiiatietistinecisssssenscsssenscnanes 6
113 MIYOZIN Guevennninniiniiiniiniiiiiiiiiiiiieiiiiiieiieiiieeiatintcietistenesesssnsenssnssansanes 6
114 MIYOZIN 9..uvnnniiniiiiiiniiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiitiitittietietineiistnatensciasenscnanes 7
LIS MIYOZIN Tl.euniiniiiniiniiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiiiieiiiiistsatenssssssnsosssssssnscnssnns 8
0 B L. N L3 ) 8
2. KAYNAK OZETLERL.....ccoooiiiiiiiiiiiniiiiitttenrnneneccccecceceeeee e 10
2.1 Biberde Tuzluluk Stresi......cccciiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiieiieciaeenn 10
2.2 Kok Gelisimiyle fliskili Miyozin Genlerinin Fizyolojik Etkilerinin Molekiiler
Diizeyde INCelenmeSi.......cevuueruneerniirnierieertierteeeneereieerneerneeesneerneerseesnnen. 12
3. MATERYAL VE YONTEM......cccuutttuietueeerneeeneeenneeeneesseessneesnesesnesseessen 15
R I\ 1) 7 15
R 200 1) 11 1 P 17
3.2.1 Hoagland besin ¢ozeltisinin hazirlanmasl.......c..cooeviiviiiiiiiiiiiiiiinninecnenne 17
RIV N1 VA )11 1 11T 18
3.2.3 Koklerde yapilan morfolojik incelemeler.......c.ccoeiiiiiiiiiiiiiieiiiiieiinnnn 20
3.2.3.1 KOK DOYU (CIM)aeuviinnriinniiinriinienneeinetesasssssssssscssssssssssnssssssssnsssnssssss 20
3.2.3.2 KoK taze agirlifl (€).ccueeeeeiiiniiiniiiiniiiniiieiienrcsnesssascsnsssnssssnsssnsssnssn 21
3.2.3.3 KOK Kuru agirli@ (€) «eeeveeniiiniiniiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiinieneciecincensnn 21
3.2.4 Miyozin gen ifade analizleri.......cccooeveiiiiiniiiiiiiiiiiiiiiiiniiiiiiniisinnnconenns 22
3.2.4.1 Real Time PCR analizleri icin ornek aliInmasl........ccccceeeiinviieiiniieiinninnn 22
3.2.4.1.1 RNA iZ0laSyONU....cciieiiiieiiiniiiieiiiniiiieiiietiietiiereisssessscssscesscnnscnne 23
I 3 B D D N 1/ 25
3.2.5 Caliymada kullanilan miyozin primerleri........ccccovviiiiiiiiiniiiniineiiinncnnn 26
3.2.6 Real Time PCR reaksiyonlari........cccoeeviiiiiniiiiiiiniiiiiiieiiinieiecinnscnnes 28
3.2.6.1 Primer optimizZasyOnU.......ccoeviiiiinriinriiinreinrcsenseenscssssssssssnsssssnensons 28



3.2.6.2 Standart egri CiZiMi.....ccovvveiiiniiiieiiiniiiiiiieiiiniiiieisiatcsnecssasoenscsnsson 29

3.2.7 IStatistiK ANAlZIT....c.uuvvuerenirneeinerieerernereenerneererneererserneesnesnnson 37
4. SONUCLAR....ccitttiiiiitiiiittietesttcsessstosssstosssssssssssscsssssssssssssssssssosssses 38
4.1 Koklerde Yapilan Morfolojik Incelemeler.............ceuuveunrenienneennenneennennnn. 38
4.2 Biber Kok Orneklerinde Gen ifade Analiz Sonuglari.........ccccccevueeeennnennnn. 42
5. TARTISMA VE SONUC .. .iuiuuutiiieeiisennsetteesssssssssssccsssesssssssccsssssnssssscne 45
KAYNAKLAR.. . iiiiiiiiiiiiiiiiiiettiiittetesttesensscessssecssnstesssssscssssssasnnsssnne. 49
OZGECMIS...cctniueeeiieiiitieeeeeettttee e e e eettaaeeeeeeeteenneeeeeeeeennnsessseeeesnen 56

vi



mM

pmol

Kisaltmalar
ACTI

ATP

C

C. annum
GTP

MYA2, Myo 2
VIII-B, Myo 4
XI-2, Myo 6
XI-C, Myo 9
XI-E, Myo 11
gRT-PCR

3h

24h

SIMGELER DiZiNi

Milimolar
Mikrolitre

Pikomol

Aktin

Adenozin trifosfat
Kontrol

Capsicum annuum L.
Guanozin trifosfat
Miyozin 2
Miyozin 4
Miyozin 6
Miyozin 9
Miyozin 11

Real Time PCR

3 saat

24 saat

Vil



SEKILLER DiZiNi

Sekil 3.1 Tez ¢alismast i¢in yetistirilen biber bitkileri..........cccooeiiiiiiiiiiiiiniiieee 15
Sekil 3.2 Hoagland besin ¢ozeltisinde yetistirilen biber fideleri...........ccocueevieiiiienieniinnnn. 16
Sekil 3.3 Tklim odas1 sicaklik Ve Nem dliZEYi.........coovvveeveveveeeeeeeeeeeeeeeee e, 16
Sekil 3.4 Fidelere kademeli olarak (gilinliikk 25 mM NaCl ilavesi) tuz uygulamasi ve

RNA analizleri i¢in 6rnekleme zamani (3 saat ve 24 8aat) .......ccccccveeieerieeciienieeieeseee e 18
Sekil 3.5 (a,b,c) (a) Tuz uygulamas1 yapilmis biber bitkileri (b) Kok kisimlar1 (c) Stres

ornekleri i¢in giinliik uygulanan 25mM NaClI miktar1 (10L Hoagland i¢in) ...................... 20
Sekil 3.6 100mM tuz stresi uygulanmis 3.saat (1 numarall) 6rnek............cocceeeeieniieniiennn. 20
Sekil 3.7 Stres uygulanmamis (Kontrol) 3.Saatte alinan kontrol 6rnegi.........c.ccevevvenueennee 21
Sekil 3.8 Stres uygulanmamis 24.Saatte alinan kontrol 6rnegi..........ccceeecvvevveeiieniienieennens 21
Sekil 3.9 Tuz uygulamasi sonunda bitki koklerinin gortintiimii ..........ccceeveriienienenieneenen. 22
Sekil 3.10 RNA izolasyonu i¢in ayrilmis biber kOk 0rnegi ..........cccveveeeiienienieeniieeieeens 22
Sekil 3.11 Elde edilen RNA’larin jel goriintiisii C: kontrol; 3h (3. Saat 6rnekleri) ve 24

N O Y . A0 4 1 1<) 4 () 1 SRS 25
Sekil 3.12 Miyozin 2 primeri (a) Standart ve (b) Amplifikasyon Egrileri...........cccc......... 30
Sekil 3.13 Miyozin 4 primeri (a) Standart ve (b) Amplifikasyon Egrileri...........cccceeennee. 31
Sekil 3.14 Miyozin 6 primeri (a) Standart ve (b) Amplifikasyon Egrileri............ccccceeneee. 32
Sekil 3.15 Miyozin 9 primeri (a) Standart ve (b) Amplifikasyon Egrileri......................... 33
Sekil 3.16 Miyozin 11 primeri (a) Standart ve (b) Amplifikasyon Egrileri......................... 34

Sekil 3.17 Aktin (Housekeeping) primeri (a) Standart ve (b) Amplifikasyon egrileri ........ 35
Sekil 3.18 Aktin (Housekeeping) primeri (a)Melting egrisi ve (b)Melting pik goriintiisii..36
Sekil 4.1 (a) Biber fideleri 3-4 gercek yaprakli donem (b) Su kiiltiiriine alinan geng
biber fideleri (c ve d) RNA izolasyonu i¢in kok 6rneklerinin alindig1 donem ................... 39
Sekil 4.2 Fidelerin kok gelisimi (a) 100 mM tuz uygulamas: 3. Saat (b) 100 mM tuz
uygulamasi 24. Saat (c) Kontrol 3. Saat (d) Kontrol 24. saat ............ccceeeeviiienieniienieeee 40
Sekil 4.3 Calisilan miyozin genlerinin 100 mM tuz uygulamasindan 3 saat ve 24 saat
SONTA 1fade AEGISIMICTT .. .ocviieiiiiiieeii ettt e e e e 44

viil



CIZELGELER DiZIiNi

Cizelge 3.1 Hoagland besin ¢ozeltisi protokolil ...........oecueeveeiiiiiiiniiieieeeeeeeeee 17
Cizelge 3.2 Calismada kullanilan biber (Capsicum annuum L.) miyozin genleri ve

olusturulan Primer diZIlETT.......c.eevuiiiiiiiieiie e 27
Cizelge 3.3 Primer optimizasyonunda kullanilan Real Time protokolii .............c.......... 28
Cizelge 4.1 Ornekleme zamanma gore 3.saatte kontrol ve tuz bitkilerin ortalama kok
taze agirlig (g), kok kuru agriligi (g), kok boyu (Cm) ....c..eeeeevveeeiieeiiieeieeeeeeee e 41
Cizelge 4.2 Ornekleme zamanina gore 24.saatte kontrol ve tuz bitkilerin ortalama kok
taze agirligi (g), kok kuru agriligi (g), kok boyu (Cm) ....c..eeeeeveeeeiieeiieeieeeieeeeeeeen 41
Cizelge 4.3 Calisilan miyozin genlerinin gen ifadeleri.........cocceeviiiiiieniiniieineenieeee, 43

X



1. GIRIS

Biber (Capsicum annuum L.), Solanaceae familyasinin Onemli tiirlerindendir.
Anavataninin Orta ve Gliney Amerika oldugu buradan diinyaya yayildig1 bilinmektedir.
Ulkemizde ise biberin sebze kiiltiiriimiizdeki yeri ¢ok eskiye dayanmaktadir.
Tirkiye’nin hemen her bolgesinde genis alanlarda yetistirilen, taze, kuru ve baharat
seklinde degerlendirilen biber, ticari degeri cok yiliksek olan tiirler arasinda
bulunmaktadir. A¢ikta ve Ortii altinda yetistirilebilen biberin meyve ve bitki formunda

genis varyasyonlar bulunmaktadir (Haussmann vd. 2004, Zhang vd. 2016).

Tiirkiye’de biber iiretim miktar1 toplam 792.674 ha alanda 2.625.669 tondur. Bunun
1.234.423 tonu salcalik (kapya) biber, 371.918 tonu dolmalik biber, 902.203 tonu sivri
biber, 117.125 tonu carliston biber olarak gergeklesmistir (TUIK 2019). Diinyada biber
iretim miktar1 ise, 1.990.423 ha alanda 36.771.482 tondur. Boélgelere gore biber
tiretiminde Asya kitas1 %68, Amerika %13.7, Afrika %9.5, Avrupa %8.8, Okyanusya
%0.1°dir (FAO 2018).

Ulkemiz diinyada biber iiretim miktar1 bakimmdan Cin ve Meksika’dan sonra iigiincii
sirada yer almaktadir (FAO 2019). Tirkiye’nin 97.31 bin ton biber ihracati; 251 ton
civarinda ise biber ithalat1 bulunmaktadir (Giiveng 2020).

Bitkisel iiretimde bitki gelisimi ile verimi etkileyen en 6nemli unsurlar yetistiricilik
sirasinda karsilasilabilecek biyotik veya abiyotik kokenli stres etmenleridir. Biyotik
stres, bitki gelisimini olumsuz etkileyen hastalik ve zararlilar nedeniyle olusurken,
abiyotik stres ise, bitkinin yetistigi ortamdaki kuraklik, tuzluluk, soguk-sicak, su
fazlalig1r gibi cesitli ¢evresel faktorlerin etkisiyle ortaya ¢ikmaktadir. Abiyotik stres
faktorleri igerisinde Onemli bir yer tutan tuzluluk stresi, tarim yapilan topraklari
olumsuz etkilemekte ve bitki biiyiime ve gelisimini, ileri diizeylerde bitkinin yagamini
olumsuz etkilemektedir (Mahajan ve Tuteja 2005). Toprak tuzlulugu toprak igerisinde
bulunan suyun tuz konsantrasyonun artmasiyla birlikte bitkinin su aliminin

kisitlanmasina neden olmaktadir. Ileri diizeyde bitki hiicreleri icerisine ulasan tuz



iyonlariin yarattig1 toksik etkiler de hiicrelerde zarar meydana getirmektedir. Hiicresel
hasarin diizeyine bagli olarak bitkilerde hiicre boliinmesinin, biiyiime ve gelismenin
yavaslamasi, durmasi, fotosentez basta olmak lizere fizyolojik olaylarin yavaslamasi,
ileri diizeylerde geri doniissiiz olarak bitkilerde kurumanin meydana gelmesine neden

olmaktadir.

Bitkiler, yasamlarim1i simirlayan bu gibi etkilere maruz kaldiklarinda savunma
mekanizmasin1 harekete gecirerek c¢esitli tepkiler vermektedir. Tuz stresi, hiicre
uzamasint ve boliinmesini etkilemektedir. Bitkilerde govde ve kokteki hiicre
sayilarinda, mitoz boliinme ve hiicre bdliinmelerinin oranlarinda diisiislere sebebiyet
vermektedir (Burssens vd. 2000). Bu sebeple, bitki agirliginda (gévde ve kok) diisiis
gbzlenmekle birlikte, yaprak boyutlarinin kiigiilmesi, yaprak eninin ve ylizeyindeki
tabakalarin (epidermis ile kiitikula) incelmesi ve yaprak sayisinda azalma, kok ve govde
uzunlugunda kisalma, vaskiiler doku gelisiminde ve farklilasmasinda diisiis meydana
gelmektedir. Kokte odunlagsma (lignifikasyon) erken doénemde gozlenebilmektedir
(Mohammad vd. 1998, Reddy ve Iyengar 1999). Kok tiiyleri, tuz konsantrasyonunun
artmastyla aktivitelerini kaybedebilir veya kaybolabilmektedir (Ali vd. 1999).

Bitkilerde tuz stresine diger bitki organlarindan daha ¢ok kokler maruz kalmaktadir.
Buna ragmen yaprak gelisiminin tuz stresine hassasiyeti koklerden daha yiiksektir. S6z
konusu duyarlilik, tuz stresinde bitkilerin kok/siirglin oraninin artmasina sebep
olmaktadir. Bu oranin artigina sebep olan mekanizma heniiz agiklanamamistir fakat tuz
stresinde yaprak ve kok hiicrelerinin hiicre duvarlarinda farklilasma ve degisimlerin
sebebi olarak gosterilebilir (Munns ve Tester 2008). Bitkiler tizerindeki birincil etkisini
ozmotik ve iyon stresi ile gdsteren tuz stresi, ikincil etki olarak bitkinin yapisinda
meydana gelen sorunlar ve toksisite seklinde gosterebilmektedir. Tuzun neden oldugu
ikincil etkileri; Serbest oksijen radikalleri (ROS) sentezi ile DNA, protein, klorofil ve
hiicre = membranlarinda zararlanma, fotosentezin engellenmesi, metabolizma
toksisiteleri; hiicre 0limii ve potasyum alimmin engellenmesi olarak bilinmektedir

(Botella vd. 2005, Hong vd. 2009).



Gliniimiizde tarimsal tiretimin stirdiiriilebilirligi i¢in toprak tuzluluguna yonelik ¢esitli
arastirmalar yapilmaktadir. Fizyolojik ve molekiiler diizeyde yiiriitiilen ¢aligmalar ile
tuza toleransin mekanizmasi arastirilirken, 1slah ¢alismalari ile bitkilerde tuza toleransin

artirllmasina yonelik yaklagimlardan yararlanilmaktadir.

Biber (Capsicum annum L.) tuzluluk stresine toleransi orta diizeyde olan bir kiiltiir
bitkisidir (Ayers ve Westcot 1976). Arastirmalar, biber bitkisinde ECj=1.0-1.5 dS/m
tuzluluk diizeyinde verimde azalmalarin goriilmeye baslanacagini ve ECj=3.4 dS/m
diizeyinde ise bitki verimliliginde yaklasik olarak %50 civarinda bir azalmanin
gbzlendigini bildirmislerdir (Smith ve Cobb 1991). Bitkilerin tuza toleranslari,
icerisinde bulundugu gelisme donemi ile yakindan ilgilidir. Genelde tiim bitkiler
cimlenme ve ilk gelisme donemlerinde tuza daha hassastirlar. Bu donemlerde
tuzluluktan etkilenmeleri, bitkinin ilerleyen donemlerinde gelisimin yavaslamasina
neden olabilmektedir (Yurtseven vd. 1996). Kokler, kdk emici tliyleri araciligiyla
topraktan su ve besin maddelerinin aliminin gergeklestigi bitki kismidir. Bu nedenle,
olumsuz toprak kosullariin varligi bitki gelisimini dogrudan etkilemektedir. Saglam ve

giiclii kok sistemine sahip bitkiler olumsuz toprak kosullarina daha dayaniklidirlar.

Glinlimiizde molekiiler biyoloji alanindaki gelismeler sayesinde pek ¢ok bitki tiiriinde
cesitli 6zelliklere yonelik bilgiler veri bankalarinda toplanmaktadir. Kok gelisiminin
genetik mekanizmasini inceleyen arastirmacilar, bitkide pek ¢ok fizyolojik olayda yer
alan miyozin genlerinin kok ve kdk emici tliylerinin gelisimi ile de iliskilendirmislerdir.
Miyozin genleri ilk olarak model bitki Arabidopsis’te belirlenmis ardindan diger bazi

kiiltiir bitkilerinde tanimlanmustir.

Miyozinler, genel olarak hiicrede ATP hidrolizi sirasinda agiga ¢ikan enerjiyi mekanik
enerjiye doniistiiren motor proteinleridir. Miyozinlerin, ¢esitli hiicre hareketlerinden
sorumlu olan aktin filamentlerine baglanarak filament hareketini saglayan bir motor
gorevi gordiigii, aktin-miyozin interaksiyonunun hiicre boliinmesi de dahil pek ¢ok
hiicresel olayda gorev aldigi belirtilmektedir. Hemen hemen tiim Okaryotik canlilarda
miyozin genleri bulunmakta ve canlilarda 35 farkli sinifa ayrilmaktadir. Bitkilerde ise

VIII ve XI. sinifa mensup miyozinler bulunmaktadir (Odronitz ve Kollmar 2007).



Organel hareketinin materyallerin hiicre etrafina hizli bir sekilde dagilmasi, bitkinin
cevresel biyotik ve abiyotik sinyallere yanit verme yetenegi ve biiyiime i¢in Onemli
oldugu distiniilmektedir. Bitki hiicrelerinde organelleri harekete geciren ana
mekanizma, aktin hiicre iskeletine ve motor proteinleri miyozinlere dayanmaktadir.
Miyozin VIII yavas bir motor protein olarak karakterize edilirken, XI sinifindan

miyozinlerin bilinen en hizli motor proteinleri oldugu bildirilmistir.

XI sinifindaki miyozinlerin ¢ogunun organel hareketini diizenledigi bilinmekle birlikte
bu motor proteinlerin hareketlerini diizenledikleri organellere nasil baglandiklar1 tam
olarak bilinmemektedir. Arastirmalar, her organelin bir miyozin XI motor proteinine
baglanarak aktin lifleri boyunca tagindigini, organellerin aktin liflerinin yonlerine gore
degisik yonlere dogru hareket ettigini, viskoz yapidaki sitoplazmanin, organellerin

hareketiyle siirliklendigini belirtmektedir (Buchnik vd. 2015).

Bitkide miyozinler, sitoplazmik akis (Shimmen ve Yokota 1994, Esseling-ozdoba vd.
2008), plazmodezma fonksiyonlar1 (Baluska vd. 2001, Volkmann vd. 2003) organel
hareketi (Nebenfiihr vd. 1999, Jedd vd. 2002), sitokinez (Molchan vd. 2002, Collings
vd. 2003, Volkmann vd. 2003), endositoz (Volkmann vd. 2003, Baluska vd. 2004,
Samaj vd. 2005) ve hedeflenen RNA aktarimi (Hamada vd. 2003) gibi cesitli hiicresel

aktivitelerde rol oynamaktadir.

Agirlikli olarak Arabidopsis’te ylriitiilen arastirmalar bu tiirde, XI sinifina dahil 13 adet
(XI1, XI2, XIA, XIB, XIC, XID, XIE, XIF, XIG, XIH, XII, XIJ ve XIK) ve VIII
smifindan 4 adet (ATMI1, ATM2,VII-A,VIII-B) miyozin izoformu bulundugunu
bildirmektedir (Peremyslov vd. 2011, Tominaga ve Nakano 2012). Arabidopsis miyozin
XI izoformunun bitkinin farkli organlarinda oldukca genis ifade profili gosterdigini
belirtilmektedir. Bunlardan XI1, XI2, XIB, XII, ve XIK miyozin izoformlarinin hiicre
ici organellerin hareketinden sorumlu olduklar1 bildirilmektedir (Nebenfiithr vd. 1999,
Prokhnevsky vd. 2008). Kok emici killarinin gelisimiyle ile ilgili olarak Arabidopsiste
13 adet XI izoformu i¢inde XI-2 ve XI-K nin kok tiiylerinin uzamasini ve kok gelisimini
etkiledigi, XI-2 ve XI-K mutantlarinda kok gelisiminin engellendigi belirlenmistir
(Peremyslov vd. 2008).



Calismada kullanilan miyozin genlerinin gorevleri ve bitkide bulundugu yerler model

bitki Arabidopsis’te ve Capsicum annuum L. tliriinde tanimlanmistir.

1.1 Cahsmada Kullanmilan Miyozin Genlerinin Arabidopsis’te Fonksiyonlar1 ve

Bulunduklar: Bolgeler

1.1.1 Miyozin 2 (MYA2)

Biyolojik  Siireglerde Gorevi: Hiicrede golgi lokalizasyonu, aktin filament
organizasyonu, aktin filament bazli hareket, disi organ gelisimi, yaprak hiicre gelisimi,
mitokondri lokalizasyonu, peroksizom lokalizasyonu, kok tiiylerinin uzamasi, trikom

morfogenezi, aktin filamenti boyunca vezikiil taginimi olarak belirtilmektedir.

Bulundugu yer: Aktin hiicre iskeleti, sitoplazma, sitozol, miyozin kompleksi, ¢ekirdek,

peroksizom, vezikiil.

Molekiiler Fonksiyonlari: GTP (Metabolik reaksiyonlarda ATP gibi enerji kaynagi veya
substrat aktivatorii roliine sahiptir) 'ye bagimli protein baglanmasina katilir. Aktin
flament baglanmasi, aktin bagimli ATPaz aktivitesi, mikro filament motor aktivitesi,

motor aktivite, protein baglama olaylarinda bulunur.

Biiyiime ve Gelisim Sirasinda Ifadesi: Bitkide ger¢ek yaprakli donem, ciceklenme
asamasl, olgun embriyo asamasi, tag¢ yapraklarda farklilasma ve biiyiime asamasi,
embriyo bilateral asamasi, embriyo kotiledon asamasi, embriyo kiiresel asamasi, yaprak

yaslanma agamasi olarak tanimlanmaktadir.

Bitkide ifadesi: Kotiledon, ¢icek, cicek sap1, hipokotil, ¢cigek meristemi, yaprak ucu, tag
yaprak, yaprak sapi, embriyo, polen, kok, rozet yapragi, tohum, sepal, siirgiin, slirglin

ucu, stamen, gvde, yaprak damar1 (Arabidopsis.org 2020a, Uniprot 2020b).



1.1.2 Miyozin 4 (VIII-B)

Cesitli organellerin ve proteinlerin hiicre igerisinde taginmasi i¢in miyozin agir zinciri
(myosin heavy chain) gereklidir. Kuyruklariyla organeller {izerindeki reseptor
proteinlerine baglanirlar ve N-terminal motor alaniyla aktin filamentlerine kars1 kuvvet

uygularlar. Bu sayede yiikiinii polarize aktin flamenti boyunca tasirlar.

Biyolojik Siireclerde Gorevi: Aktin filament organizasyonu, aktin filament bazl

hareket, aktin filamenti boyunca vezikiil taginimau.
Bulundugu yer: Aktin hiicre iskeleti, sitoplazma, vezikiil.

Molekiiler Fonksiyonlarda Gorevi: Aktin filament baglanmasi, aktin bagimli ATPaz

aktivitesi, mikro filament motor aktivitesi, motor aktiviteler.

Biiyiime ve Gelisim Sirasinda Ifadesi: Olgun ¢igek tozu dénemi, 4 gercek yaprakli
donem, ¢imlenmis ¢igcek tozu donemi, ¢igeklenme donemi, ¢igeklenme asamasi, olgun
embriyo asamast, ta¢ yaprak farklilagma ve biiylime agamasi, embriyo bilateral asamasi,

embriyo kotiledon asamasi, embriyo kiiresel agamasi, yaprak yaslanma asamasi.

Bitkide Ifadesi: Cigek, cigek sapi, hipokotil, yaprak ucu, tag yaprak, bitki embriyosu,
mikrospor hiicresi, polen tiipli hiicresi, kok, tohum, ¢anak yaprak, siirgiin ucu, erkek
organ (stamen), yaprak damarlarinda ifade olmaktadir (Arabidopsis.org 2020b, Uniprot
2020c).

1.1.3 Miyozin 6 (XI-2)

F-aktinleri baglayan ve aktin filamentleri ve peroksizomlarla birlikte lokalize olan tip
XI miyozin protein ailesinin bir iiyesini kodlar. Kok tiiylerinin uzamasi ve organel
hareketinde de rol oynar. GTP'ye baglh bir sekilde RabC2a ve RabD1 ile etkilesime

girer.

Biyolojik  Siireglerde Gorevi: Hiicrede golgi lokalizasyonu, aktin filament

organizasyonu, aktin filament bazli hareket, disi organ gelisimi, yaprak hiicresi,



mitokondri lokalizasyonu, peroksizom lokalizasyonu, kok tliylerinin uzamasi, trikom

morfogenezi, aktin filamenti boyunca vezikiil taginima.

Bulundugu yer: Aktin hiicre iskeleti, sitoplazma, sitozol, miyozin kompleksi, ¢ekirdek,

peroksizom, vezikiil.

Molekiiler Fonksiyonlarda Gorevi: GTP'ye bagimli protein baglanmasina katilir. Aktin
filament baglanmasi, aktin bagimli ATPaz aktivitesi, mikro filament motor aktivitesi,

motor aktivite, protein baglama olaylarinda bulunur.

Biiyiime ve Gelisim Sirasinda ifadesi: Bitkide gergek yaprakli dénem, gigeklenme
asamasl, olgun embriyo agsamasi, ta¢ yaprak farklilasma ve biiylime asamasi, embriyo
bilateral asamasi, embriyo kotiledon asamasi, embriyo kiiresel asamasi, yaprak

yaslanma asamasi.

Bitkide Ifadesi: Yaprak, kotiledon, cicek, cicek sap1, hipokotil, cicek meristemi, yaprak
ucu, tag yaprak, yaprak sapi, embriyo, polen, kok, rozet yapragi, tohum, ¢anak yaprak,
siirglin, siirgiin ucu, stamen, gévde, yaprak damari (Arabidopsis.org 2020a, Uniprot

2020d)
1.1.4 Miyozin 9 (XI-C)

Organel hareketliligi, aktin organizasyonu ve polen tiiplerinin optimum biiyltimesinde

rol oynayan sinif XI miyozini kodlar. Golgi ve mitokondri taginiminda rol alirlar.

Biyolojik Siireclerde Gorevi : Aktin filament organizasyonu, aktin filament bazl
hareket, organel lokalizasyonu, polen tlipli biiyiimesi, aktin filamenti boyunca vezikiil

taginmasi.

Bulundugu yer: Aktin hiicre iskeleti, sitoplazma, miyozin kompleksi, ¢ekirdek, vezikiil,

sitozol.

Molekiiler Fonksiyonlarda Gorevi: Aktin filament baglanmasi, aktin bagimli ATPaz

aktivitesi, mikro filament motor aktivitesi, motor aktiviteler.



Biiyiime ve Gelisim Sirasinda Ifadesi: Olgun ¢igek tozu dénemi, gigeklenme asamast,
olgun embriyo agamasi, ta¢ yaprak farklilagmasi ve biiylime agamasi, embriyo bilateral

asamasi, embriyo kotiledon asamasi.

Bitkide Ifadesi: Yaprak, cicek, cicek sapi, hipokotil, ta¢ yaprak, embryo, mikrospor
hiicresi, polen tiipli hiicresi, kok, tohum, c¢anak yaprak, siirgiin ucu, kok

(Arabidopsis.org 2020c , Uniprot 2020e).

1.1.5 Miyozin 11 (XI-E)

Organel hareketliligi, aktin organizasyonu ve polen tiiplerinin optimum biiyiimesinde
rol oynayan sinif XI miyozini kodlar. Golgi, mitokondri ve peroksizom tasiniminda rol

alirlar.

Biyolojik Siireclerde Gorevi: Aktin filament organizasyonu, aktin filament bazl
hareket, organel lokalizasyonu, polen tlipli biiyiimesi, aktin filamenti boyunca vezikiil

taginmasi.
Bulundugu yer: Miyozin kompleksi, Aktin hiicre iskeleti, sitoplazma, ¢ekirdek, vezikiil.

Molekiiler Fonksiyonlarda Gorevi: Aktin filament baglanmasi, aktin bagimli ATPaz

aktivitesi, mikro filament motor aktivitesi, motor aktiviteler.

Biiyiime ve Gelisim Sirasinda Ifadesi: Olgun polen dénemi, ¢iceklenme asamasi, tag

yaprak farklilagmasi ve biiylime asamasi.

Bitkide ifadesi: Yaprak, ¢i¢cek, polen, polen tiipii hiicresi, kok, canak yaprak, stamen,
gbovde (Arabidopsis.org 2020d, Uniprot 2020f).

1.1.6 Aktin (ACT1)

Aktinler (ACT1), ¢esitli hiicre hareketliligi goérevlerinde yer alan ve tiim Okaryotik
hiicrelerde her yerde ifade olan yiiksek oranda korunmus proteinlerdir. Hiicre iskeletinin
(sitoskeleton) (Hiicrelerin tliimiiniin sitoplazmasinda bulunur,protein filamentlerini

birbirine baglar, hiicre ¢ekirdeginden hiicre zarina kadar uzanan kompleks ve dinamik



bir ag sistemidir) gerekli bilesenidir. Sitoplazmik akig, hiicre sekli belirleme, hiicre
boliinmesi, organel hareketi, uzama ve biiylimesinde 6nemli bir rol oynar (Uniprot

20204a).



2. KAYNAK OZETLERI

2.1 Biberde Tuzluluk Stresi

Tuz stresinin biber tohumlarinin ¢imlenmesi ve ¢ikisi lizerine etkisinin belirlenmesi ve
biber c¢esitlerinin tuza tolerans yoOniinden genetik potansiyelini ortaya ¢ikarmak
amaciyla yapilan bir calismada, segilen 11 biber ¢esidi 14 giin boyunca 0 mM, 85 mM,
170 mM ve 215 mM NacCl igeren ¢ozeltilerde ¢imlendirilmislerdir. Tohumlarin yiizde
olarak c¢imlenmelerinin, tuz konsantrasyonun artmasi ile birlikte azaldigi tespit
edilmistir. 170mM ve 215 mM tuz uygulamasinda calisilan ¢esitlerin tamaminda ¢ikisin
gozlemlenmedigi bildirilmistir (Yildirim ve Giiveng 2006).

Tuzlu su (15 ve 30 mM NaCl) ile sulamanin biberin verimi ve kalitesi iizerindeki
etkisini belirlemek amaciyla yapilan calismada, biber bitkileri perlit i¢cinde sera
kosullarinda yetistirilmistir. Meyveler li¢ olgunluk diizeyinde (yesil, renk doniigiimii,
kirmizi olum) toplanmig ve bu olgunluk asamalarinda meyve kalitesinde meydana gelen
degisimler, meyve kalitesine gore en uygun hasat zamanini bulmak i¢in incelenmistir.
15 ve 30 mM tuz stresi ile, toplam biber veriminde azalma arasinda dogrusal bir iliski

bulunmustur (Navarro vd. 2010).

Tuzluluk, tiretimi sinirlayan en 6nemli abiyotik stres faktorlerindendir. Kaouther vd.
(2012), bes adet Tunus ac1 biber (Capsicum frutescens L.) ¢esidinde tuzlulugun bazi
fizyolojik ve biyokimyasal parametreler lizerindeki etkisini degerlendirmislerdir. Sera
kosullarinda 5 aylik bir siirede yiiriitiilen ¢calismada 0, 2, 4, 6, 8, 10 ve 12 g/L NaCl
bitkilere uygulanmistir. Calisma sonucunda, tiim ¢esitler i¢in artan tuzluluk stresinin
kokler (uzunluk, taze ve kuru agirliklar) ve yapraklar (say1 ve alan) {izerinde olumsuz
etki yarattigim1 gostermislerdir. Tuz stresi altinda tiim biber Orneklerinin kok taze

agirliginda 6nemli Sl¢iide azalma oldugunu bildirmislerdir.

Bazi biber ¢esitleri ile tuz stresi denemesi yapilan ¢alismada, Demre Sivrisi, Calabi iri
Yaglik, Yalova Carliston 341 ve Kandil Dolma c¢esitlerinin tuzluluk toleranslari

incelenmistir. Bu amagla 0, 50, 100, 250 mM NaCl uygulamas1 yapilan biberlerde,
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¢imlenme yiizdesi, bagil biliylime orani, toplam klorofil icerigi ve lipid peroksidasyon
kriterleri, bagil su igerigi, ozmotik potansiyel incelenmistir. Sonug olarak, tiim ¢esitlerin
tuz stresinden olumsuz etkilendigi tespit edilmistir; ne kadar fazla tuz stresi uygulanirsa,
o kadar olumsuz etki meydana geldigi bildirilmistir. Ancak Demre Sivrisinin, diger

cesitlere gore daha yiiksek toleransa sahip oldugu belirlenmistir (Ozdemir vd. 2016).

Su kiiltiiriinde yetistirilen dolmalik biberde tuzlulugun kok gelisimi ve meyve tutumu
lizerine etkisini inceleyen bir arastirmada, tuzlulugun bitkilerin kok biiylimesi ve
gelisimi lizerine etkisi belirlenmistir. Arastirmaya gore tuzlulugun, kok, siirgiin ve

meyve biiyiime ve gelisimini 6nemli 6l¢iide etkiledigi bildirilmistir (Erel vd. 2019).

Biberde biiylimeyi tesvik eden Pseudomonas putida Rs-198 bakterisi uygulanmis ve
uygulanmamis bitkilerde tuz stresinin kok ve siirgiinler iizerine etkisinin incelendigi
calismada bitkilere 150-300 mM tuz uygulanmistir. Ozmotik tolerans gostergeleri
gbzlenmesine ragmen, diisiik tuz stresinin bitki biiylimesi {izerinde olumsuz etkiler
gostermedigi belirtilmistir. Sonuglar, 150 mM ve 300 mM tuz stresi altinda prolin
iceriginin siirglinlerde %7.75 ve %?20.20 oraninda kokte ise %323.73 ve % 449.38
oraninda arttigini1 gostermistir. Artan tuz stresi peroksidaz enzim (POD) aktivitesinin
stirglinlerde %16.5 ve %15.49, kokte %46.03 ve %39.36 azalmasina yol agmistir. Biber
koklerinde gbzlenen degisimlerin = siirgiinlere gore daha belirgin  oldugunu
bildirmislerdir. Pseudomonas putida Rs-198'in bakterisi ile inokiile edilen tuz stresi
altindaki bitkilerde etkilerin hafifledigi belirtilmistir. Pseudomonas putida Rs-198 ile
inokiile edilmis bitkiler, 150 mM NaCl stresinde kontrol bitkilere kiyasla polifenol
oksidaz enzim aktivitesindeki en yiiksek artist1 %78.06 ile siirgiinlerde ve POD
aktivitesinde ise %25.22 ile koklerde gostermistir. Bu bilgiler 1s181nda tuz stresi ve bitki
gelisimini tesvik eden bakteriler arasindaki iliskiyi agikladiklarimi bildirmislerdir (He
vd. 2019).

Tuz stresi altinda gegici stres donemi ve geri kazanim siirecinde (gegici stres sonrasi
siire¢) carliston ve aci1 biberde metabolik olaylarin nasil etkilendigi ve hangi uyum
mekanizmalar1 gelistirildigini arastiran ¢alismada, tuz uygulamasi yapilacak fideler igin
besin ¢ozeltisine 50 mM NaCl eklenmistir. Tuz uygulamasmin 10. ve 20. giiniinde

ornek alma islemi yapilmustir. Orneklemeden sonra tuz uygulamasi kesilip, bitkiler tuz
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eklenmeden Hoagland besin ¢ozeltisine yerlestirilmistir. Boylece bitkilerin geri kazanim
donemine alinmasi saglanmistir. Geri kazanim doénemindeki bitkilerden O6rneklemeler
10. ve 20. giinde yapilmistir. Biber fidelerinden, yaprak sayisi, yaprak agirligi, kok
agirhigl, gdvde agirligy, bitki boyu, ilk ¢igeklenme ile yaprak kisimlarinda, Na, K, Ca, CI
icerikleri belirlenmistir. Fiziksel 6l¢iim ve analizler sonucunda, her iki biber ¢esidinde
de tuz stresinin bitki gelisimi {lizerinde olumsuz etkisinin oldugu tespit edilmistir.
Biyokimyasal analizler sonucunda ise, fideler tizerindeki tuz stresinin olumsuz etkisinin

geri kazamim siirecinin 20. giiniinde azaldigini bildirilmektedir (Kadan ve Uzal 2020).

Giorio vd. (2020) ticari bir biber ¢esidi ile bir yerel biber hattinda tuz stresine toleransin
fizyolojik temelinin arastirilmasina yonelik bir ¢alisma yiirtitmislerdir. Arastirmacilar,
Italya’da yaygimn olarak kullanilan bir biber cesidi (Quadrato D’asti) ile Campania
bolgesinden bir yerel biber hattinin (Cazzone Giallo) tuza toleransini
karsilagtirmiglardir. Buna gbre verim yoniinden bakildiginda Quadrato D’asti ¢esidinin
tuza daha tolerant oldugunu belirlemislerdir. Iyon birikimi ydniinden incelemeler
sonucunda, Quadrato D’asti ¢esidinin dokulardan kloriirii daha etkili olarak
uzaklastirdigim bildirmislerdir. Ote yandan daha duyarli olan diger hattin (Cazzone

Giallo) sodyumun biiytlik kismint gévdede biriktirdigini belirlemislerdir.
2.2 Kok Gelisimiyle iliskili Miyozin Genlerinin Fizyolojik Etkilerinin

Molekiiler Diizeyde Incelenmesi

Arabidopsis thaliana'da X1 miyozinlerin bir temsilcisi olan XI-K geninin etkilerini
incelemek i¢in olusturduklari1 ve benzer fenotipe sahip 3 adet mutant bitkide, kok tiiyt
hiicrelerinde biiylimenin engellenmesi, govdede trikomlarin biikiilmesi, yapraklarda
trikomlarin  irilik, dagilim ve gelisiminin  diizensizlesmesi gibi  belirtiler
gbzlemlemislerdir. Mutant fidelerin morfometrik analizleri sonucunda, kok tiiylerinin
ortalama uzunlugunun, yabani formdaki bitkilere goére % 50'ye kadar azaldigim
belirlemisler, bu bilgiler 1s18inda, XI sinifi XI-K miyozininin kok ucu biiylimesinde

etkili olabilecegini belirtmislerdir (Ojangu vd. 2007).
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Bu calismada arastirmacilar, Arabidopsis’te X1 sinifindan 13 adet miyozin genin
inaktive edildigi mutant bitkiler gelistirmislerdir. Bunlar arasinda 11 miyozin geninin
inaktif oldugu mutantlarda normal sartlar altinda fenotipik olarak farkedilebilir bir
degisikligin goriilmedigi ancak, XI-2 ve XI-K mutantlarinda kok tiiylerinin uzamasinda
sorunlar oldugunu belirlenmistir. Bu bilgiler dogrultusunda miyozin tarafindan
yonlendirilen hareketliligin polar kok ucu biiyiimesinde etkili oldugunu gdstermistir

(Peremyslov vd. 2008).

Arabidopsis mutantlari ile yapilan bir baska ¢alismada ise, XI-1, XIB, XI1, XI2 ve XI-K
izoformlarimin bulunmadigr mutant bitkilerde kilcal kok gelisiminin 6nemli diizeyde

engellendigi bildirilmistir (Peremyslov vd. 2010).

Miyozin genlerinin 6 adet XI izoformunun (XIA, XIB, XIC, XID, XIE ve XIJ)
Arabidopsis ¢igcek tozlarinda yiiksek ifade gosterdigi belirlenmistir (Peremyslov vd.
2011, Sparkes 2011).

Iki model bitki Arabidopsis ve Brachypodium (Brachypodium distachyon)’da miyozin
genlerini arastirmak i¢in, transkriptom dizileme ve biyoinformatik analizler
kullanilmigtir. XI-K geninin kismi bir kopyasi yoluyla ortaya ¢ikan HDK (miyozin XI-
K'nin tiirevi) olarak adlandirilan Arabidopsis geninin gelisimsel olarak diizenlendigini
bulmuslar ve Brachypodium'da da benzer mimariye sahip bir gen bulundugunu
bildirmislerdir. iki baskin miyozin gen ekspresyon modelini yani Polen/Stamen spesifik

ve bitki boyunca her yerde bulunan ekspresyonu ortaya ¢ikarmiglardir (Peremyslov vd.

2011).

Arabidopsis’te miyozin XI-K geninin ifadesinin engellenmesi durumunda kok
tiiylerinin uzamasinin azaldigini, bu durumda XI-K geninin kodladig1 motor proteininin
bu hiicrelerin biiyiimesinde etkili oldugunun anlasildigini belirtmislerdir. Caligmada bu
grup bitkilerin kok tiiylerinin yabani formdaki bitkilere gore daha yavas uzadigi ve
gelisiminin daha hizli durdugu belirlenmistir. Arastirmacilar, miyozin XIK nin biiyliyen
kok tiiylerinin u¢ kisminda optimum gelisim i¢in gerekli oldugu sonucuna ulagmiglardir

(Park ve Nebenfiihr 2013).
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Arastirmacilar, organel hareketliligi i¢in gerekli olan miyozin genlerinden polen spesifik
XI miyozin geninin XI-C XI-E izoformlarinin her ikisinin birlikte susturuldugu
durumda polen tiipii gelisimi ve buna baglh dollenme ve tohum olusumunun

engellendigini bildirmislerdir (Madison vd. 2015).

Miyozin ve oksin aracilt siireglerin etkilesimi ile ilgili yapilan bir arastirmada, tglii
miyozin geni (XI-K, XI-1, XI-2) susturulmus mutantlar kullanilarak bu mutantlarda kok
gelisimi incelenmistir. Caligmada, yabani formdaki fonksiyonel XI-K geni tasiyan
bitkilere gére mutant bitkilerde daha fazla yan ve adventif kok olustugu belirlenmistir.
Bitki genelinde yiiksek oranda ifade edilen miyozin reseptorleri MyoB1 ve MyoB?2,
boliinmekte olan hiicrelerde tespit edilememis, bu da hiicre boliinmesindeki miyozin
fonksiyonunun farkli adaptor proteinlerine dayandigini gostermistir. Arastirmacilar bu
bilgiler 1s18inda miyozin XI proteinin, oksin tepkilerinin kutupsal dagilimi ve hiicre
boliinmesi iizerindeki etkiler yoluyla kok organogenezinin diizenlenmesinde rol

oynadigimi gostermektedir (Abu-Abied vd. 2018).

Physcomitrella yosununun protonemal hiicrelerini model olarak kullanilan ¢alismada,
hiicre boliinmesi sirasinda miyozin Xl'in aktine bagimli ve aktinden bagimsiz
davraniglarini aragtirmiglar ve hiicre boliinmesi sirasinda miyozin XI'in islevinin

anlagilmasina katkida bulunmuslardir (Sun vd. 2018).

Bitki biiylimesini, liretimini ve lif uzamasini diizenlemede miyozin genlerinin islevini
inceleyen c¢alismada, Gossypium arboreum,  Gossypium hirsutum, Gossypium
raimondii, Gossypium barbadense’de ve toplam 114 miyozin geni bulunmustur.
Arastirmacilar, absisik asit, metil jasmonat ve salisilik asit gibi bitki hormonlarinin

miyozinlerin ekspresyonunu kontrol edebilecegini ortaya ¢ikarmislardir (Ma vd. 2020).
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1 Materyal

Tez ¢alismasinda denemeler icin Yalova Carliston (Capsicum annuum L.) biber cesidi
bitkisel materyal olarak kullanilmistir. Denemeler Ankara Universitesi Biyoteknoloji
Enstitiisi ve Ankara Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bahcge Bitkileri boliimii
laboratuvarlarinda gerceklestirilmistir. Biber tohumlar1 torfiperlit (2:1) ortamina

ekilerek 25+2°C’de iklim odasinda ¢imlendirilmislerdir (Sekil 3.1).

Sekil 3.1 Tez ¢aligmast i¢in yetistirilen biber bitkileri

Biber fideleri 2-3 ger¢ek yaprakli doneme ulastiginda Hoagland besin ¢6zeltisi igerisine
aktarilmistir. Biber fideleri 25+2°C’de %55 nem diizeyinde 151k kaynagi 16/8
aydinlik/karanlik olacak sekilde iklim odasinda yetistirilmistir (Sekil 3.2 ve Sekil 3.3).
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Sekil 3.3 iklim odas1 sicaklik ve nem diizeyi
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3.2 Yontem

3.2.1 Hoagland besin ¢ozeltisinin hazirlanmasi

Bitkilerin yetistirildigi Hoagland besin ¢ozeltisi protokolii Cizelge 3.1°de verilmistir.

Cizelge 3. 1 Hoagland besin ¢ozeltisi protokolii (Hoagland ve Arnon 1950)

Makro besin elementleri (10x 10L) Miktar (g)
K2SO4 15.7
KH2PO4 2.7
MgS04.7H20 24
Ca(NO3)2.4H20 47.23

KCI 0.0746
Mikro Besin Cozeltisi (1L) Miktar (g)
H3BO:3 0.124
MnSO4 0.066
CuS04.5H20 0.100
NHsMo 0.048
ZnS04.7H20 0.1553

FeEDTA (Stok) (10000X 1L)

365gr FeEDTA 1L dH20 igerisinde

¢Oziliir.
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Denemede 2 ayr1 tank Hoagland soliisyonu ile doldurulmustur. Tanklardan birine tuz
uygulanmayan kontrol 6rnekleri, diger tanka ise tuz uygulamasi yapilacak biber fideleri

aktarilmustir.

3.2.2 Tuz uygulamasi

Bitkiler 4-5 gercek yaprakli doneme ulastiginda tuz uygulamasi yapilmistir. Tek doz
100 mM NaCl olarak belirlenen tuz konsantrasyonu kademeli olarak ytikseltilmistir
(Sekil 3.4). Fidelere 1.glinden 4.giine kadar 25 mM (14.625 gr 10L Hoagland igin) tuz
verilmistir (Sekil 3.5 (c¢)). Denemenin 4. giinii 100 mM tuz seviyesine ulagilmistir. Tuz
uygulamasi yapilmayan bitkiler kontrol grubunu olusturmustur. Tuz uygulamasinda 100
mM NaCl konsantrasyonuna ulagtiktan 3 saat ve 24 saat sonra kdklerden 6rnek alinarak

gen ifadesindeki degisimler incelenmistir.

24h

3h
100 mM Nacl + +

Ornekleme Zamanlari (h)
1 gilin

75 mM Nacl

50 mM Nacl =8I0

NaCl Uygulamasi (mM)

25 mM Nacl 280"

0 1 2 3 4 5
Tuz Uygulama Zamani (Gilin)

Sekil 3.4 Fidelere kademeli olarak (giinlik 25 mM NaCl ilavesi) tuz uygulamasi ve
RNA analizleri i¢in 6rnekleme zamani (3 saat ve 24 saat)
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Sekil 3.5 (a,b,c) (a) Tuz uygulamasi yapilmis biber bitkileri (b) Kok kisimlari (c) Stres
ornekleri i¢in glinliik uygulanan 25mM NaCI miktar1 (10L Hoagland igin)

3.2.3 Koklerde yapilan morfolojik incelemeler

Tuz uygulamasi yapilan ve yapilmayan (kontrol) fidelerde 6rnekleme saatinde kokler
steril saf su ile yikanip, fazla sular1 kurutma kagidi ile alindiktan sonra asagidaki

parametreler bakimindan degerlendirilmistir.

3.2.3.1 Kok boyu (cm)

Fidelerde kokiin baslangicindan, kok ucuna kadar kok bolgesinin Olclilmesiyle (cm)

belirlenmistir (Sekil 3.6).
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Sekil 3.6 100mM tuz stresi uygulanmis 3.saat (1 numarali) 6rnek
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3.2.3.2 Kok taze agirhgi (g)

Fidelerde kok taze agirligi (g) terazide tartilarak belirlenmistir (Sekil 3.7).

Sekil 3.7 Stres uygulanmamis (Kontrol) 3.Saatte alinan kontrol 6rnegi

3.2.3.3 Kok kuru agirhg (g)

Fidelerin kokleri 48 saat 60°C etiivde kurutulduktan sonra kok kuru agirligi (g) terazide
tartilarak belirlenmistir (Sekil 3.8).

Sekil 3.8 Stres uygulanmamis 24.Saatte alinan Kontrol 6rnegi
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3.2.4 Miyozin gen ifade analizleri

Tuz uygulamasindan 3 saat ve 24 saat saat sonra tuz uygulanan ve uygulanmayan
(kontrol) koklerden 6rnek alinarak gen ifadesindeki degisimler qRT-PCR analizleri ile
incelenmistir (Sekil 3.5 (a,b)).

3.2.4.1 Real Time PCR analizleri icin 6rnek alinmasi

Kademeli olarak yapilan tuz ilavesi sonrasinda 100 mM tuz konsantrasyonuna ulastiktan
sonra 3. saat ve 24. saatte bitkilerin kokleri makas yardimiyla kesilip, kuru buz tizerinde
aliminyum folyo ile paketlenerek RNA izolasyonunda kullanilmak iizere -80°C derin

dondurucuya yerlestirilmistir (Sekil 3.9-3.10) .

Sekil 3.9 Tuz uygulamasi sonunda bitki koklerinin gériiniimii
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Sekil 3.10 RNA izolasyonu i¢in ayrilmis biber kok ornegi

3.2.4.1.1 RNA izolasyonu

Kok kisimlarindan RNA izolasyonu yapilmistir.

Uygulama Basamaklar1 Asagidaki sekilde 6zetlenmistir:

1. 50 mg doku 6rnegi i¢in 500 puL D soliisyonu ile 4 °C’de liziz edilmesi
2. pH 4.0 olacak sekilde, 2 molar sodyum asetat (0.1 hacim) eklenerek karistirilmasi
3. Su ile doyurulmus fenolden 1 hacim eklenerek karistirilmasi

4. Kloroform : izoamil alkol (49:1) 0.2 hacim eklenerek karistirilmasi
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5.10 dakika buz iizerinde bekletilmesi
6. 14,000 rpm’de 15 dakika sogutmali santrifiij (4°C) santrifiij edilmesi
7. RNA bulunan iist fazin temiz bir mikrosantrifiij tlipiine aktarilmasi.

8. Izopropanol eklenmesi (RNA ¢oktiirmesi igin) -20°C dolabinda en az 1 saat yada bir

gece bekletilmesi

9. 14,000 rpm’de 4°C’de 20 dakika sogutmali santrifiij kullanilarak santrifiij edilmesi
(Bu asamada RNA tiipiin dibinde pellet halinde goriilmelidir).

10. RNA’nin %70’lik etil alkol ile yikanmas.
11. RNA’nin 12,000 g’da 4°C’de 5 dakika santrifiij edilerek ¢oktiiriilmesi

12.Ust faz (Supernatant) pipet yardimiyla uzaklastirilarak RNA’dan vakum araciligryla

etil alkoliin uzaklastirilmasi
13. RNA’nin molekiiler su i¢erisinde ¢oziilmesi.

14. RNA dan 1/25 -1/40 diliisyon hazirlanarak, NanoDrop® ND-1000 spektrofotometre
ile A280 / A260 oraninin 6l¢iilmesi (oran >1.5 olmalidir). 280 nanometredeki absorbans
40 ile capilir, elde edilen sonu¢ daha sonra diliisyon faktorii ile carpilarak RNA
konsantrasyonu belirlenir (Birnboim 1988, Chomzynski ve Sacchi 1987, Hunter 1996)
(Sekil 3.11).
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Sekil 3.11 Elde edilen RNA’larin jel goriintiisii C: kontrol; 3h (3. Saat 6rnekleri) ve 24 h
(24.saat ornekleri)

3.2.4.1.2 cDNA sentezi

Real Time PCR’1n ilk agamasi olarak WizScript cDNA Synthesis Kit (High Capacity)
ile, drneklere ait RNA’lardan NanoDrop® ND-1000 spektrofotometre ile Olciilerek esit
konsantrasyonda alinarak cDNA sentezi yapilmigstir.

. Total RNA (10-5000 ng arasi)

. 2x RT master mix hazirlanmasi (1 6rnek i¢in, 6rnek sayilarmin toplami kadar ¢arpilarak
hazirlanmalidir.)

Protokol (1 6rnek i¢in);

Reaction Buffer 2 ul
dNTP mix 1 ul
R. Hekzamer 2 ul
RTase 1 ul
RNaz Inhibitor 0.5 pul

RNaz icermeyen Su 3.5l
TOTAL 10 ul

2X RT master mix buz iizerinde 1.5 ml mikrosantrifiij tiip i¢erisinde hazirlanir. 10 pl

RNA 06rnegi alinir, master mix drneklere dagitilir.
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i A

Revers transkripsiyon PCR programi:
Basamak: 25°C 10 dk

Basamak: 37°C 120 dk

Basamak: 85°C 5 dk

Basamak: 10°C o

Elde edilen cDNA miktar1 olgiilerek miktar tayini yapilmis, cDNA’lar Real-Time PCR

reaksiyonuna kadar -20°C’de saklanmustr.

3.2.5 Caliymada kullanilan miyozin primerleri

Tez calismasinda kullanilan biber (Capsicum annuum L) miyozin genleri ve bu gen
bolgelerinden calismada kullanilmak {izere olusturulan primer dizileri Cizelge 3.2°de
verilmigtir. Calismada 5 adet miyozin geni kullanilmistir. Miyozin 2 (Capsicum annuum
myosin-2-like), miyozin 4 (Capsicum annuum myosin-4-like), miyozin 6 (Capsicum
annuum myosin -6-like), miyozin 9 (Capsicum annuum myosin-9) ve miyozin 11
(Capsicum annuum myosin-11) genlerine ait primerler ve housekeeping gen olarak

Aktin geni kullanilarak gen ifadelerini belirlemek amaciyla Real-time PCR yapilmuistir.
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Cizelge 3.2 Calismada kullanilan biber (Capsicum annuum L) miyozin genleri ve
olusturulan primer dizileri (NCBI 2020).

No Gen Adi Primer Dizileri

XM 016686547.1 F- 5-AAGCCTGTTGCAGCTTTTACC

Capsicum  annuum
R- 5’-GTGGTTTGCGGGTAGGAGTA

myosin -6-like

XM 016696632.1 F- 5>-CAAGAGAGCCAGGAGTTGCT

Capsicum  annuum
R- 5’-CGACGTAGAGGGGTCATTGC

myosin-11

XM 016712689.1 F- 5’-ACCTCCATCTCATCTGCCCT

Capsicum annuum
R- 5>-GAGATTACAGCCTCCTGGGC

myosin-9

XM 016717240.1 F- 5’-CTCGTGGAGAGAGGTCTTGC

Capsicum  annuum
R- 5’-CAGAGCCGCAACCATCTGAA

myosin-4-like

XM 016725799.1 F- 5’-CGAGTGATACAAGGGTGCCA

myosin-2-like

Her bir primere ve ilgili housekeeping bolgesine yonelik primer optimizasyonlarinda;
ornege ait RNA’larda 10'-10° sulandirmalar ile her gene ait primerlere (10 pmol)
standart egriler ¢izilmistir (Sekil 3.12-3.16). Aktin housekeeping genine ait melting
egrisi ve pik goriintiisii Sekil 3.17-3.18’de verilmistir. Orneklere ait cDNA’lar, her

primer i¢in optimize edilen kosullara gore hazirlanan SYBR Green mix ile karistirilarak,
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384’liikk platelere yerlestirilmis, sealing foil ile kaplanarak Roche Light Cycler 480

cihazinda analiz edilmistir.

Cizilen standart egriler yardimiyla ifade analizi yapilmak istenen 6rneklerin Cr (cycle
threshold) degerlerine, Rest 2009 (http://rest-2009.gene-quantification.info/) yazilimi ile

22T metoduna gore, p<0.05 anlamlilik diizeyinde analizler yapilmustir.

3.2.6 Real Time PCR reaksiyonlari

3.2.6.1 Primer optimizasyonu

Calismada kullanilan Myo2, Myo4, Myo6, Myo9, Myol1 ve Aktin gen bdlgelerine ait
primerlerin Roche SYBR Green Master mix kullanilarak optimizasyonlar1 yapilmstir.
Primerlerin optimizasyonuna ait Real Time reaksiyon protokolii Cizelge 3.3’te

verilmistir.

Cizelge 3.3 Primer optimizasyonunda kullanilan Real Time protokolii

Real Time PCR Protokolii

cDNA 1 ul

F- Primer 0.75 ul
R- Primer 0.75 ul
SYBER Green 2.5 ul
Total Hacim Sul
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3.2.6.2 Standart egri cizimi

Standart egrilerin ¢izilebilmesi ig¢in, kontrol Orneklerinden (stres uygulanmamis)
sentezlenen cDNA Ornekleri ile Real-Time PCR reaksiyonu yapilmistir.  Bu
cDNA’lardan 10%, 105, 104, 103, 10?> ve 10' oranlarda konsantrasyonlar hazirlanarak,
primer ve SYBER Green mix ilavesi ile Real Time reaksiyonu gerceklestirilmistir. Real
Time PCR’1n analiz programi kullanilarak her bir primere ait standart egriler ayr1 ayri
cizilmigtir. Standart egrinin efficiency ve slope degerlerinin optimum degerlere yakin
olmasi ile uygunlugu kontrol edilmektedir. Efficiency 1.7-2.2 arasinda ve slope degeri
ise -3.3 degerine yakin degerde olmasi giivenilirligini artirmaktadir. Standart egriler, en

az 3 konsantrasyon kullanilarak ¢izilebilmektedir.
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Sekil 3.12 Miyozin 2 primeri (a) Standart ve (b) Amplifikasyon Egrileri
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Standard Curve

— Std. curve ¢ Samples
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Sekil 3.13 Miyozin 4 primeri (a) Standart ve (b) Amplifikasyon Egrileri
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Standard Curve
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Standard Curve
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Standard Curve
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Standard Curve
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Sekil 3.17 Aktin (Housekeeping) primeri (a) Standart ve (b) Amplifikasyon Egrileri
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Melting Curves
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Sekil 3.18 Aktin (Housekeeping) primeri a) Melting egrisi ve b) Melting pik goriintiisii
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3.2.7 istatistik analizler

Denemeler, 3 tekrarli ve her tekrarda 3 bitki 6rnegi olacak sekilde, tesadif parselleri

deneme desenine gore gerceklestirilmistir.

Tez calismasinda morfolojik veriler, 2 drnekleme t-testi ile Minitab programi (Minitab

INC.) kullanilarak (P < 0.05) anlamlilik diizeyinde yapilmistir.

Gen ifade analizlerinde ise 2-AAC T yontemi (Livak & Schmittgen 2001) Aktin
housekeeping geninin ekspresyon degeri kullanilarak, p <0.05 anlamlilik diizeyinde t

testi kullanilarak kontrol degerleri ile karsilastirilmistir.
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4. SONUCLAR

Biberde kok gelisimiyle ilgili miyozin genlerinin tuz stresi kosullarinda gen ifade
degisimlerinin incelendigi arastirmada 100 mM tuz uygulamasindan 3 saat ve 24 saat
sonra alinan kok orneklerinde 5 adet miyozin geninin (Capsicum annuum myosin-2-
like), (Capsicum annuum myosin-4-like), miyozin 6 (Capsicum annuum myosin -6-
like), miyozin 9 (Capsicum annuum myosin-9) ve miyozin 11 (Capsicum annuum
myosin-11) ifadesi incelenmistir. Gen ifade analizleri i¢in alinan kdk drneklerinde kok

taze agirligi, kuru agirligi ve kok boyu belirlenmistir.

4.1 Koklerde Yapilan Morfolojik Incelemeler

Biber fideleri 2-3 gercek yaprakli doneme ulastiginda su kiiltiiriine aktarilmistir (Sekil
4.1 (a,b)). Fideler 4-5 yaprakli donemdeyken yapilan tuz uygulamasi sonrasinda (3.saat
ve 24.saat) tuz uygulanan ve uygulanmayan (kontrol) biber fidelerinin kok kisimlarinda
kok taze agirligi, kok kuru agirligl ve kok boyu belirlenmis, RNA izolasyonu i¢in 6érnek
alimmistir (Sekil 4.1 a-d). Tuz uygulanan ve uygulanmayan fidelerde kok gelisimi Sekil
4.2’de gosterilmistir. Koklerde yapilan tartim ve oOlgiimler Cizelge 4.1 ve 4.2°de

verilmistir.
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Sekil 4.1 (a) Biber fideleri 2-3 gercek yaprakli donem (b) Su kiiltiirline alinan geng
biber fideleri (c ve d) RNA izolasyonu i¢in kok 6rneklerinin alindigr dénem
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(c) (d)

Sekil 4.2 Fidelerin kok gelisimi (a) 100 mM tuz uygulamasi 3. Saat (b) 100 mM tuz
uygulamasi 24. Saat (c) Kontrol 3. Saat (d) Kontrol 24. Saat
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Cizelge 4.1 Ornekleme zamanma gore 3. saatte kontrol ve tuz uygulanan bitkilerin

ortalama kok taze agirligi (gr), kok kuru agirhigi (gr) ve kok boyu

*Harfler Incelenen parametreler bakimindan tuz uygulamasi ve kontrol bitkileri

arasindaki farkin istatistik olarak ( P<0.05) 6nem diizeyini gostermektedir.

Ornekleme zamani

Kok taze agirlik

Kok kuru agirlik

Kok boyu (cm) =+

(3. Saat) (gr) £ Standart | (gr) =+ Standart | Standart hata
hata hata

Kontrol 0.38+0.026 b 0.003+0.003 7.27+0.12

Tuz Uygulamasi 0.52+0.04 a 0.005+0.007 7.17+0.49

Cizelge 4.2 Ornekleme zamanma gore 24. saatte kontrol ve tuz uygulanan bitkilerin

ortalama kok taze agirligi (gr), kok kuru agirligi (gr) ve kok boyu

*Harfler Incelenen parametreler bakimindan tuz uygulamasi ve kontrol bitkileri

arasindaki farkin istatistik olarak ( P<0.05) 6nem diizeyini gdstermektedir.

Ornekleme zamami | Kok taze agirhign | Kok kuru agirhg | Kok boyu (cm)
(24. Saat) (gr) (gr)

Kontrol 0.37+0.06 b 0.037+0.01 b 7.20+0.30

Tuz Uygulamasi 0.75+0.064 a 0.066+0.07 a 7.40+0.87
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Buna gore koklerin tuz uygulamasindan 3 saat sonra alinan kontrol 6rneklerinde kok
taze agirhigi 0.38+0.026 g, kok kuru agirligi 0.003+0.003 g, kok boyu ise 7.27+0.12 cm
olarak Ol¢iilmiistiir. Tuz uygulamasinda ise, kok taze agirligi 0.52+0.04 g, kok kuru
agirhigr 0.005+0.007 g ve kok boyu 7.17£0.49 cm olarak belirlenmistir. Kok taze
agirhigi bakimindan kontrol ve tuz uygulamasi arasinda gozlemlenmem fark, istatistiki

acidan 6nemli bulunmustur (P<0.05).

Tuz uygulamasindan 24 saat sonra alinan orneklerde ise kontrol bitkilerinde kok taze
agirhgr 0.37+0.06 g, kok kuru agirhigt 0.037£0.01 g, koék boyu 7.20+0.30 cm
Ol¢iilmiistiir. Tuz uygulanan bitkilerde ise kok taze agirligr 0.75+0.064 g, kuru agirlig
0.066+0.07 g, kok boyu 7.40+0.87 cm olarak oOl¢iilmiistiir. Kok taze ve kuru agirligi
kiyaslandiginda kontrol ve tuz uygulamasi arasindaki fark istatistiksel olarak Onemli

bulunmustur (P<0.05).

4.2 Biber Kok Orneklerinde Gen ifade Analiz Sonuclar:

Calismada tuz stresi altinda biber kok 6rneklerinin gen ifadesindeki degisimler kontrol

orneklerine gore karsilastirilarak incelenmistir.

Miyozin 2 geninin ifadesi 100 mM tuz uygulamasindan 3 saat sonra alinan 6rneklerde
-1.67 kat azalmistir. Fakat bu azalma istatiksel verilere gore Onemli diizeyde
bulunmamistir (P>0.05). Tuz uygulamasindan 24 saat sonra alinan orneklerde ise
Miyozin 2 gen ifadesi onemli diizeyde (8.95 kat) artmistir (P<0.05) (Cizelge 4.3 ve
Sekil 4.3).

Miyozin 4 geninin ifadesi, 100 mM tuz uygulamasindan 3.saat sonra -1.57 kat, 24. saat
sonra alinan O0rneklerde ise -1.17 kat azalmistir. Ancak bu azalis istatistiki olarak 6nemli

bulunmamaistir (P>0.05) (Cizelge 4.3 ve Sekil 4.3).

Miyozin 6 gen ifadesi, 100 mM tuz uygulamasindan 3.saat sonra -8.22 kat azalirken,
24. saat sonra alinan orneklerde ise -2.16 kat azalmistir (P<0.05) (Cizelge 4.3 ve Sekil
4.3).
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Miyozin 9 gen ifadesi, 100 mM tuz uygulamasindan 3.saat sonra -1.80 kat azalirken

(P>0.05), 24. saat sonra alinan orneklerde 30.57 kat artmistir (P<0.05). Calismada 3.

saat 0rneginde gozlemlenen gen ifadesindeki diisiis istatiki olarak onemsiz bulunurken

24. saat Orneginde gozlemlenen 30.57 kat artig istatistik analizler 1s1ginda 6nemli

bulunmustur (Cizelge 4.3 ve Sekil 4.3).

Miyozin 11 gen ifadesi, 100 mM tuz uygulamasindan 3 saat sonra -3,53 kat azalmigtir

(P<0.05). Gen ifadesinin 24. saat orneginde ise 2.35 kat arttig1 belirlenmistir (P<0.05)

(Cizelge 4.3 ve Sekil 4.3) .

Cizelge 4.3 Calisilan miyozin genlerinin 100 mM tuz uygulamasindan 3 saat ve 24 saat

sonra ifade diizeyleri

Miyozin Genleri 3. Saat 24, Saat

-1.67 8.95
Miyozin 2

-1.57 -1.17
Miyozin 4

-8.22 -2.16
Miyozin 6

-1.80 30.57
Miyozin 9

-3.53 2.35
Miyozin 11
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Sekil 4.3 Calisilan miyozin genlerinin 100 mM tuz uygulamasindan 3 saat ve 24 saat
sonra ifade degisimleri

* [statistiksel verilere gore 6nemli diizeyde farklilik gosterenler (P<0.05)
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5.TARTISMA VE SONUC

Biber (Capsicum annuum L.), lilkemizde ve diinyada yaygin olarak iiretilen ve tiiketilen
onemli bir tlrdiir. Bitkisel tiretimde bitki biiylime ve gelisimini sinirlayan faktorler
arasinda abiyotik stres faktorlerinden olan toprak tuzlulugu 6nemli bir yer tutmaktadir.
Tuzluluk gilinlimiizde ve gelecekte tarimsal liretimi sinirlayan en 6nemli sorunlardan bir
tanesidir. Toprakta tuz yogunlugunun artigi, bitkinin su ve suda c¢oziiniir besin
maddelerini  almasin1  engellemekte, ileri diizeylerde hiicrelerde toksik etki
yaratmaktadir. Tuzluluga baglh olarak bitkilerde sararmalar, kurumalar meydana

gelmektedir.

Tarimsal iiretimin siirdiiriilebilirligi i¢in toprak tuzluluguna ydnelik farkli disiplinlerde
cesitli arastirmalar ve yaklasimlar sunulmaktadir. Fizyolojik ve molekiiler diizeyde
yiiriitiilen ¢aligmalar ile tuza toleransin mekanizmasi arastirilirken, 1slah ¢aligmalar ile

bitkilerde tuza toleransin artirilmasina yonelik yaklagimlardan yararlanilmaktadir.

Giiniimiizde molekiiler biyoloji alanindaki gelismeler sayesinde pek c¢ok bitki tiiriinde
cesitli 6zelliklere yonelik bilgiler veri bankalarinda toplanmaktadir. Bu bilgiler 1s181inda
tez ¢aligmasinda, bitkilerde su ve besin maddesi alinimin1 saglayan, kok emici tiiyleri
ve kok gelisimiyle ilgili bulunan miyozin genlerinin tuz stresi kosullarinda ifade
diizeylerindeki degisimin incelenmesi ve boylece soz konusu genlerin tuzlu kosullarda
nasil ifade oldugunun belirlenmesi amaclanmistir. Calismamizda biber (C. annuum L.)

tiiriinde belirlenmis olan miyozin genleri (Cizelge 3.2) kullanilmistir.

Calismada 100 mM tuz stresine maruz birakilan biber fidelerinin koklerinde gen ifade
analizleri oncesinde koklerle ilgili temel morfolojik parametreler olan kok taze ve kuru
agirhigr ve kok boyundaki degisimler her iki 6rnekleme zamaninda (3. saat ve 24. saat)
uygulama yapilmayan kontrol bitkileri ile karsilagtirllmigtir. Buna gore 3. Saat
ornekleme yapilan bitkilerde kok taze agirligi kontrol bitkilerine gore daha yiiksek
bulunurken; koék kuru agirligi ve kok boyu bakimindan kontrol bitkileri ile fark
belirlenmemistir. Denemede 24. Saat sonra alinan 6rneklerde ise 100 mM NaCl

uygulanan bitkilerde hem taze hem de kuru agirlikta artis belirlenmistir (P<0.05).
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Incelenen 5 adet miyozin geninin (C. Annuum miyozin 2, 4, 6, 9, 11) tuz stresi
kosullarinda koklerde ifadesinin farklilik gosterdigi, 6rnekleme zamanlar1 olan 3. ve 24.

saatte ifadelerinin degisiklik gosterdigi belirlenmistir.

Calismada incelenen miyozin genleri igerisinde en fazla ifade artisinin (30.57 kat)
miyozin 9 geninde, tuz uygulamasinda 100 mM diizeye ulastiktan 24 saat sonra alinan
orneklerde oldugu belirlenmistir (Cizelge 4.3, Sekil 4.4). Tuz uygulamasini takiben 3
saat sonra alinan orneklerde ise ayni genin ifadesinin -1.80 oldugu ancak bu azalisin
istatistiki olarak Onemli olmadig1 belirlenmistir. Miyozin 9 geninin (C. annuum
XM _016712689.1, LOC107866737) (Arabidopsis At5g25070) hiicrede sitozolde
lokalize oldugu belirtilmektedir (Uniprot, 2020g).

Bugdayda tuz stresi ile ilgili yapilan bir arastirmada, Na+ iyonlarinin plazma
membranini gegtikten sonra sitozole ulastigini, Na+ iyonlariin sitozolde asiri
birikiminin Na+ toksisitesine neden oldugu belirtilmektedir. Arastirmacilar, koklerle
alinan Na+ iyonlarinin hiicre membranlar1 aracilifiyla rizosfere geri gonderilebildigini,
Na+ iyonlarimi hiicreden ¢ikarabilme yeteneginin genotipe gore farklilik gosterdigini
belirtmislerdir. Bu mekanizma sayesinde koklerle alinan Na+ iyonlarinin ~%95°nin
rizosfere geri gonderildigini belirtmislerdir. Arastirmacilar, c¢alismalarinda kok
meristemlerinde sitozolik Na+ birikiminin tuza daha tolerant olan ekmeklik bugdayda
daha yiiksek oldugunu, bu bolgenin biiyilik olasilikla tuz sensorii gibi gorev yapan bir
bolgeye yakin oldugunu belirtmislerdir. Bu hipotezlerini desteklemek i¢in Na+ taginimi
ile ilgili genlerin ifadesini kokli ve kok meristemleri uzaklastirilmis bitkilerin

yapraklarinda test etmiglerdir (Wu vd. 2018)

Tuza tolerans yoniinden farklilik gosteren bugday genotiplerinin kok meristemlerinde
yapilan bir bagka arastirmada tuza tolerant genotiplerde sitozolde daha yiiksek floresan
Na+ sinyali belirlediklerini bu bilgi 1s18inda kdk meristem bolgesinin tuzu algilamada

yer aldigini bildirmislerdir (Wu vd. 2015)
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Bu bilgiler 1s181nda, bizim ¢aligmamizda incelenen ve sitozolde lokalize olan miyozin 9
geninin 100 mM tuz diizeyine ulastiktan 3 saat sonra ifadesinde 6nemli diizeyde bir
degisim yokken 24 saat sonrasinda 30.57 kat bir ifade artistnin Na+ iyonlarinin

birikimine bagl olabilecegini diislindiirmiistiir.

Ifade diizeyi farkli olmakla birlikte miyozin 9 genine benzer sekilde miyozin 2 geninin
ifadesinde 100 mM tuz uygulamasi tamamlandiktan 24 saat sonra 8.95 kat ifade artis1
belirlenmigtir (P<0.05). Miyozin 2 geninin (MYA?2), Arabidopsis’te kok tliylerinin
gelisiminde, golgi aparati, mitokondri ve serbest oksijen radikallerinin (ROS)
giderilmesinde gorev alan peroksizomlarin lokalizasyonu, aktin filamente bagli hareket
gibi fonksiyonlarda gorev aldigi bildirilmistir (Uniprot 2020c¢). Capsicum annuum
tiriinde de aktin filament baglanmasi, ATP baglanmasi ve motor aktivite olarak

bildirilmis, sitoskeletonda lokalize oldugu gdsterilmistir (Uniprot 2020h).

Peremyslov ve ark. (2008) Arabidopsis’te miyozin 2 geninin kok emici tiiylerinin
gelisiminde ve kok tiiylerinde hiicre i¢i organellerin hizli hareketi icin gerekli
olduklarin1 bildirmistir. Miyozin 2 genin stresle baglantili olarak peroksizomlarin
hareketinde gorev aldiklar bildirilmistir. Peroksizomlar, bitki hiicrelerinde herhangi bir
nedenle olusan toksik maddelerin inaktive edilmesinde rol almaktadir. Calismamizda
miyozin 2 geninin tuz stresi uygulamasindan 24 saat sonra artis gosterdigi

belirlenmistir.

Calismada yer alan miyozin 11 geni ise Arabidopsis’te organel hareketliliginde gorev
aldigr bildirilmistir. Tez ¢alismasinda miyozin 11 geninin 100mM tuz stresi
uygulandiktan 3 saat sonra alinan 6rneklerde 3.53 kat diistiigii 24 saat sonra ise 2.35 kat
arttig1 belirlenmistir. Bu durumda tuz stresine maruz kalma siiresi arttik¢a miyozin 11

geninin ifadesi artisa ge¢gmistir.

Miyozin 6 geninin aktin filament baglanmasinda, ATP baglanmasinda, motor aktivitede
gorev aldigr belirtilmektedir (Uniprot 2020d). Tez calismasinda Miyozin 6 geninin
ifadesinin, 100mM tuz stresi uygulmasindan 3 saat sonra -8.22 kat azalirken,

uygulamadan 24 saat sonra -2.16 kat azaldig1 belirlenmistir. Bu durumda tuza maruz
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kalma siiresi arttikca baglangicta diisiik olan gen ifadesinin giderek arttig1 diistiniilebilir.
Gen ifadesindeki 3.saatten 24.saate kadar olan siire igerisindeki bu degisim koklerin tuz

stresine molekiiler diizeyde tepkisini gostermektedir.

Miyozin 4 geni, Arabidopsis’te aktin filament baglanmasinda, ATP baglanmasinda,
motor aktivitede gorev aldigi belirtilmektedir (Uniprot 2020c.). Calismada 100 mM tuz
uygulamasinin ardindan 3. Saat ve 24. Saatte alinan 6rneklerde miyozin 4 geninin

ifadesinde istatistiki olarak anlamli bir degisim olmamustir (P>0.05).

Tez calismasinda incelenen miyozin genlerinin tuz uygulamasindan 3 saat ve 24 saat
sonra alinan Orneklerde yapilan incelemesinde 24 saat 100 mM tuza maruz kalan
koklerde genel olarak artis gosterdigi belirlenmistir. Incelenen miyozin genleri

icerisinde sadece miyozin 4 geninin ifadesinde herhangi bir degisiklik olmamustir.

Calismada yer alan miyozin genleri ile ilgili yaptigimiz literatiir taramalarinda daha ¢ok
Arabidopsis bitkisi kaynakl bilgiler 151g1nda, calisilan ¢ogu miyozin geninin hiicrenin
sitoskeleton bolgesinde aktin filament baglanmasi, ATP baglanmasi, motor aktivitede

gorev aldigi bilgisine ulasiimistir.

Yine Arabidopsis’te miyozin 2 geninin kok emici tiiylerinin gelisiminde ve kok
tilylerinde hiicre i¢i organellerin hizli hareketi icin gerekli olduklari bilgisine
ulagilmigtir. Tez ¢alismasinda en fazla gen ifade artiginin belirlendigi miyozin 9 geninin
ise sitozolde lokalize oldugu bilgisinden yola ¢ikarak bugdayda yapilan ve Na+
iyonlarinin sitozolde biriktigine dair bilgiler 151¢inda tuz uygulamasindan 24 saat sonra

gen ifadesindeki artisin Na+ iyonlariin birikimine bagli oldugunu diigiindiirmiistiir.
Tez calismast sonucunda 100 mM NaCl uygulamasi yapilmig biber fidelerinin

koklerinde miyozin motor proteinlerinden sorumlu genlerin ifadelerindeki degisim

belirlenmistir.
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