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OZET

Bu calismanin amaci diigiik sicaklikta yetistirilen musir fidelerinin yapraklarinin
biiylime bolgeleri boyunca (meristem, uzama bolgesi ve olgunluk bolgesi) hiicre
hareketleri incelemektir. Bunun i¢in yaprak biiylimesinin kinematik analizleri yapilmastir.
Sonuglar, yaprak biiytimesinin diigiik sicakliklarda azaliginin meristemdeki hiicre
iretiminin ve hiicre boliinmesinin diismesiyle meydana geldigini ve uzama bolgesinde
hiicre genislemesinin ise kismen etkilendigini gostermektedir. Bu nedenle, aym cevresel
kosullarda yetisen musirlarin yapraklarindan izole edilen 6z hiicre dongiisii genlerinin
transkript analizleri yapildi. Diigiik sicaklikta yetistirilen fidelerin transkript seviyesindeki
degisimler daha yavag ilerleyen hiicre dongiisii ile uyumlu sonuglar vermistir. CDK
genlerinin bircogunda ifade analizleri sonucu transkript seviyesinde diisiis goriliirken bazi
hiicre déngiisii genlerini engelleyen proteinler (KRP’ler, DEL’ler)’in transkriptlerinde artig
goriilmiistiir. Bu sonuglar olgun bir yaprakta hiicre dongiistiniin diisiik sicakliktan
etkilendigini gostermektedir. Bu etkilerin molekiiler seviyede anlagilmasiyla dane
bitkilerinin optimumun altindaki biiylime sicakliklarinda biiyiitiilmesi i¢in yeni stratejilerin

gelistirilmesine imkan bulunacaktir.

Anahtar kelimeler: Zea mays cv. B73, Hiicre Dongiisi, Hiicre Biiylimesi, Yaprak
Geligimi, CDK, KRP, DEL, E2F/DP, Kinematik Analizleri, Flow
Sitometre, Q-RT-PCR



SUMMARY

Transcriptional Analysis of Core Cell Cycle Genes in Develpmental Stage and
Cold-induced Effects in Maize Leaves

The aim of this study is to analyze cell dynamics along the growth zone (meristem,
elongation zone, mature zone) of maize leaves grown at low temperature. To this end, a
kinematic analysis of leaf growth was performed. The results indicated that the reduction
in leaf growth at low temperature was explained by a decrease in meristem cell production
and division rate whereas cell expansion in the elongation zone was only marginally
affected. Consequently, we analyzed the trancription of core cell cycle genes under the
same environmental conditions. Low temperature resulted in changes in gene trancription
level consistent with slower cell cycle progression: the level of several CDKs were
downregulated and transcripts of some proteins inhibiting the cell cycle (KRPs, DELs)
were upregulated. These results show that cell cycle in mature leaves is affected by low
temperature and that understanding these effects at the molecular level may offer new
strategies to improve growth and performance of crops under sub-optimum growth

temperature.

Key words: Zea mays cv. B73, Cell Cycle, Cell Growth, Leaf Development, CDK, KRP,
DEL, E2F/DP, Kinematic Analyis, Flow Cytometry, Q-RT-PCR
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1. GENEL BiLGILER

1.1. Giris

Yiizyillardir bilim adamlar1 canliligin nasil meydana geldigi, bir organizmanin nasil
biiyiidiigii ve gelistigi gibi sorulara cevap bulmaya g¢alistilar. Bu sorular 17.ylizy1lda Robert
Hooke ve Anton Van Leenwenhoek’un mikroskopu kesfetmesinin ardindan ¢oziilmeye
basladi. iki yiizyil sonra onlarin bu buluslar1 Matthias Schleiden, Theodor Schwann ve
Rudolph Virchow tarafindan Hiicre Teorisi olarak bigimlendirildi. Bu teori su {i¢ prensibe
dayanmaktadir: (i) hiicreler yagamuin temel Uniteleridir; (7)) her canli organizma bir veya
daha fazla hiicreden olugmustur; (iii) ve biitlin hiicreler daha 6nce var olan bir hiicreden
meydana gelmigtir. Bu sebeple biiylime ve gelisimle ile ilgili sorular hiicre iretimi
mekanizmasiyla ilgili ¢aligmalara paralel olarak cevap bulacaktur.

Son yillarda, hiicre teorisine kargit olarak Organizma Teorisi 6nerildi. Hiicre teorisini
destekleyenler, ¢ok hiicreli organizmalarm morfogenezinde temel birimi hiicrelerin
olusturduklarina inanirlar. Organizma teorisyenleri ise bu fikre kars1 ¢ikarlar (Beemster vd,
2003). Hiicre teorisyenlerine gore biitiin hiicreler bir 6nceki hiicreden meydana
gelmektedir. Ilk olarak, bir hiicre dnce kendisini iki katina gikarir, daha sonrada ikiye
béliiniir. Bu olaylar, hiicre biiyiimesi ve ardindan goriilen hiicre boliinmesi seklinde dongi
halinde birbirini izler. Biitiin boliinmiis bitki hiicreleri organlari olusturmak suretiyle
birbirlerine plasmodesmata adi verilen kopriilerle bagl olarak kalirlar. Hiicrenin kendisini
bu sekilde ikiye katlamasi ve ardindan béliinmesi hiicre dongiisii olarak adlandirilir ve tiim
okaryotik canlilarda ¢ok iyi korunmus bir mekanizma olarak bilinir. Bir hiicre belirli bir
hacime ulastifn zaman béliinme igin sinyaller olusturulur. Tam olarak bolinmeyi neyin
tetikledigi anlagilamamig olmasina ragmen bir sekilde hiicre biiytikliigtiniin buna yol agtif
diisiintilmektedir. Biitiin hiicrelerin kesin olarak belirlenmis biiyiikliiklerde boliindiigtini
gosteren deliller bu fikri desteklemektedir (Beemster vd., 2003). Fakat bu alanda bitkiler
tizerinde yapilacak ¢aligmalar bu iki kavramin daha anlagilir olmasina yardimci olacaktr.

Ciice mutantlar iizerinde yapilan aragtirmalar degerlendirildiginde, mutant organlarin
yabani organlara nazaran daha az hiicreye sahip oldugu ortaya ¢ikar. Hiicre teorisyenleri,
bu mutant fenotipin olugmasina hiicre aktivitelerinde meydana gelen bazi degismelerin

sebep olmus olabilecegini ileri siirdiiler (Tsukaya, 2002). Organizma teorisyenlerinin bakis



agisina goére ise hiicre sayisindaki bu degigim hiicrenin kontroldl altinda degildir. Ciinkii
bitki hiicreleri plasmodesmatalarin varligiyla bir arada tutulduklarindan, bitki hiicrelerini
bireysel hiicreler olarak diisiinmek yalmis olur. Organizma teorisini anlamaya yardimci
olan diger bir g¢alismada radyasyona maruz birakilmig bitkiler {izerinde yapilan
calismalardir. Haber (1962), 7y radyasyonuna maruz birakilmis arpalarda, gelisimini
tamamlamis yapraklarin biiyiikliigiiniin azaldig: fakat yaprak indeksinin (yaprak uzunlugu
ve genigligi) ise aym kaldigini gérdii (Tsukaya, 2002). Hiicre sayisinin azalmasina ragmen
yapraklar normal biiyiikliiklerini korumusturlar. Yine, Arabidopsis’in hiicre dongiistinde
anahtar diizenleyici olan cdc2a geninde meydana getirilen bir dominant mutasyon, bitkinin
biiytime zamaninda, morfogenezinde ve histogenezinde herhangi bir olumsuz etkiye yol
agmamustir. Bu deneylerden anlagildign gibi hiicre béliinmesi morfogenezisle baglantili
degildir (Hemerly, 1995).

Sonug olarak, bu iki teorinin savunucular1 arasinda bir anlagma saglanamadi. Her iki
teoride kendi icinde dogruluga sahip olmasina ragmen, organ morfogenezinin nasil kontrol
edildigi hala aydinlatilmamistir. Ancak, son yillarda bu iki teori Yeni Hiicre Teorisi olarak
adlandirilan yeni bir yaklasimla birlestirilir. Bu gergevede, morfogenezin temel birimi
olarak hiicreler kabul edilir. Ancak, her hiicre yine hiicrelerden olusan organlarin
morfogenezini yoneten faktdrler tarafindan da kontrol edilir (Tsukaya, 2002).

Hiicresel seviyede bitkilerin organ biiylimesi hiicre bolinmesi ve genislemesi
islevleri sonucu meydana gelir. Dolayisiyla, biiyiime ve gelisim ile hiicre dongiisti kontrolii
arasinda bir iliski oldugu agikga goriilmektedir. Bu sebeple, bu iki islevi ¢dziimlemek
biiylimenin hiicresel ve molekiiler mekanizmasim aydinlatmada ¢ok Onemlidir. Bitki
biiylime ve gelisimi meristem aktiviteleri sonucu gévde ve kokiin her ikisinde de post
embriyonik devrede stirekli olarak devam etmektedir. Bu aktiviteler gogunlukla
hormonlarin vasitasiyla gelisime bagh ve gevresel sinyallerle diizenlenir (De Jager, 2005).

Monokotiledon yapraklar biiylimenin lineer fazinda yaprak biiylimesinin gevresel
sartlara karg1 cevabini incelemede gok iyi bir sistem olarak kargimiza ¢ikmaktadir (Ben Haj
Salah ve Tardieu, 1995). Yapragin taban kisminda bulunan hiicre bolinme olaylarmin
gerceklestigi meristem bélgesinden itibaren hiicrelerin olgunluga eristigi kisma kadar olan
kistm biiylime bolgesi olarak adlandirilir. Burada yapragin kismi uzama orani ve yapragin
tabanminda bulunan hiicrelerin uzunluklar1 sabit oranda artar (Muller vd., 2001). Bu da
hiicre boliinmesinin ve genislemesinin zamana ve konuma bagli olarak hesaplanmasina

imkan saglar. Bu amaca uygun olarak kinematik analizler gelistirilmistir. Bu metot, bilinen



bir konumda bulunan dokunun hareket hizin1 hesaplamak icin belirli araliklarla yapilan
Olgiimler gerektirmektedir (Silk vd., 1989). Bu yoéntem sayesinde monokotiledon
yapraklarinda hiicre déngiisii stiresi, b6liinme orani, hiicre tiretimi ve biiytime bslgesindeki
béliinen hiicre sayist gibi hiicre boliinmesi parametreleri kolayca hesaplanir. Mikroskobik
gozlemlerde olgun hiicre uzunlugunun, meristem blyiikltigliniin ve meristem hiicre
uzunlugunun Sl¢iilmesiyle kinematik analizlere yardime:r olur. Ciinkti yaprak biiylime
bélgesinde bolgesel hizin direkt olarak dlgiilmesine imkan yoktur (Fiorani, 2001).

Bitkiler hareketsiz canlilar olduklarindan uygun olmayan c¢evresel sartlara karsi
kendilerini savunamazlar. Sicaklik, i1tk ve besin mevcudiyeti gibi gevresel faktdrler
bitkileri olumsuz olarak etkileyebilir ve strese yol agabilir. Eger stresin siddeti yliksekse
bitki hayatta kalamayabilir. Bu yilizden bitkilerin biiylime ve gelisim mekanizmalarim
¢ozlimlemek i¢in stres fizyolojinin ¢ok iyi bilinmesi gerekmektedir. Bu ¢aligma, hiicre
{iretiminin azaltilmas1 suretiyle hiicre dongiisii iizerinde meydana gelen etkinin, bitki
biiyiime oraninin bu ¢evresel faktorlerden etkilenmesiyle meydana geldigini One
stirmektedir. Bitkiler bu etkilere kars1 bazi tolerans mekanizmalar: geligtirir (Levitt, 1972).

Usiime stresi en 6nemli biiyiime smirlayicilarindan birisidir, Ozellikle, msir gibi
birgok ekin bitkisi ve tropikal veya subtropikal bolgelerden orjinlenmis bahge bitkileri
hasara kars1 ¢ok duyarhidir. Bu tiirlerde soguk stresi 15°C’nin altindaki sicakliklarda
meydana gelir. Ustime hasar bitki hiicreleri icerisinde buz gekirdeklerinin olugmamastyla
soguk stresinden farklidir (0 ve 15°C arasi). Diisiik sicaklik, tohum ¢imlenmesi ve
biiytimesi, fotosentez, ¢igeklenme, bitki bliylimesi ve dane verimi gibi genis dlgtide birgok
islevi siddetli olarak etkilemektedir (Ercoli vd., 2003). Ayrica diigiik sicakliklar membranin
lipid muhtevasim degistirerek membranda hasara sebep olur (Lee vd., 2005). Membran
hasar1 sonucu iyon alinim mekanizmasi degisiklige ugrar (Shabala vd., 2001).

Bu ¢aligmada, musir fidesinin yaprak gelisiminin hiicresel ve molekiiler seviyede
incelenmesi amaglanmigtir. Misir bitkisi sicaklik degisimlerine gok duyarli oldugundan
calismalarda diisiik sicaklik faktorii kullanilarak kargilastirmali aragtirmalar yapilacaktir.
Yaprak biiyiimesi, hiicre boliinmesi ve geniglemesiyle kontrol edilen bir mekanizmadir.
Burada kinematik analizler kullanarak, hiicre bgliinmesi parametreleri belirlenecektir.
Kinematik analizlerde kullanmak tiizere musir fidesinin morfolojik ve mikroskobik
gozlemleri yapilacaktir. Diigiik sicakligin etkisi olarak bitkide endoduplikasyon olup
olmadig1 Flow Sitometre ile arastirilacaktir. Molekiiler seviyede ise, hiicre déngiisiinde yer

alan baglica genler belirlenerek, bu genlerin transkript analizleri yapilacaktir.



1.2. Yaprak Biiyiimesi ve Hiicre Boliinmeleri Arasmdaki iliski

Cim bitkilerinde yaprak biiyiimesi longitudinal aksis boyunca meydana gelir. Bu
aksis boyunca yaprak uzunlugu diizgiin olarak arttig1 igin, biiylimenin bu lineer safhasinda
belirli zaman araliklarinda yaprak uzunlugunu &lgmek miimkiindiir. Monokotiledon
yapraklarimin biiytime bolgesi, bolinme zonu ve uzama zonundan olugur (Sekil 1).
Biiytime zonunda, burada bulunan interkalar meristem faaliyetleriyle hiicre bolinmeleri
meydana gelir ve boliinmesini tamamlamus hiicreler daha sonra uzama bolgesine gecerek
simiiltane olarak genislerler. Dolayistyla her bir hiicre, meristemin taban kisminda devam
eden hiicre boliinmeleri sonucunda iiretilen hiicreler tarafindan itilerek bir iist zona dogru
yer degistirirler. Uzama bolgesine giren hiicreler bolinme ozelliklerini kaybederler. Bu
bolgede hiicreler sadece genislerler. Genislemesini bitiren hiicreler olgunluga ulagirlar. Her
bir hiicre bilyiime aksisi boyunca bu gelisim basamaklarinm takip ederek ilerler. Biiylime
bolgesinin bitiginde olgunluk zonu yer alir ve burada doku olgunlasmasi meydana gelir

(Fiorani, 2001).
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Sekil 1. Misir yapragmin model sistem olarak gosterimi



1.3. Hiicre Dingiisii

Hiicre, biiyiiklitk bakimindan belirli bir sinira ulastigi zaman bslinmek zorunda kalir
ve gevresinden boliinmek i¢in sinyaller almaya baslar. Hiicrenin biiyiikligiiniin artmasiyla
fizyolojik faaliyetleri i¢in harcadig enerji iki katina gikacagi i¢in metabolik aktiviteleri
yetersiz kalacaktir. Ayrica gerilen hacimde meydana gelen artisin hiicre zarinin
devamliligim saglar (URL-1, 2006).

Hiicre boliinmesi olaymna mitoz adi verilir. Mitoz béliinmenin amaci kalitim
materyalini esit olarak kardes iki hiicreye dagitmaktir. Mitoz béliinme siirekli bir durum
olmasina ragmen izlemede kolaylik olmas: agisindan onu evrelere ayirmak miimkiindir.
Hiicredeki tiim yapilarm ikileserek, daha sonra iki yavru hiicreye verilmesini saglayan bu
evrelerin tiimii Hiicre Siklusu (Hiicre Dongiisii) olarak adlandirilir. Bir hiicre déngiisiinde
genel olarak hiicrenin biiyiimesi ve ardindan béliinmesi meydana gelir.

Mitozun ilk evresi, DNA replikasyonun oldugu S fazidir. ikincisi ise iki katina ¢ikan
genetik materyalin esit olarak iki kardes hiicreye boliindiigii M fazidir. Bu iki evre arasinda
G1 ve G2 olarak adlandirilan iki bosluk fazi bulunmaktadir. G1, S ve G2 hep birlikte hiicre
dongiisiiniin interfaz boliimiinii olusturmaktadir. G1 basamagi mitozdan hemen sonra
baglar. Ribozomlar, enzimler, membran tiirevi organeller gibi pek ¢ok sitoplazmik
clementin sentezi bu zaman siireci igerisinde yapilir. S fazinda, DNA replikasyonu ile her
kromozomun kopyas: yapilir ve kromozom sayisimn ikiye katlanmas saglanir. G2 faz,
biiylimenin ve sentezin ikinci donemi olarak mitozun baslamasina énciiliik eder (URL-2,

2006). Sekil 2°de hiicre dongiisii sema ile gosterilmektedir.

Sekil 2. Hiicre dongiisiiniin semasal gosterimi



Insanin deri hiicrelerinde oldugu gibi bazi hiicrelerin déngii siiresi devamlidir. Sinir
hiicreleri gibi diger bazi hiicreler ise G1 fazindan ¢ikarak higbir zaman bélinmenin
olmadigi duruma gegerler. Bu faz GO olarak bilinir. Beyaz kan hiicreleri gibi diger hiicreler
GO fazindan gikip tekrar hiicre dongiisiine girerek kendilerini yenileyebilirler.

Hiicre déngiisii siiresi (iki mitotik bélinme arasindaki stire) organizmalar arasinda
gesitlilik gosterir. Organizmalarm yagam déngiilerinin farkli basamaklar1 arasinda ya da
aymi organizmanin farkli hiicre tipleri arasinda da hiicre dongiisii siiresi farklilik gosterir.
Ornegin, hayvan hiicre déngiistinin tahmini stiresi birkag dakikadan birkag aya kadar
olabilir. Bu degiskenlik G1’de harcanan siireden ileri gelmektedir. Diger yandan S ve
G2’nin tamamlanmasi igin gerekli olan siire birgok hiicre ¢esidinde goreceli olarak sabittir.
Bu siirelerin tamamlanmastyla mitoz hizli bir sekilde, bir saatten az bir siirede tamamlanir.

Zamanin biiyiik bir boliimii hiicre dongiisii sirasinda, interfazda harcanr.

1.4. Hiicre Dongiisiiniin Diizenlenmesi

Okaryotik hiicreler, genomun kendini esledigi DNA replikasyonu (S faz1) ve
genomun birbirinin aym: iki kardes hiicreye boliindigii mitoz (M fazi) olmak iizere baglica
iki olaydan sonra olusturulurlar. Bu iki faz, bosluk fazlari olan GI ve G2 olarak
adlandirilan iki fazla ayrilirlar. Hiicre dongiisii esnasinda genom kararliligim saglamak igin
G1/S ve G2/M fazlari arasinda iki kontrol noktas: vardir. Hiicre déngiisti 6zel bir sinif olan
serin-treonin protein kinazlari tarafindan diizenlenirler. Bu proteinler aktive edilebilmeleri
i¢in kendilerine uygun Siklin’ler olarak adlandirilan diizenleyici proteinlere baglanmaya
ihtiyag duyarlar. Bu yiizden hiicre dongiisii diizenleyicileri siklin bagimli kinazlardir ve
kisaca CDKler olarak adlandirilirlar. Bu protein kompleksleri CDK aktifleyici kinazlarin
(CAK) fosforilasyonuyla aktiflesirler. Yine bu kinazlarm aktivasyonu, WEEI kinazlar
tarafindan fosforillenmeyle veya inhibisyon proteinlerinin [Kip-bagimli proteinler (KRP)]
bu komplekse baglanmastyla inaktif hale gelirler. CDK alt inite proteinleri (CKS) hedef
substratla etkilesim halindedir (Dewitte ve Murray, 2003). E2F ve DP proteinleri
(transkripsiyon factorleri) ise hiicre déngiistintin ilerleyisini diizenleyen Rb proteinleriyle
etkilesim halindedir. Biitiin bu proteinler genel olarak ana hiicre déngiisii proteinleridir ve
farkli kategorilerde simiflandirilirlar. Bu siifta sirasiyla, Siklin Bagiml Kinazlar (CDK),
CDK  Aktifleyici Kinazlar, Siklin’ler, CDK Inhibitorleri, CDK Alt Uniteleri,
Retinoblastoma Protein’leri (Rb) ve E2F/DP’ler yer ali(Van de Pocle vd., 2002). Sekil



3’de hiicre dongiisiiniin diizenlenmesinde bu genlerin gérev mekanizmalari model olarak
gosterilmektedir.

Eger hiicre kendini ikiye katladig1 halde karyokinezis gergeklesmezse hiicreler mitoz
safhasindan ¢ikmis olur ve bu olay endoduplikasyon olarak adlandirilir. Endoduplikasyon
genellikle birgok bitki tiiriiniin olgun dokularinda goriiliir ve 6zellikle bitkilerde endosperm
gelisimi sirasinda meydana gelir

Hiicre dongiisiinde bu diizenleyici genlerinin her birinin G1/S ve G2/M gegisleri
arasinda ozel gorevleri vardir. G1’den S fazina gegis baslica D-tipi cyclin’ler tarafindan
kontrol edilir. G2/M gegisi ve mitoz CDKA, CDKB, CYCA, CYCB kinaz aktivitesi ile
kontrol edilir. Mitozun ilerleyisi ise CDK komplekslerinin mikrotiibiiller ve kromatin
yapilartyla  birlesmeleriyle saglamr. KRP, DEL, WEE1 gibi CDK-inhibitorlerinin

endoduplikasyona sebep oldugu gosterilmistir.
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Sekil 3. Bitkilerde hiicre dongiisiiniin diizenlenmesini gosteren model



1.5. Yaprak Gelisimi Sirasinda Hiicre Diongiisiinde Meydana Gelen Degisimler

Bitkilerde hiicre boliinmesi iizerinde yapilan ¢aligmalar, 1980’lerde hiicre déngiisii
mekanizmasinin aydimlatilmasiyla hizla ilerlemeye baglamigtir. Hayvanlarda ve mayalarda
aydinlatilan hiicre doéngiisii genlerinin bitkilerdeki homologlarinin tanimlanmasimin
ardindan, bu genlerin klonlanmasi gibi birgok galigmalar yapilmaya baglanmistir. Boylece
tam genom dizesi bilinen Arabidopsis thaliana’ya ait 61 hiicre doéngiisii geni
tammlanmistir (Vandepoele vd., 2002). Hiicre dongiisii genlerinin gelisim siiresinde
gorevlerinin tam olarak aydinlatmak igin, bu genlerin ekspresyonunun baskilanmasi veya
tam tersi olarak ekspresyonlarnin artirilmasiyla bitkide meydana gelen degisimler
izlenmektedir. ~ Hiicre  dongiisii  genlerinin  ekspresyon  seviyelerinin  genetik
manipiilasyonlarla kontrol edilmesiyle bitkide hiicre boliinmelerinin seyri degistirilebilir.

Yaprak geligimi hiicre dongiisii aktivitelerine gore ii¢ safhadan olugmaktadir.
Bunlarin ilki, hiicre bitytimesinin, DNA replikasyonunun ve hiicre boliinmelerinin oldugu
mitotik safhadir. Ikincisi, i¢ dongiiler olarak adlandirilan, hiicre biiyiimesinin ve DNA
replikasyonunun meydana geldigi ancak hiicre béliinmesinin gergeklesmedigi safthadir.
Son safha ise, olgunluk sathasidir. Hiicre olgunluk safhasina girdiginde ergin halini almis
olur. Bu sathada hiicrenin biiyiime ve boliinme faaliyetleri durmustur. Hiicre dongiisii
aktivitesinin ve yaprak gelisiminin ti¢ sathasi (mitotik, i¢ dongiiler ve olgunluk) arasindaki
iliski Sekil 4’deki semada gosterilmektedir (De Jager, 2005).

Erken yaprak primordiumlarinda aktif CYCD-CDKA komplekslerinin gérevi sonucu
hizli mitotik dongiilerle hiicre sayisinda bir artiy meydana gelir. RB proteinlerinin CYCD-
CDKA kompleksleri (CAK ve ICK/KRP proteinleri tarafindan diizenlenir) tarafindan
fosfarilasyonu hiicre déngiisii sirasinda mitotik ve i¢ dongiilerin her ikisinin de devamini
saglayan E2F komplekslerini aktif eder. e2fc, E2F smifindan farklilasmay: saglayan bir
inhibitér gendir. Mitotik fazdan i¢ dongiiler fazina gegis CYCD aktivitesinin bir alt
diizenlenmesini gerektirir. cycd’in asir1 ekspreslenmesi bu doniisiimii inhibe eder. Ig
dongiiler fazi G—S—-G dongiileriyle karakterize edilir. Bu faz E2F aktivitesi tarafindan
yiirtitiiliir ve normal G1 (CYCD) ve G2/M (CYCB) diizenleyicilerinin ekspreslenmedigi
zaman goriiliir. Bitkilerde son olarak farklilasma ve olgunluk safhasi meydana gelir. Bu
olay, yiiksek RB ve RB bagimsiz bir yolla E2F ile etkilesim halinde olan genlerin

faaliyetlerini engelleyen inhibitor bir gen olan de/ tarafindan yiiriitiilmektedir (Sekil 4).
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Sekil 4. Hiicre dongiisii aktiviteleri ve bitki gelisimi arasindaki iliskiyi gosteren model

1.6. Kantitatif RT-PCR (Real-Time Quantitative-RT-PCR)

Kantitatif RT-PCR (Real-time Quantitative-RT-PCR) reaksiyon tiipiine ilave edilen
primere komplementar olan ¢cDNA’nin miktarini belirleyebilen bir tekniktir. Bu teknik,
denaturasyon, primerlerin baglanmasi ve uzama olmak iizere baglica ti¢ adimdan olusur.
Normal PCR’ la sadece sonug noktast belirlenebilirken, Q-RT-PCR amplifikasyon
dongiileri boyunca DNA’nin nispi miktarini gosterebilir. Q-RT-PCR prensip olarak yeni
sentezlenmis DNA’ya baglanarak, iriiniin miktartyla dogru orantili olarak floresans veren
SYBR Green adli molekiiliin tespitine dayalidir. Kesisim noktalarinin [Ct (threshold
cycle)] degerlerini karsilagtirarak, artan iiriiniin miktarin birbirleriyle nispi olarak
belirlenebilir. Ct degeri, amplifikasyonun iistel olarak arttig faz esnasinda belirli bir esik
degerine ulagmak igin gerekli dongii sayisidir. Her durumda, PCR islemi bittikten sonra
reaksiyonlarn 6zgiinliigii tiriiniin elektroforezle, erime egrileriyle ve sekans bilgileriyle
kontrol edilebilir. Sekil 5°de. kantitatif real-time PCR prensibi semasal olarak

gosterilmektedir.
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Sekil 5. Kantitatif real-time PCR prensibinin semasal gosterimi. (1) Kantitatif

PCR farkh orneklerde bulunan hedef gen iiriiniintin farkli miktarlarini tam ve
dogru sekilde dlgmek igin kullamlir. Kantitatif RT-PCR’la ise ilk once RNA
orneklerinden cDNA sentezlenir. (2) igerisindeki reaksiyon karisiminda sadece
spesifik bir iiriiniin fark edildiginde veya sentezlendiginde 151k veren florokomu
bulunduran her bir ek aym anda PCR amplifikasyonuna maruz kalir ($ekil 2).
Floresan egigi, amplifikasyon veriminin en iyi oldugu egrinin lineer kismina denk
gelecek sekilde ayarlanir. ‘Ct’ degeri bu floresan esigine varmak i¢in gerekli olan
dongiilerin sayisidir. Cr=f (logyo 6zel hedefin baslangig konsantrasyonu). (3)
Spesifik hedefin bilinen baslangig miktar1 kullanilarak paralel kosulardan bir
kalibrasyon egrisi gizilir. Bu da istenilen drnekte mevcut olan hedef iiriiniin
miktarinin hesaplanmasina yardimei olur (Gachon vd., 2004).



1.7. Usiime Hasar

Bitkilerde tisiime hasari 15 ve 0°C arasindaki sicakliklarda meydana gelir. Bu
sicakliklarda hiicre igerisinde buz cekirdeklerinin olusmamasindan dolayr soguk stresi
Ustime hasarindan ayrilir. Ozellikle tropik ve subtropik bélgelerde yetisen bitkiler listimeye
kars1 daha duyarl; olduklarindan, buradaki bitkilerin geligimi icin ¢ok Snemlidir. Tahil
bitkilerinin biiyiime ve gelisimleri sirasinda liglime stresinden etkilenmelerine ragmen,
tirlinde agir1 bir kayip gézlenmez, Yine, iisiime iiriin hasad; sonrasinda da bazi tarim
Uriinleri igin Gnemli bir faktordiir. Ciinkii birgok meyve ve sebze diistik sicakliklarda
depolandiklarinda tazeliklerini koruyamayip bozulurlar (Ercoli vd., 2003).

Ustime hasarls bitkinin biiyiime ve gelisim siirecinde su olaylar gozlenir;
®  Yiizey lezyonlani (turunggillerde ve salatalikta),
® Dokunun su emmes; (biberde, mantarda ve liziimde),
® Sukayiplari, kuruma ve biiziilme,

e ¢ kisimlarda renk kayiplari,

e Doku parcalanmalari,

® Meyvelerin olgunlagsmasinin durdurulmas; veya yavaslatilmasi,

* Etilen hormonu biriktirilmesiyle senesensin meydana gelmesi,

® Depolanma yari émriinin kisalmasi,

* Kuru madde bilesenlerinin kompozisyonunun degistirilmesi,

® Biiyiime kapasitesinin kaybedilmesi,

* Solma,

® Bitki metabolitlerinin akust yiiziinden ciiriime baslatilir. Bu durum bitki lizerinde

mikroorganizmalarin 6zellikle mantarlarin biiylimesini tegvik eder.




2. YAPILAN CALISMAR

2.1. Bitki Materyali ve Biiyiime Sartlar

Misir daneleri (1slah tiir Zeg mays. cv. B73) ¢imlenmeleri igin 51 adet kuyu iceren
¢imlendirme kaplarmna dikild;. Cimlendirildikten sonra fideler, 2 litre kapasiteli besin
elemanlarinca zenginlestirilmis Gzel toprak igeren saksilara transfer edildiler. Daha sonra
fideler biiyiiyebilmeleri icin yeterli 15180, sicakhigin ve nemin tam olarak kontro]
edilebildigi iklim dolabina yerlestirildiler. Bu iklim dolabinda bitkiler bir gesit gevresel
stres olan soguk uygulamasina tabj tutuldular. Bitkilere, disiik sicaklik muamelesi igin 16
saatlik 151k periyodu siiresince 25°C ve 8 saatlik karanlk periyodu siiresince ise 6 saat
boyunca 4°C sicaklik uygulamasina maruz kaldilar, Kontrol durumunda ise, bitkilere, 16
saatlik 151k periyodunda 25°C ve 8 saatlik karanlik periyodunda ise 6 saat 18°C sicaklik

uygulamas: yapildi. Tablo 1°de stres ve kontrol bitkilerine ait yetistirme sartlar; verilmistir,

Tablo 1. Diisiik sicaklik uygulamas: yapilmis misir fideleri ile kontrol bitkilerine ait
biiyiitme sartlari

*0, Sicaklik, *1, Nem, *2, Isik




2.2. Yaprak Boyunun Olgiilmesi

Yapragin biiytime parametrelerini gézlemlemek igin ligineii ve dordiincii yapraklarin

ortaya ¢ikmalarindan itibaren biiyiimelerinin durdugu ana kadar gtinde iki kez lciildiiler.

Olgﬁmler, kontrol ve stres gruplari igin ayr ayri yetistirilen 12 bitkj tizerinde yapilds,
Yaprak uzama orani (YUO), belirli zamandaki

yaprak uzunluguna ait efrinin tiirevi
almarak hesapland.

YUO:M (1)
L=t

2.3. Hiicre uzunlugunun slgiilmesi

Bitkinin dérdiincii yapragi ortaya giktiktan sonra bitkiler hasat edildi.

Dérdiincii
yaprak disarisindan kendisini

cevreleyen  yapraklardan ayrildiktan sonra |
segmentler halinde pargalar aynldi (Sekil 6).

cm’lik
isleminden sonra by pargalar

erisinde bekletildi,

Kesim
klorofilin uzaklagtirilmas; ve fiksasyon icin iki glin etanol g

Sekil 6. Misir fides; yapra;

ginin biiytime bélgesinin 1 cm’lik 10 pargaya
ayrilmas
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Daha sonra pargalar, temizlenmesi, saklanmas: ve mikroskop preparatlarinin hazirlanmasi

i¢in, iginde %90’lik laktik acit bulunan cam sigelere konuldu.

Hiicre uzunlugu, adaksial epidermisde bulunan stoma hiicrel erine bitisik birbirine es
degerde hiicre bulunduran, farkli iki sirada yer alan hiicrelerin, yaprak tabanindan
baglanarak yapragm u¢ kismina dogru ilerlenerek DIC (differential interference contrast)
mikroskop kullanilarak 6lgiildii. Diizenek bir 151k mikroskobuna (Axioscoop, Zeiss,
Germany) bagli siyah beyaz WC-CDS50 tipi bir fotograf makinesinden olusmustur.
Mikroskoptaki goriintli fotograf makinesi sayesinde televizyon ekranmindan takip edilebildi.
Daha sonra bu gorlintii bilgisayara aktarilarak Scionlmage (Scion Corp., USA) programin
yardimiyla analiz edildi. Bireysel hiicrelerin uzunlugu ise ayr1 bir goriintli analizér
programu olan ImageJ (NIH tarafindan gelistirildi) kullanilarak bir hiicrenin ¢eperinden
diger hiicrenin duvarina kadar ard arda dizili hiicreler bulunduklar sira boyunca ilerlenerek
teker teker 6lgtildii (URL-1, 2005). Farkli bireylere ait yapraklar arasindaki sonuglarin
ortalamas: alindi ve stresli bitkilerle kontrol bitkilerin hiicre uzunluklar1 birbirleriyle
karsilagtirildi. Kalibrasyon igin cetvel bulunan bir mikroskop laminin aym biiyiiklikte
fotografi gekildi. Bu fotograf Image] ile belirlenen bir hiicrenin uzunlugunun gergekte neye
kargilik geldigini bulmak i¢in kullanildi. Yaprak ekseni boyunca hiicre uzunlugu dagilim
grafik yapilarak gosterildi. Yapragin tabanindaki hiicrelerden baglanarak her bir hiicrenin
orta noktasi hesaplamip grafigin X-ekseni olusturuldu. Y-eksenine ise, X-ekseninde
bulunan hiicrenin pozisyonundaki hiicrelerin ortalama hiicre uzunluklann yazildi. Her
yaprakta iki sira hiicre 6lgtildii. Oncelikle bu iki hiicre sirasinda aym konumda bulunan
hiicrelerin uzunlugunun ortalamasi alindi. Daha sonra bu degerler Kernel Smooting
metodu kullanilarak 50 um esit araliklar kullanarak bunlara kargilik gelebilecek degerler
hesapland: (Beemster ve Baskin, 1998). Bu metodu gelistirmek igin Microsoft Visual
Basic 5 kullanilarak Microsoft Excel ile tamamland: (Microsoft, Redmond, WA). Kernel
Smooting kullanilarak elde edilen sonuglardan yapilan bir grafik Sekil 7°de sunulmustur.

Biiylime bolgesinin uzunlufu, yaprak tabanindan itibaren, olgun hiicrelerin
uzunlugunun %95°e ulagtit noktaya kadar olan uzaklik olarak hesaplandi. Daha sonra
farklh bireylerin yapraklarina ait bu degerlerin ortalamas: alinarak takip eden
hesaplamalarda kullanildi.
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2.4. Meristem Uzunlugunun Hesaplanmasi

Yaprak dokusu klorofili uzaklastirildiktan sonra mikroskop lamu iizerine yerlestirildi
ve dokunun iizerine, icerisinde DAPI (4'-6-diamino-2-phenylindole) bulunan niikleus
boyayic1 tampondan bir damla damlatildi. DAPI floresan isaretgisi olarak kullanilir. DAPI,
DNA'’ya baglanan ve 460-350 nm dalga boyundaki 1g1klar1 emebilen bir tiir boyadir. Hiicre
uzunlugunun oSlgiilmesinde kullanilan goriintiileme sistemi yine aym sekilde burada da
kullanilmigtir. Stoma hiicrelerine bitigik hiicre siralar1 yapragin tabanindan ucuna kadar
takip edilerek mitotik gekiller gozlenmigtir. Meristem sinir1 en uzakta bulunan mitotik

seklin goriildiigii yere kadar olan kisim olarak belirlenmistir.
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Sekil 7. Misir yapraginda yaprak ayasi boyunca dagilan hiicrelere ait hiicre
uzunlugunun dagilimi (adaksial epidermis; 4. yaprak). Koyu renkli olan
¢izgi 50 pm araliklar kullamlarak Beemster ve Baskin (1998)’in
tanimladig1 Kernel Smooting algoritmasiyla hesaplanmigtir

2.4.1. DAPI ile Niikleus Boyanmasi

Niikleuslar1 boyamak igin ilk 6énce DAPI boyama tamponu (50 mM NaCl, 5 mM
EDTA, 10 mM TRIS-HCI, pH 7) ¢6zeltileri hazirlandi. Burada kullamlan DAPI
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konsantrasyonu 0,5 ile 2,0 pg/ml arasinda olmalidir. Bu c¢aligmadal pg/ml kullamild:.
Yaprak pargalari, kloroﬁii uzaklastirmak ve fiske edilmek i¢in 3:1 (v:v) etanol:asetik asit
karigimu igerisinde 25 saat 4°C’de bekletildi. Doku ornekleri 3 kez tamponla yikandi.
Ornekler 20 dakika DAPI-tamponuyla 4°C’de karanlikta inkiibasyona birakilds.

2.5. Bityiime Bolgesinde Boliinen Hiicre Sayisimn, Hiicre Uretiminin, Hiicre
Béliinme Oraninin ve Hiicre Dongiisii Zamaninin Sayisal Analizleri

Yaprak uzama oram hesaplarina ve mikroskopik goézlemlere dayanarak hiicre
uzunlugu dagilimi, meristem uzunlugu ve hiicre iiretimi, béliinme orani, dongi siiresil,
biiytime bolgesindeki boliinen hiicre sayist gibi bliylime parametreleri kinematik bir
yaklagimla hesaplanabilir (Fiorani, 2001). Sira basina diisen hiicre sayis1 bliylime
bolgesinde Ng, ve bolinme bolgesinde Ny, olarak gosterilir ve asagidaki esitlife goére
bolgesel hiicre uzunlugu [I(x)]’na karsilik gelen bolgedeki hiicre yogunlugunun [ o (x)]

hesaplanmasiyla hesaplanir.

N grgive sz p(nAx) + pl(n-1HAx] Q)

2

Burada n=1,2,3,...ve Ax ise hiicre uzunlugu Ol¢limlerinde tanimlanan Kernel
Smooting uygulamasindan elde edilen degerlerdir.

Boliinme zonunda boliinmiis hiicreler meristemin taban kisminda devam eden hiicre
béliinmeleriyle olusan hiicrelerin yukar1 dogru itmesiyle bulundugu bolgeden daha uzak
bélgeye kayacaktir. Uzama zonunun tabaninda biten meristemdeki hiicre sirasi basina

diisen hiicre tiretimi (P; saatte tiretilen hiicre) asagidaki formiille belirlenir;

_YUO
[

P

€)

Burada /, olgun hiicrelerin uzunlugunu (yapragin olgun kismindaki hiicrelerin
uzunlugunun ortalamas alinarak hesaplanmistir) gésterir. Sabit oranda biiylimenin oldugu
siirede birim zamanda biliylime zonundan ayrilan hiicrelerin sayis1 uzama zonunun

tabanindan bu bolgeye giren hiicre sayisina esittir. Hiicre {iretimi ve boliinme bolgesindeki
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hiicrelerin say1si bilindikten sonra meristemdeki hiicre béliinmesinin ortalama oranini (5 );
birim zamanda her hiicre bagmma diigen hiicre orani) asagida verilen formiile gore

hesaplanmigtir (Beemster ve Baskin, 1998).

P
N div

D=

4

Ayni anda boéliinen hiicrelerden olusan bir populasyonda, hiicre déngiisiiniin siiresi,
ortalama bir hiicrenin dongliyii tamamlayabilmesi i¢in gecen zaman, diger bir ifadeyle
populasyonun biiyliklligiintin iki katina ¢ikartilmasi igin gerekli zamandir (Granier ve
Tardieu, 1998). Bu ilkeyle, hiicre dongiisii igleminin normal dogas: geregi her defasinda
mevcut hiicre sayisinin iki kat1 kadar hiicre tiretildigini var sayarsak ortalama olarak bir
hiicre dongiisli icin gecen siire (Tc; saat) asagidaki formiille hesaplanmistir (Fiorani,
2001).

N div 1

T .=In(2 ~0.69 = 5
¢=1n(2) > = (5)

2.6. Flow Sitometri

Flow sitometri biiytime zonunda bulunan DNA miktarint belirlemek i¢in kullanildi.
Bu deneyde kullanilan flow sitometre cihaz: FloMax yazilimiyla birlikte CyFlow analizére
sahip bir Partec flow sitometre ¢esitli bilesenden olusur. Bunlar, uyarci bir kaynak, 151k
emebilen bir filtre ve bir detektdrdiir. Uyaric1 kaynak olarak genellikle belirli dalga
boyunda 151k veren bir lazer kullanilir.

Dérdiincii yaprak ortaya ¢iktigi zaman, yapraklar hasat edildi ve yapragin tabanindan
baslayarak 1 cm’lik 10 pargalara ayrildi. Bu on parganin her biri ayn ependorf tiiplere
koyuldu. Bu tiipler ise daha sonra yapilacak olan flow sitometrik analizlerde kullanilmak
tizere ¢ok vakit gecirmeden direk olarak sivi azota birakildilar. Yaprak pargalari, bir petri
kabina koyulup iizerine de 1 ml Partec Tampon’u (%0,1 Triton X-100, 4 mM MgCl,, ve
200 mM Tris-HCl, pH:7,5) ilave edilerek jiletle kiigiik parcalara dogramir (Dilkes vd.,
2001). Tamponun sofukta muhafaza edilmesi Onemlidir. Yaprak pargalarinin
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dogranmastyla niikleuslar serbest hale gelir ve tampon sayesinde izotonik bir ortam
saglanarak ntikleusun dagilmasi 6nlenir. Daha sonra bu siispansiyon 30 pm’lik bir naylon
filtreden stizdiirliltir. Bu sayede pargalar filtrede tutulur ve igerisinde niikleus bulunan
stiziinti 3 ml’lik 6rnek tiiplinde biriktirilir. Bu sﬁzﬁhﬁiye 1 pl DAPI (Img/ml) ilave
edildikten sonra analiz edilmek tizere CyFlow analizére yerlestirilir. Flow Sitometre,
uyarici kaynag: sayesinde DAPI’nin 151k emmesine oransal olarak verdigi floresansa bagli
olarak belirli bir hiicrede bulunan niikleus miktarim asagi yukar tespit edebilir. Sivt
akiskan lazere gecer. DAPI ile isaretli niikleus lazere gectigi zaman, florokom g¢ikarlir ve
uyarici 151ktan (floresans) daha uzun dalga boyundaki 1gik filtreler tarafindan emilecektir.
Daha sonra bir detektor filtrelerin emdigi 15181n dalga boyunu 6lger.

Flow Sitometre ile tespit edilen floresans miktar: hiicrelerin DNA miktariyla dogru
orantilidir. Bilgisayarla sayilan her hiicre basina diigen floresans miktarinin yogunlugunu
grafik halinde gosterir. FloMax yazilimi otomatik olarak bu floresans: fark eder ve grafikte
gozle kolayca fark edilebilen pikler olusturur Sekil 8. Bu yolla, 2, 4 ve 16C vb. oransal
olabilen DNA miktar belirlenebilir.

Sekil 8. Flow sitometrik pikleri gésteren bir diyagram
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2.7. Hiicre Déngiisii Genlerinin Transkript Analizleri

Ekspresyon analizlerinde kullanilmak tizere, dérdiincii yaprak, yaprak uzunlugu
dlgiilmesiyle tespit edilen, sabit biiyiime evresinde hasat edildi. Ik yarim cm, besinci ve
onuncu cm (sirasiyla meristem, uzama bolgesi ve olgun zona ait) kesildi ve ependorf
tiiplere koyuldu. Daha sonra vakit gegirmeden direkt olarak sivi azot igerisine koyuldu.
Misir yapraginin farkli gelisim evrelerinden, stres ve kontrol uygulanmig gruplarin her
birine ait 6rnekler RNA izolasyonunun ardindan, RNA’in temizlenmesi, cDNA sentezi ve

Q-RT-PCR islemleriyle asagida agik¢a anlatildig: gibi islem gérmiigtiir.

2.7.1. RNA Izolasyonu

Toplam RNA izolasyonu TRIzol metodu kullanilarak yapilmastir. Ilk olarak bitkinin
meristem, uzama ve olgun kismindan alinan 6rnekler sivi azot igerisinde iyice toz haline
gelene kadar ogiitildii. Orneklerin ¢oziinmeden kalmasina dikkat edildi (6rnekler buz
icerisinde muhafaza edildi). Daha sonra bitki 1 ml TRIzol ayiragiyla (her 50—100 mg doku
icin) homojenize edildi. Trizol fenol ve guanidin izotiosinat’in tek fazli soliisyonudur. Bu
ayirag hiicreyi pargalayip hiicre bilesenlerini serbest hale gegirirken RNA’min kararliligim
korur. Ayrica TRIzol ayiraci kansorejen bir madde oldugundan, calisirken wviicudun
herhangi bir yerine temas etmesinden kaginilmalidir. Doku 6rnekleri bu islemin ardindan
doku iyice ¢Oziinene kadar vorteksle kanstirildi. Bundan sonraki islemlerde oda
sicakliginda yiiriitiildii. Homojenize edilen doku 6rnekleri 5 dakika i¢in oda sicakliginda
inkiibasyona birakildi. Daha sonra, inkiibasyona birakilmis doku érneklerinin tizerine her 1
ml TRIzol ayiraci igin 200 pl kloroform koyuldu. Kloroform proteinleri ve organik fazda
bulunan diger kirlilige sebep olan maddeleri ¢6zmek i¢in kullamldi. RNA ise kloroform
tarafindan ¢6ztinmeden kalabilir. Tiiplerin agzim giivenli bir sekilde kapattiktan sonra elle
15 saniye calkalandi. Doku ornekleri 2-3 dakika oda sicakliinda tekrar iinkiibasyona
brrakildiktan sonra 15 dakika 11 000 rpm hizinda 4°C’de santrifiij edildi. Daha sonra sivi
faz RNase igermeyen temiz bir tiipe transfer edildi ve RNA’nin ¢oktiiriilmesi i¢in her bir
ml TRIzol ayirac: i¢in 500 pl isopropanol ayiraci numunenin iizerine eklendi ve iyice
kanistinldi. Ornekler oda sicakliginda 10 dakika inkiibasyona birakildi. Daha sonra 10
dakika 11 000 rpm’de ve 4°C’de santrifiij edildi. RNA’nin ¢6ktlirlilmesinin ardindan
RNA’y1 kaybetmemeye dikkat edilerek tiiplin igerisindeki supernatant kisim dokiildii.
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Ardindan RNA pelleti her 1 ml TRIzol ayirac: igin %75°lik 1 ml etanol ile yikandi.
Ornekler 5 dakika 11,000 rpm’de ve 4°C’de santrifiij edildikten sonra pellet oda
sicakliginda 10 dakika hava ile kurutma kurumaya birakildi. Bazen RNA pelleti gozle
goriilmeyebilir. Bu yiizden yikama basamaginda ¢ok dikkatli olmak gerekir.

RNA kurutulduktan sonra kuru pelletin i{izerine 40 pl DEPC ile muamele edilmis su
(100 pl DEPC (dietilprokarbonat) 100 ml saf su iginde ¢oziildii ve bir gece bekletildikten
sonra otoklav edildi) ilave edildi. Ornekler 65°C’de ki termoblok igerisinde 10 dakika
inkiibasyona birakildi. Ardindan bu &rnekler bir gece 4°C’de birakildi. Ertesi giin 6rnekler
dolaptan alinarak 10 dakika 11 000 rpm’de santrifiij edildi. Supernatant dikkatlice yeni
temiz bir RNase’s1z tiipe aktarildi ve konsantrasyonu spektrofotometre ile 260/280 nm
dalga boyunda ol¢iildii. Yine bu soliisyondan 2 pl alinarak RNA agaroz jelde varligi
kontrol edildi (% 1,2 agorose / 0,5 x TB). Ekstrakte edilen RNA’in miktarin1 belirlemek
icin her RNA 6rneginden 1-2 pl alinarak nanodrop sistemiyle kontrol edilir. Nanodrop

sistemi numunenin konsantrasyonunu spektrofotometrik olarak 6l¢gmeye yarar.

2.7.2. RNA’nin Temizlenmesi

Izole edilen RNA’nin kalitesini artirmak igin rneklerin daha saf hale getirilmesi bu
yontem kullamilarak yapildi. RNA, RNeasy Plant Mini Kit (Qiagen) markali kit
kullanilarak yapildi. Bu kitin icerisinde ¢oktiirme prosediirleri esnasinda segici baglayan
ozellikte bir silikajel membran bulunur. Ornekler, RNA’in biitin sekilde izolasyonunu
saglamak i¢cin RNase’lar1 hemen inaktif edebilen guanidin-izotiyosinat (GITC) i¢eren lizis
tamponla denatiire edilir. Lizis igleminden sonra, 6rnekler kalintilarin uzaklagtirilmasi igin
icerisinde silikajel membran bulunan QIAshredder spin kolonlar kullanilarak santrifiijle
stizdtriiliir. Orneklere, RNA’nin silika membrana (spin kolon) segici baglanmasim
saglamak i¢in etanol ilave edildi. Daha sonra 6rnekler, spin kolondan siizdiiriiliir. Bu
sayede, RNA silikajel membrana baglanir ve kontanine olmus maddeler ise yikanarak
uzaklagtirtlir. RNA’nin membrandan tekrar tiiptin igerisinde biriktirilmesi i¢in membranin
tam lizerine gelecek sekilde ihtiyaca gore 3040 pl yine kitin icerisinde mevcut olan RNase
icermeyen sudan pipetle birakilir. RNeasy kiti RNA’y1 izole etmek iginde kullanilir.
Ayrica istege bagl olarak temizleme procediirlinden 6nce enzimatik reaksiyonlar
yapilabilir. Ornegin DNase enzimiyle DNA’min pargalanmasiyla soliisyondaki DNA’lar
inaktif edilir.
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2.7.3. cDNA Sentezi

cDNA sentezi, SuperScript III First-Strand Synthesis Kit (Invitrogen) markal kit
kullanilarak yapildi. mRNA’mn kalip olarak kullamldigi c¢DNA sentezi, reverse
transkriptaz enzimi (RNA’ya bagli DNA polimeraz) kullamlarak yapildi. cDNA ve PCR
hazirlanirken her ikisi i¢inde 6rnekler arasindaki deneysel el degisimlerinden kaynaklanan
varyasyonu miimkiin oldugunca azaltmak i¢in 6n karigimlar hazirlandi.

c¢DNA yapmak i¢in her reaksiyon bagmna 3,5 pg RNA kullamldi. ¢cDNA miktar
yeterli olmadigindan, her &rnek igin bir reaksiyon tliplinde 3 reaksiyon olacak sekilde
materyaller hazirland1 (meristeme, uzama bélgesine ve olgun kisma ait i¢ 6regimiz var).
Bu sebepten dolay: her bilesenden tiipe 3 kez eklendi. Karigim 1 (1 pl 50 uM oligo(dT )z,

1 pl 10 mM dNTP kangimi, 3,5 ug RNA ¢ozeltisi konularak hacim DEPC ile muamele
edilmis su ile 10 pl’ye tamamlandi) her reaksiyon tiipiine ekledikten sonraki islemler
agagidaki siraya gore yapildi.

Kangim 1 ilave edildikten sonra doku 6rneklerinin iginde bulundugu tiipler 65°C’de 5
dakika termoblokta inkiibasyona birakildi. Ardindan en az 1 dakika igin buza koyuldu.
Daha sonra cDNA Sentez Karigimi (2 pl 10X RT tamponu, 4 pl 25 mM MgCl,, 0,2 pl.1 M
DTT, 1 ul RNaseOUT (40 U/ pl), 1 ul SuperSeript III RT (200 U/ pl) hazirlandi. Her RNA
/primer karigimi igin 10 pl cDNA Synthesis karisim eklendi ve ¢ok narince karigtirildi.
Kisa bir santrifiljle bilesenler bir araya toplandi. Ardindan 6rnekler 50 dakika 50°C’de
termoblok icerisinde inkiibasyona birakildi. Reaksiyonlar 85°C’lik termoblokta 5 dakika
inkiibe edilerek sonlandi. Sonrasinda 6rnekler direk olarak buza yerlestirildi. Reaksiyon
firinleri kisa bir santrifiijle bir araya toplandi. Her reaksiyon bagmna 1 pl RNase H
eklenerek oOrnekler 37°C’lik termoblokta 20 dakika inkiibe edildi. cDNA sentez
reaksiyonlariyla olugturulan cDNA 6rnekleri -20°C’de saklandi. Direk olarak PCR igin
kullanmakta miimkiindiir.

2.7.4. Primerler

Vandepoele ve arkadaglar (2002) tarafindan yayimnlanan Arabidopsis hiicre dongiisii
genlerinin piring bitkisinin genomik dizelerin igerisinde homologlar arandi. Daha sonra
Arabidopsis ve piring arasinda protein uyumuna bakildi. Clinkii protein sekanslar tiirler
arasinda daha ¢ok korunmugtur. Misir ve piring aym familyadan iki bitkidir. Bu sebeple,
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genom dizelerinin birbirlerine diger tiirlere gore daha ¢ok uygun oldugu disiiniilmektedir.
Bu genlere ait dizeler belirlendikten sonra musirin genomik dizesi, EST ve cDNA
kiitiphaneleri arasinda Blast aragtirmalar1 yapildi. Beacon Designer 4,0 (Biosoft
international) programi kullamilarak 42 hiicre dongiisii geni i¢in primerler tasarlandi.
Primer tasarim yazilimi kullanarak primerlerin hedef dizeye 6zgiin olup olmadigini,
primerlerin kendi igerisinde sekonder yap1 olusturup olugturmadigini ve her primerin kendi
icinde ve birbirleri arsinda 3" ugta olugabilecek birlegmelerden sakinildigim garanti altina
alir. Kantitatif PCR daha verimli olabilmesi i¢in amplikon uzunlugu yaklagik olarak 80—
250 bp olmalidir. Primer konsantrasyonu ise 100 ve 500 nM arasinda olmalidir.

2.7.5. Kantitatif RT-PCR (Real-Time Quantitative-RT-PCR)

Biitiin bu RNA ekstraksiyonu, RNA’1n temizlenmesi ve cDNA sentez islemlerinin
ardindan son islem ise doku &rneklerine ait cDNA’nin Kantitatif RT-PCR (q-RT-PCR) ile
amplifikasyonudur. Q-RT-PCR, floresan uyarisim ve emilim miktarimi belirleyen optik
kisim, bilgiyi alan ve analizleyen bir yazilim, bilgisayar ve termal cycler (iCycler Bio-Rad)
gibi bilegenleri iceren bir enstriimental platforma gibi kisimlardan olugur. Bu deneyde
floresan boya olarak ¢ift zincirli DNA’ya baglanan ve 151k emebilen SYBR Green I
kullanildi. SYBR Green I, direk olarak ¢ift zincirli DNA (dsDNA)’ya baglanarak floresans
veren bir boyadir. Kantitatif PCR sirasinda sentezlenen dsDNA’ya bu boya baglanarak,
mevcut DNA miktarina oransal olarak sinyal olusturur ve bu sinyaller cihaz tarafindan
tespit edilir. SYBR® Green I’in prosediirde belirtildigi miktar kadar reaksiyon karigimina
eklenmesiyle, 1 pg kadar kiiglik miktarda ki DNA veya RNA kalib1 6meginin igindeki
hedef gene ait yaklagik olarak 10 kopyaya karsilik gelebilen iriintin tespit edilmesi
miimkiindiir. Bu boyanin kullanim miktarn genis bir dinamik aralia sahiptir ve erime
egrileri analizleri i¢cinde kullamlmasi uygundur.

Q-RT-PCR islemi, Platinum® SYBR® Green qPCR SuperMix UDG (invitrogen)
markali kit kullanarak yapildi. Pipetleme hatasini en aza indirmek i¢in 6ncelikle her 6rnege
ait biitlin kansim bir tlipte hazirlandi ve sonradan kuyucuklara boliindli. 5 pl’den az
pipetlemelerde olabilecek hatalardan kag¢inmak i¢in dikkat edilmelidir. 96 kuyucuklu
kaplara numuneler koyuldu. Meristem, uzama bdlgesi, olgun bolge ve H,O 6mekleri i¢in
On karigim yapildi. Bu karigim i¢in gerekli bilesenler ve hacimleri Tablo 2’de sunulmustur.

Bu deneyde, primer baglanmasinda olusabilecek bir problemi ya da herhangi bir
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kontaminasyonun olup olmadigindan emin olmak igin negatif kontrol olarak cDNA &rnegi
yerine reaksiyon karigimina su ilave edildi. On kanisimdan her 6rnegin ait oldugu
kuyucuga 20 pl ilave edildi. Primerler 6n karisim yerine direk olarak kuyucuklara koyuldu.
Her 6rnek igin 3 teknik tekrar yapildi. Bu yiizden yine pipetleme hatasim 6nlemek igin ii¢
kuyucuk igin gerekli hacim &nce birinci kuyucuga koyuldu ve buradan diger kuyucuklara
esit hacimlerde paylastirildi.

Tablo 2. Kantitatif PCR reaksiyonlan igin gerekli 6n karigiminin bilegenleri ve miktarlari

Bilesen 1 rxn igin gerekli hacim (ul) 25 rxn igin
Platinum SYBR supermix 12,5 312,5
1/10.000 floresans 2,5 62,5
c¢DNA (1-2 ug/ml) 5 125
Primers (1 pM) 5 *

Igerisine hedef ¢cDNA’ya spesifik primerlerin eklendigi toplam 25 ul’den olugan
reaksiyon karigimimin her biri 96 kuyucuklu kaba ayri ayn konulduktan sonra, bu kap
Kantitatif RT-PCR cihazina yerlestirildi. Ardindan termal siklusun sicaklik ayarlar
yapildi. Reaksiyon sartlarina uygun kosullar ve dongli sayisi ayarlandiktan sonra PCR
islemi baglatildi. Tablo 3’de PCR’1n stcaklik ve dongii sartlan goriilmektedir.

Tablo 3. PCR’1n sicaklik ve dongii sartlan

Baglangig adim 40 Dongii Bekleme
2 dakika 50°C 1 dakika 95°C 4°C
4 dakika 95°C 1 dakika 60°C

Platinum® tag DNA polymerase, oda sicakhfinda reaksiyon sirasinda tag DNA
polimeraz genini inhibe eden spesifik monoklonal antibadilerle olusturulmug bir 6nciil
komplekstir. PCR’de otomatik olarak sicak bir baglangici saglayacak sekilde PCR

déngiilerinde denatiirasyon basmaginmn ardindan biitiin polimeraz aktiviteleri eski haline
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dondiiriildi. Bu 6zgiin olmayan primer ile cDNA’nin eslesmesini ve amplifikasyonlar
O6nemli derecede azaltir. Dolayisiyla, amplifikasyon verimini, duyarliliim ve {iriinii
artirilnus olur.

Q-RT-PCR islemi sonlandiktan sonra herhangi bir kontaminasyonun olup olmadigim
ve primerlerin 6zgiinliigiinti kontrol etmek i¢in her bir gen i¢in ayr1 ayr erime egrilerine
bakildi. Sekil 9’da erime tek bir gene ait erime egrisi gosterilmektedir. Burada
kontaminasyonun olup olmadigm: igerisinde spesifik primer igeren 6rnegin, her dongii

sonrasinda erime egrilerinin tek bir pik olusturmasindan anlagildi.
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Sekil 9. Oncesinde biraz kalintiyla birlikte iyi bir amplifikasyonu gdsteren tek bir pik
veren bir erime efrisi. X ekseni sicaklik ve Y ekseni nispi floresan
birimidir (-d (RFU)/dT).

2.7.5.1. Bilgilerin Analiz Edilmesi

Ideal olarak, reaksiyonun iistel fazinda her déngiide PCR konsantrasyonu ikiye
katlanir. Bu yiizden tiriiniin son miktar1 2% esit olmahdir. Ancak, PCR’m amplifikasyon
verimi her zaman ideal olmadifi i¢in reaksiyonlar sonrasinda verimin hesaplanmasi
gerekmektedir. Bu sebeple standart egrilerden elde edilen bilgiler kullamlarak verimlilik
hesaplandi. Amplifikasyon egrileri kullanarak, Ct degerlerinin tiirevi alindi. Logaritmik
olgiideki amplifikasyon egrilerinin lineer fazinda bes farkli esik degeri i¢in Ct degerleri
belirlendi. Bu degerlere dayanarak egrinin egimi hesaplandi. Logaritmik 6l¢iiden dolay:
oEEm>

verimlilik 1 e esittir. Her bir 6rnege ait amplikonlarin ortalamas: alindi. Logoritmik
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Olcekli PCR amplikon egrisine ait bir 6rnek Sekil 10’da sunulmustur. Verimliliginin
hesaplanmasinin ardindan esik degeri istege bagli olarak 150 RFU olarak belirlendi. Ciinkii
biitiin 6rnekler logaritmik Olgekte bu esik degerinde amplifikasyon egrilerinin lineer
bolgesindedir. Esik degeri 150 olarak hesaplandig: takdirde tiriiniin son miktari Eff“ olarak

hesaplanir.
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Sekil 10. Logaritmik 6l¢ekte bir PCR amplifikasyon egrisi. X ekseni déngii sayis1 ve Y
ekseni nispi floresans miktarin1 gostermektedir (nispi floresans birimi RFU
ile gosterilmisgtir).



3. BULGULAR
3.1. Yaprak Uzunlugunun Olgiilmesi

Misir daneleri 28°Cide ¢imlendirildikten sonra yapilan uygulamaya goére farkla
sicaklik sartlarina ayarlanmig iklim dolabina transfer edildiler. Kontrol bitkileri igin 151k
periyodunun sicaklifi 25°C, karanlik periyodun sicakligi ise 18°C olarak belirlendi. Stres
uygulamast igin, 151k periyoduna ve karanlk periyoduna ait sicakliklar sirasiyla 25 ve 4°C
olarak ayarlandi. Misir fidesinin 3. ve 4. yapraklan, ilk ortaya ¢iktii andan itibaren
sabahleyin 1giklar agilmadan 6nce ve aksam isiklar kapanmadan 6nce olmak iizere giinde
iki kez ol¢tildil. 3. ve 4. yapraga ait yaprak uzama artisini gdsteren grafikler sirasiyla Sekil
11 ve 12°de sunulmustur.

70 -
—E—Y3Konirol

€0 — —a— Y35tres

Yapragimn boyu (cm)

n T | T I L} 1 T l L}
0 &0 100 150 200 250 300

Yapragin o'rtaya cikigindan sonra gecen zaman (saat)

Sekil 11. Uglincii yapragin ortaya ¢iktigi andan sonra kaydedilen boy uzunlugu. X
ekseni zaman cetvelidir ve saat (s) olarak sunulmugtur. Y ekseni santimetre
(cm) cinsinden yaprak boyunu gosterir. Olgiimler 12 adet B73 wrkina ait
musir fidelerinin 3. yaprak Ol¢iimlerinin ortalamasi alinarak hesaplanmigtir.
Hata ¢ubuklan standart hatay: gostermektedir (n=12).

Elde edilen bulgulara gére stres sartlarinda yetisen bitkilerin yapraklar1 kontrol
sartlarinda yetigenlere gére daha yavag bliylimiistir ve bu durum stres uygulamasi
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yiiziinden yaprak uzama oran1 (YUQ)’nda diisiise sebep olur. YUO, belli bir zamana karg:
yaprak uzunlugunun gosterildigi grafikte egimin tiirevinin alinmasiyla hesaplandi.
Sonuglara gére yaprak uzama oraninda Yaprak 3 i¢in %25, Yaprak 4 igin %20 azalig
kaydedildi (Sekil 13, 14). Yapraklarin son uzunlugunda da bir azalig goriildii. Bu azalig
Yaprak 3 i¢in %13 ve Yaprak 4 i¢in %20 olarak hesapland: (Sekil 15).

—m— Y4Konirol

— & Y48tres
70 -
_ e
g |
)
E 50 ~
2
= 40 -
F
= 30 -
e
S
20 -
10 -
0 T l L] I ¥ I L] l T I L] l
o &0 100 180 200 250 300

Yapragm ortaya ¢ikisindan sonra ge¢cen zaman (saat)

Sekil 12. Dordiincii yapragin ortaya ¢iktig1 andan sonra kaydedilen boy uzunlugu. X
ekseni zaman cetvelidir ve saat (s) olarak sunulmustur. Y ekseni santimetre
(cm) cinsinden yaprak boyunu gosterir. Olgiimler 12 adet B73 wkina ait
musir fidelerinin 4. yaprak ol¢timlerinin ortalamasi alinarak hesaplanmusgtir.
Hata ¢ubuklar standart hatay: gostermektedir (n=12).
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Sekil 13. Uglincii yapragi ortaya ¢iktig1 andan sonra stres ve kontrol bitkilerine

Yaprak uzama oram (mm s™)
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ait 151k penyodu stiresince kaydedilen yaprak uzama oram (YUO).
YUO (mmh™) zaman periyoduna kars1 grafige yerlestirilmistir. Hata
cubuklar standart hatay1 géstermektedir (n=12).
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Sekil 14. Dordiincti yapragin ortaya c;lktlgl andan sonra stres ve kontrol

bitkilerine ait 151k penyodu stiresince kaydedilen yaprak uzama oram
(YUO). YUO (mmh') zaman periyoduna karsi grafige
yerlestirilmistir. Hata ¢ubuklar1 standart hatay:r g6stermektedir
(n=12).
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Sekil 15. Stres ve kontrol sartlarinda yetistirilen bitkilerin 3. ve 4. yapraklarinin son
boyunun (cm) karsilagtiriimast. Ilk iki siitun Yaprak 3’e ve ikinci iki siitun ise
Yaprak 4’e aittir. Cizgili siitun kontrol sartlarinda yetisen bitkilere digeri ise
stres altinda yetistirilen bitkilere aittir. Hata ¢ubuklar1 ise standart hatay:
gostermektedir (n=12).

3.2. Hiicre Boyunun Olgiilmesi

Hiicre boyu yaprak ekseni boyunca yapragin tabanindan ucuna dogru ilerleyerek
olgtildii. Sonuglara gore stres uygulamasinda meristem hiicrelerinin boyunun %21 oraninda
kiictildigii gortilda (Sekil 16).

Uzama bolgesinde bulunan hiicrelerin ise stres uygulanmasiyla %8 oraninda
vzunlugunun arttift belirlendi. Olgun kisimda ki hiicrelerin boyunda ise stres
uygulamasiyla bir degisiklik gozlenmedi. Bu sonuglara gore, uzama bolgesindeki
hiicrelerin 6zellikle meristem hiicrelerinin diisiik sicakliga, olgun hiicrelerden daha duyarh
oldugu ortaya ¢ikarilmistir. Dolayisiyla, diisiik sicaklik uygulanmasinin meristemdeki
hiicreleri etkileyerek bitki biiytimesinde direk etkiye sahip oldugu gézlenmistir.
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Sekil 16. DIC mikroskobuyla belirlenen stresli ve kontrol bitkilerinin hiicre boyu
profilleri. X ekseni yapragin tabamindan ucuna kadar olan uzunlufuna ait
degerlerdir (mm). Y ekseni ise hiicrelerin uzunlugudur. Hata ¢ubuklar
standart hatay: gostermektedir (n=6).

3.3. DIC Mikroskobuyla Meristem Biiyiikliigiiniin Hesaplamasi

Meristem biiylikliigiinii belirlemek i¢in niikleusun DAPI ile boyanmasinin ardindan
yapraklar DIC mikroskobu altinda incelendi. Sekil 17°de DAPI ile boyanmig niikleuslart
g0steren bir fotograf sunulmugtur.

Normalde, mitoz dncesinde niikleusun sekli yuvarlaktir. Bir hiicre mitoza girdigi
zaman, mitozun evrelerine bagli olarak niiklesun sekli degisir (profaz, metafaz, anafaz,
telofaz). Niikleusun bu gekilleri mitotik sekiller olarak adlandirilir, Misir yapraginda hiicre
béliinmeleri sadece meristem bélgesinde goriilir. Bu sebeple mitotik sekiller sadece
meristem bolgesinde yer alir. Bu bilgilere dayanarak, meristem biiyiikliiglinti hesaplamak
icin en son mitotik geklin nerede goriildiigii belirlendi. Sonug olarak, stres uygulanmig
bitkilerle kontrol bitkilerinin meristem biiyiikliigii arasinda fark gézlemlenmigtir. Stresli
bitkilerin meristem biiyiikl{igii kontrol bitkilerine gore daha kisa olarak kaydedildi. Kontrol
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bitkilerinin meristem uzunlugu 1.74 pm iken, stresli bitkilerin 1.55 pm’dir. Fakat bu fark
6nemli degildir.

Sekil 17. UV-DIC mikroskobuyla gizlenen niikleuslarin gériildiigti bir fotograf.
Hiicreler boliinmeden once yuvarlak sekillidirler. Daha sonra mitoz
stiresince bulunduklar: evreye gore sekil alirlar.

3.4. Biiyiime Bilgesindeki Béliinen Hiicre Saysi, Hiicre Uretimi, Boliinme orani

ve Hiicre Dongiisii Zamam

Yaprak uzama oram (YUO)’nin, hiicre uzunlugu daghmmnm ve meristem
biiytikltigiintin belirlenmesiyle, biiyiime bélgesindeki béliinen hiicre sayisi, hiicre iiretimi,
boliinme oram ve hiicre dongiisii zamar gibi bilyiime ile ilgili parametreleri kinematik bir
yaklagimla hesaplamak miimkiindiir.

Hiicre bolinmeleri meristem bolgesinde goriiliir. Bolinmiis bir hiicre 6nce uzama
bolgesine daha sonrada olgun kisma dogru hareket eder. Bilindigi gibi ¢im bitkilerinin
yaprak hiicreleri diizgiin siralar halinde bulunur. Bu durum, bir hiicrenin hangi hiicre
tarafindan meydana getirildigini takip edebilmeyi saglar. Bir hiicre bulundugu bélgenin
bitisigindeki bolgeye hareket ettiginde, bos kalan yer, meristemin alt kisimlarinda iiretilen
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hiicreler tarafindan doldurulacaktir. Diigiik sicaklik uygulamasindan sonra, bir hiicrenin
bulundugu konumdan bir iist konuma hareket etmesinin, diisiik biiylime oram ylizlinden
daha fazla zaman aldig1 bulundu. Bu zaman siiresince, hiicreler tolerans mekanizmalar
sayesinde hacimlerini artirarak strese kargi kendilerini korurlar. Bundan dolayr uzama
bolgesindeki hiicreler stresli fidelerde daha uzun olarak saptandi. Meristemdeki béliinen
hiicre sayisi, kontrol bitkileri i¢in 821 = 94 ve stresli bitkiler i¢in 1060 = 214 olarak
hesapland1 (Tablo 4).

Sonuglara gore, diigikk sicaklifin fidelerin meristem biiyiikliiglinde azalmaya, buna
kars1 hiicre sayisinda artiga sebep oldugu bulundu. Fakat meristem biiytikliigiindeki bu
azalig istatistiksel olarak énemli degildir. Dolayisiyla, bitkinin, meristem biiyiikltigiinti
degistirmemek i¢in kompansetér sistem kullandigy goriildii. Kompensatr sistem, burada,
azalan hiicre biiyiikliigiine kars: hiicre sayisin artirarak meristem biiytikliigiinii aym tutmak
icin gorevlidir (Tsukaya, 2002). Yapraklar stres sartlarinda hiicre biiylimesini devam
ettirebilmek i¢in bu sekilde tolerans mekanizmalarina sahiptirler. Bu uyum mekanizmalari
sayesinde biiylimelerini olumsuz gevre sartlarinda dahi stirdiirebilirler (Levitt, 1972). Bu
uyum siirecinde, diisiik sicakligin etkisi olarak meristemdeki hiicrelerin normalden daha
kiigiik ve buna karsi olarak hiicre sayisin daha fazla olmasi burada bir uyum
mekanizmasinin oldugunu ortaya koymustur. Aksi takdirde meristem biiylikliigtintin
onemli derecede kii¢iik olmast gozlenecekti. Bu ylizden, bitkinin, normal meristem
biiyiikliigiine ulagabilmek i¢in azalan hiicre uzunluklarina ragmen bdliinen hiicre sayisim
artirdi gozlendi.

Hiicre iiretimi (hiicre s™), meristemde birim zaman bagina tiretilen hiicre sayisidr.
Hiicre iiretimi kontrol bitkileri igin 30 + 1,4 iken, stres bitkilerinde 23 £ 1 oldugu
saptanmugtir. Goriildiigli gibi, diigiik sicaklik uygulamasina maruz birakilan bitkilerin hiicre
tiretiminde %22 oraninda azalis saptandi. Bu sonug, % 21 azalig gosteren yaprak uzama
oran (LER)’1 ile de uygun diismektedir (Tablo 4). Dolayisiyla, yaprak uzama oranindaki
azaligin azalan hiicre tiretiminden kaynaklandig gézlendi.

Bilindigi gibi meristemdeki hiicreler gévde apikal meristemi tarafindan meydana
getirilmektedir. Bu sebeple, hiicrelerin meristeme gelmeden once diisiik sicakliktan
etkilenmis olabilecekleri diigiiniildii. Bu etki sonucu meristemdeki hiicrelerin daha kiigiik
olmas1 muhtemeldir. Diger bir ifadeyle, stres etkisiyle hiicrenin daha yavas biiylidigl
goriildii. Fakat hiicreye ¢evreden bolinme sinyali geldiginde bu hiicre tam biiyiikliigline

erismeden boliinmek zorunda kalacaktir. Bir hiicre mitoza girdigi zaman, onu higbir etken
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durduramaz ve mitozu normal siiresinde bitirir. Sonugta, hiicre ve genetik materyal iki
kardes hiicreye boliistiiriiliir. Bu sebeple, yapilan gézlemler sonucu, stres etkisiyle hacmi
kii¢iik olan hiicrenin béliindiigli zaman, strese maruz kalmamis normal biiyiikliikte olan bir
hiicrenin boliinmesiyle olusturulacak hiicrelerden daha kiigiik biiyiikliikte hiicre tirettigi
g6zlendi.

Hiicre iiretimi ve biiylime bolgesinde boliinen hiicre sayisi bilindikten sonra, béliinme

orant (D hiicreler hiicre™ s7) hesaplanabilir. Bliinme orani, kontrol bitkilerinde 0.04 +
0.004 ve stres bitkilerinde 0.02 + 0.005 olarak saptand: (Tablo 4). Sonug¢ olarak,
boliinmenin kontrol bitkilerinde daha hizli oldugu gézlenmistir.

Hiicre iiretimi ve biiylime bolgesindeki boliinen hiicre sayisi gibi biiyiime
parametreleri hesaplandiktan sonra bir hiicre dongiisii tamamlayincaya kadar gecen zaman
hesaplanabilir. Hiicre dongtisti siiresi, biitlin hiicrelerin aym anda boliindiigi bir hiicre
populasyonunun biiytikliigiinti iki katina g¢ikarabilmesi i¢in gerekli zamandir. Yapilan
hesaplamalar sonucu hiicre dongiisii zamam kontrol bitkileri i¢in 19,8 + 2,2 iken, stres
bitkileri i¢in 31,8 + 6 olarak saptandi (Tablo 4). Sonug olarak, kontrol bitkilerinde
hiicrelerin boliinmeleri i¢in gerekli siire, stres uygulanmug bitkilere oranla %60 daha kisa

oldugu belirlendi.

Tablo 4. Kinematik analizler sonucu hesaplanan stres uygulanmis bitkilere ve kontrol
bitkilerine ait biiyiime parametrelerinin sayisal degerleri

Kontrol Stres
Yaprak uzama orani (mm/h) 3680+ 0.09 2930 + 0.02
Meristem uzunlugu (um) 16981 + 2794 16119 + 1409
Hiicre tiretimi (hiicre/s) 30+1,4 231
Meristemde boliinen hiicre sayis 821+ 94 1060 =214
Béliinme orani (hiicreler/hiicre s) 0.036 £ 0.004 0.022 £ 0.005
Hiicre dongiisli zamani (5s) 19.8+22 31.8+6
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3.5. Biiyiime Bélgesinin DNA Miktan

Taban kisimdan baglanarak u¢ kisma dogru, 1 cm uzunlugunda kesilen musir

yapragna ait pargalar, yapilan ¢aligmalar kisminda tammlanan Partec Buffer’in iginde ¢ok

ince gekilde dograndi. Bu dogranmig ve siispansiyon haline getirilmis yaprak parcalari,

DNA'’ya baglanabilen DAPI ile niikleuslarin boyanmasinin ardindan, Flow Sitometri ile

analiz edildi. Her niikleus igerisinde bulunan DNA miktarina oransal olarak floresans

verdi. Sonuglar Sekil 18°deki grafikle sunulmusgtur.

DNA miktan (%)
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Sekil 18. Kontrol ve stres bitkilerinin Flow Sitometre ile belirlenen DNA miktar
(%). Igerisi dolu olarak gdsterilen sekiller kontrol bitkilerine ve bog olarak
gosterilen sekiller ise stres bitkilerine aittir. X ekseni, yaprak ekseni
boyunca tabandan uca kadar ki yaprak pargalarmin numarasin
gostermektedir. Y ekseni, X ekseninde verilen belirli bir yaprak
uzunluguna rastlayan DNA miktari1 goéstermektedir. Hata gubuklan
Standard hata olarak hesapland1 (n=3).
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Sonuglar, G1 fazim: temsil eden 2C, G2 fazim temsil eden 4C, hiicrede
endoduplikasyonlarin oldugu takdirde 8C olarak adlandirilan histogramlar gseklinde
gosterildi. Deney sonucunda, yapragin ilk iki santimetresinde kontrol ve stres uygulanmig
bitkilerin her ikisinde 2C pik miktar1 4C pikinden daha fazladir. Kontrol bitkilerinin birinci
ve ikinci pargalarinin DNA miktari sirasiyla 72% ve 70% iken, stres uygulanmis bitkilerde
bu miktar 65% ve 68% olarak hesaplandi.

Bu bilgiler, meristemin yaklagtk 2 cm oldugunu gosterdi. Yapragin {giincii
santimetresiyle birlikte 2C miktan diismege, 4C ise artmaya baglamigtir. Stres uygulanmig
bitkilerde bu azalig ve artig kontrol bitkilerine gére daha fazla olarak saptandi. Buna, diigiik
sicakliin etkisi olarak, hiicrelerin G2 fazinda bekletilmesi sebep olmustur. Misir
yapraginin olgun kisminda az miktarda 8C pike rastlandi. Bilindigi gibi musir bitkisinin
yapraklarinda endoduplikasyon goriilmez. Boyle bitkilerde 8C pikinin gériilmesi olgun

organlarin 6zelligidir.

3.6. Q-RT-PCR ile Hiicre Dongiisii Genlerinin Transkript Seviyesinde
Ekspresyonlarimin Belirlenmesi

Hiicre dongiisti genlerinin transkript seviyesinde ekspresyonlarimi belirlemek igin,
meristeme, uzama ve olgunluk bolgelerine ait her bir 6rnek Q-RT- PCR ydntemi
kullanilarak analiz edildi. Her &rnek, her bir dongiide, iiriiniin baslangi¢ miktarina oransal
olarak floresans verdi. Floresans miktari, tissel olarak arttif: igin hesaplamalar logaritmik
Olgekte yapildi. Her gene ait esik degeri (Ct), her deneyin ardindan hesaplanan verimlilige
gére dogrulandi. Hierarchical Clustering Istatislik programi kullanarak, benzer davrams
gOsteren genler gruplandi. Sekil 19°da kontrol bitkilerine ait gruplama agaci sunulmustur.

Birgok hiicre dongiisii geninin ekspresyonunun meristemde yiiksek oldugu, uzama
bélgesinde azaldifi ve olgun kisimda nerdeyse kayboldugu goriildi. cdkb’ler (cdkbl,
cdkb2) ve diger cdk’lar (cdka, cdkc, cdkd, cdke) meristem ve uzama bolgesinde
ekpreslendiler, fakat olgunluk sathasinda ise kaybolduklan tespit edildi (Sekil 19).
siklin’lerin birgogunun ekspresyonu, meristemde yiksek oldugu, uzama bélgesinde ve
olgun kisimda neredeyse kaybolduklan bulundu (Sekil 19). Ug bolgede de cych3
ekspreslendi fakat seviyesi diistik seyrettigi goriildi. cycd ve cych uzama bolgesinde
ekpreslendi fakat cych geninin ekspresyon seviyesi diigiiktii. 76 genlerinin ekpresyonu
meristem bolgesinde yiiksekti fakat bazi rb genlerinin, uzama ve olgunluk sathalarinda da



Sekil 19. Kontrol bitkilerinin yapraklarinda, hiicre dongiisii genlerinin
transkript seviyesi (Renk gradienti, genlerin dogrulanmis esik
degerlerine gore kirmizidan yesile dogru degismektedir. Kirmizi
renk, genin ekspresyon yiksek, yesil ise diisiik oldugunu
gosterir. Ug bitkiye ait ekspresyon degerlerinin ortalamas
alinmigtir. Hierarchical Clustering uygulanmustir).
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ekpreslendigi bulundu. cks’ler, del’ler, krp’ler ve wee’ler gibi hiicre dongiisii
inhibitorleride meristemde ekpreslendi fakat o6zellikle krp’ler uzama bolgesinde de
ekpreslendi. Farkli olarak, del3’{in seviyesinde, meristemde diisiis, uzama bolgesinde artig
ve olgun bdlgede yavagga tekrar bir azalis gézlendi.

Bu deneyde macl, ubi ve atpase genleri referans olarak kullamldi. Bu genlerin
ekpresyon seviyelerinin, biitiin gelisim evrelerinde sabit olmasi gerckmesine ragmen,
meristemde diigiik olarak kaldig: goriildii.

Yine, bu deneyde, gelisimle ilgili rubp (rubisko) geni, gelisim evrelerini
gozlemlemek icin kullanildi. rubp, olgun evrede daha fazla olarak saptandi. Bu gen
fotosentezde gorevli bir gendir. Dolayisiyla, olgun yapragin fotosentez oranimin daha
yiiksek olmast rubp’nin yiiksek miktariyla alakali oldugu goriildi. Clinkii olgun yaprak
daha fazla klorofile sahiptir ve bu da bitkinin daha etkili bir fotosentez yaptiginmn delilini
ortaya koyar.

Deneyde kullanilan diger bir gen ise, sogukla uyarilan rp6-I genidir. Bu gen bitkiler
{izerinde diisiik sicakhigin etkisini transkript seviyede gézlemlemek igim kullanilmugtir.
Deneyler sonucunda, rp6-/ geninin ekspresyon seviyesinin, kontrol bitkilerinde, uzama

bolgesinde, diisiik sicakliga maruz kalmus bitkilere gére daha fazla oldugu goriildi.

3.6.1. Meristem, Uzama ve Olgunluk Bdlgelerinde, rubp, rp6-1 ve Referans
Genlerinin Transkript Seviyelerinin Karsilastiriimasi

Q-RT-PCR yonteminin giivenilirligini test etmek igin, deneyler sirasinda Sekil 20°de
gelisim evrelerinde, kontrol ve stres sartlarinda ifadelerinin nasil degistigi goriilen atpase,
macl ve ubi genleri referans olarak kullanitmigtir. Bu genlerin transkript seviyelerinde bir
degisim olmamasi gerekmesine ragmen, gelisim siirecinde degisim goriildii ve diigiik
sicakliktan etkilendikleri kaydedildi. afpase geninin transkript seviyesinde gelisim
evrelerinde ve 6zellikle meristemde azalig tespit edildi. macl geninde ise, meristemde
azalig, uzama ve olgunluk bolgelerinde artis gériildil. #bi geninin ise diisiik sicakliktan en
fazla olgunlukta etkilendigi gézlendi.

rp6-1 geninin transkript seviyesinde, meristemde ve uzama bolgesinde azalis,
olgunlukta ise artis tespit edildi.
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rubp geninin, stresten ¢ok fazla etkilenmedigi goriildli. rubp geninin transkript
seviyesinin, meristemde azaldidi, uzamada artif1 ve tekrar olgunluk safthasinda azaldig:

kaydedildi.

ATPASE A CH R PE-1 RUBP UBl

-ACT

{ IO Y

o & & b N
i

L

Referans genleri, RUBET ve RP6-1

Sekil 20. rubp (gelisimle ilgili gen), rp6-I (sogukla uyarlan gen) ve referans
genlerinin (atpase, macl, wubi) transkript seviyelerinin, gelisim
evrelerinde ve stres altinda degisimi (X ekseni genleri ve Y ekseni de -A
Ct degerlerini gosterir).

3.6.2. Meristemde, Hiicre dongiisii Genlerinin Transkript Seviyesinde Meydana
Gelen Degisim

Meristemde cks, del, krp gibi hiicre dongiisti inhibitorlerinin transkript seviyeleri,
diistik sicaklik uygulamasiyla artig gosterdi. Diigiik sicaklik uygulanmis misir fidelerinde
cdk’larin ve siklin’lerin seviyelerinde azahs gozlendi. Ozellikle, uygulamadan en fazla
cyca4 ve cych3 genlerinin olumsuz etkilendigi goriildi. Bazi rb ve wee genlerinin

transkript seviyesinin degismedigi goriildii (Sekil 21).
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Sekil 21. Meristemde, hiicre dongiisti genlerinin transkript seviyelerinde meydana
gelen degisim. (X ekseni -A Ct [-( kontrol bitkilerinin Ct degerleri — stres
bitkilerinin Ct degerleri)]degerlerini gostermektedir. Y ekseni genlerin
isimlerini gostermektedir. 0’in altindaki degerler diigtik, 0’mn Gstiindeki

degerler yiksek ifade seviyesini gostermektedir. Deneyler ii¢ bitki
tizerinde tekrarlanmigtir).

3.6.3. Uzama Bdilgesinde, Hiicre dongiisii Genlerinin Transkript Seviyesinde
Meydana Gelen Degisim

Uzama boélgesinde, cdkbl, cycal, cyca4, cych3, cksl, rbd genleri diistik sicakliktan
en fazla etkilenen genler oldugu ve transkript seviyelerinin diistiigti gézlendi. del genleri
gibi bazi CDK inhibitérlerinin transkript seviyesi stres altinda artarken, diger inhibitdr
genlerinde azalis kaydedildi. Baz1 eb ve e2f/dp genlerinin seviyesi ise stres sartlarinda artig
gosterdigi bulundu (Sekil 22).
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Sekil 22. Uzama bolgesinde, hiicre donglisi genlerinin transkript seviyelerinde meydana
gelen degisim (X ekseni -A Ct [-( kontrol bitkilerinin Ct degerleri — stres
bitkilerinin Ct degerleri)]degerlerini g6stermektedir. Y ekseni genlerin
isimlerini gostermektedir. 0’1n altindaki degerler diistik, 0’1n tistiindeki degerler

yliksek ekpresyon seviyesini gostermektedir. Deneyler ii¢ bitki tzerinde
tekrarlanmugtir).

3.6.4. Olgunluk Bélgesinde, Hiicre dongiisii Genlerinin Transkript Seviyesinde
Meydana Gelen Degisim

Olgunluk bolgesinde, stresten en fazla cych2, weel, cycq3 ve cyca4 genlerinin
olumsuz etkilendigi tespit edildi. krp, cyca2, cychS, cycbl del ve cks genlerinin transkript
seviyelerinde, bu bolgede artig kaydedildi. Ozellikle, e2f/dpl, cychl, bazi rb ve cych5
genlerinin transkript seviyelerinin arttig1 gériildii (Sekil 23).



41

L)
-

DO AmOQOmo

B R el S Nt 1, o) T 255 2T )

P CORY - B T S = i B 2 ) e = G GI0Y 2 € 5 Jolad 2 b2

o N oy R 03]
<BPUT<<<E

m
plet
-

Lo
RORRE

MO0 ik o

pht
—
=2

=
-
=

B

Ana hiicre déngiisi genleri
o

Qo
L{IDIIE LR

mom

[y

3
<

be uBFPOE o AN v

a

>
)

B2

[p. wlgle]
R et
oOmoORCo

o OIS Xt
> RICHRI AT N

Ly

12 40 B 6 4 2 0 2 4 6 B 10 12
| -ACT

Sekil 23. Olgunluk bolgesinde, hiicre déngiisii genlerinin transkript seviyesinde meydana
gelen degisim (X ekseni -A Ct [-( kontrol bitkilerinin Ct degerleri — stres
bitkilerinin Ct degerleri)]degerlerini g6stermektedir. Y ekseni genlerin
isimlerini gostermektedir. 0’1n altindaki degerler diisiik, 0’1n tistindeki degerler
yiiksek ekspresyon seviyesini gostermektedir. Deneyler ii¢ bitki iizerinde
tekrarlanmigtir).



4. TARTISMA

Bitkiler, sesil yasayan canlilar olduklarindan, biiylimeleri bulunduklari g¢evre
sartlarina sikica baglidir. Bilindigi gibi, bitkilerin yasayisina uygun olmayan ¢evre
sartlarinda, hiicrelerin boliinmesi ve hiicre déngiistintin diizenlenmesi etkilenir ve bitki bu
sartlara cevap olarak biiylimesini durdurur (Burssens vd., 2000). Bu calismada, hiicre
dongiisti ve musir yapraklarinin diisiik aksam sicakligina kargi biiylime cevab: aragtirildi.
Gergekte, bu deney diizenefinde musir fidelerine uygulanan diigiik sicaklik muamelesi,
bitkilerde siirekli strese sebep olmadi. Burada amag, normal fizyolojik sicaklifi soguk
stresinden ayirmaktir. Bu nedenle, geceleyin uygulanan diigiik sicakliim misir fideleri
iizerindeki etkisini g6zlemleyebilmek i¢in, musir yapraklarimin biiylime oran: gilindiiz
vaktinde 6l¢iildii. Calismanin sonucu olarak, yapragin glindiiz biiylimesinin bu sartlar
alunda azaldiln agik¢a goriilmektedir. Burada sadece biiylimenin yavaslatilmasi
amaclanmigtir. Bitkileri tam anlamiyla strese sokmak degildi. Bu sebeple, bu uygulama,
oldukga hafif bir stres oldugundan hiicre 6liimlerine sebep olmamigtir. Bu diizenek, sadece
hiicre boliinmesini yavaslatip durdurmadig: igin, hiicre dinamigini gézlemlemek i¢in gok
kullamshdir. Ozellikle, bu diizenek geceleyin uygulanan soguk muamelesinin ardindan,
giindiiz periyodu stiresince musir fidesinin kendisini g¢evre sartlarina uyum saglama
(aklimasyon)’sina izin verir. Ayrica, misir yapraginda biiylime bolgesi (meristem, uzama
ve olgunluk bélgesi), yaprak ekseni boyunca yer aldig1 igin, hiicre kinetiginin 6l¢tilmesi
icin musir bitkisi iyi bir modeldir. Cilinkii tek bir musir yapraginda biitlin biiylime
parametreleri belirlenebilir ve yaprak biiylimesi esnasinda biitiin gelisim evrelerini aym
yaprak iizerinde gormek miimkiindiir.

Diisiik sicaklikta biiyiitillen bir musir bitkisinde, ¢evresine ilk cevapta, bitkinin ilk
olarak yaprak uzama oramm diigiirdigt gorildi (YUO, -(%21) mm/s azaltilmigtir).
YUO’nin azaltilmasimin sonucu olarak biiyiime de azaltildi. Biiyiimenin azaltilmasina ne
sebep olmustur? Bu soruya cevap verebilmek igin, ¢aligmalar hiicresel ve molekiiler
seviyede aragtirmalara yOnelmistir. Hiicresel gozlemlerin sonucunda, stres altinda,
meristem hiicrelerinin biiyiikliigiiniin 6nemli derecede azalmasina ragmen, meristem ve
olgun hiicre biiyiikliigiiniin, kontrol ve stres sartlarinda yetistirilen musir fidelerinde aym
oldugu bulundu. Kinematik analizlerin sonucunda, bu sorunun cevab: aydinlatilmis oldu.

Hiicre iretiminin (birim zamanda hiicre bagina tiretilen hiicre sayisi), stres altinda %22
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oraninda azaltildigi bulundu. YUO ve hiicre iiretimi kargilagtirildiginda, her ikisinde de
meydana gelen azalisin aym olmas: (sirasiyla %21 ve %22), YUO’da meydana gelen
azaligin geciktirilmis hiicre béliinmesinden kaynaklandig1 goriilmektedir. Ikinci soru ise,
hiicre iiretiminde meydana gelen azalisa neyin sebep oldugudur. Yine kinematik analizlerin
sonucunda bu sorunun cevabi bulunmugtur. Sonug olarak, hiicre tiretiminde meydana gelen
azaligin, hiicre donglisii siiresinin stresle, %65 oraninda azalmasindan kaynaklandig:
bulunmustur.

Yine, YUO ile hiicre boliinme oram1 (HBO) arasinda da bir iligki vardir (Granier ve
Tardieu , 1998). Kinematik analizler 1s131nda, YUO’nun HBO’dan yiiksek oldugu bulundu.
Bu durumda, hiicre alan1 zamanla artar. Diger bir ifadeyle, hiire boliinmesi geciktirildigi
i¢in, hiicreler uzama bolgesinde daha fazla zaman gegirecekler. Dolayistyla meristemde
béliinmelerin azalmasiyla, béliinerek olusturulan hiicre sayisi azalir ve yukar1 dogru hiicre
hareketi daha seyrek goriilir. Bu sayede, uzama bolgesindeki hiicreler hacimlerini
artirmaya firsat bulacaklardir. Analizler sonucu, HBO’da, aym1 zamanda YUO’nunda
azalmasina sebep olan %38 oraninda bir azalig vardir.

Son yillarda yapilan ¢aligmalarda, genetik deliller, bitkilerin yaprak morfogenezisinin
Kompensator Sistem’le kontrol edildigini gostermistir (Tsukaya, 2001). Bu sistemin, artan
hiicre hacmine kargi, hiicre sayisim diigiirerek organin normal biiytikltigiinii korumaya
caligti1 ileri siiriildii. Bitkilerde bu sistemle ilgili yapilan ¢aligmalarin 6zeti Tablo 5°de
sunulmugtur. Bu calisma sirasinda sorulan bir diger soruda, misir bitkisi yapraklarinda da
bu sistemin ¢aligip ¢alismamasiydi. Deneyler sonucunda, karanlik periyodunda uygulanan
diisiik sicakhigin, yapragin son boyunu azalttifi bulundu. Bu sonug, bilytime bolgesindeki
hiicrelerin gozlenmesiyle ortaya atildi. Kontrol ve stres sartlarmin her ikisinde de
yetigtirilen fidelerin meristem ve olgun hiicre biiytikltikleri aymiydi. Bu durumda, yaprak
boyunda meydana gelen kisalma, hiicre dngiisii zamaninin uzamasi sonucu daha az hiicre
tiretilmesinden kaynaklanir. Kinematik Analizler uygulandifinda, bu azalisin daha az
sayida hiicrenin {iretilmesinden kaynaklandig: ispatlandi. Bu durumda, misir yapraklarinda
Komponsatdr Sistem’in olmadigi anlagildi. Sonug olarak, diisiik gece sicaklifmin etkisi
olarak, yapragin olgun kismma dogru daha az hiicre akisi olmustur. Fakat, meristem
boyunun 6lgiildiigiinde, meristemdeki hiicrelerin boyunun kisalmasina ragmen, buradaki
hiicrelerin sayisinda artig gozlenmesi burada konpansetr sistemin varligini gosterir. Sonug
olarak musir yapraginin son boyunun kompensatr sistemle telafi edilmemesine ragmen,

meristem uzunlugunda bu sistem gorev almaktadir.
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Tablo 5. Yapraklarda gérev yapan Kompensator Sistem’i gosteren bazi deliller (Tsukaya,
2001).

Muhtemel sebep ve sonug Bu sebep ve sonug iligkisini destekleyen 6rnekler

Hiicre hacminin artmas1 - hiicre sayisinda azalma : ABPI’in asir1 ekspreslenmesi (Jones
vd., 1998)
Hiicre hacminin azalmas: -> hiicre sayisinda artma  : rapor edilmedi
-> hiicre sayisinda etki yok : axr2 (Timpte vd., 1992; an, rot3 (Tsuge
vd., 1996);
: AtEXP1( antisense (Cho ve Consgrve,
2000);
: AtHB13’tin asir1 ekspreslenmesi
(Hamson vd., 2001)
Hiicre sayisinin artmas1 > hiicre hacminde azalma : CdcD2’nin agir1 ekspreslenmesi
(Cockcroft vd., 2000)
-> hiicre hacmine etkisi yok : ANT"nin asir1 ekspreslenmesi
(Mizukami ve Fischer, 2000)
Hiicre sayisinin azalmasi > hiicre hacminde artma  : Cdc2 'nin asir1 ekspreslenmesi
(Hemerly vd., 1995);
: ant (Mizukami ve Fischer, 2000);
: ICK1 overexpressor (Wang et al, 2000);
: gpal (Ullah et al., 2001)

Sorulan bir diger soruda, musir yapraklarinda, diisik gece sicaklifinin
endoduplikasyona sebep olup olmadig: idi. Bu amagla, Flow Sitometri yontemiyle
hiicrelerin sahip oldugu DNA miktarlar1 belirlenmeye c¢alisildi. Endoduplikasyon, hiicrede,
DNA’nin miktar1 birkag kere ikiye katlandigi halde, mitoz béliinmenin gergeklesmedigi
zaman meydana gelir. Endoduplikasyon, misir endosperminde sik¢a goriilen bir durumdur
(Grafi vd., 1996). Bitkilerde 6zellikle yaslanan dokularin 6zelligi olarak endoduplikasyon
gerceklesir. Yine, endoduplikasyon birgok bitki ve hayvan tlirlerinde goriilmektedir. Bu
iglev, hiicre dongiisiinde gorevli bazi diizenleyicilerin proteolizisiyle gerceklesir. Yine,
DEL’ler, KRP’ler ve WEE1 gibi CDK inhibitorlerinin endoduplikasyona sebep oldugu
gisterildi. Gen ekspresyon analizleri sirasinda, CDK inhibitorlerinin miktarinda bir artigin
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goriilmesi, acaba meydana gelen bu artigin misir yapraklarinda endoduplikasyonu
tetikleyebilir mi sorusunu sormaya zorladi. Fakat musir yapraklarinda meydana gelen
endoduplikasyon seviyesi 6nemli derecelere ulagmamigtir. Analizlerle 4C’de ve 8C’de
miktarinda artiy saptandi fakat bu artiy Arabidopsis’de goriildigii kadar degildi (De
Veylder vd., 2001). Fakat CDK inhibitorlerinin, gérevlerin ve gen ekspresyon seviyesinin
neden yiiksek oldugu sorusu hala yanit bulmamustir.

HBO’ninda meydana gelen azaliga neyin sebep oldugunu (ikinci cevap olarak)
molekiiler seviyede hiicre dongiisii aktivitelerini aragtirarak bulunabilir. Hiicre dongiistiniin
transkripsiyon seviyesinde diizenlenerek kontrol edildigi kabul edilir (Beemster vd., 2005).
Bu yiizden, ana hiicre dongiisii genlerinin analiz edilmesiyle, bitkinin ¢evresel faktorlere
kars1 biiylime cevab1 aydinlanacaktir. Burada, bu genlerin gelisim evrelerinde nasil bir
gorev tistlendiginin bilinmesi ¢ok énemlidir. Bu yolla, hangi genin hangi olaydan sorumlu
oldugu ve bu genin ifadesinde meydana gelen degisimlerin nelere sebep olabilecedi tahmin
edilebilir. Yapilan arastirmalar sonucunda, organ biiylimesi sirasinda bazi genlerin
ifadelerinin seviyesinin ¢ok benzer oldugu goriildii. Bu yiizden ana hiicre déngiisti genleri
islev esnasindaki davraniglarina gére su sekilde gruplanir;

Konstitlitif ekspreslenen genler: Bu gruptaki genlerin gelisimin her safhasinda
ekspreslendigi bulundu. cdka, cdkc, cdkd, cdke, weel, dell, cycdl, ccyb3, e2f ler, dp’ler ve
rb’ler bu grupta yer alir.

Cogalmaya Ozgii genler: Bu gruptaki genlerin ekpresyonunun hiicre béliinmeleri
sirasinda artiklart tespit edildi. del2, krpl, cksl, cks2, rbc, rbd, CDK’lerin aktivitesini
belirleyen ¢ogu A- ve B- tip siklin’ler ve agag1 bélge transkripsiyon faktorleri bu grupta yer
alir.

Geligim sirasinda artan genler: Bu genler bitkinin gelisimi sirasinda ekspreslendigi
bulundu. Bunlar; e2f1, dpl ve del3, krp2 ve krp3 gibi CDK inhibitorleri.

Bu genlerin hiicre déngiisiinde gérevlerini biraz daha yakindan inceleyelim. Hiicre
dongiisti, CDK genlerine siklin’lerin baglanmasiyla aktif hale gelen Ttranskripsiyonel
Kontrol Yolu’yla kontrol edilir. Bu yolda en 6nemli diizenleyici protein, insanda timor
baskilayici olarak bilinen Retinoblastoma proteinidir. #b’ler, hiicre dongiistiniin G; fazina
dogru ilerleyigin ve hiicresel farklilagmanin diizenlenmesinin her ikisinde de anahtar role
sahiptir. RB proteinlerinin, transkripsiyon faktorleri olan E2F’ler ile etkilesimi, bu
transkripsiyonel kontrol yolunu inhibe eder. RB proteinleri, D tipi siklin’ler ile fosforile
edildigi zaman, RB’ler E2F’de ayrilir ve hiicre dongiisii ilerler. Goriildugti gibi, RB’ler
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fosforillenme ile fonksiyonel olarak inaktif olurlar. RB’lerin endoduplikasyonda da
gorevli olduklar1 bulundu. Bunu hiicre ddngiistinii durdurarak, hiicrenin farklilagmasini
saglayarak yaparlar (Grafi vd., 1996). B tipi siklin’ler ise, hiicre g¢oZalmasinin
gozlemlenebilmesi igin Go/M fazina 6zgii iyi bir isarettirler. B- ve D- tip siklin’lerin asir1
ifadeleri, bitki bliylime oranimi artirabilir. krp’ler gibi bazi CDK inhibitérlerin agir1
ifadeleri, Arabidopsis yapraklarinda, kinaz aktivitesinin ve hiicre boliinme oraninin her
ikisinde de azalmaya yol agmugtir (De Veylder vd., 2001). weel geninde de CDK’leri
fosforilleyerek inhibe etme 6zelligi vardir ve bu ylizden endoduplikasyona sebep olur (Sun
vd.,1999).

Yiiksek ozmolarite, kalsiyum ve UV radyasyonu gibi bazi hiicre dis1 uyarici etkenler,
fosforilasyon olaylarini diizenleyerek hiicre boltinmelerini etkilerler (Sun vd., 1999). Bu
ytizden, hiicre dongiistinde gorevli genlerin ifadesinin, diisiik gece sicakligi uygulamasinda
nasil diizenlendigi aragtinlmalidir. Gen ekpresyonu seviyesinde ki degisikliklere gore,
biiylime degisimlerinden sorumlu genler belirlenebilir. Eger genlerin ifadeleri incelenecek
olursa, bliylime kisminda meydana gelen hiicre dongiisii ilerleyisinde ¢ok 6nemli rolleri
olan cyca4, cych3, cycb4, CecychS, cycd3, cdkbl ve cdkal genlerinin ifadelerinde 6nemli
derecede bir azalis oldugu agiktir. Ayrica, stres sartlar altinda, del’ler, krp’ler ve CKS gibi
bazi CDK inhibittrlerinin ifadesinde bir artig olmugtur. Bu yiizden, bu genlerin bilyiimede
azalma meydana getirdigi ileri stiriildii. Stresli bitkilerin olgunluk safhasinda, hiicre
dongiisii genlerinin ¢ogunun ifadesi artmigtir. Fakat ayn1 zamanda CDK inhibitorlerinin de
ifadesi arttigindan, olgun kisimda hticre boliinmeleri goriilmez.

Biitin bu bulgulara gore, misir yapraklarimin diigiik gece sicakligina en duyarl
kisminin biiytime bolgesi oldugu ortaya konmustur. Bu nedenle, bilyiime bolgesinde hiicre
boliinmelerinin  olmasi, biiylimede meydana gelen azaligin, hiicre dongiisii

diizenlenmesinde meydana gelen bir degisimden kaynaklandig1 sonucuna varilir.



5. SONUCLAR

Misir fidelerinin biiylimesinde meydana gelen azalig, fidelere uygulanan diisiik
sicaklik etkisiyle hiicre dongiisii zamaninin uzamasindan ve dolayisiyla hiicre firetimindeki
azalmadan kaynaklandifi bulunmustur. Ayrica, hiicre tiretiminde meydana gelen azalig
yapragm son boyunda da azaliga sebep olmugtur.

Yapilan caligmalar sonucunda yaprak uzama oranimn meristem bdlgesinin
sicakliiyla ¢ok yakindan iligkili oldugu ortaya konmustur. Sonug olarak, daha hizli uzayan
bitkilerde hiicrelerin béliinme oraninin da daha hizli oldugu goriilmiistiir. Hiicrenin yer
degistirmesi, sicaklifa bagl olarak degisiklik gosteren hiicre boyu ve béliinen hiicre sayisi
tarafindan belirlenir. Bu hareket, béliinme sonucu iiretilen hiicrelerin bu hiicreyi yukarn
dogru itmesiyle meydana gelmistir. Hiicrenin yer degistirmesinin daha hizli olmas: ise
bitkinin daha hizli biiylimesini saglamigtir. Burada hiicrelerin yer degistirmesi olaymn
hiicreden hiicreye haberlesmeyle saglanmadig: gosterilmistir. Hiicre yer degistirmesi, hiicre
béliinmesinin zamanina ve konumuna bagli olarak meydana geldigi kaydedilmistir. Bu
durum, yaprak uzama orani (YUO) ve hiicre boliinme oram1 (HBO) arasindaki iligkinin
varligim gostermistir. Hiicre biiylikliigiiniin béliinme ve uzama islemleriyle koordine
edildigi bulunmustur. Hiicre bilyiikliigliniin belirlenmesinde direkt olarak bir genetik
kontrol olduguna dair herhangi bir delil kaydedilmemistir.

Misir fidelerine karanlik periyodunda diigiik sicaklik uygulamasinda, ana hiicre
dongiisti genlerinin transkript ekspresyonlari ¢ok fazla etkilenmistir. Bu durum biiyiimede
meydana gelen azalisin baglica sebeplerinden biri olarak tespit edilmistir. cdk ve siklin
genlerinden birgogunun ifadesi baskilanirken, krp ve del gibi CDK inhibitér genlerinin
ekspresyonunda artis oldugu belirlenmistir.



6. ONERILER

Elde edilen bulgular 1s1§inda sicaklik degisimlerine ¢ok duyarli oldugunu
gordiigtimiiz Zea mays cv. B73 bitkisinin yaprak gelisimi ve biiylimesinde molekiiler ve
hiicresel degigimlerin arastirilacagt c¢aligmalarda kullamlabilir. Ayrica, lineer biiyiime
gosteren ve monokot olan bu tiir, hiicrelerin biiytime bolgesindeki yerlesimleri g6z 6niine
alindiginda hiicre hareketlerinin izlenmesinde kullanilabilir.

Hiicre dongiisti genlerinin ifade analizleri sonucunda, diisiik sicaklik uygulamasiyla
bazi cdk genlerinin ekspresyonunun azaldigi ve buna karsi bazi CDK inhibitdr genlerinin
ise ekspresyonunun arttifi bulunmustur. Bu sonuca belli zamandaki belli bir miktar
transkripte bakilarak varilmigtir. Ancak, genin protein seviyesinde analizleri yapilmadig:
i¢in fonksiyonu konusunda kesin yargiya varmak dogru degildir. Bu yiizden bu genlerin
tam olarak ekspresyon analizlerine bakilmalidir.

Ilerideki galigmalarda transkript analizlerinin yapildigi bu genlerin tanimlanmas: ve
tam dizelerinin belirlenmesiyle, genetik diizenlenmeler sonucu stres sartlarina daha

dayanikli bitkiler tasarlanabilir.
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8. EKLER

Ek Tablo 1. Hiicre dongiisii genlerinin dizi tanimlar

No Genlerin dizi tanimi
1 gi{168510|gb|M60526.1|MZEKINAA Z.mays protein cdc2 kinase mRNA, complete cds
2 TC237599 TC261503
3 TC221118 TC249974
4 TC239691 TC273679
5 TC221495 TC259924
6 TC239285 TC273258
7 TC218507 TC248058
gi]1399509|gb|U50064.1]ZMU50064 Zea mays type A-like cyclin (CYCZM2W) mRNA,
8 complete cds
9 gi|516549|gb]U10077.1]ZMU10077 Zea mays B73 cyclin lIZm mRNA, partial cds
10 TC226007 TC263835
11 TC258803
0i|31363480|gb|CD447837.1]CD447837 EL0O1N0201F01.b Endosperm_1 Zea mays cDNA,
12 mRNA sequence
13 gil516551|gb/U10078.1]ZMU10078 Zea mays B73 cyclin IbZm mRNA, complete cds
14 gi|516553|gbjU10079.1]ZMU10079 Zea mays B73 cyclin laZm mRNA, partial cds
gi|1545870]gb|U66607.1|ZMUG6607 Zea mays cyclin type B-like partially processed
15 transcript, complete cds
16 0i[1545872|gbjU66608.1]ZMUG6608 Zea mays cyclin type B-like mMRNA, complete cds
17 gi|516547|gb|U10076.1]ZMU10076 Zea mays B73 cyclin llZm mRNA, complete cds
18 TC273722
19 TC238420 TC251565




33

Ek Tablo 1’in devami

gi|19070610|gb]AF351189.1| Zea mays cultivar Mo17 D-type cyclin (cycD2) mRNA,

20 complete cds
21 gi|19070614|gb|AF351191.1| Zea mays cultivar Hi-ll D-type cyclin (cycD4) mRNA,
complete cds
gi|19070612|gb]AF351190.1] Zea mays cultivar Mo17 D-type cyclin (cycD1) mRNA,
22 complete cds
23 TC238530 TC259929
24 TC225518 TC263698
gi|5821716|gb]AF123594.1|AF 123594 Zea mays Wee1-like protein (Wee1) mRNA,
25 partial cds
26 TC247915
27 TC239658 TC252217
28 TC223035 TC261980
29 TC241144 TC253291
30 Q6QP49
31 TC239844 TC272920
32 TC241850 TC272921
gi|9733131|gb|BE511883.1|BE511883 946064A10.y1 946 - tassel primordium prepared
33 by Schmidt lab Zea mays cDNA, mRNA sequence
34 TC226371 TC253601
35 TC239731 TC252549
36 TC239258 TC262945
gij2352794|gb|AF007793.1|AF007793 Zea mays retinoblastoma-related protein 1
37 (RRB1) mRNA, complete cds
gi|9716501|gb]AF250050.1| Zea mays retinoblastoma related protein RBR1 (rbr1)
38 MRNA, complete cds
39 gi|1617473]emb]X98923.1|ZMRB1 Z.mays mRNA for Rb1 protein
gi|18426917)gb]U52099.2|ZMU52099 Zea mays retinoblastoma-like protein (ZmRB)
40 mRNA, partial cds
0i|24561940|embjAJ279062.1]ZMA279062 Zea mays rbr2 gene for retinoblastoma-
41 related protein, exons 1-16
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Ek Tablo 1’in devami

43

gi|2352796|gb|AF007794.1]AF007794 Zea mays retinoblastoma-related protein 2a
(RRB2a) mRNA, partial cds

TC232400 TC273465

45

TC230009 TC276336

46

TC239013 TC252199

Ek Tablo 2. Hiicre donglisii genleri primerlerinin dizi siralari

No | Gen ileri primer geri Primer

1 CDKA(1) | GCGGGCGAGGAGCAGAC AGTGGCGAGGAAGCGGAAG

2 CDKA(2) | AAGAACCACCGCATAGTCAAATCC | AGCCCTCGCCAGTCCAAAG

3 CDKB(1) | CACAACACAACACTCCACTCCTC CCGCTCGCTCTCGTCTACC

4 CDKB(2) | CTGAAGCGACCCGAGTAGTAGG CTCCCTGCCTTATCCATCACAAC
5 CDKC(1) | AGCAACAGAGGCAGGCAGAG GCAAGCGAGAATGTGGTGGAG

6 CDKD(1) | CCGTCGCCTCCGCCTAC AAGCACCTCCGCCTCAACC

7 CDKE(1) | GCCTTCAACGCTGCCTCAC TCCGCCTTCCTTCTCAACTGG

8 CYCA(1) | TCCCGCCGCTCCTCCTC GTCCCGCCGCCTTGGTAG

9 CYCA(2) | GGCTCGTGGAAGTTGCTGAAG CCGTTTGCGTCTGATTTCGTTG
10 | CYCA

11 | CYCA3) | CGCTTCCTCTCCGTCAATGC TTGGTGTAGGTGTTGTCTGTGATG
12 | CYCA(4) | GCCTCCGACATCTACACCTACC CACCCGCCGCACCAAATC

13 | CYCB(1) | GATGGACTACGGTATGGTGATGAC | CAGTGTGGTGCTTCAAGGTCTC
14 | CYCB(2) | AGCAGGACGCAGTTGGAGAG GAGCCGAGAGCACAGAAGAAAG
156 | CYCB(3) | GGATGATGCGTGTAACCGTAACC CAACGAGCCTCAACCTGACAAC
16 | CYCB(4) | CGGGTTCGCTCCACGTTTAC CGCCGCCGTTCATCTGTTC

17 | CYCB(5) | TGAGATGGAGAGGAGGATAGTGAAC | CTGATTGTGCTGCCTTTAGAAACC
18 | CYCB

19 | CYCB(6) | CAGTAGTCCAGTCCTCCTCCTTC ATAATAACAAGCAGCAACGGTAACG
20 | CYCD(1) | CAAGTAGGTGGCGTGGCAAG CCGAGAATAGCAGCGTTGTCC

21 | CYCD(2) | GGTCTGGTGGAGCGGGAAC CTGTGGTGCGTGTAAGCCTTC

22 | CYCD(3) | GCGTCCTCGGGCGTCTC GTCTCCTCTTGTTGCGGTTGTC
23 | CYCD

24 | CYCH(1) | CCCGCCGCCGCTGAATC GCCGCCCACCTCTCCATC

25 | WEE(1) TGGTAATGGTCTTTCACGCTATCG TCTTTCACTGCTTGCCTCCTTTC
26 | CKS(1) GGTGTGATCTGGTTAGTAGCACTG | AATCACCATGACCATACTGACCATC
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Ek Tablo 2’nin devami

27 [ CKS(2) AAATGTTCCTCTGTCTGTCGTGTC | GTGAAATCCCCAAGCCAACTACC

8 | DEL(1) CAGCCGCAAGCAGAAGTCG TCGTCCAGCCCAATCACCTC

29 | DEL(2) CCACGAGGAGACCAATATGAGAAC | GCCCTACCCAACCAACGAAAC

30 | DEL(3) GAGGAGGACGGCAGCAAGG GAGGAGGGAGCACGGGATTC

31 | E2F/DP(1) | CCACCGTCCAGCCGCAG CGTCGTCGCCGTTGATGTC

32 | E2F/DP(2) | GTTCACTGGCGTTGTCGTCTG GTTACACCCGTCGTTCTACCAATC

33 | E2F/DP(3) | GAAGCGTCGGCGGCAATG GTAGTCCGTCCTTTGGTCTCAAC

34 | KRP(1) CTGTTGCTGCGTGCGACTG CCGAGGCGTTGGTGGTAGG

35 | KRP(2) GAGGGAGCGGAGGTGAGTTC AGGCAGGTTTGAATGGGTGAAG

36 | KRP(3) AGCAGCAGACGCAGTGGG ACGCCTCAGCCTCCTTAGTTG

37 | Rb(A3)

38 | Rb(A4)

39 | Rb(A1)

40 | Rb(A2)

41 | Rb(B1) CCAGCAGAAGCAATCGGAGAG AGAGGAAGGTGTGTAGCATCATTAC

42 | Rb(B2)

43 | Rb(B3) CAAATGGAGAAGGGCGATATATAGG | GCTGTGAAATGAAATGATGAACCTC

44 | Rb

45 | Rb(C) AGGACAGTTTACTTGGTAGTGGAAG | CGTGGAGGAGACATTGGATTTGG

46 | Rb(D) GTAACGGGAAAACAGGAGAAGACC | GGACTTGACGGCAGGAATGAATAC
RbA1-2-3-4 | TGTCAAGGCAGAATGTTCGTATCG | GTGGCTTTGCTTGGGTGGAG
RbA1-34 | GGCATCTCCCACAAAGACAATAAAG | CACCTCACGAAGCCACTTAGC
RbA1-3 ACGGTAGTGATGGCAGGAGAC AAGGTGGATGCTCTTGGTCAATAC
RbA3-4 GGTAAATCTACTGACGCAGGGAAG | AGGTCCTTGAACAATTCTGGTGATC
RbB1-2 AGGTTAGGTGTTGCTGTAGAATGAG | AGAATTGGTGTGGCCTGGAAAG
RbB1 CCAGCAGAAGCAATCGGAGAG AGAGGAAGGTGTGTAGCATCATTAC

RbB3

CAAATGGAGAAGGGCGATATATAGG

GCTGTGAAATGAAATGATGAACCTC
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