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OZET

Ilman iklim tahillarindan olan musir (Zea mays L.) bitkisi, iisiime stresine oldukca duyarlidir ve
optimum biiyiime ve yiiksek verim i¢in nispeten yiiksek sicakliga ihtiya¢ duyar. Usiime stresi, biiyiime
islevlerini sekteye ugratmakla birlikte hiicrenin redoks homeostazisini bozarak oksidatif strese yol agar.
Bu sirada agiga ¢ikan reaktif oksijen tiirleri (ROS)’in ise diisiik miktarlarda biiylimeyi tesvik ettikleri de
bilinmektedir. Buradan yola ¢ikarak, bu c¢alismada, musir fidelerinin iisiime stresine karsi yaprak
biiyiime cevabinin olusumunda sinyal role sahip reaktif oksijen tiirlerinin microRNA (miRNA) genleri
ile olas1 regiilasyonunun aragtirilmas1 amaglanmistir. Bu dogrultuda, ADA 313 adli musir hibridi
fidelerine iisiime stresi uygulanarak ROS {iretimi tetiklenmistir. Redoks regiilasyonunda baglica rol
oynayan antioksidan genleri ve onlari hedef alan microRNA’lar in silico analizlerle belirlenerek,
aralarindaki iligki transkripsiyonel ve enzimatik seviyede gosterilmistir. Sonug olarak, yaprak uzama
orani stres kosullarinda kontrole gore %19 azalmistir. SOD 1a genini hedef aldigi tahmin edilen
miR528’in stres ve meristem, miR397 ve tahmini hedefi Lakkaz’in olgunluk spesifik oldugu
saptanmistir. Katalaz (CAT), siiperoksit dismutaz (SOD), glutatyon rediiktaz (GR), peroksidaz (POX)
ve askorbat peroksidaz (APX) antioksidan enzimlerinin aktivitelerinin biiyiime bdlgeleri arasinda
farklilik gosterdigi goriilmiistiir. Bu calisma ile ilk defa, musir bitkisinin iislime stresine toleransi
sirasinda yaprak biiylime cevabinda oksidatif sinyalizasyonun miRNA genleriyle regiilasyonu
gosterilmistir.

Investigation of microRNA-mediated redox regulation in leaf growth regions during
chiling stress tolerance of maize (Zea mays L.)

ABSTRACT

Corn (Zea mays L.) is one of the temperate climate crops, very sensitive to chilling stress and needs
relatively high temperature for optimum growth and high yield. Chilling stress disrupts growth
processes coupled with disruption of redox homeostasis of the cell, leading to oxidative stress. It is also
known that the low amount of reactive oxygen species (ROS) released during this period promote
growth. From that view, the aim of this study was to investigate the possible microRNA (miRNA)
mediated regulation of ROS playing signalling role in leaf growth response against the chilling stress of
maize seedlings. In this respect, ROS production was triggered by applying low night temperature stress
to maize hybrid seedlings named ADA313. The antioxidant genes that play a major role in the redox
regulation and the microRNAs targeting them were determined by in silico analysis and the relationship
between them was validated at the transcriptional and enzymatic level. As a result, the elongation rate
of the fourth leaf was reduced by 19% by chilling stress compared to control. miR528, which was
predicted to target SOD 1a gene was found meristem and stress specific. The expression of miR397,
which was predicted to target Laccase, was detected at maturity. Enzymatic activities of catalase
(CAT), superoxide dismutase (SOD), glutathione reductase (GR), peroxidase (POX) and ascorbate
peroxidase (APX) were found to differ between the growth regions. In this study, the miRNA-mediated
regulation of the oxidative signaling pathway was shown for the first time in the leaf growth zones of
maize response to chilling stress.
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1. Giris

Misir, anavatani Amerika olan ve diinyada bugday ve
piringten sonra en fazla tarimi yapilan iliman iklim
tahillarindandir. Insan besini, hayvan yemi, sanayi
hammaddesi ve son yillarda 6zellikle biyodizel olarak
kullanilmasi ile pek ¢ok iilkenin tarimsal iiriin deseninde
kolayca yerini bulabilmistir. Misir yetismesi i¢in yiiksek
sicaklik ve bol suya ihtiya¢ duymasini nedeniyle diisiik
sicakliklar ve kuraklik gibi abiyotik streslere ve bu
streslerin yol actig1 ikincil stres olan oksidatif strese ¢ok
duyarhidir. Bu stresler karsisinda misir biiylimesi 6nemli
derecede azalir. Yazin meydana gelen kurakliktan
sakinmak i¢in musir ekimi erken bahar aylarinda yapilsa
da erken dikim, tohum c¢imlenmesi ve fide biiyiimesi
sirasinda karsilasilan iisiime stresi riskini artirmaktadir
(Rymen ve ark., 2007). Bitkiler streslere karsi tolerans

mekanizmas1  gelistirerek  biiyiimelerini  yeniden
diizenler ve boylece hayatta kalirlar (Wang ve ark.,
2003). Stres toleransi, c¢oklu genlerle kontrol

edildiginden giinlimiizde abiyotik streslere toleransl
misir ¢esidi gelistirilememistir. Bu baglamda, ¢esitli
streslere direngli, biiyiime ve verim potansiyeli yiiksek
bitkilerin  gelistirilmesi icin bu mekanizmalarin
aydinlatilmasi elzemdir.

Bitkilerde biiyiime, pek ¢ok genin rol aldigi hiicre
boliinmesi ve hiicre genislemesi islevleri sonucu geri
doniistimsiiz olarak gergeklesen kiitle artigi ile saglanir
(Beemster ve ark., 2003). Hiicreler boliindiikten sonra
hiicre genislemesi ve hiicre farklilagmasi islevleri ile
olgun hale gelir. Misir yapraginda, bu islevler, tabandan
itibaren meristem, uzama ve olgunluk olarak
adlandirilan biiyiime bolgelerinde zamana ve konuma
baglt olarak gerceklesir (Inze ve ark., 2006). Cesitli
streslere maruz kalan bitkide, bu islevlerin sekteye
ugramast sonucu bilylime inhibisyonu gerceklesir. Stres
siddeti ve siiresine bagli olarak, bitkide biyokiitle
azaligi, verim diiglikliigii ve hatta 6limler meydana gelir
(Chinnusamy ve ark., 2007). Ozellikle yaprak
bliyimesinin  durmasi sonucu yaprak biyukligi
etkilenerek fotosentez etkinliginin 6nemli derecede
diismesi ve dolaysiyla biyokiitle birikiminde azalis
meydana gelir.

Hiicre boliinmesi, diger Okaryotik organizmalarda
oldugu gibi, sikline bagli kinazlar (CDK'ler) ile bitki
hiicre dongiisii sonucu gerceklesir. Farkli CDK-siklin
kompleksleri, sirasiyla hiicre dongiisiiniin G1-S ve G2-
M gegis noktalarinda bir dizi substrati fosforile ederek
DNA replikasyonu ve mitoz baglangicini tetikler. Siklin
alt birimlerinin proteolitik tahribatinin ardindan mitoz
sonlanarak ana hiicreden iki kardes hiicre meydana gelir
(Boudolf ve ark., 2004). Hiicre genislemesi, yeni
bolinen hiicrelerin  geperlerinin  ekspansinler ile
gevsetilmesini gerektirir. Hiicre farklilagsmasi ise ¢esitli
gelisimsel ve cevresel sinyallere baghdir. Gorildiigi
gibi, bliyiime ¢oklu genlerle kontrol edilmekte ve bu
genlerin ifadesi biyotik ve abiyotik streslerle yeniden
diizenlenmektedir. Organ biiyiikliigl, hiicre sayist ve
hiicre biiyiikligiine bagli oldugundan, cesitli streslere

dayanikli, biliylime potansiyeli yiiksek bitkiler elde
etmek biiyime islevlerinde yer alan bu genlerin
rollerinin tanimlanmasi ve regiilasyon mekanizmalarinin
anlagilmasi ile miimkiin olacaktir.

Usiime stresi, 0 ila 15°C sicakliklarda gerceklesir ve
hiicre ic¢inde buz kristalleri olugsmamasi ile soguk
stresinden ayrilir. Diisiik sicakliklar, diger tiim stres
faktorleri gibi bitkilerde reaktif oksijen tiirleri
(ROS)’nin iiretilmesine yol agarak bitkide oksidatif
strese neden olur (Scandalios ve ark., 2005; Rymen ve
ark., 2007). ROS’lar hiicrede lipid ve proteinlere,
niikleik asitlere saldirarak yeni hiicre yapimina engel
olarak biiylimeyi sekteye ugratir (de Azevedo Neto ve
ark., 2006). Buna ek olarak, son yillarda meristematik
islevlerin hiicrenin redox durumundan -etkilendigini
gosteren ¢alismalar da birikmektedir (Considine ve
Foyer, 2014; Avramova ve ark., 2015; Tsukagoshi,
2016; Mabuchi ve ark., 2018). Insan hiicre hatlarinda
yapilan ¢aligmalar hiicrenin redox durumunun hiicre
boliinmesini etkileyerek biiylimeyi tesvik ettigini
gostermistir (Menon ve Goswami, 2007). Hiicrenin
redoks durumu, metabolizma sonucu tretilen reaktif
oksijen tiirleri (ROS) ve onlar1 pargalayan antioksidan
sistem arasindaki dengedir. Bitkilerde ise ROS’un
bliylimeyi negatif ya da pozitif yonde etkiledigi,
boliinme, farklilasma ve hiicre dliimiinde rol oynadigina
dair bulgular olmasina ragmen hiicre dongiisiiniin
redoks ile regiilasyon yolagi hayvanlardaki kadar
tanimlanamamustir (Lee ve ark., 2016).

ROS’larin sebep oldugu hasari en aza indirmek igin
aerob canlilar enzimatik ve enzimatik olmayan savunma
mekanizmalar1  gelistirmiglerdir (Scandalios, 2005).
Hiicrelerin gelistirdigi enzimatik savunma
mekanizmalar1 elemanlar: arasinda, siiperoksit dismutaz
(SOD), askorbat peroksidaz (APX), katalaz (CAT),
glutatyon peroksidaz (GPX) ve peroksiredoksin (PRX),
glutatyon rediiktaz (GR) gibi enzimler vardir
(Choudhury ve ark., 2017). Enzimatik olmayan
antioksidanlar ise karotenoids, ksantafil, phenolics,
flavonoids, tocopherols, ascorbic acids ve indirgenmis
glutathione gibi metaboliteleri igerir.

Bitkiler, g¢esitli  streslere  karsi  kendilerini,
transkripsiyon sonrasi regiillasyon mekanizmalarinda yer
aldigit  genetik ve  epigenetik  diizenlemelerle
homeostaziyi yeniden saglayarak savunurlar. Son
yillarda, pekgok biyotik ve abiyotik streslerde, biiylime
ve gelisim gibi pekcok hiicresel islevde rol oynadigi
gosterilen  microRNA ~ (miRNA) aracilikli  gen
regiilasyonu bu mekanizmalardan biridir (Tollenaar ve
Lee, 2002; Palatnik ve ark., 2003; Jones-Rhoades ve
ark., 2004; Sunkar ve ark., 2007; Song ve ark., 2011;
Sun, 2011). miRNA’lar, mRNA degradasyonuna ve
translasyonel inhibisyona neden olarak hiicrede cesitli
biyolojik siireglerin diizenlenmesini saglayan kiigiik
(~22nt), endojen ve kodlanmayan RNA grubudur.
miRNA’lar hedef mRNA’larina, RNA susturulmasinda
rol alan enzim kompleksleri araciligiyla spesifik olarak
baglanirlar (Bartel, 2004; Sunkar ve ark., 2006).
miRNA’larin sayist ve lretimi canlilarda az olmasina
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ragmen, c¢ogunlukla  transkripsiyon  faktorlerini
hedeflediklerinden etkileri biiyiiktiir (Sunkar ve
Jagadeeswaran, 2012). Arabidopsis bitkisinde yapilan
aragtirmalar, miR398 geninin iki Cu/Zn superoxide
dismutases (CSD1 ve CSD2) genini hedef alarak
ifadelerini negatif olarak diizenledigini gdstermistir (Li
ve ark., 2017). Diger bir ¢alismada ise, miR408 genini
asirt ifade eden Arabidopsis mutantinda, tuz, kuraklik,
agir metal gibi abiyotik stres sonucunda, yine CSD1 ve
CSD?2 ifadelerinin negatif diizenlenmesi ile ROS artis1
saptanmistir (Ma ve ark., 2015). Yine, miR528
genininin piring bitkisinde oksidatif streste rol aldig:
gosterilmistir (Liu ve ark., 2015).

ROS hiicrede giinlilk metabolik olaylar sirasinda
strekli tretilmekte ve degredasyona ugratilmaktadir.
ROS'un esik degerini agmasit hiicrede oksidatif strese
neden olmakta ve oksidatif sinyal yolagini baslatarak
bitkinin strese toleransini saglamasina yardimeci
olmaktadir. Ayrica, ROS'un diisiik miktarlarda
biiyiimeyi tesvik ettigi bilinmektedir. ROS'un hiicredeki
degredasyonu genetik kontrol altindadir. Ancak, bu
yolaklarda gorevli pek ¢ok gen hala bilinmemektedir.
Tiim bunlardan yola ¢ikarak; bu ¢aligmanin amaci, misir
yapraginin  biiylime bolgeleri arasinda ROS'un
degredasyonunda rol oynayan miRNA aracilikli yolagin
aydinlatilmasidir. Bu amag¢ dogrultusunda; musir
fidelerine diigiik gece sicakligi uygulanarak biiyiime
aksakligi meydana getirilmistir. Fideler siirekli bilyiime
(steady-state) asamasinda iken hasat edilerek, dordiinci
yapraklarinin ~ biiylime bolgelerindeki  antioksidan
enzimlerinin aktiviteleri 6l¢iilmiis ve bu enzimlerin gen
ekspresyonunu diizenleyen miRNA’lar belirlenerek
aralarindaki olast iligki transkripsiyonel analizler ile
dogrulanmaya calisilmigtir.  Bdylece, bu ¢aligmada,
misir yapraginin bilylime siirecinde iislime stresi ile

Cizelge 2.1. Calisilan miRNA ve hedef genlerin primerleri

ortaya g¢ikan ROS'un degredasyonunda rol oynayan
redoks sisteminde miRNA genlerinin olast roliiniin
arastirilmasi hedeflenmistir.

2. Materyal ve Yontem

2.1. Bitki materyali, biiyiitme kosullart ve morfolojik
gozlemler

Bitki materyali olarak Tiirkiye’de yetistirilen ve
Misir Arastirma Istasyonu Miidiirliigii tarafindan 2011
yilinda tescillenen ADA313 adli musir hibriti (Zea mays
L.) kullanilmistir. Karsilagtirmali analizler i¢in optimum
sartlarda yetistirilen bir kontrol grubu ve iistime stresine
maruz birakilan bir stres grubu olusturulmustur.
Yetistirme sartlari, her iki grup icin fotoperiyot 16/8
saat aydinlik/karanlik, nispi nem %70, 151k yogunlugu
18000 lux olarak uygulanirken, sicaklik kontrol grubu
icin  25°C/20°C ve stres grubu igin 25°C/4°C
(aydinlik/karanlik) olarak belirlenmistir. Her iki grup
icin, musir tohumlar1 6nce viyollere ekilerek iklim
dolabinda kontrol sartlarinda ¢imlenmeye birakilmistir.
Cimlenmenin ardindan, koleoptilleri ¢ikan tohumlar
viyollerden igerisinde torf bulunan 1,5 It’lik saksilara
ekilip, hemen iklim dolabina aktarilarak kontrol ve
iislime stresi sartlarinda dordiincii yapraklari tamamen
olgunlagincaya kadar yetistirilmistir.

Fidelerin dordiincii yapraklarinin uzunlugu, ortaya
ciktiklar1 andan, tamamen olgunlasincaya kadar giinliik
olarak Ol¢iilmiistiir. Yaprak uzunlugunun tiirevi alinarak
yaprak uzama orani (YUO) hesaplanmistir. Gruplar

arasindaki farkin 6nem derecesi Microsoft Excell
programinda yer alan Student’s T-testi'ne gore
belirlenmistir.

Gen Ismi / ileri/Geri Primerler Uzunluk Tm GC Hetero dimer
Gen kodu (5'=>3) °CC) (%) (Delta G)
(kcal/mole)
miR397a-5p / ileri CTCTGCAAAAGACACGTTCA 20 61 45 -8.65
MIMAT0014018 Stemloop GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGC 50 54 70
ACTGGATACGAC CATCAA
L-ascorbate oxidase / Ileri CACGTTCAAGCTGAAAGTGA 18 61 45 -3.61
Zm00001d042905 Geri CGGCGATGGAGAAGAAGA 17 61 55.6
Laccase-like (lac4) / lleri ACAACTGCTCTGCCAAAG 18 60 53 -3.14
Zm00001d042906 Geri TTGGCGACGGAGAAGAA 17 60.5 65
Superoxide ileri GCGCAGTCCTTCCTCCT 17 63 65 -6.59
dismutase[Cu-Zn]/  Geri CGAAGTGGACCGAGTGGAAA
GRMZM2G106928 18 63 55
zma-miR528a-5p / ileri CTAGTGGAAGGGGCATGC AG 20 60 58 -8.65
MIMAT0014028 Stemloop GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGC
ACTGGATACGACCTCCTC 50 54 70
Evrensel  GTG CAG GGT CC GAG GT
geri
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2.2. Klorofil miktar: tayini

Kontrol ve stres sartlarinda yetistirilen fidelerin
dordiincii yapraklarinin klorofil miktarlar1 Lichtenthaler
ve Buschmann (2001)’nin tanimladigi ydnteme gore
hesaplanmigtir. Buna gore, yapraklarin 10-15 cm’si
almarak %80’lik 5 ml aseton soliisyonu iginde
homojenize edilip, 2000 rpm’de 3 dk santrifijj
edilmistir. Stipernatant alinarak 1:1 (v/v) oraninda yine
ayni soliisyonla seyreltilerek 663, 646 ve 470 dalga
boylarinda spektrofotometre ile absorbans (A) degerleri
Olclilmtistiir.

2.3. miRNA ve hedef genlerinin belirlenmesi ve primer
tasarimi

ROS’un bertaraf edilmesi yolaginda rol oynayan
miRNA ve hedef genlerinin transkripsiyonel analizleri
icin ilk olarak musir bitkisinin antioksidan enzimleri
kodlayan genleri Avromova ve ark., (2015)’den elde
edilmistir. Aym1 zamanda, literatiirde diger bitkiler
lizerinde yapilan benzer ¢aligsmalara bakilarak oksidatif
streste rol oynayan miRNA’lar belirlenmistir (Chavez-
Hernandez ve ark., 2015). Antioksidan genlerine ait
kodlama yapan diziler (CDS), misir genetik ve genomik
veri bankasindan (https://www.maizegdb.org/), misir
bitkisi miRNA genlerine ait diziler ise miRBASE veri
bankasindan (www.mirbase.org/) elde edilmistir.
miRNA ve olasit hedef genleri, psRNATarget web
servisi (http://plantgrn.noble.org/psRNATarget/)
kullanilarak tahmin edilmistir (Dai ve Zhao, 2018).

miRNA hedef genlerine ait gqRT-PCR primerleri,
SCiTools OligoAnalyzer 3.1 web servisi
(http://www.idtdna.com/pages/tools) yardimiyla
tasarlanmistir ve erime sicakligi (Tm)’si 58-61°C,
50°C’de hairpin formasyonu AG>-3 kcal/mol, 50°C’de
self ve cross dimer formasyonu AG>-6 kcal/mol olacak
sekilde kontrol edilmistir. Primer 06zginligii icin
BLASTn  (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/)
algoritmasi kullanilmustir.

miRNA genleri icin, stem-loop RT-PCR ve qRT-
PCR primerleri, Chen ve ark. (2005)’nin tamimladigi
sekilde tasarlanmustir. Stem-loop RT primerler, her bir
miRNA’ya spesifik olacak sekilde, evrensel bir stem-
loop’un 3' wucuna, her bir miRNA’nin 3' ucuna
komplementar 6 niikleotidin eklenmesiyle elde edilir.
Tasarlanan bu primerler miRNA cDNA sentezinde
kullanilacaktir. qRT-PCR igin, ileri primerler, miRNA
sekansima 0zgli fakat 3’ ucuna rastgele 6 niikleotid
eklenerek tasarlandi ve geri primer ise, stem-loop
dizesine komplementer olarak evrenseldir. Primer
Ozgilinliigii ve sekonder yap1 formasyonlar1 yukaridaki
kriterlere gore kontrol edilmistir. Transkripsiyonel
analizlerde kullanilan tiim primerler Cizelge 2.1.°de
sunulmustur.

2.4. miRNA ve tahmini hedef genlerinin transkripsiyonel
analizleri

Misir fidelerinin dordiincii yapraklari, ¢iktiktan 48

saat sonra hasat edilerek, meristem, uzama ve olgunluk
bolgelerine ait 1’er cm’lik doku 6rneklerinden toplam
RNA ekstraksiyonu TRIzol metoduna gore yapilmistir.
Izole edilen RNA’larin miktarlar1 ve safligi NanoDrop
ND-1000 UV-VIS spektrometre cihazi ile belirlenmistir.

miRNA’lar i¢in cDNA sentezi, Varkonyi-Gasic vd.,
(2007)’in tanimladig1 protokol adimlar: takip edilerek
stem-loop primerler kullamilarak High-Capacity cDNA
Reverse Transcription Kit’i (Thermo Fisher) ile
yapilmistir. Burada 2 pg toplam RNA kullanimustir.
Stem-loop RT, once reverse transkriptaz ve ardindan
pulsed RT PCR iglemlerini igerir.

miRNA hedef genleri i¢cin cDNA sentezi, ayni kit ile
1 pg RNA kullanilarak kitin i¢inde bulunan random
primerler kullanilarak reverse transkriptaz enzimi ile
sentezlenmistir.

miRNA ve hedef genlerinin ifadesi Applied
Biosystems StepOne™ Real-Time-PCR sistemi ile
Power SYBR® Green PCR Master Mix (Thermo
Fisher) kiti kullanilarak belirlenmistir. Nisbi (relative)
ekspresyon miktar1 deltadelta Ct (27**“") metoduna gore
belirlenmistir. Analizler, 3 biyolojik ve 2 teknik tekrarli
olarak yapilmistir. Veriler, f_Tubilin ve EFla genleri
kullanilarak normalize edilmistir (Pfaffl, 2001).

2.5. Enzimatik Analizler

Misir fidelerinin dordiincii yapraklari, ¢iktiktan 48
saat sonra hasat edilerek, tiim biiylime bolgelerini i¢eren
yaprak tabanindan itibaren 10 cm’lik kismi 1’er cm’lik
doku Orneklerine ayrilmistir. Her bir doku 6rneginden
ayri ayr1 protein ekstraksiyonu Kayihan ve ark.
(2016)'na gore yapilmigtir. Doku &rnekleri, hasatin
hemen sonrasinda, i¢inde ii¢ adet kiirecik (4 cm capli)
bulunan eppendorf tiiplerde sivi azot ile fikse edilerek

analizlere kadar -80°C’de muhafaza edilmistir.
Ornekler, 45 saniye siireyle 25 frekansta doku
parcalayict ile homojenize edilmistir. Ornekler,

tizerlerine 50 mM KH,PO, (pH=7,8), ImM EDTA, %2
PVP igeren 1 ml ekstraksiyon tamponu konulup iyice
vortekslendikten sonra, 10.000 rpm’de 30 dakika
boyunca +4°C’de santrifiij edilmistir. Santrifiijlenen
orneklerin silipernatant kisimlari, yeni ependorflara
alimp -20°C'ye kaldirilmigtir. Total protein miktar
tayini Bradford (1979)'a gore yapilmistir. Deneyde, 0.1
mg/ml, 0.2 mg/ml, 0.4 mg/ml, 0.6 mg/ml, 0.8 mg/ml, 1
mg/ml konsantrasyonlu BSA standartlar1 kullanilmistir.
Orneklerin protein miktari, 10 dakika Bradford ayiraci

ile inkiibe edilen BSA standartlarinin  bilinen
konsantrasyonuna kars1 595 nm’deki absorbans
degerleri ile elde edilen standart egriye gore

hesaplanmustir.

2.6. Enzim aktivitesi ol¢iimii ve biyokimyasal analizler

Katalaz enzim aktivitesi Chance ve Maehly
(1995)’nin  makalesinde  Onerilen metoda  gore
yapilmistir. Reaksiyon, 50 mM potasyum fosfat

tamponu, 200 mM H,0,, 50 ul (4-11 pg/ml) protein
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ekstrakt kullanilarak gergeklestirilmistir. Orneklerin 90
saniye boyunca 240 nm’deki absorbans degerleri
degisimi spektrofotometre (Shimadzu-1800) cihazinda
Olciiliip kaydedildi. Katalaz enzim aktivitesi, Aebi
(1983)’e gore hesaplanmistir.

Siiperoksit dismutaz enzim aktivitesi Banowertz ve
ark. (2004) makalesinde oOnerilen metoda gore
yapilmistir. Reaksiyon, 250mM potasyum fosfat
tamponu (pH=7.8), 100 mM metionin, 5mM EDTA,
750 mM NBT, 20 pl protein ekstrakti, 0.002 gr
riboflavin kullanilarak gerceklestirildi. Ornekler, 10 dk
151k altinda inkiibe edildikten sonra 560 nm de
absorbans degerleri kaydedilmistir. Bir iinite enzim, 540
nm’deki kromojen tiretiminden kaynaklanan absorbans
farkini, deney kosullar1 altinda bir dakikada % 50
oraninda inhibe etmek icin gerekli enzim miktaridir.
SOD aktivitesi SA = mol UA / mg protein olarak
sunulmustur.

Glutatyon rediiktaz enzim aktivitesi Eker ve ark.
(2006)’nin  makalesinde  Onerilen metoda gore
yapilmigtir. Reaksiyon, 50 mM potasyum fosfat ve 0.1
mM EDTA, 0,5 mM GSSG, 0,12 mM NADPH, 50 pl
protein  ekstrakti  kullanilarak  gerceklestirilmistir.
Orneklerin, 340 nm de 3 dakika boyunca absorbans
degisimleri Ol¢iilmiistiir. Glutayon rediiktaz enziminin
aktivitesi, Carlberg ve Mannervik (1975)’e gore
hesaplandi. 1 iinite enzim, 1 uM NADPH/min/g FW
oksidize etmek i¢in gerekli enzim miktar1 olarak
sunulmustur.

Peroksidaz enzim aktivitesi Quesada ve ark.
(1992)’1n makalesinde 6nerilen metoda gore yapilmustir.
Reaksiyon, 50 mM potasyum fosfat tamponu, 50 pl
protein ekstrakti, 10 mM H202, % 0.02 dianizidin
kullamlarak yapilmistir. Orneklerin 1.5 dk boyunca 460
nm’deki absorbans degigimleri 6l¢iilmiistiir. Peroksidaz
enziminin aktivitesi, Quesada ve ark. (1992)’e gore
hesaplandi. 1 {inite enzim, 1 pM H,0,’yi oksidize
etmek i¢in gerekli enzim miktar1 olarak sunulmustur.

Askorbat peroksidaz enzim aktivitesi Nakada ve
Asada (1981)’nin makalesinde Onerilen metoda gore
yapilmigtir. Reksiyon, 50 mM potasyum fosfat, 0.25
mM askorbik asit, 1 mM H,O, ve 50 pl protein
kullamlarak yapilmustir. Orneklerin 290 nm’de 3 dakika
boyunca absorbans degisimleri Olglilmiistiir. Askorbat
peroksidaz enziminin aktivitesi, Nakano ve Asada
(1981))’e gore hesaplandi. 1 {inite enzim 1uM askorbati
oksidize etmek igin gerekli enzim miktar1 olarak
sunulmustur.

Her bir doku 6rneginde, Malondialdehit (MDA) ve
Hidrojen Peroksit (H,O,) miktari, sirasiyla Heath ve
Packer (1968) ve Sergiev vd (1997)’nin makalelerinde
Onerilen metotlara gére yapilmistir. Buna gore, 6rnekler
25 frekans/45 saniyede doku parcalayicisi ile
homojenize edildikten sonra 1 ml % 0.1 TCA
(trikoloroasetikasit) ile  muamele edilerek buza
alinmistir. Ardindan, 10.000 rpm’de 15 dakika boyunca
santrifiij edilen orneklerin  siipernatantlar  temiz
ependorflara alinmstir.

MDA miktar tayini igin, 250 pl siipernatant, 100
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mM 250 pl Tris-HCI (pH=7.6), 250 ul TCA, TBA, HCI
karigimi (%15 TCA, 0375 TBA, 250 mM HCI)
koyulup, 95 °C’de 45 dakika sicak su banyosunda
inkiibe edilmistir. 45 dakika sonunda Ornekler buza
koyulup sogumalar1 saglandiktan sonra, ornekler,
buzdan almip 10.000 rpm’de 5 dakika santrifiij
edilmistir. 200 pl siipernatant alimip 600 nm ve 532
nm’de absorbans degerleri 6l¢iilmiistiir.

H,O, miktar tayini i¢in, 250 pl siipernatant, 100mM
250 ul Tris-HCI, 1 M 500 pl KI (potasyum iyodiir) ile
muamele edilerek 90 dakika boyunca oda sicakliginda
karanlikta inkiibe edilmistir. 90 dakika sonunda
orneklerden 200 pl alinip 390 nm’deki absorbans
degerleri olctilmiistiir.

2.7. Istatistiksel Analizler

Deneyler ii¢ biyolojik ve iki teknik tekrarlt
yapilmigtir. Sonuglar ortalama olarak verilmis ve hata
cubuklar1 standart hata olarak heasplanmistir. Kontrol
ve stres gruplart arasindaki farkin 6nem derecesi
Microsoft excel Student’s T-test’i  kullanilarak
hesaplanmustir. Gruplar arasindaki farkin 6nem derecesi
(P) 0.05°den kiigiik (P<0,05) olarak alinmustir.

3. Bulgular ve Tartisma
3.1. Morfolojik analizler ve klorofil tayini

Bu ¢alismada, misir (Zea mays L.) bitkisinin tsiime
stresine toleransi sirasinda, yaprak bilyiime islevlerinin
yeniden diizenlenmesinde hiicrenin redoks
homeostazisinin saglanmasinda mikroRNA (miRNA)
genlerinin olasi rollerinin arastirilmasi amaglanmistir.
Bu ama¢ dogrultusunda, ADA313 adli hibrid musir
fidelerine, ¢imlenmelerinin ardindan model olarak
kullanilan dérdiincii yapraklar: tamamen olgunlasincaya
kadar iislime stresi uygulanmigtir. Stresin fideler
lizerinde meydana getirdigi etkiler, optimum sartlarda
yetistirilen fideler ile karsilastirmali analizler sonucunda
ortaya konulmustur. Bu baglamda, misir fidelerinin
dordiincti  yapraklari ortaya ¢ikislarindan tamamen
olgunlagincaya kadar toprak seviyesinden yaprak ucuna
dogru giinliik olarak dl¢iilmiistiir. Sonug olarak, iigiime
stresinin, fidelerin dordiincii yapraklarinin uzunlugu
(YU)’nda, kontrol grubuna gore istatistiksel olarak
onemli derecede %26 oraninda azalisa neden oldugu
saptanmistir. Fidelerinin dordiincii yapraklarinin uzama
orant (YUO) ’ninda ise ligiime stresine bagl olarak %19
oraninda istatistiksel olarak O6nemli derecede azalis
saptanmigtir  (P<0,05) (Cizelge 3.1.). Kontrol
grubundaki fidelerin dordiincii yapraklarinin dort giin
boyunca sabit oranda biiylidiigii fakat biiylime oraninin
azalarak sekizinci giinde durdugu, stres grubunda
bulunan fidelerin doérdiincii yapraklarmin ise alti giin
boyunca sabit biiylimeye devam ettigi ve sonrasinda
bliylimenin azalarak onuncu giine dogru durdugu
gozlenmistir. Boylece, uygulanan iislime stresinin,
yaprak Dbilylimesini iki giin gecikmeye ugrattig
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gozlenmistir. Bu baglamda, bu calismada, amaglandig:
gibi, bitkilere uygulanan stres siddeti, zamani ve
siiresinin bitkilerde fotosentez gibi dnemli metabolik
aktiviteleri sekteye ugratmadan biiyiime geriliginin
meydana getirildigi gézlenmistir (Rymen ve ark., 2007).

Nitekim, her iki grupta yetistirilen fidelerin dordiincii
yapraklarinin klorofil miktarlarinda fark saptanmamasi
bunu dogrulamaktadir (Cizelge 3.1). Boylece {isiime
stresi sirasinda tretilen ROS’larin biiylimedeki rolleri
ile iligki dogrudan kurulabilecektir.

Cizelge 3.1. Kontrol ve iisiime stresi sartlarinda yetistirilen fidelerin {iglincii ve dordiincli yapraklarin morfolojik

parametreleri

Kontrol Stres Fark (%)
Y4 Y4 Y4
Yaprak uzunlugu (YU) (mm) 719 £ 26 533+9 26**
Yaprak uzama orani (YUO) (mm/sa) 3.5+0.2 23+0.1 19**
Yaprak alan1 (YA) (mm?) 16871 £ 1150 10990 + 876 35**
Klorofil miktar1 (ng/ml)
Klorofil a 26+2 29 +4 -10
Klorofil b 8+1 7+£2 2
Karotenoid 9+0 9+1 -

** (p <0,01) student Ttest: iki kuyruklu dagilim; iki 6rnek esit olmayan varyans. Y4: dordiincii yaprak.

3.2. Redoks regiilasyonunda olast role sahip miRNA ve
tahmini hedef genlerinin ifade analizleri

Redoks regiilasyonunda olast role sahip miRNA’lar
literatiir ¢aligmalartyla belirlenmistir. Buna gore,
mMiR397a-5p’nin Lakkaz’1i, miR528a-5p’nin Siiperoksit
dismutaz (SOD-1A)’1, miR398’in Cu/Zn Siiperoksit
dismutaz’i, miR529’un Peroksidaz’t ve miR408’in
CSD’yi hedefleyerek oksidatif streste rol oynadigi, Zea

bitkisindeki homologlarinin dizeleri miRBase veri
bankasindan elde edilmistir ve hedef aldiklar1 genler
psRNATarget web araci kullanilarak in silico analizler
ile tahmin edilmistir. Bu tahmin araci, bitki ma-
miRNA'larin ve hedef transkriptlerin arasinda son
derece yiiksek baz eslesmesi olmasi gercegine dayanir
(Dai ve ark., 2018). Ayrica, bu analiz, miRNA igin
tahmin edilen hedefin yapisal erisilebilirligini de
degerlendirir. Boylece, bitki miRNA hedef genleri

mays, Arabidopsis tahliana, Brassica napus bitkilerinde  yiiksek dogrulukla tahmin edilebilmektedir.
gosterilmigstir (Cizelge 3.2). Bu miRNA’larin, musir
Cizelge 3.2. in siliko olarak bulunan miRNA ve hedef genleri
miRNA Hedef Bitki Referans
miR397a-5p LAC?2; lakkaz Zea mays Chavez-Hernandez ve ark., 2015
Khraiwesh ve ark., 2012
Zhang ve ark., 2013
miR528a-5p SOD-1A,; Siiperoksit Zea mays Chavez-Hernandez ve ark., 2015
dismutaz [Cu-Zn]
miR398 Cuw/Zn Siiperoksit Arabidopsis Sunkar ve ark., 2006
Dismutaz thaliana Chinnusamy ve ark., 2007
Zhu ve ark., 2016
Jagadeeswaran ve ark., 2009, Chinnusamy
ve ark., 2007, Kumar ve ark, 2015
Mir529 peroksidaz Brassica napus Xie ve ark., 2007
miR408 CSD Arabidopsis Kumar ve ark, 2013
thaliana
Literatir ve in siliko analizler ile redoks orneklerinde, belirlenen miRNA ve tahmini hedef
regillasyonunda  rol  oynayabilecegi  belirlenen  genlerinin kontrol ve stres grubuyla karsilagtirmali

miRNA’lar ve tahnini hedef genlerinin aralarindaki
olast iliski, qRT-PCR analizleri ile gosterilmistir. Bu
baglamda, fidelerin dordiincli yapraklar1 biiylimenin
sabit (steady-state) fazinda hasat edilerek meristem
(hiicre bolinmesi), uzama (hiicre genislemesi) ve
olgunluk (hiicre farklilasmasi) olan biiylime ve gelisim
evrelerinden  alinan  birer  santimetrelik  doku

olarak gen ekspresyon profilleri belirlenmistir. Yapilan
analizler sonucunda, miR528’in  ekspresyonunun,
kontrol  sartlarinda  biiylime  bolgeleri  arasinda
istatistiksel olarak onemli bir fark gostermedigi
goriilmiistiir.  Stres  sartlarinda  ise, miR528’in
ekspresyonunun ~ sadece  meristem  bolgesinde
istatistiksel olarak Onemli bir artiy gosterdigi
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saptanmistir (P<0.05) (Sekil 3.1). miR528’in tahmini
hedef geni olan SOD 1-a gen ekspresyon profiline
bakildiginda, kontrol ve stres kosullarinda meristem
bolgesinden uzama ve olgunluk bdlgelerine dogru
gidildikce artan bir profil sergiledigi gorilmistiir.
Ancak, tisiime stresi, her ii¢ biiylime bolgesinde de SOD
1-a ekspresyonunda kontrole goére bir farka yol
acmamustir (P>0,05). miR528’in tahmini hedef geni

SOD 1-a transkriptini hedef almasi sonucunda,
aralarinda antagonist bir iligki olmasi beklenmektedir.
A B
Emir528 soD 100
100
+
= £ I =
g g
e k10
g10 + 1 E
B z * I Y
= £
te 1 T T _ T i I - _T_ % 1
[ I - l g
= a
& 2
z 0,1

o
=y

C_Me C_El C_Ma S_Me S_El S_Ma

Bu baglamda, elde edilen veriler, stres kosullarinda
miR528’in meristem bolgesinde 6nemli derecede artig
gosterdigi ve tahmini hedefi olan SOD 1-a genini
burada baskilamis olabilecegini diisiindiirmektedir. Bu
bulgular, miR528’in SODI1-a genini hedef alarak
ekspresyonunu negatif yonde diizenledigini ve bdylece
hiicre uzamasi ve farklilagsmasi faaliyetlerini
etkilemeksizin, hiicre béliinmesi iglevlerinde dolayli rol
alabilecegine isaret etmektedir.

, EmiR397 wmlLac1 mlLac2

i .

Sekil 3.1. A) ADA313’iin dordiincli yapraginin biiyiime bdlgelerinde miR528 ve tahmini hedefi Siiperoksid la
(SOD)’un, B) ADA313iin dordiincii yapraginin biiyiime bolgelerinde miR397 ve tahmini hedefleri Lakkaz
1 (Lacl) ve Lakkaz 2 (Lac2)’nin kontrol (C) ve isiime stresi (S) sartlarindaki ifade profilleri. Y ekseni
logaritmik Slgeklidir. Me=meristem, El=uzama, Ma=olgunluk, (+ bliyiime bodlgeleri arasinda farkli, *stres
ve kontrol sartlar1 arasinda farkli, n=3; ort+ss, P<0,05).

Arabidopsis bitkisinde, Cu-Siiperoksit dismutaz-1
(CSD1) ve Cu-Siiperoksit dizmutaz-2 (CSD2) genlerinin
soguk muamelesi sonucu meydana gelen oksidatif stres
sirasinda, miR408 ile regiile edildigi bildirilmistir (Ma
ve ark., 2015). Bu ve benzeri ¢aligmalar, miRNA’larin
farkli bitkilerde farkli genleri hedefleyebildigi gibi ayni
genler farkli miRNA’lar tarafindan da
hedeflenebilecegini gostermistir (Wei ve ark., 2009).
Ayrica, miRNA ve hedef genleri arasinda her zaman
antagonist iligkinin olmadigi ve bu durumun strese veya
gelisimsel siireglere baglh olarak degisebildigi de ifade
edilmektedir.

Yapilan in-siliko  analizler ~ sonucunda  redoks
regiilasyonunda muhtemel rol oynadigt belirlenen
miR397 geninin, tahmin edilen Lakkaz 1 (Lacl) ve
Lakkaz 2 (Lac2) genlerini hedef almasi kosulunda,
aralarinda antagonist bir iliskinin olmast
beklenmektedir. Bu baglamda, yapilan qRT-PCR
analizleri sonucunda miR397 ekspresyonunun, kontrol
sartlarinda, olgunluk bdlgesinde, meristem ve uzama
bdlgelerine oranla istatistiksel olarak 6nemli derecede
arttigt  saptanmustir  (P<0.05) (Sekil 3.1). Stres
kosullarinda ise, miR397 ekspresyonunda, biiylime
bolgeleri arasinda istatistiksel olarak onemli bir fark
gorlilmezken, olgunluk bolgesinde miR397
ekspresyonunun {iglime stresine cevap sirasinda
istatistiksel olarak dnemli derecede azaldig1 saptanmistir
(P<0,05). Benzer sekilde, tim bugday fidesinin
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kullanilarak yapilan bir calismada, soguk stresinde
miR397’nin ekspresyonunun azaldigi gosterilmistir
(Gupta ve ark., 2014). Lacl ve Lac2 ekspresyonlarinin
ise, olgunluk bolgesinde, meristem ve uzama bdlgesine
gore istatistiksel olarak 6nemli derecede arttig1 ve ayrica
Lacl ekspresyonunun stres sirasinda azaldigi tespit
edilmistir (P<0.05). Buna karsin, Arabidopsis’de Lac3
geninin oksidatif stres sirasinda arttigini gosterilmistir
(Ma ve ark., 2015). Ancak, miR397 ve in silico analizler
ile belirlenen tahmini hedefleri Lacl ve Lac2 genleri
arasinda, bliylime bolgeleri ve stres kosullarinda qRT-
PCR ile antagonist ekspresyon profilinin tespit
edilememesi aralarindaki iligkinin farkli deneysel
tekniklerle dogrulanmasini gerektirmektedir.

3.3. Enzimatik ve Biyokimyasal Analizler

ADA313 hibrid misirmin {islime stresine toleransi
sirasinda yaprak biiylime islevlerinin olasi miRNA
aracilikli redoks regiilasyonundan nasil etkilendigini
enzimatik ve biyokimyasal seviyede belirlemek igin,
baslica oksidatif enzimlerin aktivite deneyleri, H,O, ve
ROS hasarin1 gosteren manoldialdehid (MDA) miktar1
tayin analizleri yapilmistir. Bu baglamda, kontrol ve
stres kosullarinda  yetistirilen fidelerin ~ dordiincii
yapraklari, bilyiimenin sabit fazinda hasat edilerek, tim
bliylime bolgelerini igeren yaprak tabanindan itibaren
yaklagik on cm’lik kisim, bir cm’lik pargalara ayrilarak
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analiz edilmistir. Ancak, in silico analizler ve literatiir
calismalariyla sadede SOD la geninin miR528
tarafindan ~ hedeflendigi = tahmin  edilebilmistir.
Siiperoksid dismutaz (SOD) enzim aktivitesinin, kontrol
sartlarinda  biiyiime  bolgeleri  arasinda  fark
gostermezken, stres kosullarinda, uzama bdlgesinde
istatistiksel olarak 6nemli derecede azaldig1 saptanmistir
(P<0.05) (Sekil 3.2). Benzer sekilde, Avramova ve ark.
(2015), musir bitkisinde, kuraklik stresine karsi yaprak
biiytime cevabinda SOD enzim aktivitesinin en yiiksek
meristem bolgesinde oldugu gozlenmistir. Buna ek
olarak, bu ¢alismada, SOD enzim aktivitesinin meristem
ve olgunluk bolgelerinde en yiiksek olmasi, stres

tolerans1 sirasinda hiicre boliinmesi basta olmak lizere
hiicresel homeostazisin saglanmasindaki roliine isaret
etmektedir.  SOD 1la geninin ekspresyonunda ise
meristemden uzama ve olgunluk bolgelerine dogru
onemli derecede artig gozlenirken, stres sartlarinda
onemli bir fark saptanmamustir (Sekil 3.1). SOD enzim
aktivitesi ve gen ekspresyonunda gdzlenen bu
farkliligin, bitkide farkli SOD izoenzimlerin varligindan
kaynaklandig1 diisiiniilmektedir. Yine, Wang ve ark.
(2016)’nin yaptiklar1 caligmada, tisiime stresi sartlarinda
yetigtirilen musir bitkisinin yapraklarinda SOD enzim
aktivitesinin arttigin1 gostermislerdir.
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Sekil 3.2. Temel antioksidan enzimlerin {isiime stresi sirasinda ADA313 musir hibridinin dordiincii yapraginin
biiylime bolgeleri (meristem (1-2 cm), uzama (2-8 cm) ve olgunluk (8-10 cm)) arasindaki aktiviteleri. A)
Katalaz aktivitesi, B) Siiperoksid dizmutaz (SOD) aktivitesi, C) Askorbat peroksidaz (APX) aktivitesi, D)
Glutatyon rediiktaz (GR) aktivitesi, E) Peroksidaz (POX) aktivitesi, F) Manoldialdehit (MDA) miktari, G)
(H,O,) miktar1. *kontrol ve lisiime stresi sartlarindaki fark, n=3, orttss, P<0.05. C= kontrol, S= {isiime

stresi
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Katalaz enzim aktivitesi analiz sonuglarina gore,
katalaz aktivitesinin her iki biiyiitme kosulunda,
meristem bdlgesinden uzama bolgesine dogru azalan ve

uzama bdlgesinden olgunluk bdlgesine gegerken
tekrardan artan bir profil sergiledigi goriilmistiir
(Cizelge 3.2). Bu bulgular, Avramova ve ark.

(2015)’nin musir fidelerinin kuraklik stresi toleransi
sirasinda  gozledikleri katalaz aktivitesi profili ile
benzerdir. Ayrica, katalaz enzim aktivitesinin uzama
bolgesinde stres kosullarinda istatistiksel olarak artmasi,
stres toleransi sirasinda hiicre genislemesi islevindeki
roliine isaret etmektedir (P<0,05).

Askorbat peroksidaz (APX) enzim aktivitesinin
bliyime  bolgeleri  arasindaki  genel  profiline
bakildiginda, meristem bdlgesinde en yiiksek diizeyde
olup, uzama ve olgunluk boélgelerine dogru gidildikce
azaldig1 gozlenmistir (Cizelge 3.2). Bununla birlikte,
tim biliylime bdlgelerinde APX aktivitesinin, stres
kosullarinda istatistiksel olarak 6nemli derecede arttig
saptanmustir (P<0,05). Benzer sckilde, Lee ve Lee
(2000)’1, salatalik yapraklari {izerinde yaptigi ¢alismada,
iisime  stresinin  APX  aktivitesi  arttirdigin
saptamuglardir.

Peroksidaz (POX) enzim aktivitesinin ise, meristem
bolgesinde en yiiksek ve uzama ve olgunluk bolgelerine
dogru gidildikce azalan bir profil gosterdigi saptanmistir
(Cizelge 3.2). Ayrica, POX aktivitesinin stres
kosullarinda meristem ve olgunluk bdlgelerinde
istatistiksel olarak Onemli derecede arttigi tespit
edilmistir (P<0.05). Benzer sekilde, Avramova ve ark.
(2015)’nin  yaptiklar1 ¢aliymada, nusir fidelerinde
kuraklik stresi sonucu POX aktivitesinin en yiiksek
meristem bolgesinde oldugunu goézlemislerdir. Bununla
birlikte, olgunluk bdlgesinde POX aktivitesinin {igiime
stresine cevapta artmis olast ile kuraklik stresi
cevabindan farklilik arz etmektedir. POX un, meristem
bolgesinde aktif olarak hiicre bolinme islevlerini
tetikleyerek  biliylimeyi  diizenledigi literatiirdeki
calismalarda bildirilmistir (Crevecoeur ve ark., 1997;
Tsukagoshi ve ark., 2016).

Glutatyon rediiktaz (GR) enzim aktivitesinin, stres
kosullarinda yetistirilen musir fidelerinde, kontrol
sartlarinda yetistirilen misir fidelerine gore, uzama ve
olgunluk bolgelerinde istatistiksel olarak onemli arttig1
goriilmiistiir (P<0,05) (Cizelge 3.2). Benzer sekilde,
Hola ve ark. (2007)’nin iisiime stresine direngli ve
hassas musir ¢esitleri {izerinde yaptiklart g¢aligmada,
iislime stresi sirasinda GR enzim aktivitesinin ligiimeye

direngli ve hassas misir yapraklarinda artig1
saptanmuistir.
Hidrojen  peroksit (H,O;) miktarinin, stres

kosullarinda meristem ve olgunluk evrelerinde yiiksek
uzama bolgesinde diisik seviyede oldugu tespit
edilmistir. Benzer sekilde, musir bitkisinin kuraklik
stresi toleransi sirasinda yapilan bir diger caligmada,
H,0, miktarmin meristemden uzama bolgesine dogru
azalan, uzama bolgesinden olgunluk bolgesine gegerken
tekrardan artan bir profil sergilemistir (Avramova ve

180

ark., 2015) (Sekil 3.2).

Oksidatif  stres  sirasinda ~ ROS’larin  lipid
peroksidasyonu  sonucu  olarak  ortaya  c¢ikan
manoldialdehit (MDA)’in miktar1, ilging bir sekilde,
kontrol sartlarinda yetistirilen fidelerin yapraklarinin
meristem ve uzama bdlgelerinde, olgunluk bdlgesine ve
stres kosullarina gore daha fazla oldugu tespit edilmistir
(P<0,05) (Cizelge 3.2). Burada, hiicre bolinmesi ve

hiicre  geniglemesi islevleri sirasinda membran
lipidlerinin  peroksidayonunun  meydana  geldigi
goriilmektedir. Ancak, stres kosullarinda MDA

miktarinda meristem ve uzama bdlgesinde meydana
gelen azalis, iislime stresinin hiicre zar1 akiskanligini
azaltmast sonucu hiicre bolinmelerini  sekteye
ugratmasina bagli olabilir. Stres kosullarinda ise, MDA
miktarinda olgunluk bélgesinde artis saptanmistir
(P<0,05). Bu bulgu, iisiime stresi sirasinda ortaya ¢ikan
ROS’lardan  kaynaklandigina  isaret  etmektedir.
Avramova ve ark. (2015), musir fidelerinde kuraklik
stresi etkisiyle, MDA miktarinda meristem ve uzama
bolgeleri arasinda fark rastlanmazken, olgunluk
bolgesinde artis gézlemislerdir. Burada, 6zellikle soguk
stresinin ~ diger streslerden farkli olarak lipid
akigkanligini  etkileyerek ~membran faaliyetlerini
dogrudan etkiledigi agikca goriilmektedir.

4. Sonu¢

Usiime stresine maruz kalan nusir fidelerinde,
dordiincti  yapraklarmin uzunlugunda % 26, yaprak
uzama oraninda ise % 19 azalma oldugu gorilmiistiir.
Ancak kontrol ve stres sartlarinda yetistirilen misir
fidelerinin  Kklorofil miktarlar1 arasinda istatistiksel
olarak 6nemli bir fark olmadig1 saptanmigtir. miR528’in
stres kosullarinda meristem bolgesine spesifik olarak
ifade oldugu gozlenmistir. Ancak, miR528 ve tahmini
hedefi olan SOD arasinda resiprokal (karsilikli ¢apraz)
ifade profili gozlenmediginden aralarindaki iligkinin
daha ileri analizlerle dogrulanmasi gerekir. miR397 ve
tahmini hedefleri olan Lacl ve Lac2’nin olgunluk
bolgesine spesifik oldugu gozlenirken strese bagh
olarak ifadelerinin azaldig1 saptanmugtir. Sonug olarak,
miR528 ve miR397’nin genetik mdifikasyonlari, strese
toleransli  ¢esit  gelistirme  programlari igin
Onerilmektedir.

Katalaz enzim aktivitesinin meristemden uzama
bolgesine dogru azalan, uzama bdlgesinden olgunluk
bolgesine dogru artan bir profil sergilemistir. SOD
enzim aktivitesinin stres kosullarinda uzama bdlgesinde
istatistiksel ~ olarak  Onemli  derecede  azaldig:
saptanmustir. Ancak, SOD gen ifadesinde benzer profile
rastlanmamas1  gozlenen sonucun farkli  SOD
izoenzimlerinin varligina bagl olabilecegini
gostermektedir. APX enzim aktivitesinin, meristem
bdlgesinde artan, uzama ve olgunluk bolgelerine dogru
gidildikge azalan bir profil gdstermesi, meristem
faaliyetlerindeki olasi roliine isaret etmektedir. Ayrica,
APX aktivitesi tim bilyiime bdlgelerinde strese bagh
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olarak artis gdstermistir. GR enzim aktivitesinin stres
kosullarinda yetistirilen musir fidelerinde, kontrol
sartlarinda yetistirilen musir fidelerine goére dordiincii
yaprak segmentinden itibaren istatistiksel olarak 6nemli
derecede arttig1 gozlenmistir. POX enzim aktivitesi ise,
meristem bolgesinden uzama bolgesine dogru gittikce
azalan bir profil sergilemistir ve bundan dolay:
meristem faaliyetlerinde diizenleyici role sahip oldugu
tahmin edilmektedir. Sonu¢ olarak, biyoinformatik
araclarin da hizla gelismekte olmasina paralel olarak,
yeni miRNA ve hedef antioksidan geni tanimlanmasina
olanak  dogacaktir. Bu  baglamda, miRNA
modifikasyonu ile hiicrenin redoks durumu regiilasyonu
saglanarak antioksidan enzimlerin aktiviteleri yeniden
diizenlemek suretiyle bitkide stres toleransinin
artirilmas1 miimkiin olacaktir.
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