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Ozet: Yaprak senesensinin diizenlenme ve isleyis yapisi birgok biyokimyasal ve diizenleyici yolagin aktivasyonunu igeren
kompleks bir olaydir. Daha 6nce yapilan ¢alismalar sonucunda, yaprak senesensinin molekiiler mekanizmasini anlamak igin
senesens ile iligkili baz1 genler (SAGs=Senescence Associated Genes) belirlenmistir. Bu ¢alisma ANACO018, ANACO019,
MYB75 (PAP1) ve MYB2 genlerinin senesens ile iligkili olabilme potansiyelini aragtirmak igin planlanmustir. Bu amagla GUS
(B-glukuronidaz) ve GFP (Yesil Fluoresans Protein) isaretleyicileri ile ANACO018, ANACO019, MYB75 (PAP1) ve MYB2
promotdr genlerini igeren Arabidopsis thaliana (L.) Heynh. (ekotip Columbia) bitkisi kullanilmigtir. GUS ve GFP analizinde
promotdriin ne zaman ve hangi hiicre ya da hiicre tiplerinde aktif olduguna bakilmigtir. Karanligin tegvik ettigi senesens modeli
olusturulmus ve GUS boyama ve konfokal mikroskopi ile genlerin aktif oldugu zaman ve hiicre tipleri belirlenmistir. Elde
edilen veriler 151331nda ANACO018, ANACO019, MYB75 (PAP1)ve MYB2 genlerinin senesens sirasinda, epidermis, epidermal
hiicrelerin niikleuslari, mezofil ve stoma hiicrelerinde aktif olduklar1 belirlenerek bu genlerin yaprak senesensinde rol
oynadiklar1 ortaya konulmustur.

Anahtar kelimeler: Arabidopsis thaliana, GUS, GFP, senesens.

Analysis of Senescence-Related Genes Expressions Using Gus and Gfp Reporter Genes in Arabidopsis
thaliana (L.) Heynh. Leaves

Ozet: The regulation and functional steps of leaf senescence is a complex phenomenon involving the activation of many
biochemical and regulatory pathways. As a result of previous studies, some genes related to senescence (SAGs = Senescence
Associated Genes) have been identified to understand the molecular mechanism of leaf senescence. This study was designed
to investigate the association potential of ANACO018, ANAC019, MYB75 (PAP1) and MYB2 genes with senescence. For this
purpose, GUS (B-glucuronidase) and GFP (Green Fluorescent Protein) markers and Arabidopsis thaliana (L.) Heynh. (ecotype
Columbia) plants containing ANAC018, ANAC019, MYB75 (PAP1), MYB2 promoter genes were used. GUS and GFP
analyses were used to determine when the promoter is active in which cells or cell types. Dark-induced senescence model was
designed and the time and the cell types where the genes were active were determined by using GUS staining and confocal
microscopy. The results showed that ANAC018, ANAC019, MYB75 (PAP1) and MYB2 genes were active in epidermis,
nucleus of epidermal cells, mesophyll and stomata cells during senescence and these genes were found to play a role in leaf
senescence.

Key words: Arabidopsis thaliana, GUS, GFP, senescence.

Giris

Senesens bitkilerde goriilen, yaprak gelisiminin son
sathast olan 6nemli bir gelisimsel siirectir (Woo ve ark.
2010). Senesens temel olarak bitki yas1 tarafindan kontrol
edilen son derece kompleks ancak diizenli bir olaydir.
Normal sartlarda bir yaprak hiicresi belli bir gelisimsel
yasa ulastig1 zaman senesense maruz kalir. Ancak, yaprak
senesensi i¢sel (bitki biiylime diizenleyicileri, iireme
durumu, hiicresel farklilasma vb.) ve biyotik/abiyotik
(karanlik, kuraklik, yiiksek 1s1, tuzluluk) stresler gibi
digsal faktorlerden etkilenebilir (Lim ve ark. 2007, Woo
ve ark. 2010, Zhang ve Zhou 2013). Gelisimsel
senesensde oldugu gibi stresin tesvik ettigi yaprak

senesensinde de ilk siire¢ kloroplastlarin yikimi ile
baglamaktadir (Sobieszczuk-Nowicka ve ark. 2015).
Yaprak senesensi, kloroplastlarin  bozulmast ve
makromolekiillerin hidrolizi ve tasinmasi ile baslayip,
mitokondri ve niikleusun dejenerasyonu ile devam ederek
diizenli bir sekilde meydana gelir (Lim ve ark. 2007,
Zhang ve ark. 2015).

Gen anlatiminin  transkripsiyonel — diizenlenmesi
cevresel uyaranlara karsi olusan bitki cevaplarinda ve
bitki gelisiminde kilit rol oynamaktadir (Neguyen ve ark.,
2016). Yaprak senesensinin molekiiler mekanizmasini
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anlamak  i¢in  senesens ile  iligkili = genler
(SAGs=Senescence Associated Genes) belirlenmistir
(Martins ve ark. 2016). SAG’larin senesens sirasinda
anlatimlariin artti§1 ve nukleazlar, proteazlar ve hiicre
duvart hidrolazlarini iceren kodladiklar1 proteinlerin
hiicresel yapilarin yikiminda rol oynadiklar1 bulunmustur
(Lim ve ark. 2007). Bu genler siklikla senesens
isaretleyici (marker) genler olarak kullanilirlar ve gen
anlatimlart senesensin baslamasiyla birlikte hizlica
artmaktadir (Sakuraba ve ark. 2014, Rauf ve ark. 2013, Li
ve ark. 2013). Arabidopsis thaliana (L.) Heynh. ATH1
genom dizilimi kullanilarak yapilan transkriptom
caligmalart dogal ve karanligin tesvik ettigi senesens
stirecinde anlatim1 artan ve azalan binlerce geni meydana
¢ikarmigtir (Buchanan-Wollaston ve ark. 2005, Van der
Graff ve ark. 2006). Ayrica, ¢esitli transkripsiyon
faktorlerinin senesensin diizenlenmesinde Onemli rol
oynadiklar1 bulunmustur (Zhang ve ark. 2015). Bunlarin
arasinda, 96 transkripsiyon faktorii geninin transkript
seviyelerinin gelisimsel senesens sirasinda en az 3 kat
arttigl, karanligin tesvik ettigi senesens sirasinda ise 303
transkripsiyon faktor geninin transkript seviyesinin arttig
81 transkripsiyon faktdr geninin transkript seviyesinin ise
azaldigi rapor edilmistir (Lin ve Wu 2004, Buchanan-
Wollaston ve ark. 2005). Arabidopsis’te senesensi
diizenleyen transkripsiyon faktorlerinin biiyiik boliimiini
NAC, WRKY ve MYB ailesi transkripsiyon faktorlerinin
olusturdugu rapor edilmistir (Balazadeh ve ark. 2008,
Huang ve ark. 2015, Zhao ve ark. 2016). Bu nedenle,
yaprak senesensinin diizenlenme ve isleyis yapisi birgok
biyokimyasal ve diizenleyici yolagin aktivasyonunu
iceren kompleks bir siirectir.

NAC proteinler Arabidopsis genomunda 100 den fazla
iyesi ile  bitki-spesifik  transkripsiyon  faktorii
stiperailesinin en biiyiik grubu ig¢indedirler (Puranik ve
ark. 2012). NAC orijinal olarak benzer bir DNA-binding
proteini igeren ii¢ protein isminden olugmaktadir, NAM
(No Apical Meristem=Apikal meristemi olmayan),
ATAF1-2, ve CUC2 (cup-shaped cotyledon=Kiip-sekilli
kotiledon) (Aida ve ark. 1997). NAC transkripsiyon
faktorleri bitki yasam dongiisiiniin pek ¢ok sathasinda
oynadiklari ¢esitli roller ile ¢ok fonksiyonlu proteinlerdir
(Nuruzzaman ve ark. 2010). Genis capli transkriptom
profiline bakildiginda, Arabidopsis’te 30 dan fazla NAC
geninin anlatiminin yaprak senesensi sirasinda arttigi
gorillmektedir (Breeze ve ark. 2011). Yapilan
¢aligmalarda 3 NAC geninin, ANACO019, ANACO055 ve
ANACO072, kuraklik, tuzluluk ve diisiik sicaklik ile tesvik
oldugu Arabidopsis thaliana’da Yeast-one-hybrid (Y1H)
yontemi kullanilarak tespit edilmistir (Tran ve ark. 2004,
Hickman ve ark. 2013).

MYB proteinler bitkilerde savunma cevaplarinda ve
gelisimsel siireclerde rol oynayan, bir siiperaile (super
family) transkripsiyon faktorleridirler (Yanhui ve ark.
2006). MYB siiperailesi, Arabidopsis gen ailesi igerisinde
en genis sayida liyeye sahiptir (Riechmann ve Ratcliffe
2000). MYB ve MYB-benzeri transkripsiyon faktorleri
toplamda 212 gen tarafindan kodlanmaktadirlar ve
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bunlarin 12 tanesi senesens sirasinda tespit edilmislerdir.
MY B2 geninin fazla ekspresyonu ABA tepkisini artirir ve
kuraklik toleransinin artmasina neden olur (Ding ve ark.
2009). MYB75 ve MYB90 genleri, senesens esnasinda
oksidatif strese karsi koruma saglayan antosiyanin
biyosentezine katilirlar (Jung ve ark. 2010). Genel olarak,
senesens sirasindaki MYB transkripsiyon faktorlerinin
rolii su ana kadar ikincil metabolizmalar ve ABA sinyali
ile iliskili goriinmektedir (Huang ve ark. 2015). MYB
transkripsiyon  faktorlerinin  yaprak  senesensinin
diizenlenmesine karigtigin1 gosteren yalnizca birkag
¢aligma bulunmaktadir (Guo ve Gan 2011, Zhang ve ark.
2011, Jaradat ve ark. 2013).

Bir raportor gen ilgilendigimiz bir  genin
transkripsiyonel  aktivitesinin  rapor  edilmesinde
kullanilan ve aktivitesi kolaylikla analiz edilebilen bir
enzimi kodlar. Raportdr genler, gen iiriinii bilinmeyen ya
da kolaylikla tanimlanamayan bir genin anlatiminin
calisilmasina izin vermektedir (Karcher 2002). Raportor
olarak kullanilan genler arasinda en yaygin olani E. coli
ye ait GUS (B-glukuronidaz) geni olup, S-glukuronidaz
enzimini kodlamaktadir. Son yillarda GUS geni flizyon
sistemi bitkilerde ve tarimsal molekiiler biyolojide yaygin
olarak kullanilmaya baslanmistir. Bunun nedeni bitkiler
arasinda yaygin endojen aktiviteye sahip olmayisi ve gen
ifadesi sonucu olusan friinlerin spektrofotometrik,
histokimyasal ~ve  florimetrik olarak  kolaylikla
saptanabilmesidir. Jefferson ve ark. (1987) tarafindan
rapor edilmesinden bu yana GUS (B-glukuronidaz) geni
fiizyon sistemi bitkilerde ve tarimsal molekiiler biyolojide
yaygin olarak kullanilmaya baglanmistir (Jefferson 1987,
1989, Gallagher 1992, Cote ve Rutledge 2003). GUS’mn
yanisira GFP (Green Flourescent Protein = Yesil floresans
protein) de bitkilerde gen anlatiminin gézlemlenmesinde
genetik isaretleyici olarak kullanilmaktadir.
Denizanasindan izole edilmis bir protein olan GFP 395nm
dalga boyunda en iist emilme oranina sahiptir. Diger
raportdr genlerden farkli olarak GFP geninin transferinin
gerceklesip gergeklesmedigi canli doku veya hiicrelerde
yesil renk vermesiyle anlasilabilmekte ve dokularin
canlilig1 korunmaktadir.

Yapilan transkriptomik ¢aligmalar bazt NAC ve MYB
genlerinin  senesens sirasinda anlatiminin  arttigini
gostermekte ancak lokalizasyonu hakkinda bilgi
vermemektedir. Bu ¢alismada GUS ve GFP analizi ile
ANACO018, ANAC019, PAP1 (MYB75), MYB2
genlerinin ne zaman (senesens baglamadan once ya da
senesens sirasinda) ve hangi hiicre ya da hiicre tiplerinde
aktif olduguna bakilmistir. Bu amagla karanligin-tesvik
ettigi senesens modeli olusturulmus ve GUS boyama ve
konfokal mikroskobi incelemesi ile genlerin aktif oldugu
zaman ve hiicre tipleri belirlenmistir.

Materyal ve Metot

Bitkilerin Yetistirilmesi ve Karanlhigin-tesvik Ettigi
Senesensin Olusturulmast

Bu c¢alismada GUS ve GFP isaretleyicileri ile
ANACO018, ANACO019, PAP1 (MYB75), MYB2
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promotdr genlerini igeren, Warwick HRI (Ingiltere)’dan
temin edilen Arabidopsis thaliana bitkisinin tohumlari
kullanilmistir. Segilen promotdr genler ile ilgili bilgiler
asagiya ¢ikarilmistir (http://www.arabidopsis.org).

ANACO018 (Atl1g52880): Bir NAC domain
transkripsiyon faktoriidiir.
ANACO019 (Atlg52890): NAC transkripsiyon

faktoriinii kodlar. Anlatimimi kuraklik, tuzluluk ve ABA
tegvik eder.

PAP1/MYB75 (Atlg56650): MYB domain igeren bir
transkripsiyon faktoriini kodlar. Antosiyanin
metabolizmasina karigir.

MYB2 (At2g47190): Bir MYB transkripsiyon
faktoriinii kodlar. Tuz ve dehidratasyon cevaplari ile ilgili
genlerin anlatiminm diizenledigi bilinmektedir.

GUS ve GFP raportor genleri ile birlikte yukarida
belirtilen promotér genleri igeren Arabidopsis thaliana
tohumlar1 %0,1 lik agaroz igeren tiiplerde iki gece 4°C de
tohum dormansisinin kirtlmasi i¢in bekletildikten sonra A.
thaliana toprak karigim igeren (6 kisim Levingtons F2: 1
kisim kurutulmus silika kumu: 1 kisim vermikiilit)
saksilara ekildi. Bitkiler 22°C de 16/8 saat 1s1ik/karanlik
periyodunda %70 nem ve 250pumol'm?s? 1gik altinda
yetistirildi. 50 giinliik bitkiler icerisinde 3 ml distile su ve
Whatman filtre kagidi bulunan petrilere transfer edildi.
Petriler karanligin-tesvik ettigi senesensi olusturmak igin
karanliga konuldu. Bitkiler 5. giinde GUS ve GFP analizi
i¢in deneye alindi.

GUS boyama

Karanligin-tegvik ettigi senesensi belirlemek icin
karanliga konulan bitkilerin 5. giinde fotograf
stidyosunda dijital kamera (Nikon Coolpix) ile
fotograflari ¢ekildi. Daha sonra bitkilerin yapraklar derin
kuyucuklu plakalardaki 100mM Sodyum fosfat tamponu
(pH 7,2), 10mM EDTA, Triton X-100 (%0,1), 25mM
potasyum ferrosiyanid, 25mM potasyum ferrisiyanid ve
Img/ml X-Gluc igeren GUS boya soliisyonuna konuldu
ve 2 defa 10’ar dakika vakum uygulamas: ile boyanin
dokulara girmesi saglandi. Daha sonra dokular bir gece
37°C de inkiibe edildi ve 80°C ye 1sitilmis %80 etanol ile
klorofil uzaklasincaya kadar yikandi. Yikama igleminden
ANACOIS

7

177

sonra her yapragin fotograflari ¢ekildi. GUS aktivitesi
yapraklarda mavi renk olusumu ile tespit edildi.

GFP analizi

5 giinliik karanlik uygulamasindan sonra dijital
kamera (Nikon Coolpix) ile bitkilerin fotograflari ¢ekildi.
Farkli senesens asamalarindaki 3 rozet yapraktaki GFP
floresans Konfokal mikroskop (Zeiss LSM 710) ve ZEN
2009 yazilimi kullanilarak gozlemlendi. Ayni zamanda
kullanilan promotér genleri iceren bitkilere ait yesil
yapraklar da (kontrol grubu) GFP varligini belirlemek igin
konfokal mikroskop altinda incelendi.

Bulgular

GUS Analizi

Bu caligmada da promotdr genlerin yapragin hangi
kisimlarinda ve ne zaman aktif oldugunu gorebilmek icin
histokimyasal inceleme yapilmis ve elde edilen GUS
boyama goriintiileri Sekil 1 ve Sekil 2 de verilmistir. Sekil
1 de senensens tesvik edilmemis (kontrol grubu) A.
thaliana bitkilerinin yapraklarinda GUS boyama
sonucunun negatif oldugu goriilmektedir.

ANACO018, ANACO019, PAP1 (MYBT75), MYB2
genlerinin yapragin senesense ugramis olan kisimlarinda
anlatimlarmin oldugu, GUS boyama sonucunda mavi
renk olugumu ile saptanmugtir (Sekil 2).

GFP Analizi

Yaptigimiz ¢alismada ANACO018, ANACO019, PAP1
(MYB75) ve MYB2 genlerinin nerede ve ne zaman
(senesens baslamadan Once ya da senesens sirasinda)
anlatiminin oldugu konfokal mikroskop altinda GFP’nin
varliginin  gosterilmesi ile saptanmigtir. ANACO18,
ANACO019, PAP1 (MYBT75) ve MYB2 genleri ile ilgili
kontrol ve karanlhigin-tesvik etti§i senesense ugramis
bitkilerin konfokal goriintiileme verileri Sekil 3,4, 5 ve 6
de sirastyla verilmistir.

ANACO018 geninin A. thaliana bitkisinin yesil
yapraklarinda anlatimi olmazken, senesense ugramis
yapragin stoma bekg¢i hiicrelerinde anlatiminin oldugu
GFP varligr ile gorilmektedir (Sekil 3B). Bu durum
ANACO18 geninin anlatiminin senesens
arttigin1 géstermektedir.

sirasinda

Z7 ANACO19 ﬁ\\
!

Sekil 1. Kontrol bitkilerinin yapraklarindaki GUS boyama sonucunun goriintiisi.
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Sekil 2. Kullanilan transgenik hatlarda promot6r genlerin aktif oldugu bolgeleri gosteren GUS boyama goriintiileri. Yapraklarda olusan
mavi renk GUS aktivitesinin oldugu kisimlar1 gostermektedir. A-B. ANACO18 geni: A. boyama Oncesi, B. boyama sonrasi yaprak
goriintiileri; C-D. ANACO019 geni: C. boyama 6ncesi, D. boyama sonrasi yaprak goriintiileri; E-F. PAP1 (MYB75) geni: E. boyama
oncesi, F. boyama sonrasi yaprak goriintiileri; G-H. MYB2 geni: G. boyama 6ncesi, H. boyama sonrasi yaprak goriintiileri.

Sekil 3. ANACO18 genini tasiyan A. thaliana bitkisi: A. yesil (kontrol grubu), B. senesense ugramis (karanligin-tesvik ettigi senesens)
yapraklarin goriintiisi. Oklar stomalarin bekgi hiicrelerini gostermektedir. Kiiglik resim bekgi hiicrelerinin biiyiitiilmiis halini

gostermektedir.

Sekil 4 de goriildiigii gibi ANACO019 genini tagtyan A.
thaliana bitkilerinde gen anlatimi senesense ugramig
yaprakta artmig ve bu genin anlatiminin epidermal
hiicrelerin niikleusunda ve stomalarin bekg¢i hiicrelerinde
oldugu GFP varlig1 ile tayin edilmistir (Sekil 4B).

PAP1 (MYB75) genini tagiyan A. thaliana bitkisinin
yesil ve senesense ugramis yapraklari incelendiginde yesil
yapraklarda gen anlatiminin gozlenmedigi, senesense

ugramis yapraklarda ise epidermiste ve epidermal
hiicrelerin niikleusunda gen anlatiminin oldugu GFP
varlig1 ile goriilmektedir (Sekil 5).

Sekil 6’da MYB2 geni aktarilmig A. thaliana’nin yesil
yapraklarinda anlatim olmazken senesense ugramis
yaprakta mezofil, epidermis hiicreleri ve epidermal
hiicrelerin niikleuslarinda gen anlatimmin oldugu
goriilmektedir.
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Sekil 4. ANACO019 genini tagiyan A. thaliana bitkisi: A. yesil (kontrol grubu), B. senesense ugramis (karanhigin-tegvik ettigi senesens)
yapraklarin goriintiisii. Oklar niikleuslar1 gostermektedir. Kiigiilk resim niikleuslarin ve epidermislerin biiyiitiilmiis halini
gostermektedir.

Sekil 5. PAP1 (MYB75) genini tagiyan A. thaliana bitkisi: A. yesil (kontrol grubu), B. senesense ugramis (karanligin-tesvik ettigi
senesens) yapraklarin goriintiisii. Oklar niikleuslar1 gostermektedir. Kiigiik resim niikleuslarin ve epidermislerin biyitilmis halini
gostermektedir.

Trakya Univ J Nat Sci, 18(2): 175-183, 2017
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Sekil 6. MYB2 genini tagiyan A. thaliana bitkisi: A. yesil (kontrol grubu), B. senesense ugramg (karanlhigin-tesvik ettigi senesens)
yapraklarin goriintiisii. Oklar niikleuslar1 gostermektedir. Kiigiik resim mezofil hiicreleri ve niikleuslarin biiyiitiilmiis halini gostermektedir.

Tartisma

Senesens doku, organ ve tiim bitkinin Sliimi ile
sonuclanan bitki gelisiminin son safhasidir. Yaprak
senesensi optimal biiyiime kosullar1 altinda normal organ
ontogenezinin bir par¢asi olmasinin yani sira biyotik ve
abiyotik stresler tarafindan da tesvik edilebilmektedir
(Kucharewicz ve ark. 2017). Senesens sendromunu kontrol
eden i¢ faktorler; yas, bitki hormonlarindaki degisimler ve
reprodiiktif biiyiimeyi icermektedir (Guo ve Gan 2012).
Yaprak  senesensinin  olusumunun  anlasilmasinda,
transkripsiyon faktorlerini kodlayan ve senesens sirasinda
anlatimi artan genler ilgi ¢cekmektedir. NAC, MYB ve
WRKY transkripsiyon faktorlerinin, senesens sirasindaki
transkripsiyonel degisiklikleri ayarlayan temel unsurlar
oldugu rapor edilmistir (Kim ve ark. 2016).

ANACO018 (At1g52880) bir NAC alani transkripsiyon
faktoriidiir. Siirgiin gelisimi i¢in gerekli olan petunya geni
NAM (No Apical Meristem) ile homologdur. ANACO018
geninin senesens sirasinda anlattminin oldugu rapor
edilmistir (http://www.arabidopsis.org). Ancak bu konu
ile ilgili detayli bir calisma bulunmamaktadir. Elde
ettigimiz GUS boyama sonuglart ANACO18 geninin
yapragin senesense ugrayan kisimlarinda anlatiminin
oldugunu gostermektedir (Sekil 2B). Konfokal mikroskop
sonuclar1 da GUS sonuglarimi teyit eder niteliktedir.
ANACOI18 geninin yesil yaprakta anlatimi olmazken
senesense ugramis yaprakta stomalarin bekgi hiicrelerinde
anlatimi oldugu GFP varligi ile goriilmektedir (Sekil 3B).
Bu durum ANACO18 geninin anlatiminin senesens
strasinda arttigin1 géstermektedir.

ANACO019 (At1g52890) kuraklik, yiiksek tuz ve ABA
tarafindan anlatimi artan, bir NAC transkripsiyon
faktoriidiir (http://www.arabidopsis.org). ABA ile iliskili
stres sinyallerinin pozitif diizenleyicisidir ve kuraklik
toleransinda asir1 anlatimi oldugu bildirilmistir (Hickman
ve ark. 2013). ANACO019/055/072’nin klorofil yikim
genlerinin ~ (Chlorophyll  Catabolic  Genes=CCGs)
anlatimlarii diizenledikleri bildirilmistir (Bu ve ark.
2008, Zheng ve ark. 2012, Zhu ve ark. 2015).
ANACO019’dan literatiirde stres ile iligkili ya da senesens
ile iligkili NAC lardan biri olarak s6z edilmektedir
(Hickman ve ark. 2013, Lindemose ve ark. 2014, Kim ve
ark. 2016). GUS boyama sonuglarina bakildigi zaman,
yaptigimiz ¢caligmada ANACO019’un yapragin senesense
ugrayan kisimlarinda anlatiminin arttigit GUS raportor
geninin verdigi mavi renkli reaksiyon ile goriilmektedir
(Sekil 2D). GFP raportér geninin anlatiminin olup
olmadigint gdsteren konfokal mikroskop verileri de yesil
yaprakta anlatimmin olmadigini, senesense ugramis
yaprakta ise epidermal hiicrelerin niikleuslarinda ve
stomalarin bek¢i hiicrelerinde gen anlatiminin oldugunu
gostermektedir (Sekil 4). Elde ettigimiz sonuglar
ANACO019 geninin epidermis hiicrelerinde anlatimi
oldugunu gostermekte ve senesens ile iliskili oldugunu
teyit etmektedir.

MYB75  (PAP1=Production of Anthocyanin
Pigment1) bir MYB transkripsiyon faktoriinii kodlar ve
Arabidopsis, tiitiin, domates ve kanolada etkili bir sekilde
antosiyanin birikimini indiikledigi gosterilmistir (Qiu ve
ark. 2014). MYB75 (PAPI1), bu genin asir1 anlatiminin
oldugu fidelerde antosiyaninlerin kuvvetli birikimine
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dayanarak, Arabidopsis’te antosiyanin biyosentezinin
pozitif bir diizenleyicisi olarak tanimlanmistir. MYB75
(PAP1)’in asi1  anlatiminin  antosiyanin  iiretimi
iizerindeki bu etkisine ilaveten, bu genin aktivitesinin A.
thaliana’da lignin birikimi, siikroz sinyali ve senesens
iizerinde etkili oldugu bulunmustur (Bhargava ve ark.
2010). Arastiricilar iki MYB transkripsiyon faktoriind,
PAP1 ve PAP2, glukoz tarafindan indiiklenen-senesens
ile iliskili genler olarak tanimlamislardir (Pourtau ve ark.
2006). Elde ettigimiz GUS boyama sonuglar1t MYB75
geninin yapragin senesense ugrayan kisimlarinda
anlatiminin ~ oldugunu  gostermektedir (Sekil 2F).
Konfokal mikroskop sonuglar1 da GUS sonuglari teyit
eder niteliktedir. MYB75 geninin yesil yaprakta anlatimi
olmazken senesense ugramig yaprakta epidermis
hiicrelerinde ve epidermal hiicrelerin niikleuslarinda
anlatimi oldugu GFP varligi ile goriilmektedir (Sekil 5B).
Bu durum MYB75 geninin anlatiminin senesens sirasinda
arttigini gostermektedir.

MYB2 proteini hiicre farklilasmasiin kontrolii,
hormon ve c¢evresel streslere cevaplar gibi siireglerin
diizenlenmesinden sorumludurlar. Bir MYB
transkripsiyon faktoriinii kodlarlar ve bitkilerde gen
anlatiminda diizenleyici bir rol oynarlar (Yu ve ark.
2012). MYB2 ayn1 zamanda oksin sinyali ve apikal
dominansi mekanizmas: arasindaki karsilikli etkilesime
de karigarak sitokinin biyosentezini diizenlemektedir
(Back ve ark. 2013). Yapilan ¢aligmalar MYB2
proteininin kuraklik ve tuz stresi altinda ABA (absisik
asid) tarafindan  diizenlenen gen  anlatiminda
transkripsiyon faktorii olarak 6nemli bir rol oynadigini,
ayrica kuraklik ve ABA uygulamasi ile aktive oldugunu
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