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OZET

Bu doktora ¢aligmasmin amacit misir bitkisinin biiylimesini diizenleyen yeni bir gen
tanimlamaktir. Bitkilerde biiylime, hiicre boliinmesi ve genislemesi mekanizmalarmin
koordinasyonu ile gergeklesir. Misir yapragi, farkli gelisim bolgelerinde gergeklesen bu
islevlerin arastirilmasinda ¢ok kullanisli bir modeldir. Yaprak tabanindan itibaren sirasiyla,
boliinen hiicrelerden olusan meristem, uzayan hiicreleri barindiran uzama ve son olarak en
ucta olgun hiicrelerin yer aldig1 olgunlagsma bdlgeleri yer alir. Calismamizda, muisir
yapragmin bu gelisim evrelerine spesifik genleri belirlemek i¢in mikrodizi analizleri
kullanildi.  Ozellikle, muhtemel biiyiime diizenleyici olabileceklerinden, meristem
bolgesinde ekspresyonlarinda farklilik gdsteren genlere odaklanilmigtir. Bu kiimede
kromatin genlerinin asir1 ifade edildigi goriilmiistiir. Bu sebeple, kromatin mutant musir
hatlarmin yaprak bilyiimeleri incelenmistir. DNA METILTRANSFERAZ103 (DMT103) geni
susturulmus bir RNAI mutantti olan Hat05’in yaprak uzunlugunda ve yaprak uzama
oraninda istatistiksel olarak 6nemli derecede azalis saptanmistir. Bliylimede meydana gelen
bu azaligsin sebebini ayrintili olarak arastirmak iizere yapilan Kinematik analizler sonucu,
mutantlarda yaban tiplere nazaran hiicre tiretiminden ziyade uzama islevlerinde bir aksaklik
meydana geldigi belirlendi. DMT103 geninin ifadesinin gelisime bagli olarak artmasi bu
genin uzama islevindeki muhtemel roliinii desteklemektedir. Bu bulgular, ¢ogu hiicre
dongiisii geninin ekspresyonunun istatistiksel olarak ©Onemli derecede degismedigini
gosteren ekspresyon analizleri ile de dogrulanmistir. Flow sitometri ile hiicre dongiisii
evrelerine diisen DNA miktarlarmin degismedigi ve hiicre dongiisii ilerleyisinin ayni kaldig1
tespit edildi. dmt103 mutantlarinda musir bitkisinin primer kok gelisiminin de etkilendigi
gozlenmistir. DMT103 geninin stres toleransinda rol alip almadigini gozlemlemek igin
Hat05, kurakhiga ve isiime stresine maruz birakilmistir. Sonuglar, DMT103 geninin
kuraklikta rol almadigini ancak {siime toleransinda bir fonksiyonunun oldugunu
gostermistir. Hat05’in mutantlarinda DMT ailesine ait diger iki genin de ekspresyonlarinin
istatistiksel olarak onemli derecede azaldigi saptanmigtir. Tim bu sonuglar, DMT103

geninin biiyiimede roliine isaret etmektedir.

Anahtar Kelimeler: Misir, Bitkilerde Biiyiime, Hiicre Boliinmesi ve Uzamasi, Kinematik
Analizler, Kromatin Genleri, DNA Metilasyonu, Hiicre Dongiisii
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SUMMARY

Identification of the New Growth Regulatory Gene in Maize (Zea mays L.)

The aim of this research is to identify new growth regulatory genes in maize. Plant
growth is the results of cell division and cell expansion and the maize leaf offers a powerful
system to investigate these processes since they take place in distinct developmental zones
along the axis of a single leaf. The basal part of leaf consists of the meristematic zone of
dividing cells, followed by elongation zone in which cells elongate and finally the most
distal part containing mature cells. We used microarray analysis on these leaves to identify
genes specific to each developmental stage. Our main focus is on the genes specifically
upregulated in the meristematic zone since these might represent new growth regulators. In
this cluster, an overrepresentation of chromatin genes is detected. Therefore, mutants from
the Chromatin Database were screened for leaf growth phenotypes. The RNAI line for the
DNA METHYLTRANSFERASE103 (DMT103) showed significantly shorter leaves and
reduced leaf elongation rate. To further unravel this growth effect, we performed a
kinematic analysis showing that cell expansion rather than cell production was affected in
the mutant compared to wild type. This corresponds to the expression profile of the gene,
which is low in the meristem and very high in the mature zone. Those findings were also
correlated by expression analysis of cell cycle genes thus most of the genes’ expression did
not change significantly. Flow cytometry showed the proportion of the DNA amount was
also stayed unchanged meaning. It was also observed that the primary root was affected in
the mutant ones. Line05 was also treated cold and drought to see whether DMT103 have
function to tolerate that kind of stress. It was seen that DMT103 did not play role in drought
but had function in cold stress. Expression analysis was done whether to see the other DMT
family members were affected and it was found that two other members of the family were
significantly down regulated in mutant ones. Nevertheless, our data clearly demonstrate the

feasible role of DMT103 gene for growth regulation.

Key Words: Zea mays, Plant Growth, Cell Division and Elongation, Kinematic Analysis,
Chromatin Genes, Cell Cycle
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1.GENEL BILGILER

1.1. Giris

Bitkiler insan hayatinda vazgegilemez bir yere sahiptir. Pek ¢ok faktoriyel tiriiniin
hammaddesinden soframiza gelen tabaga kadar birgok alanda bitkilerden
yararlanilmaktadir. Bitkiler sahip olduklar1 yapraklar sayesinde adeta giines panelleri gibi
gbrev yapan havayr temizleyici ve besin yapici fabrikalar gibidirler. Yapraklar giines
isinlarmi etkili bir sekilde absorbe ederek ve yine havadan aldiklar1 karbondioksiti
fotosentez mekanizmasi sayesinde sekerlere indirgeyerek 1sik enerjisinin kimyasal enerji
icerisinde depolanmasmi saglarlar. Bu islemler esnasinda soludugumuz oksijen ve
yedigimiz besinler sentezlenmis olur. Gliniimiizde ise Avrupa Birligi, fosil yakitlarin hizla
tilkkenmesi nedeniyle alternatif enerji kaynagi olarak bitkilerden faydalanmay1 6n gérmiis
ve bu baglamda 2010 yilmin enerji ihtiyacinin %12’sini bitkilerden karsilayacak sekilde
stratejiler belirlemistir (Bloem vd., 2010). Bu sebeple, misir basta olmak {izere bir¢ok tahil
bitkisinin biiytime potansiyelleri artirilarak, Avrupa’da yaygimlasan biyodizel iiretimi igin
gerekli biyokiitle kaynagi olarak kullanilabilecegi diisiiniilmektedir. Bunlar gibi
sayilabilecek pek ¢ok faydaya sahip olduklarindan, bilim adamlar1 yiizyillardir bitkileri en
iyi sekilde yetistirebilmek ve onlardan daha fazla iiriin alabilmek i¢in calismalarini
stirdiirmiigslerdir. Giliniimiizde ise, bunun, bitki biiylimesi ve onu diizenleyen genetik,
cevresel ve hormonel faktorlerle iliskisinin aydinlatilmasiyla saglanacagi konusunda
hemfikir olmuslardir.

Giliniimiize kadar biiylimeyi agiklamak {izere bilim adamlar1 tarafindan baslica ii¢
teori ortaya atilmustir. Bunlar sirasiyla, Hiicre, Organizmal ve Yeni Hiicre Teorileridir.
Hiicre teorisine gore, hiicreler yasamin temel iiniteleridir, her canli organizma bir veya
daha fazla hiicreden olusmustur ve biitiin hiicreler daha Once var olan bir hiicreden
meydana gelmistir. Dolayisiyla, hiicre teorisine gore, organin son seklini almasinda
hiicresel bir kontrol s6z konusudur. Ciice mutantlar iizerinde yapilan arastirmalar, mutant
organlarin yaban tiplere nazaran daha az hiicreye sahip oldugunu gosterdi. Hiicre
teorisyenleri, hiicre aktivitelerinde meydana gelen bazi degismelerin bu mutant fenotipin
olugmasina sebep olabilecegini ileri siirmektedirler (Tsukaya, 2002). Aksine, Organizmal

teorisyenlerinin bakis agisina gore ise, hiicre sayisindaki bu degisim hiicresel kontrol



altinda degildir. Ciinkii bitki hiicreleri plasmodesmatalarin varligiyla bir arada
tutulduklarindan onlar bireysel hiicreler olarak diisiiniilemezler. Dolayisiyla, Organizmal
teoriye gore, organin biiylikl[iigli bitkinin kendisi tarafindan belirlenir. Bunu destekleyen bir
caligmada, y radyasyonuna maruz birakilmig arpalarda hiicre sayisinin azalmasina ragmen
yapraklarin normal biiyiikliginii korudugu rapor edilmektedir (Haber, 1962). Yine
Organizmal teoriye ornek olarak verilen bir ¢aligmada, Arabidopsis’in hiicre dongiisiinde
anahtar diizenleyici olan Cdc2a geninde meydana getirilen bir dominant mutasyonun
bitkinin biliylime zamaninda, morfogenezisinde ve histogenezisinde her hangi bir olumsuz
etkiye yol agmadigi gorilmiistir (Hemerly vd., 1995). Bu deneylerden anlasildigi gibi
hiicre boliinmesi morfogenezisle baglantili degildir. Son yillarda, bu iki teori Yeni Hiicre
Teorisi olarak adlandirilan yeni bir yaklasimla birlestirildi. Bu ¢ergevede, morfogenezin
temel birimi olarak hiicreler kabul edilir. Ancak, her hiicre yine hiicrelerden olusan
organlarin morfogenezini yoneten faktorler tarafindan da kontrol edilir (Tsukaya, 2002).

Biiylime, genel anlamiyla bitkilerde geri doniistimii olmayan hacim artis1 olarak
tanimlanmaktadir. Molekiiler seviyede ise biiylime, hiicre boliinmesi ve hiicre genislemesi
gibi genlerle zamana ve konuma bagl olarak kontrol edilen islevler biitiiniidiir. Hiicre
boliinmesi hiicre iiretimi ile organim hiicre sayisinin artirilmasidir. Tam olarak boliinmeyi
neyin tetikledigi anlagilamamis olmasina ragmen bir sekilde hiicre biiyiikliigiiniin buna yol
actig1 diisiiniilmektedir. Biitlin hiicrelerin kesin olarak belirlenmis biiyiikliklerde
boliindiigiinii gosteren deliller de bu fikri desteklemektedir (Beemster vd., 2003). Bir hiicre
belirli bir biiylikliige ulasinca, hacim ve yiizey orani hiicrenin besin gereksinimini ve gaz
alisverigine, smirl1 bir alana sahip ¢ekirdek ise biiyliyen hiicrenin ihtiyaglarini karsilamada
yetersiz kahr. Bu nedenle, hiicre mitozla genetik olarak birbirine es olan iki hiicreye
boliiniir. Bu islev hiicre dongiisii genleri tarafindan yiiriitiilliir (Vandepoele vd., 2002).
Hiicre genislemesi ise hiicrenin boyutlarinin artmasidir. Bu olay ksiloglukan
endotransglukosilaz/hidrolaz ve ekspansin familyasina ait spesifik enzimler tarafindan
yuriitiilen hiicre ¢eperi sentezi ve gevsetilmesi islevleri sonucu gergeklesir. Kortikal
mikrotiibiil (MT)’lerden olusan hiicre duvarinin fiziksel seklinin de hiicre genislemesinde
onemli bir role sahip oldugu saptanmistir (Sanchez-Rodriguez vd., 2010).

Biiylimenin hiicre bdliinmesi ve genislemesi sonucu gerceklestigi goz Oniine
alindiginda, bir bitki organinin son biiyiikligiiniin de bu iki mekanizma ile kontrol edildigi
anlagilmaktadir. Ayrica, bir bitki organmin bilyiikliglinli, sahip oldugu hiicre sayisini

ortalama bir hiicre biiyiikliigiiyle carparak belirlemek miimkiindiir (Horiguchi vd., 2006).



Tiim bu bilgiler dogrultusunda, bitkilerin hiicre liretimi ve genislemesi artig yoniinde tesvik
edilerek daha biiytik bitkiler elde edilecegi agikga goriilmektedir (Ferjani vd., 2007).

Bitki biiyiimesi, bitkilerin kok ve govdelerinde post embriyonik olarak aktivitelerinin
stirdiigii meristem adi veriler bolgelerde gergeklesir. Bu aktiviteler ¢ogunlukla hormonlarin
vasitasiyla gelisime bagli olarak ve g¢evresel sinyallerle diizenlenir (de Jager vd., 2005).
Meristem aktiviteleri sonucu gergeklesen biiylimenin incelenmesi igin monokotil bir bitki
olan misir bitkisinin yapraklari iyi bir sistem olarak karsimiza ¢ikmaktadir (Ben Haj Salah
ve Tardieu, 1995). Misir yapraginda, gelisim evrelerinin gercgeklestigi yerler olan
meristem, uzama ve olgunlagsma bdlgelerinin tek bir yaprak ekseni boyunca ardisik olarak
siralanmast biiylime ve gelisimin incelendigi ¢alismalarda kolaylik saglamaktadir. Bu
yerlesim, hiicre boliinmesinin ve genislemesinin zamana ve konuma baglh olarak
hesaplanmasina imkan saglar (Muller vd., 2001). Bu amaca uygun olarak kinematik
analizler gelistirilmistir. Bu metot, bilinen bir konumda bulunan dokunun hareket hizini
hesaplamak i¢in belirli araliklarla yapilan 6lgtimler gerektirmektedir (Silk vd., 1989). Bu
yontem sayesinde hiicre dongiisii sliresi, boliinme orani, hiicre iiretimi ve biiyiime
bolgesindeki boliinen hiicre sayisi gibi hiicre bolinmesi parametreleri  kolayca
hesaplanabilmektedir. Mikroskobik go6zlemler ile olgun ve meristematik hiicrelerin
uzunlugunun ve meristem biiylkligiiniin Ol¢lilmesi de kinematik analizlere yardimci
olmaktadir. Ciinkii yaprak biiyiime bolgesinde bolgesel hizin direkt olarak dl¢iilmesinde su
ana kadar gelistirilmis bir yontem mevcut degildir (Fiorani vd., 2000).

Bitkiler sesil canlilar olduklarmdan biiyiimelerine uygun olmayan ¢evre sartlarma
maruz kaldiklarinda bulunduklar1 ortamdan kacamazlar. Sicaklik, 151k, su ve besin
mevcudiyeti gibi ¢cevresel faktorler, optimum degerlerin disina ¢iktigida bitkileri olumsuz
olarak etkileyerek strese yol agabilir (Levitt, 1972). Bu stres faktorleri ile karsilasan bitkide
ilk olarak biiyiime inhibisyonu gerceklesir. Eger stresin siddeti yliksekse bitkinin §liimiine
bile yol agan agir semptomlar meydana gelir. Dolayisiyla, bitkinin, biiylimeye devam
edebilmesi ve iirlin verebilmesi icin karsilagtigi strese karsi en kisa zamanda tolerans
saglamasi hayati 6nem tagimaktadir. Bu ylizden calismamizda, bitki biiyiimesi ve stres
tolerans1 arasmndaki iliski, musir fidelerini kuraklik ve tisiime gibi stres faktorleri ile
muamele ederek aydinlatilmaya caligilmistir

Kuraklik ve {isiime stresi en dnemli biiyiime smirlayicilarmdandir. Ozellikle, misir
gibi bir¢ok ekin bitkisi ve tropikal veya subtropikal bolgelerden orjinlenmis bahge bitkileri

bu streslerin sebep oldugu hasarlara karsi ¢ok duyarlidirlar. Kuraklik sonucu bitkinin su



kaybetmesine bagli olarak ilk olarak bitkide turgor kaybi goriilir. Hiicre i¢i iyon
konsantrasyonu artmasi sonucu zar biitiinliigli ve proteinlerin yapist bozulur. Yine,
kuraklik stresi sonucu artan siiperoksit, lipid peroksidasyonuna ve yag asidi doygunluguna
neden olarak zarlarin biitiinliigiinii bozar (Sgherri vd., 1996). Usiime stresi ise, 15°C’nin
altindaki sicakliklarda meydana gelir. Usiime hasar1 bitki hiicreleri icerisinde buz
cekirdeklerinin olugsmamasiyla soguk stresinden ayrilir (0 ve 15°C arasi). Diistik sicaklik,
tohum ¢imlenmesi ve biliylimesi, fotosentez, c¢igceklenme, bitki bliylimesi ve dane verimi
gibi genis Ol¢iide bircok islevi siddetli olarak etkilemektedir (Ercoli vd., 2003). Ayrica,
diisiik sicaklik, zarlarm lipid igerigini degistirerek hasara sebep olur (Lee vd., 2005). Zar
hasar1 sonucu iyon alinim mekanizmas1 degisiklige ugrar (Shabala vd., 2001).

Gilintimiize kadar bitki biiylimesinden sorunlu pek ¢ok genin tanimlanmis olmasma
ragmen biiylime mekanizmasmin diizenlenisi tam anlamiyla anlagilamamistir. Bu nedenle
kinematik analizler, uyarilabilen promotor sistemler, mutant ve transgenik koleksiyonlar,
mikrodizi analizleri ve goriintiileme sistemlerini kullanarak pek c¢ok disiplini birlestiren
hiicresel ve molekiiler bir sistem biyolojisi yaklasimi sayesinde hiicre boliinmesi ve hiicre
geniglemesi mekanizmalarinin  koordinasyonu biiyiik 06l¢iide aydmlatilmis olacaktir
(Tsukaya ve Beemster, 2006).

Bu amagla, ¢alismamizda, musir bitkisinin biiylimesini diizenleyen yeni bir gen
tanimlanarak biiyiime mekanizmasi aydinlatilmaya calisilacaktir. Bu baglamda muisir
yapragmin meristem, uzama ve olgunlagsma gibi gelisim evrelerine spesifik olan genleri
mikrodizi analizleri ile belirlemeye calisildi. Ozellikle biiyiimeden sorumlu baslica bolge
oldugu i¢in meristem bdlgesinde gen ifadesi farklilik gosteren gen kiimelerine odaklanildi.
Bu gen kiimeleri arasinda kromatin organizasyonu ile ilgili genlerin bulundugu saptandi.
Bu sebeple kromatin veritabanindan (ChromDB) tedarik edilen ¢esitli kromatin mutant
misir hatlarinin biiylimeleri incelenerek fenotip analizleri yapildi. Biiylimede meydana
gelen degisimler kinematik analizler ve hiicre dongiisii genlerinin ekspresyon analizleri ile
belirlemeye ¢aligildi. Misir yapraginin biiyiime bolgesi boyunca yer alan hiicrelerin DNA
miktarlar1 flow sitometri ile belirlenerek hiicre dongiisiinde herhangi bir degisiklik olup
olmadig1 saptandi. Kromatin genlerinin farkli gelisim evrelerinde ifade analizleri yapilarak
genlerin suskunluk dereceleri belirlendi. DNA Metiltransferaz (DMT) familyasma ait
genlerin farkli gelisim evrelerine ait ifade analizleri yapildi. Ayrica biiyiime kusurlu
mutandin kok gelisimi incelendi ve kuraklik ve soguk gibi gevresel stres faktorler ile

muamele edilerek belirlenen genin stres cevabinda rolii olup olmadig1 belirlendi.



1.2. Mhsir Bitkisinin (Zea mays L.) Biyolojisi

Misir Gramineae (Bugdaygiller) familyasma ait, 1-2 m yiikseklige ulasabilen, bir
yillik, tek evcikli (monokotil), anavatant Giiney Amerika olan bir 1liman iklim tahil
bitkisidir (Sekil 1.1). Govdeleri sert ve diktir. Sagak koklere sahiptir. Yapraklari sapsiz,
genis, uzun, ist yiizl tiiyli, alt yiizi tiiysiiz olup, tabani ile bir kin halinde gévdeyi sarar.
Erkek cigekler govdenin ucunda salkim seklinde dizilmis basakgiklarda toplanirlar.
Cigekler kavuz adi verilen yaprakgiklarla ortiiliir. Disi ¢icekler, gdovdenin alt ve orta
kisimlarindaki yapraklarin koltugundan ¢ikan ve tasiyict yaprakeiklarla oOrtiilii olan,
kalinlasmis, ¢omak seklinde bir eksen tizerinde toplanirlar. Her bitkide 1-3 kogan bulunur.
Misir bitkisi tek evcikli (monoik) yani erkek ve disi ¢igekler ayn1 bitki {izerinde fakat ayri
yerlerdedir. Once tepe piiskiilii (erkek ¢igekler) bitkide ¢ikar ve hemen bir iki giin iginde
asagidaki kocanlarm uglarinda disi cigeklerin stigmalar1 (uzun yesil piskiiller) goriiliir.
Riizgdrin yardimiyla tepe erkek organlarinda olusan milyonlarca polen tanesi asagiya
kocanlarm uglarindaki disicik tepelerine diiserek tozlanma (dollenme) gergeklesir. Misir
yabanci tozlanan bir bitkidir. Danelerin olustugu kogan boyu yetisme sartlari ve ¢eside
bagl olarak 10-40 cm arasinda degisir. Bir misir kocaninda 500 ile 1000 arasinda tohum
olusur. Meyve, yani musir taneleri, agik veya koyu sari, esmer veya kirmizimtirak
renklerdedir (Bennetzen ve Hake, 2009).

Muisir bitkisinin, tilkemizde baslica Karadeniz bolgesi olmak tizere pek ¢ok ilimizde
ortalama 500 bin hektar kadar alanda yetistiriciligi yapilmaktadir. Belli baslh misir ¢esitleri:
Sert musir, unlu musir, at disi misir, patlak misir ve kavuzlu misirdir. Kullanildig: yerler:
Disi ¢iceklerin giineste kurutulmus stiliisleri (misir piiskiilii), taneleri ve tanelerinden elde
edilen yag (musir yagi) kullanilir. Misir danelerinde % 67 nisasta, % 10 azotlu maddeler ve
% 8 yag bulunmaktadir. Misir tanelerinden gida maddesi olarak ve hayvan yemi olarak
faydalanilmaktadir. Misir tanelerinden elde edilen yag, yemeklik yag olarak veya kozmetik
sanayinde hammadde olarak kullanilir. Misir yagi, doymus yag asidi miktarmm disiik
olmas1 sebebiyle damar sertligi olan hastalara yemek yagi olarak tavsiye edilir. Misir
saplar1 da hayvan yemi olarak, kuru veya taze halde kullanilmaktadir. Misir piiskiili ise
tedavide kullanilabilmektedir. Piiskiiliin bilesiminde karbonhidratlar, potasyum, sodyum ve
kalsiyum tuzlar1 vardir. Idrar sdktiiriicii ve tas diisiiriicii olarak kullanilirlar (Sar ve Asil,
1985).
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Sekil 1.1. Mistr bitkisinin kisimlarmnin sematik gosterimi

1.3. Bitkilerde Biiyiime

Bitkilerde biiylime, hiicre boliinmesi ve hiicre genislemesi ve ardindan hiicre
farklilagmas1 ile meydana gelen bir olaydwr. Biiylime meristem olarak adlandirilan
bolgelerde gergeklesir. Bu bdlgelerde bulunan meristematik hiicreler devamli olarak mitoz

boliinme ile ¢cogalarak yeni hiicreler meydana getirir. Meydana gelen bu hiicreler biiyiiyiip



farklilasarak siirekli doku hiicreleri halini alir. Meristemler bulunduklar: yerlere gore isim
alirlar ve baslica tige ayrilirlar; birincisi, kok, govde ve dal uglarinda bulunan apikal
meristemdir ve bitkinin uzamasini saglayarak primer (birincil) biiylimeyi gergeklestirir.
Ikincisi, siirekli dokular arasinda yer alan interkalar meristemlerdir ve apikal meristemler
gibi bitkinin boyuna biiyiimesini saglar. Uciincii ise iletim demetlerinde bulunan
kambiyum dokusunda yer alan lateral meristemdir ve bitkinin enine bilyiimesini saglayan
sekonder (ikincil) biiyiimeyi gerceklestirir (Barton ve Poeting, 1993).

Her bitki kendine 6zgii bir biiylime oranmna sahiptir ve bu oran bitkiler arasinda
oldukca degiskendir. Ornegin bazi yosunlar saatte 0.001 mm’den daha az biiyiirken ¢ogu
agac saatte 0.025-0.250 mm kadar biiylir. Trmanict bir bitki olan kudzu (Pueraria
phaseoloides) ise kalin destekleyici doku iiretmeye gerek duymaz ve 12.5 mm kadar
biiyiiyebilir. Zamana gore biiylimeyi bir grafikte gostererek elde edilen egriye biiyiime
egrisi denir (Taiz ve Zeiger, 2006). Bu biiyiime egrisi tipik bir sigmoid veya S seklindedir
(Sekil 1.2). Baslangigta bitkiler yavas biiyiirler. Bu safhaya lag (duraklama) fazi denir.
Sonra bitki hizla biiylimeye baglar. Bu satha log (hizl1 biiyliime) fazi1 olarak adlandirilir ve
burada biiylimenin iissel olarak artig1 goriiliir. Bir siire sonra biiylime yavaslar ve durur. Bu
evre sabit biiylime faz1 veya durgun faz olarak adlandirilir (Zwietering vd., 1990).

Bitki biliylime ve gelisimi hiicre boliinmesi ve hiicre genislemesi islevleri arasindaki
koordinasyon ile saglanir (Jorgensen ve Tyers, 2004; Horiguchi vd., 2006). Bu
mekanizmalar pek ¢ok okaryotik organizmada benzer 6zelliklere sahip olmasina ragmen
bitki bliyime ve gelisimi bazi farkliliklar gosterir. Bunlardan ilki, hayvanlarin organ
sistemleri gelismis olarak diinyaya gelmelerine ragmen, bitkilerin meristem adi verilen
bolgelerinde bulunan kok hiicreler sayesinde hayatlar1 boyunca yeni organlar yapip
postembriyonik olarak bilyiime ve gelisimlerini siirdiirmeleridir (Dolan vd., 1993). Ikincisi,
bitkilerin postembriyonik biiyiime 6zelliklerinden dolay1 diger organizmalara gore daha
fazla hiicre dongiisii genine sahip olmalaridir (Kejnovsky vd., 2009). Ugiinciisii, bitki
hiicresinin, DNA’larin1 esledikleri halde bolinmeksizin endodiiplikasyon adi verilen islem
ile poliploidi haline gelebilmeleridir. Dordiinciisii, bitkilerin  kendilerine gelisimsel
esneklik kazandiran pluripotent (tiim bir canliy1 olusturabilme) 6zelligine sahip olmalari
sayesinde laboratuvar sartlarinda tek bir bitki hiicresinden yeni bir bitki elde
edilebilmesidir. Besincisi, bitkilerin, Sesil 6zelliklerinden dolay1 151k, sicaklik ve besin

varligina bagli olarak biiytimelerini diizenleyebilmeleridir. Son olarak, bitki hiicreleri sahip
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olduklar1 hiicre ceperi ile boliinmelerinden sonra dahi bir arada kalarak organin seklini

almasini saglamaktadir (Smith, 2001).
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Sekil 1.2. Bitkilerde zamana gore biiylimeyi gdsteren biiyiime
egrisi (Yin vd., 2003; Henshaw vd., 1966).

Bir organizmanin organ biiylikliigii sahip oldugu genetik bilgi dogrultusunda ayni tiir
icerisinde ayni biiylime sartlar1 altinda hemen hemen aynidir. Bu olgu bir organinin son
boyutunun igsel bir mekanizma tarafindan belirlendigini gostermektedir. Bu giine deyin
pek cok arastirma yapilmasima ragmen bu mekanizma tam olarak anlagilamamistir. Ciinkii
bitki biiyiimesini ve dolayisiyla organ biiyiikliigiinii kontrol eden mekanizmalar, bitkilerin
yasadiklar1 151k, sicaklik, besin, tuzluluk, kuraklik gibi degisen ¢evre sartlarinda yasamaya
adapte olabilmelerini saglayan plastisite 6zelliklerinden dolay1 son derece karigiktir. Ayrica
bitkinin kok, govde gibi organlarinin sinirsiz biiyiiyebilmeleri, yaprak ve gigeklerinin ise
smirli bilylimeye sahip olmalari, bliylimeyi diizenleyen mekanizmalar1 daha karmasik hale
getirmektedir (Mizukami, 2001).

Sinirl biyiime 6zelligi tagiyan bir organin bilyiikliigii, bu organda bulunan toplam
hiicre sayisii ortalama bir hiicrenin biiyiikliigiiyle ¢arparak hesaplanabilir. Bu yilizden
bilim adamlar1 bitkilerde rastgele mutasyonlar meydana getirerek hiicre sayist ve
biiyiikliigiinde degisiklikler meydana getirerek biiyiimede rol alan genleri ve biiylimedeki

rollerini belirlemeye calismislardir. Yapilan bir ¢aligmada kiigiik yaprakli mutantlarin



hiicre sayismin ve biiylikliigiiniin 6nemli derecede azaldigi ancak bunun fotosentetik
genlerin mutasyona ugramasi sonucu olabilecegi goriildii (Horiguchi vd., 2006). Yine ayni
calismada mutantlarin yaban tiplere oranla daha biiyiikk yaprakli oluslart hiicre
bliyliikligiinde ve ya hiicre sayismin artmasina bagli oldugu gozlendi. Ancak hiicre
sayisinin ve biyikligliniin ayn1 anda artigt bir durumla karsilagiimadi. Soyle ki,
AINTEGUMENTA (ANT), Arabidopsis thaliana GROWTH REGULATING FACTOR 5
(AtGRF5) ve ANGUSTIFOLIA 3 | GROWTH-INRERACTING FACTOR 1 (AN3/GIF1) gibi
transkripsiyon faktorlerinin asir1 ifade edildigi mutantlarda yaban tiplere nazaran yaprak
biiyiikliigiiniin artmas1 hiicre sayisindaki artisa baglanmustir. Fakat bu bitkilerde hiicre
biiyiikliigii ayn1 kalmistir (Mizukami ve Fischer, 2000; Kim ve Kende, 2004; Horiguchi
vd., 2005). Bunun aksine AtGRF1 ve AtGRF2’yi asir1 ifade eden mutantlarda ise yaprak
biiyiikliigiinde artigin hiicre biiyiikliigiiyle orantili oldugu bulunmustur (Kim vd., 2003).

Yine giinimiize kadar yapilan g¢alismalarda Kantitatif karakter locusu (QTL) gen
haritalama teknigi kullanarak domates bitkisinde meyve biiyiikliigiiniin kontroliinde fw2.2
geninin yer aldigi (Frary vd., 2000), Brevis radix (BRX) geninin de Arabidopsis thaliana
kok gelisiminde rol oynadigi ortaya konmustur (Mouchel vd., 2004). Ancak yapilan
calismalar bazi mutantlarda hiicre sayisinin azalmasina ragmen hiicre biiyiikliigiiniin
artmasi sebebiyle organin son biiylikliigiinliin yaban tiple aym kaldig1 gozlenmistir. Bu
durum kompansasyon (telafi) olarak adlandirilmistir ve organ biiyiikliigiiniin biitiin organ
diizeyinde meydana gelen bir mekanizma ile denetlendigini gostermektedir (Beemster vd.,
2003). Soyle ki, bir mutantta yaban tipe nazaran daha az hiicre boliinmesi gergeklestigi
halde hiicre biiylime oranmnm ayni kaldiginda, boliinme sonrasi olusan kardes hiicreler
normale gdre daha biiyiik olacaktir. Ornegin bir hiicre dongiisii geni olan SiklinD3’nin asir1
ifade edildigi mutantlarda kompansasyon meydana geldigi gosterilmistir (Dewitte ve
Murray, 2003). Bir diger c¢alismada, Tangled geni fonksiyonunu yitirmis bir musir
mutantinin hiicre boliinmesinin etkilendigi halde yaprak biiyiikligiiniin degismedigi
gbézlenmistir.  Biitlin mutantlarda bu durumun goriilmemesinin sebebi biiylik Olgiide
bilinmemesine ragmen kompansasyon icin bir esik sayr degerinin olmasiyla
aciklanabilmektedir.

Yapilan tiim bu caligmalar sonucunda yaprak biiylikliigli ve seklinde anormallikler
gosteren pek cok mutant bitki koleksiyonu meydana getirilmistir (Berna vd., 1999). Bu
sekilde meydana getirilmis mutantlar1 muhtemel hiicre sayis1 ve biyiikligi

kombinasyonlarma dayanarak sekiz grupta incelemek miimkiindiir. Bunlar; hiicre sayis1
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azalan, hiicre biiylikliigli azalan, hiicre sayis1 artan, hiicre biiyiikliigli artan, hiicre sayisi ve
biiylikliigii azalan, hiicre sayis1 ve biiylikliigli artan, hiicre sayisi artan ve hiicre biyilik[iigii
azalan, hiicre sayis1 azalan ve hiicre biiyiikligii artan.

Sonug olarak, giiniimiize kadar pek ¢ok genin biiyiime ile ilgili oldugu fonksiyon
kayb1 (lost-of-function) mutantlar1 ¢alisilarak ortaya konulmasina ragmen biyiimeyi

diizenleyici mekanizmanin tiimii ortaya konulamamustir.

1.4. Bitki Biiyiime Evreleri

Biiyiime sirasinda meristematik hiicre {i¢ asamadan geger. Ilk olarak hiicre boliiniir
ardindan genisler ve nihayet farklilasarak son halini alir. Biiylime islevi bu 3 metabolik
aktivitenin koordinasyonu sonucu gergeklesir. Bu asamalar; i) Hiicre liretimi evresi; ii)
Hiicre genisleme evresi; iii) Hiicre farklilasma evresi olarak adlandirilir (Fiorani, 2001)
(Sekil 1.3). Ilk asamada, hiicreler mitoz bdliinmeye ugrayarak bdliinme oncesinde iKi
katina ulasan genetik materyalin iki kardes yavru hiicreye esit olarak dagitilmasi saglanir.
Ikinci asamada, hiicreler sahip olduklar1 genetik bilgi dogrultusunda ii¢ boyutlu olarak
genigslemeye ve uzamaya baslar. Son olarak iigiincii asamada ise, hiicreler, bulunduklari
konuma ve fonksiyonuna bagli olarak her biri farkli sekil alarak biiyiime evrelerini
tamamlarlar. Diger bir degisle, baslangigta homojen bir yapiya sahip meristem hiicresi
biiylime evrelerinden gegerek ihtiya¢ duyuldugu yerdeki gérevini almak tizere farklilagsarak

son seklini alir.

1.4.1. Biiyiimenin Hiicre Uretimi Evresi

1.4.1.1. Hiicre Dongiisii

Hiicre dongiisii, bitkinin bilylimesi i¢in, hiicrelerin boliinme sinyallerini algilamasiyla
baglayan bir dizi biyokimyasal aktiviteleri ve morfolojik degisiklikleri igeren bir siiregtir.
Bir dongiiye giren hiicre, morfolojik ve genetik olarak birbirine tipa tip benzeyen yavru iki
hiicreye boliinerek dongiiyii tamamlar.

Hiicre dongiisii siirekli bir olay olmakla birlikte izlemede kolaylik olmasi agisindan

hiicre dongiisiinii dort evreye ayirmak miimkiindiir. Bu evrelerden biri hiicre organellerinin
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ve kromozomlarmin iki katma katlandig1 Sentez evresi (S), diger biride kromozomlarm iki
kardes hiicreye boliindiigli Mitoz evresidir (M). Bu iki evre G1 ve G2 (Gap= Bosluk)
evreleriyle ayrilmaktadir. Hiicre dongilisii esnasinda genom kararliligini saglamak igin
G1/S ve G2/M fazlar1 arasinda iki kontrol noktasi vardir (Sekil 1.4; Sekil 1.5). G1, S ve G2
hep birlikte interfaz olarak adlandirilir. G1 basamagi mitozdan hemen sonra baglar;
ribozomlar, enzimler, zar tiirevli organeller gibi pek ¢ok sitoplazmik elementin sentezi bu
zaman siireci igerisinde yapilir (Donnelly vd., 1999; Reichheld vd., 1999; Dewitte ve
Murray, 2003).

Hiicre farkhlasma
evresi (pleunluk)

Hiicre genisleme @ [7]
evresi A

IBiiyiime bolgesi = 7

.\
|

licre iretimi ]

evre Sh\i_

Sekil 1.3. Misir bitkinsinin biiyiime evrelerinin gosterimi

L1 T b=

1.4.1.2. Ana Hiicre Dongiisii Diizenleyicileri

Hiicre dongiisii baslica siklinler, serin/treonin protein smifina ait siklin-bagimli
kinazlar (CDK) ve siklin-bagimli kinaz inhibitorleri (CDI) tarafindan diizenlenir (Tablo
1.1). CDK’lar kendi baslarina bulunduklarinda inaktiftirler. Ancak, siklin proteinlerine

baglandiklarinda aktiflesirler. Bu yiizden hiicre dongiisii diizenleyicileri siklin bagimli
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kinazlardir ve kisaca CDK (Siklin Bagimmli Kinazlar)’lar olarak adlandirilirlar. Boylece
aktif CDKI/siklin kompleksleri meydana gelir. Siklinler bu komplekslerin regiilatér,
CDK’lar ise katalitik alt Giniteleridir. Bu CDK/siklin protein kompleksleri CDK aktifleyici
kinazlarm (CAK) fosforilasyonuyla aktiflesirler. Yine bu kinazlarin aktivasyonu, WEE1
kinazlar tarafindan fosforillenmeyle veya inhibisyon proteinlerinin [Kip-bagimli proteinler
(KRP)] bu komplekse baglanmasiyla inaktif hale gelir. CDK alt iinite proteinleri (CKS)
hedef substratla etkilesim halindedir (Dewitte ve Murray, 2003). E2F ve DP proteinleri
(transkripsiyon faktdrleri) ise hiicre dongiisiiniin ilerleyisini diizenleyen Rb proteinleriyle
etkilesim halindedir (Berckmans ve de Veylder, 2009). Biitiin bu proteinler ana hiicre
dongiisti proteinleridir ve Tablo 1.1°de gosterildigi gibi farkli kategorilerde simiflandirilirlar

(Vandepoele vd., 2002; van Leene vd., 2010).

Tablo 1.1. Hiicre dongiisiinde rol alan genlerin Arabidopsis homologlar1 (de Jager, 2005).

Homologlar Hiicre dongiisii fazi Arabidopsis proteinleri
Siklinler: D tipi G1/S gegisi (ve G2/M) SiklinD1;1
SiklinD2;1
SiklinD3;1; -3;2; -3;3
SiklinD4:;1; -4;2
SiklinD5;1
SiklinD6;1
SiklinD7;1
Siklinler: A tipi G1/S; S faz1 SiklinAl1;1; -1;2
SiklinA2;1; -2;2; -2;3; -2;4
SiklinA3;1; -3;2; -3;3; -3;4

Siklinler: B tipi G2/M gegisi SiklinB1;1; -1;2; -1;3; -1;4
SiklinB2;1; -2;2; -2;3; -2;4
SiklinB3;1

CDK’lar G1/S gegisi; G2 faz1 CDKA;1

Bitkiye spesifik

CDK’lar G2/M gegisi CDKB1:1; -1;2

G2 fazi; mitoz CDKB2:1; -2:2

CAK’lar SiklinH;1/CDKD;1; -2; -3;
CDKF;1

KRP’ler G1/S gecisi KRP1; -2; -3; -4 -5; -6; -7

RB’ler G1/S gecisi RBR

E2F ailesi G1/S gegisi E2Fa; -b; -c
DPa; -b
DELZ;-2; -3

WEE1 G2/M gegisi
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Siklinlerin seviyeleri transkripsiyon diizeyinde regiile edilir. Yikimlar1 ise
“ubiquitin® metabolik yoluyla saglanir. Hiicre boliinmesi biiyiime faktorleri veya
mitojenler ile D tip siklinlerin uyarilmasi ile baslatilir. Hiicre dongiisiiniin siiresi
organizmaya ve hiicre tipine gore farklilik gosterir. Bu fark dongiliniin en uzun ve siire
olarak ¢ok degisken olan G1 fazindan kaynaklanmaktadir. Bu fazda hiicre ya boliinmek, ya
farklilagmak, ya da 6lmek i¢in karar verir ve baz1 genlerde degisiklikler baslar. Eger hiicre
boliinmeye karar verirse mitoza girer. Mitoz diger fazlara gére daha kararli bir fazdir ve
yaklasik 1 saat igerisinde tamamlanir. Mitoz kromatin ipliklerinin kisalip yogunlasarak
kromozomlar1 olusturdugu profaz, kromozomlarin hiicrenin ekvatoral ekseninde siralandigi
metafaz, kardes kromatidlerin karsilikli kutuplara ¢ekildigi anafaz ve son olarak hiicre

plagi olusumunun meydana geldigi telofaz sathalarindan olusur (Sekil 1.4) (van Damme,
2009).

Sekil 1.4. Sogan bitkisinde mitozun evreleri. A, B, C, D, E; profaz, F, G;
Metafaz, H, I, I; telofaz (URL-1).

Bitkilerde hiicre dongiisiiniin birinci kontrol noktasi olan G1 fazindan S fazma gecis
hormonlarin tegvikiyle baslar ve hiicre dongiisii genleri ile devam ettirilir (Sekil 1.5). Soyle
ki, D tipi siklinlerin (SiklinD), sukroz, oksin, sitokinin ve brassinosteroid gibi biiyiime
diizenleyicilerin varhiginda A tipi CDK (CDKA)’lara baglanarak aktif CDKA/SiklinD
kompleksi meydana getirilir. Bu kompleks CDKF ve H tip siklin (SiklinH) ile bilesik
olugturan CDKD’den olusan CDK aktifleyici kinazlar (CAK) ile fosfarillenerek aktiflenir.
Bu noktada aktif CDK/SiklinD kompleksi, antimitojenik uyaranlar olan absisik asit (ABA),
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soguk ve KRP’ler ile inhibe edilebilir. CDKA/SiklinD kompleksi G1/S ge¢isini iki sekilde
saglayabilir.  Birincisi; CDKA/SiklinD kompleksi, E2Fc/DP/RBR transkripsiyonel
represoriinii fosforilleyerek SCF E3-ubiquitin-protein liyaz araciligiyla yikimini saglar.
Ikincisi; ~CDKA/SiklinD  kompleksi, RBR’1 fosforilleyerek  E2Fa-b/DP/RBR
kompleksinden ayrilmasiyla transkripsiyonel faktoriin aktif hale gelerek S faz genlerinin
sentezlenmesini saglar. Aktif E2F/DP transkripsiyon faktorii DEL tarafindan inhibe
edilebilir (Inze ve de Veylder, 2006).

Sukroz 4 SiklinD2/4 - ‘ Bksin
Sitokinin m \ / -
BR

inaktif
CDKI/Siklin kompleksi

e i v DR

s AVB'I.: L KRP { ' Aktif °©
oguk RIILI  CoKsiklin kompleksi
Oksin [P} / \_ |Ez2Fam inaktif E2F/DP
g2k OB RER kompleksi
/ ‘\ /'/ N
sc/r: . ¥ Yy /\
» . — - (s 'P)
E2Fc a
Yikim oP oP B
RER \ /'/ A
N/  AKtif E2FIDP ~ e
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S fazi genlerinin ekspresyonu G1/S gegisi w

Sekil 1.5. Hiicre dongiisiiniin G1/ S kontrol noktas1 (Inze ve de Veylder, 2006).

Bitkilerde hiicre dongiisiiniin ikinci kontrol noktasi olan G2 fazindan S fazina gegis
yine hiicre dongiisii genleri ile siirdiiriiliir (Sekil 1.6). G2 fazinda A, B ve D tip siklinler
(SiklinA, SiklinB ve SiklinD) A ve B tipi CDK’lerin (CDKA ve CDKB) her ikisiyle de
bilesik olusturabilirler. B tipi CDK’lerin transkripsiyonel kontrolii E2F metabolik yolu ile
diizenlenerek G1’den S’ye ve G2’den M’ye gecis arasindaki iletisimi saglar. CDKF ve H
tipi siklin (SiklinH) ile bilesik olusturan CDKD’den olusan CDK aktifleyici kinaz
metabolik yolu sayesinde CDK/Siklin kompleksleri aktiflenir. Aksine, WEE1 kinaz,



15

CDK/Siklin kompleksini fosforilleyerek inhibe eder. CDK/Siklin kompleksi aktive edildigi
zaman farkli substratlar1 fosforilleyerek G2’den M’ye gecisi saglar. Mitoz siklinlerin
proteolitik olarak par¢alanmasiyla sonlandirilir. Bu pargalanma, CCS52 protein ile anafaz

tesvikleyici kompleks (APC)’in aktiflenmesi ile saglanir (Inze ve de Veylder, 2006).

1.4.2. Hiicre Genisleme Evresi

Bitki biiylime evrelerinden bir digeri de hiicre genisleme evresidir. Hiicre
genigslemesi meristem bdlgesinde mitoz bolinme sonucu meydana getirilen yavru
hiicrelerin uzama bdlgesine hareket ederek, burada bazi metabolik faaliyetler sonucu
hacimlerini artirmasi ile meydana gelir (Verbelen ve Vissenberg, 2006). Boylece hiicre
boliinmesi ile liretilen hiicre sayisina ve bu hiicrelerin genisleme oranina bagl olarak bitki
ve organin biyiikligii belirlenmis olur (Lyndon, 1990).

Bilindigi gibi hiicrenin tanimlanmas1 ve aydinlatilmasi1 ancak 17. yiizyilda Robert
Hooke ve Anton Van Leenwenhoek’un 1sik mikroskobunu kesfetmesinin ardindan
baslamustir. Isik mikroskobunun kesfinden yaklasik 200 yi1l sonra Matthias Schleiden ve
Theodor Schwann bitki hiicresini, Rudolph Virchow hayvan hiicresini aydmlatmiglardir.
Hiicre boliinmesi ve genislemesi mekanizmalar1 ise ancak 19. yiizyillda tam olarak
tanimlanabilmistir. Wilhelm Hofmeister (1867) yaptig1 mikroskopik gozlemler sonucu ana
hiicre niikleusunun ikiye boliindiigiinii ve bu iki yavru niikleus arasinda yeni bir hiicre
ceperi sentez edilirken ana hiicre materyalinin yar1 yartya boliinerek yavru niikleuslarin
etrafin1 sardigin1 gostermistir. Ardindan, Sachs (1882) biiyiimekte olan kokte parankimal
hiicreleri inceleyerek hiicre genislemesi smrasinda merkezi vakuoliin hacminin artigini
saptamistir. Boylece hiicre genislemesi mekanizmasinin temelinin hiicre turgoru ve su
alimimma dayandig1 ortaya konulmustur. Lockhart (1965) bu iliskiyi formiilize ederek
hiicre genisleme oranmnin turgor basinci ve hiicre duvarinin mekanik bilesimi arasindaki
dengesizlik sonucu simplast ve apoplast arasinda meydana gelen faaliyetlere bagh

oldugunu gostermistir (Esitlik 1). Lockhart (1965) esitligi:

r=o (P-Y) (1.1)

Burada r biiylime orani, ® ceperin genisleme kabiliyeti, P turgor basinci, Y ise

biiylime i¢in gerekli minimum basinc1 gostermektedir.
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Bitkilerde hiicre boliinmesi ve genislemesi mekanizmalarinin zamana ve konuma
bagli olarak ayr1 gergeklestigi ilk olarak Sachs (1874) tarafindan tam olarak tanimlanmuistir.
Bu temel kesfin ardindan gilinlimiize kadar gecen siirecte pek ¢ok arastirma ile hiicre
boliinmesi ve genislemesi mekanizmalar1 ayrintili olarak tanimlanabilmistir (Dewitte ve
Murray, 2003; de Veylder vd., 2003). Bu arastirmalar sonucunda yeni boliinmiis yavru iki
hiicre arasinda olusan hiicre plagi ve c¢eperinin yapimi sirasinda rol alan sitoiskelet
aktivitesi ve ¢eper elementlerinin sentezi ve taginmasi gibi hiicresel faaliyetler hakkinda
detayli bilgi saglanabilmistir (Otegui ve Staehelin, 2000a, b; Otegui vd., 2001).

Ik botanikgiler, hiicre genislemesinin esas olarak vakuoliin hacim artis1 sonucu hiicre
ceperinin incelmesi, gerilmesi ve etrafina yeni ceper materyallerinin birikmesiyle
gergeklestigini tanimlamiglardir. Bu islevlerin ardindaki fizyolojik diizenlenme ise oksin
hormonun hiicre uzamasi ve kontrolii iizerindeki etkisinin kesfiyle aydinlanmaya
baslamustir (Went ve Thimann, 1937).

Glinlimiizde hiicre ¢eperinin seliiloz, hemiseliiloz, pektin ve proteinlerden meydana
geldigi bilinmektedir. Seliiloz, seliillaz sentaz enzimi tarafindan sentezlenmektedir. Bu
enzim, selillaz sentaz kompleksleri seklinde organize olur (Arioli vd., 1998; Kimura vd.,
1999). Bu proteinlerin floresans ile isaretlenmesi ile daha gozlenebilir hale gelen seliilaz
mikrofiberlerinin ¢eperdeki dizilisleri incelenerek sitoiskeleton yap1 aydmlatilmistir
(Paredez vd., 2006).

Hiicre genislemesi mekanizmasi, ekspansin proteinlerinin  hiicre  ¢eperi
gevsetilmesindeki rollerinin kesfinin ardindan ortaya konan asit biiyiime teorisi ile yeni bir
yaklasim kazanmustir (Cooper ve Varner, 1984; McQueen-Mason vd., 1992; Gosgrove,
2005). Teoriye gore, ilk olarak ekspansin gibi hiicre ¢eperi yapimindan sorumlu
proteinlerin yapimi 6ksin tarafindan uyarilir (Overvoorde vd., 2005). Buna ilaveten 6ksin,
protonlarm hiicre duvarma dogru salinimini tesvik ederek apoplastin pH’sinin diigsmesini
saglarken ekspansin gibi ¢eper gevseticileri de aktive eder (Kutschera ve Niklas, 2007).
Sonug olarak, geperin, gevsetilerek genislemesi saglanir.

Hiicre genislemesin mekanizmasinin aydinlatilmasi sirasinda yapilan diger bir
calismada da, vakuolar zarlar boyunca su transferi yapan supor (aquaporin) proteinleri
tamimlanmustir (Crispeels ve Maurel, 1994).

Yapilan pek c¢ok calisma, hiicre genislemesi mekanizmasmin aydinlatilmasina
yardimci olacak yeni bilgiler kazandirirken bir taraftan da bilinenlere yeni bir yaklagim

kazandirmistir. Ornegin, oksin hormonun etki mekanizmas1 detayli bir sekilde
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aydinlatilirken yeni biiylime diizenleyicileri de tanimlanmaya baglanmistir (Weijers ve
Jorgensen ve Tyers, 2004).

Giiniimiize kadar hiicre genislemesi mekanizmasinda rol alan pek ¢cok gen ve protein
tanimlanmis olmasma ragmen, bu proteinlerin diizenlenisi tam olarak ortaya
konulamamistir. Bu, ancak, elde edilen bilgilerin bir ‘sistem biyoloji’ yaklasimi ile
biitiinlesik olarak degerlendirilmesi ile basarilabilir. Bu konuda en kapsamli arastirma
Arabidopsis kok apeksinde yapilan genom ¢apli transkriptomik analizler sonucunda elde
edilmistir (Birnbaum vd., 2005). Bu bilgiler dogrultusunda, meristemden uzama bdlgesine
geciste, cevresel ve ya hormonel uyarana karsi ekspresyonunda degisim gdsteren genler

tespit edilerek biiyiimedeki rolleri aydmlatilmaya baglanmustir.

1.5. Bitki Biiyiimesini Etkileyen Faktorler

1.5.1. Cevresel Faktorler

Sesil dogalarindan 6tiirii bulunduklar1 ¢evre kosullar bitkilerin biiyiime ve gelisimini
etkiler. Bitkilerde biliylimeyi etkileyen baslica ¢evresel etkenler sicaklik, 151k, su ve toprak
bilesenleri, pH ve atmosfer bilesenleri olarak siniflandirilabilir. Bu faktorlerden her biri
bitki biiyiimesini kisitlayict bir etki gosterebilir. Ayrica, bu faktorler, birbirleri ile
iliskilidirler. Ornegin topragm nemi ile hava arasmda zit bir iliski vardir. Soyle ki,
sicakligin artmasi toprakta bulunan suyun azalisina sebep olur ve bunun sonucunda bitkide
su stresi meydana gelebilir (Yamaguchi-Shinozaki ve Shinozaki, 2006) .

Bitkilerde biiyiimeyi etkileyen faktorlerden biri olan sicaklik bir 1s1 yogunlugu
Olgtistidiir. Genel olarak sicaklik fotosentez, solunum, transpirasyon ve topraktan su ve
mineral emilimini etkiler. Sicaklik artigi kimyasal reaksiyonlarin artigini saglayarak
dereceli olarak bitkilerde biiylimeyi artirir. Ancak, bitkinin ihtiyact olan optimum sicaklik
degerlerinin disina ¢ikildiginda plazma zarlarmin normal fonksiyonlarmin etkilenmesi
sonucu biiyiimede hizli bir diisiis meydana gelir (Pietruszka vd., 2007; Patel ve Franklin,
2009). Ayrica diisiik sicaklik toprakta yasayan nitrifikasyon bakterilerini olumsuz etkiler.
Yiiksek sicakliklar ise, mikroorganizma aktiviteleri sonucu toprak pH’sinin diismesine
sebep olur (Orcutt ve Nilsen, 1996).

Bitkilerde biiylimeyi etkileyen bir diger faktdr olan 1s18mn kalitesi, yogunlugu ve

siiresi fotosentezi etkilediginde dolay1 ¢ok dnemlidir. Bu ylizden misir bitkisinde oldugu
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gibi bitkilerin yapraklari 15181 en iyi derecede alabilecek sekilde dizilirler. Tarla sartlarinda
151k kalitesini kontrol etmek zordur ve her bitkinin 151k ihtiyact olduk¢a degiskendir. Isigin
stiresi fotoferyodizm olarak adlandirilir ve giin uzunlugu ile bitki metabolizmasi arasinda
kuvvetli bir iligki vardir (Dalchau vd., 2010; Greenup vd., 2010). Ornegin yonca ve tahillar
gibi uzun giin bitkileri giinler uzamaya baslayinca ¢iceklenme sinyallerini alirlar (Yano
vd., 2001). Aksine soya fasulyesi gibi kisa giin bitkileri giinler kisalinca ¢igeklenirler. Her
iki kategoriye de girmeyen domates, pamuk ve karabugday gibi bazi bitkiler ise farkli giin
uzunluklarda ¢igeklenirler.

Bir diger ¢evresel faktor olan su ve toprak bilesenleri bitkinin biiyiimesinde oldukga
onemli role sahiptir (Beemster ve Masle, 1996a; b; Beemster vd., 1996). Bitki biiyiimesi
topragin su veya nem miktarina olduk¢a duyarhdir. Bitki optimum toprak nemi sayesinde
ihtiya¢ duydugu besin alimma devam eder. Bitkiler topraktan karbon, hidrojen, oksijen,
nitrojen, fosfor, potasyum, kalsiyum, magnezyum, kiikiirt, bakir, manganez, ¢inko, boron,
molibden, klor, demir, kobalt, vanadin, sodyum ve silikon gibi besin ve mineralleri alirlar.
Toprak partikiillerinin blyilikligli yiizeyinde birikecek su, besin ve mineral miktarmi
dogrudan etkilediginden bitki biiylimesinde 6nemlidir. Aksine, nikel, kursun, kanalizasyon,
fabrika ve maden atiklarinda bulunan fenol ve yaglar gibi organik bilesikler de biiyiimeyi
siirlayict besin maddeleridir. Ayrica topragmn havalandirilmasi da bitki biiylimesinde
olduk¢a 6nemli bir role sahiptir. Ciinkii toprak partikiilleri arasinda bulunan bosluklarda
bulunan oksijen miktar1 kok biiyiimesini dogrudan etkiler (Barber vd., 1963).

Topragi pH’s1 da bazi besin maddelerinin mevcudiyetini ve kokler tarafindan
emilimini etkileyeceginden bitkilerde biiyiimeyi smirlandirir. Ornegin asidik topraklarda
fosfat miktar1 azalir. Yine asidik topraklarda artan aliminyum (Al) miktar1 ise bitkilere
toksik etki gosterir (Panda vd., 2009). Bitki hastaliklar1 da pH’dan etkilenir (Lazarovits,
2001).

Son olarak biiylimeyi etkileyen g¢evresel faktorler arasinda atmosfer bilesenleri
sayilabilir. Bir birim havanin yiizde 0,03’i karbondioksit (CO;)’den olusur. Karbondioksit
fotosentez sayesinde bitkilerde organik materyale doniistiiriilir ve solunum ve bitkinin
clirlimesi ile tekrar havaya verilir. Bir misir tarlasinda ve ya serada CO; seviyesi diisebilir.
Bu durumda CO; biiyiime sinirlayici bir faktor olur. Artan CO; seviyesi ise bilylimeyi ve
iriin verimini onemli derecede artirir. Havanin kalitesi ise sahip oldugu siilfiirdioksit,
karbonmonoksit, hidroflorik asit gibi kirleticilerin bitkilere toksik etki yapmasindan dolay1

biiyiimeyi sinirlandiric bir faktordiir (Crittenden ve Read, 1978).
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1.5.2. Genetik Faktorler

Verim potansiyeli bitkinin genleri tarafindan belirlenir. Bu sebeple verim artisinin
biiyiik bir kismi yillar boyunca devam eden melezleme ¢alismalar1 sayesinde gelistirilmis
cesitler ile saglanmistir. Buna ornek olarak baglangigta yenilemeyen ve melezleme sonucu
giiniimiizde en fazla tiiketilen tahillardan olan musir verilebilir. Uriin kalitesinin yaninda
hastalik direnci, kurakliga dayaniklilik gibi 6zellikler de bitkinin sahip oldugu genetik bilgi
tarafindan belirlenir (Bloemberg ve Lugtenberg, 2001). Giiniimiizde genetik mithendisligi
bitkilerin biiyiime ve verim potansiyellerini degistirerek istenilen ozellikleri bitkiye

kazandiran 6nemli bir ara¢ haline gelmektedir.

1.6. Bitkilerde Stres ve Stres Cesitleri

Bitkilerin yagamlarimm herhangi bir doneminde fizyolojik ve metabolik olaylarinda
belirgin degisimler meydana getiren ¢evresel ve biyolojik faktorlere tek tek veya birlikte
maruz kalmasi olayr stres olarak tanimlanmaktadir. Bitkilerde stres meydana getiren
etkenlere ise stres faktorii denir. Stres faktoriiniin siddeti ve yogunluguna ve bitkinin
genetik adaptasyon derecesine bagli olarak bitkilerde hasarlar meydana gelir. Stres
faktoriiniin ~ bitkinin morfolojik, fizyolojik, biyokimyasal ve molekiiler yapismni
degistirmesiyle meydana gelen metabolik bozukluklar sonucunda olusan bu hasarlar
bitkilerde biiylime ve gelismeyi olumsuz sekilde etkilerken, iiriin kalitesinin ve miktarmin
azalmasina ve hatta bitkinin ve ya organlarmin 6liimiine yol agar (Ayaz vd., 2000; Hale ve
Orcutt, 1987).

Bitkilerin maruz kaldig1 baslica stres faktorleri, biyotik ve abiyotik olmak iizere iki
kisma ayrilabilir (Fujita vd., 2006) (Sekil 1.7). Biyotik (patojen, diger organizmalarla
rekabet vb.) ve abiyotik (kuraklik, tuzluluk, radyasyon, ekstrem sicakliklar, besin, mineral,
kimyasal toksisite ve oksidatif stres vb.) stresler beslenmemizde 6nemli bir yere sahip
tahillar da dahil, tiim bitkilerin normal fizyolojik islevlerinde degisikliklere yol agarak {iriin
kayiplarma neden olurken dogal ekosisteminde dengesini bozmaktadir. Bu baglamda
yapilan arastirmalardan birinde gelecek 25 yil igerisinde ekilebilir alanlarin %30 unun
tuzlanma nedeniyle kullanilamaz hale gelecegi yoniinde tahminde bulunulmustur (Tiirkan
ve Demiral, 2009; Wang vd, 2003a, 2003b, 2004). Yine arastirmacilar, diinyanin ortalama

sicakhiginda 1°C’lik azalmanin piring iiretiminde % 40’lik diisiis meydana getirecegini,
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bununla beraber narenciye, kishik tahil, bazi sebzelerin ve meyve agaclarinin dona
dayanikliligmin 2°C yiikselmesinin diinyadaki tiretimi 6nemli derecede artiracagini ileri
stirmiislerdir (Tiryakioglu, 2006).

Bilindigi gibi en Onemli cevresel sorunlardan ve dogal ekosistemi tehdit eden
unsurlardan biri olan agir metal bilesikleri bitkilerde toksisiteye yol agarak fizyolojik,
molekiiler ve morfolojik seviyede birgok metabolik faaliyeti sekteye ugratir. Ornegin
Cd™nin bitkinin biiyiimesinde gecikmeye, fotosentezde inhibisyona, enzimlerin
uyarilmasia veya inhibisyonuna, stomatal hareketlerin ve su iliskilerinde degisime,
katyonlarin akisina ve serbest radikallerin olusumuna neden oldugu saptanmistir
(Pietruszka vd., 2007). Ayrica Cd™"’lu ortamda yetistirilen nusir fidelerinde Kiikiirt (S)
konsantrasyonunun ve diisiik molekiiler agirlikli tiyollerin (DMAT) iiretimin arttig1
saptanmustir (Castillo-Michel vd., 2009).

Tabiatta dogal olarak meydana gelen abiyotik streslerin etkileri birbirleriyle
iliskilidirler ve bitkilerde benzer hiicresel hasarlara yol agabilirler (Sekmen vd., 2007).
Ornegin, kuraklik ve tuzluluk stresleri bitkilerde benzer sonuglar meydana getirerek
hiicrenin i¢ dengesini ve iyon dagilimini bozarak ozmotik stres meydana getirmeleriyle
fark edilirler (Zhu vd., 1997; Serrano vd., 1999; Zhu vd., 2001a). Diger taraftan, yiiksek
sicaklik, tuzluluk ve kuraklik gibi farkli stres faktorleri sonucunda da bitkilerde
proteinlerin denatiirasyonuna sebep olan oksidatif stres meydana gelebilir (Smirnoft,
1998). Ayn sekilde, yiiksek sicakliga dayaniklilik, onunla birlikte meydana gelen kuraklik
sartlarma dayaniklihiga da baghdir. Yine donmaya dayaniklilik, dokunun dehidrasyona
dayaniklilig1 ile baglantihidir (Hale ve Orcutt, 1987). Bu nedenle abiyotik stresler
hiicrelerde benzer sinyal yolunu olustururlar (Shinozaki ve Yamaguchi-Shinozaki, 2000;
Knight ve Knight, 2001; Zhu 2001b, 2002). Aym sekilde, stres proteinleri lreterek,
antioksidanlarin seviyesini artirarak ve compatible solute (i¢ yogunlugu artiran erir madde)
biriktirerek gesitli streslere kars1 benzer cevap verirler (Vierling ve Kimpel, 1992; Zhu vd.,
1997; Cushman ve Bohnert, 2000; Sokmen vd.,, 2004).

Bitkiler maruz kaldiklar1 stres faktdriine karsi bir takim dzellikler gelistirmistir. Tlk
olarak, her bitki sahip oldugu genetik bilgi dogrultusunda kendi fizyolojik yapisma uygun
bolgelerde yayilis gosterir. Bu baglamda, bitkiler yasadiklari cevreye kismen veya
tamamen uyum saglarlar (Bidwell, 1974). Ancak yayilislarina uygun bu bélgelerde ani
iklim degisiklikleri ve bu degisiklikleri takip eden bir takim olumsuz sartlar olusabilir.

Degisen bu sartlar bitkilerin normal fizyolojik islevlerini etkileyerek strese sebep olabilir.
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Her bitki belirli derecelerde bu streslere karsi koyma ve canli kalabilme 6zelligine sahiptir.
Yine, her bitkinin bazi kisimlar1 (tohumlar, tomurcuk ve dormant hiicreler) strese dayanikli
iken, diger kisimlar1 (meristemler, sukkulent organlar ve fideler) duyarli olabilir. Bu
yiizden belirli bir strese maruz bitkileri bu strese karsi dayanikli veya hassas olarak

smiflandirmak miimkiindiir (Bohnert vd., 1995).

CEVRESEL STRESLER
| I | |
ivoti Biyotik
Abiyotik (bbcek bakteri vb.)
Sicaklik Su Isik Kimyasal Diger;basing,
riizgar vb.
B distik (Kii::lg 1K) Infrared |- tuz
Usiime | (aSSéTI; — gOriiniir = pH
Donma ultraviyole = gazlar
- yiiksek iyonize | herbisitler
— Kkirleticiler

Sekil 1.7. Baslica stres tipleri (Saruhan, 2008).

Strese dayanikli bitkiler sakinma ve tolerans mekanizmalarina sahiptir (Levitt, 1972).
Sakmma mekanizmas: sayesine bitki distan gelen olumsuz bir faktoriin etkisini stres
olusturmadan dnleyebilir (Street ve Opik, 1984). Sakinma mekanizmalarina drnek olarak
baz1 bitkilerin kuraklik stresinden sakinmak i¢in gelistirdigi ylizey tiiyleri, alt durumlu
stoma ve kserofitik bitkilerde su kaybini azaltan yaprak kivrilmasi mekanizmalar1 gibi
benzer mekanizmalar verilebilir (Kadioglu ve Terzi, 2007; Ayaz vd., 2001). Ayni sekilde
kaktiis bitkisi su stresi swrasinda hiicre icindeki su miktarmi koruyarak kurakliktan

sakinabilir (Bidwell, 1974). Tolerans mekanizmas1 sayesinde ise bitki stres sonucu olusan
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hasarlar1 azaltabilir veya hi¢ hasar olusturmayabilir. Hasarin derecesi bitkinin maruz
kaldig1 strese dayanabilme yetenegi ile dogru orantihidir (Street ve Opik, 1984). Ornegin
kuraklik toleransina sahip bitkiler protoplazma su kaybettigi zaman protoplazmasi yeniden
su alana kadar hayatsal faaliyetlerine devam edebilirler (Hopkins, 1995).

Stres altindaki bitkiler lizerinde ¢aligma yapilmasmnm iki dnemli nedeni vardir.
Birincisi bitkilerin strese kars1 tepki mekanizmasimin dgrenilmesidir. Ikincisi ise tarimsal
alanlarda stres altinda bulunan bitkilerin s6z konusu streslere dayanma yeteneklerinin
Olgiilmesi ve dolayisiyla daha verimli {irtin elde edilmesidir. Bilindigi gibi diinya
topraklarmin % 10’undan daha azi tarima elverislidir ve bu ekilebilir alaninda %26’ lik
kismi kuraklik, %20’lik kismi mineral, %15°lik kism1 soguk ve don ve %29’luk kismi da
diger ¢evresel stres faktorlerinin tehdidi altindadir (Blum, 1986). Bu nedenle asir1 olumsuz
sartlardan kaynaklanan streslere dayanabilen ya da bu stresleri tolere edebilen bitkiler
yetistirmeye ihtiya¢ vardir. Daha dayanikli ve toleransh bitkiler yetistirmek igin Strese
dayaniklilik ve tolerans mekanizmalarinin bilinmesi gerekir (Bidwell, 1974).

Bitkilerin abiyotik streslere karsi toleransi pek ¢ok genin gorev aldigi kompleks
biyokimyasal mekanizmalar ile kontrol edilir (Chinnusamy vd., 2004; Cushman ve
Bohnerd, 2000) (Sekil 1.8). Bu genler stres genleri olarak adlandirilir ve baslica ti¢ gruba
ayrilarak incelenir. Birinci grupta MyC, MAP kinazlar ve SOS kinaz gibi sinyal yolunda
ve transkripsiyonel kontrolde gorevli proteinleri, fosfolipazlar1 ve HSF, CBF/DREB ve
ABF/ABRE familyalarina ait transkripsiyon faktorlerini tireten genler yer alir (Shinozaki ve
Yamaguchi-Shinozaki, 1997; Munnik vd., 1999; Zhu, 2001b; Chapman, 1998; Frank vd.,
2000; Stochinger vd., 1997; Schoftl vd., 1998; Choi vd., 2000; Shinozaki ve Yamaguchi-
Shinozaki, 2000). ikinci grupta ise, zarlar1 ve proteinleri koruyan 1s1 sok proteinler ve
saperonlar, late embryogenesis abundant (LEA) proteinleri, ozmotik koruyucular ve
serbest radikal siipiiriiciileri (SRS) iireten genler yer alir (Lafuente vd., 1991, Vierling,
1991; Ingram ve Bartels, 1996; Tomashow, 1998, 1999, 2001; Bray vd., 2000; Bohnert ve
Sheveleva, 1998). Son olarak {iglincii grupta ise su ve iyon alimi ve taginmasinda gérevli su
porlar1 ve iyon tastyicilari lireten genler yer alir (Maurel, 1997; Serrano vd., 1999;
Tyerman vd., 1999; Zimmermann ve Sentenac, 1999; Blumwald, 2000).

Bitkilerde biiylimenin ve iirlin verimin devaminm saglanmasi igin stres toleransinin
rolii agikga goriilmektedir. Bu sebeple bilim adamlari ¢esitli abiyotik veya biyotik streslere
kars1 bitkinin toleransim1 artirmak i¢in gen miihendisliginden yararlanarak sinyal ve

regiilasyon yolunda gorevli, ozmolitler ve antioksidanlar gibi koruyucular1 veya stres
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toleransinda goérevli proteinleri kodlayan genleri tek tek ve ya birkagimi bitkiye transfer
etmeye caligmaktadir. Yapilan ¢alismalar sonucu 6nemli basarilar elde edilmesine ragmen

tolerans mekanizmasinin kompleks dogasindan dolay1 tam bir bagar1 saglanmasi1 miimkiin

olamamustir.
' w | Ikincil stres
Soduk Oksidatif stres
‘ Osmatik stres
Sicak
Osmatik ve iyonik
homeostasinin bozulmasi;
Fonksiyonel ve yapisal
proteinlerde ve zarlarda
hasar
Sinyal uyarimi
algilanmasi Osmosensorler (AtHK1), fosfolipit yikici enzimler (PLD), ikinci mesajci

ve taginimi (Ca**, PtdOH, ROS) MAP kinazlar, Ca** sensérler (SOS3), kalsiyum

bagimli protein kinazlar (CDPK'lar)

4

Transkripsiyon Transkripsiyon faktorleri (CBF/DREB, ABF,
kontroll HSF.bZIP. MYC/MYB)
Detoksifikasyon ﬂ' Saperonlar

Stres ceva (SON PX) (Hsn SP1 I FA COR)
P L Gen aktivasyonu J

mekanizmasi Osmoprotektan (prolin, Su ve iyon hareketi
GlvBet. seker nolvolleri) ﬂ, (akuanarinler. ivon tasivicilar)

Huicre homeostasisinin tekrar saglanmasi, yapisal ve
fonksiyonel proteinlerin ve zarlarin korunmasi

4

Strese Toleransin
veya
Strese Direncinin
saglanmasi

Sekil 1.8. Abiyotik strese karsi bitki cevabimin olusum mekanizmasi1 (Wang vd., 2003Db).
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1.6.1. Kurakhk Stresi

Kuraklik meteorolojide kullanilan bir kavram olup, topragin su icerigi ile bitki
gelisiminde gozle goriiliir azalmaya neden olacak kadar uzun siiren yagigsiz donem igin
kullanilan bir terimdir. Kurakligm bitkilerde stres olusturmasi ise siddetine, siiresine, diger
stres tiirleri ile etkilesimlerine, topragin su tutma kapasitesine, strese maruz kalan bitkinin
genotipine, gelisim basamagma ve bitkinin buharlasma veya transpirasyon hizina baghdir
(Jones, 1992; Kozlowski ve Pallardy, 1997).

Diinya genelinde tarim alanlarmda dogal olarak rastlanan c¢evresel stres
faktorlerinden biri olan kuraklik %26’lik payla bitki biiylimesini ve verimini etkileyen en
yaygin stres tiirtidiir (Blum, 1986). Kuraklik stresi, bitkilerde metabolik, mekanik ve
oksidatif bircok degisiklige sebep olarak bitkinin homeostasisinin bozulmasina neden olur.
Bitkilerde bozulan homeostasinin tekrar saglanmasi i¢cin fizyolojik, biyokimyasal ve
molekiiler seviyede stres cevabi gelisir (Kadioglu vd., 2002; Kadioglu ve Turgut 1999) .
Degisen cevresel kosullara adapte olmayi saglayacak olan bu stres cevabi kurakliktan
sakinma ve kuraklifa tolerans gdsterme olmak {izere iki ana baslik altinda incelenebilir
(Kadioglu ve Terzi, 2007; Arora ve Mohan, 2002; Kramer, 1980). Sakinma
mekanizmalarina sahip bitkilere 6rnek olarak ¢ol bitkileri ve sukkulent bitkiler verilebilir.
Col bitkileri yagmur periyodu sirasinda biiyiiylip iirerler ve kuraklik periyodunda ise
dormant tohumlar meydana getirerek kurakliktan sakinirlar. Yine, her dem yesil ¢6l
bitkileri kuraklik periyodu boyunca dokularindaki turgoru devam ettirebilmek ic¢in suda
¢Oziinebilir maddeleri biriktirerek kurakliktan sakinirlar (Mundree vd., 2002). Ayrica,
sukkulent bitkiler, kurakliga kars1 sukkulent dokularmnda su depolayarak su kaybini en az
oranda tutarlar. Boylece uzun bir siire canliliklarmni siirdiirebilirler (Salisbury ve Ross,
1992). Stresten sakinmak igin bazi bitkiler ise birtakim metamorfozlar gegirir. Ornegin,
kurak ortam bitkileri 151k etkisinden korunmak ve suyu iyi bir sekilde absorbe etmek i¢in
yaprak yiizeyinde tily, kutikula ve stoma modifikasyonlar1 gibi 6zel yapilar gelistirirler
(Bosabalidis ve Kofidis, 2002).

Stresten kagman bitkiler yalnizca orta siddetteki kuraklik stresi durumunda hayatta
kalirken strese toleransh bitkilerde ise ¢ok daha siddetli kuraklik stresi durumunda hayatta
kalabilirler. Kurakliga toleransli bitkiler dehidrasyonu erteleyenler ve dehidrasyona
tolerans gosterenler olmak {lizere iki gruba ayrilirlar (Kramer, 1980). Dehidrasyonun

ertelenmesi, transpirasyonu azaltan veya su absorbsiyonunu artiran mekanizmalar ile
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saglanir. Boylece bitkinin zarar olusturacak derecede diisiik su potansiyeline ulagmasi
Onlenir. Dehidrasyon toleransi ise, hiicreler su hasarma ve diisiik su potansiyeline maruz
birakildiktan sonra bitkinin canliligin1 devam ettiren veya biiyiiten mekanizmalar1 igerir.
Su hasar1 artarsa hiicreler turgor durumlarini kaybederler ve boylece hiicreler biiyiimesi
smirlandirilir. Ayrica, hiicreler, i¢sel ozmotik potansiyellerinin ayarlayarak da hiicre
biiylime ve gelismesini diizenlerler (Hasegawa vd., 1984).

Kuraklik stresine karsi tolerans mekanizmalarindan biri de ozmotik diizenlemedir
(Kramer, 1980). Kuraklik stresinin bir sonucu olarak bitkiler, ozmolitler olarak bilinen ve
turgorun devamini saglayan maddeleri biriktirirler (Saruhan vd, 2010; Saruhan vd., 2009;
Terzi vd, 2009). Ozmotik diizenleme, kuraklik sonucu turgor 6zelligini kaybeden bitki
hiicrelerinin, sakinma mekanizmalarmin yoklugunda turgoru yeniden kazanmalar1 ve
biiylimeyi devam ettirebilmeleri i¢in bagvurduklar: bir yoldur (Handa vd., 1983). Ozmotik
diizenlemeye en 6nemli kaynag1 indirgen sekerler saglar (Hasegawa vd., 1984). Bunun
yaninda prolin, betainler, trehaloz, K+, fruktanlarda, osmotik ayarlama saglamak i¢in
bitkiler tarafindan sentezlenirler (Smirnoff, 1998). Yapilan arastirmalar, ozmotik
diizenlemenin bitkinin tiiriine, yasina, stresin derecesine, ¢cevresel sartlara ve strese maruz
kalan bolgeye bagli oldugunu goéstermektedir (Ackerson vd., 1980; Turner vd., 1986).
Ozmotik ayarlama, stoma agikliginin korunmasma (Turner vd., 1978; Ackerson vd., 1980;
Ludlow vd., 1985) ve fotosentezin devam etmesine (Ackerson vd., 1980) katk: saglar.

Bitkilerde kuraklik stresinin etkileri mekanik, metabolik ve osmatik olarak
gruplandirilir (Kalefetoglu ve Ekmekgi, 2005). Bunlardan ilki olan mekanik etki, kurakliga
maruz kalan bitkinin su kaybetmesi sonucu turgorun azalmasi nedeniyle ortaya ¢ikar
(Lewitt, 1980). Bilindigi gibi zarlar1 olusturan ¢ift fosfolipid tabakasmnin hidrofilik bas ve
hidrofobik kuyruk kisimlar1 su ile itilerek zarin dolayisiyla hiicrenin gergin yapida durmasi
saglanir (sivi-kat1 faz). Hiicrenin su kaybetmesiyle hidrofilik bas kisimlar1 birbirine
yaklasarak zarmn gerginligi bozulur ve zarlar kompakt bir goriintii alir (Jel fazi).
Dolayisiyla zar hareketleri smirlandirilmis olur. Su kaybma bagli olarak hiicre hacminin
azalmasi plazma zarmnin hiicre duvarmdan ayrilmasina neden olur. Gerilim altindaki
plazma zar1 ve tonoplastta gergeklesen ¢okme, yirtilmalara yol agabilir (McKersie ve
Lehsem, 1994) ve bu durum, zarlar {izerinde yerlesmis olan hidrolitik enzimlerin serbest
kalmasi ve dolayisiyla sitoplazmanin otolizi ile sonuglanabilir (Salisbury ve Ross, 1992)

Bu etki, normal hiicresel metabolizmay1 genelde kalic1 olarak bozar.
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Bitkilerde kuraklik stresinin etkilerinden ikincisi olan metabolik etki, hiicrenin su
kaybetmesine bagli olarak hiicre i¢i iyon konsantrasyonunun artmasi sonucu zar
biitiinliigiiniin ve proteinlerinin yapismin bozulmasi ile gozlenir. Bilindigi gibi hiicrenin
metabolik islevlerini siirdiirebilmesi, reaksiyonlarda gerekli molekiillerin tagimmmasimda ve
¢oziinmesinde gorevli suyun varhigmna baghdir. Su kaybi, hidrofobik ve hidrofilik
aminoasitlerin su ile etkilesimlerini bozarak proteinlerin denatiirasyonuna sebep olur
(Campbell, 1991; Bray, 1997, Kalefetoglu ve Ekmek¢i, 2005). Bunun sonuncunda,
metabolik yollarda gorevli enzimler inhibe olur ve amonyak (NHs) gibi toksik bir bilesik
ortaya ¢ikar. Amonyak, bitkide metabolik dengenin bozulmasma neden oldugu gibi suyun
yukar1 dogru taginmasint da engelleyerek iki yonlii zarar verir. Kuraklik stresi sirasinda
DNA ve RNA gibi niikleik asitlerinde zarar gérdiigii rapor edilmistir. Yapilan arastirmalar,
kurakligin RNA az aktivitesini artirdigmi gostermistir (Kessler, 1961). Yine, kuraklik
stresinin hormon seviyelerinde degisime yol actigi saptanmistir. Bu baglamda, kuraklik
stresinin ABA miktarinda artisi, sitokininlerin, GA’nin ve IAA’nin miktarlarinda azalis1
tesvik ettigi gdzlenmistir (Cirak ve Esendal, 2006).

Bitkilerde kuraklik stresinin etkilerinden tglinciisi olan oksidatif etki, hiicrede
hidroksil (OH.), stiperoksit (02'7), peroksinitrit (ONOOi) ve hidrojen peroksit (H,0O,) gibi
serbest radikallerin olusumu nedeniyle meydana gelir. Serbest radikaller son
yoriingelerinde eslesmemis elektrona sahip olduklarmmdan son derece reaktiftirler ve
indirgen ve yiikseltgen Ozellikleri sonucu hiicre hasarina neden olurlar. Bu radikaller,
hiicrenin plazma zarinda, mitokondrisinde ve ER zarlarinda olusabilir (McKersie ve
Lehsem, 1994). Kuraklik stresi sirasinda, bitki daha fazla su kaybetmemek igin stomalarmi
kapattiginda CO,’nin alimini da kisitlamis olur. Boylece fotosentezdeki elektron akseptorii
NADP® kisith hale gelir ve ferrodoksin NADP vyerine oksijeni indirger ve PSI’in
elektronlar1, O,’ye transferi sonucunda reaktif siiperoksit radikali (Oy") tretilir (Mehler
reaksiyonu) (Tambussi vd., 2000). Kuraklik stresi altinda artan siliperoksit, lipid
peroksidasyonuna ve yag asidi doygunluguna neden olarak zarlarin biitiinliiglinii bozar
(Sgherri vd., 1996). Siiperoksit, H,O, ve OH' radikallerini olusturur (Halliwell ve
Gutteridge, 1989). Siiperoksit ve hidrojen peroksitin hidroksil radikalini olusturmak iizere
tepkimesi sirasinda artan demir ya da bakir gibi diger ge¢is metalleri, bu reaksiyonlari
hizlandirmak suretiyle oksidatif hasar1 daha da artirabilir (Haber-Weiss ve Fenton
reaksiyonlar1) (Smirnoff, 1993). Serbest radikallerin DNA, hiicresel proteinler ve lipidler

tizerinde de zararl etkileri oldugu rapor edilmistir (Cirak ve Esendal, 2006).
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1.6.2. Usiime Stresi

Diisiik sicaklik veya lisiime stresi donma sicaklignin istiinde, fakat bitkilere zarar
verebilen genellikle 0 ila 15 °C arasindaki sicakliklarda meydana gelir. Usiime stresi, bu
sicakliklarda hiicre igerisinde buz c¢ekirdeklerinin olugsmamasiyla soguk stresinden
ayrilarak farkli bir stres cesidi olarak incelenir. Usiime stresi ilk olarak, 1926 yilinda,
diisiik gece sicakligina maruz birakilan seker pancarmimn yapraklarinda klororiz meydana
geldigini bildiren calisma ile rapor edilmistir (Faris, 1926). Usiime stresinin sistematik
olarak incelenmesi ise ancak 1970°1i ve 1980’11 yillarda diisiik sicaklik altinda yetistirilen
salatalik, misir ve domates gibi bitkilerin fotosentetik dokularmnin yapisi ve fizyolojisinin
incelenmesiyle baglamistir (van Hasselt, 1974; Taylor ve Craig, 1971; Gemel vd., 1986).

Bitkilerde tisiime stresinin etkileri, sicaklik derecesine, maruz kalma siiresine,
bitkinin genotipine ve gelisim evresine, giin igerisinde maruz kaldigini zamana ve sicaklik,
riizgar, su ve besin gibi diger ¢evresel stres faktorlerine baglh olarak farklilik gosterir
(Saltveit ve Morris, 1990). Kisa siireli diisiik sicakliga maruz kalan bitkilerde gozle goriiliir
etkiler gozlenmemesine ragmen uzun siireli lisiime stresi altindaki bitkilerde zamanla artan
doz asimina bagli olarak semptomlar hizla belirginlesmeye baslar. Diisiik sicakliga maruz
kalan bitkilerde biliylime durdurulurken, {iisiimeye hassas tiirlerde sicaklik normale
dondiigiinde hasarlar meydana gelir. Ornegin, 24 saat 0.3°C’ye maruz kalan nusir
fidelerinin normal yaprak uzama oranina donmesi dort giin gerektirdigi saptanmistir
(Creencia ve Bramlage, 1971). Ozellikle tropik ve subtropik bdlgelerde yetisen bitkiler
sicaklik distislerine kars1 daha duyarhdir. Bu baglamda, 1980 yilinda Amerika’da
sicakligin mevsimsel normallerin altinda seyretmesi sonucunda pamuk bitkisinden 60
milyon dolar zarar edildigi rapor edilmistir (Wilson, 1984). Tahil bitkilerinde ise, diisiik
sicakliklar nadiren iirlin kayiplarina sebep olurken, biiylime ve gelisimi 6nemli 6lcilide
geciktirir. Yine, lislime, Uriin hasadi sonrasinda da bazi tarim iriinleri i¢in 6nemli bir
faktordiir. Clinkii bircok meyve ve sebze diislik sicakliklarda depolandiklarindan listimeye
duyarli olanlar tazeliklerini koruyamayip bozulmaktadirlar (Ercoli vd., 2003).

Usiime hasari, etilen miktarmm artmasina ve metabolizmik eloktrolitlerin sizmasina

sebep olarak hiicresel ve fenotipik degisimlere neden olur (Tablo 1.2).
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Tablo 1.2. Usiime stresinin hiicrede meydana getirdigi semptomlar (Kratsch ve Wise,

2000).

Usiime stresi sekli

Gozlenen semptomlar

Kaynaklar

Karanlikta iigiime

Isikta lisiime

Su stresi ile birlikte

Uslime siiresi

Usiimeye alisma

Usiime sonrasi
iyilesme

Kalitsal iigiime
hassasiyeti

Usiimenin
ontogenik etkileri

Nisasta  azalir, siser ve

tilakoyidler genisler.

kloroplastlar

Isik iisiime semptomlarim1 daha da artirir.
Nisasta azalir, kloroplastlar siser, tilakoyidler
genisler ve periferal retikulum olusur.

Kloroplastlar siger, lipit damlalar1 birikmeye
baglar, kloroplastlarda dagilma gozlenir.

flk asama: tilakoyid zarlar bozulur, nisasta
azalir, periferal retikulum olusur.

Ikinci asama: kloroplastlar dagilir ve lipit
damlalar1 birikmeye baglar.

Ucgiincii asama: granalar kopar, tilakoyid ic
bosluklar1 genisler.

Tilakoyid zar yapist (granalarmi kiigiiltiir),
yapragin mezofil sitoplazmasi ve fosfolipitleri,
yaprak hiicre zarlarinin serbest sterol orani
degistirilir.

Iyilesme bitkinin tiiriine baglidir ve asir1 hassas
tiirlerin tekrar yesermesi imkansizdir.

Asir1 hassas tiirlerde mitokondrilerinde sisme
gozlenir; hassas tiirlerde plazmoliz meydana
gelir; direngli tiirlerde hasar meydana gelmez.

Usiimeye direngli tiirlerde  kloroplastlar

gelisimi yavaglar.

Jagels, 1970; Wise
vd., 1983

Jagels, 1970;
Murphy ve Wilson,
1981; Musser vd.,
1984; van Hasselt,
1974; Taylor ve
Craig, 1971;
Terishima ve Inoue,
1985

Wise vd., 1983

van Hasselt, 1974;
Wise vd., 1983;
Taylor ve Craig,
1971; Wu vd., 1997

Garber ve
Steponkus, 1976;
Huner vd.,

1993; O’Neil vd.,
1981

Jagels, 1970;
Murphy ve Wilson,
1981

Ishikawa, 1996;
Leddet ve Geneve,
1982; Murphy ve
Wilson, 1981;
Nessler ve
Wernsman, 1980;
Taylor ve Craig,
1971; Wise ve
Naylor, 1987; Wise
vd., 1983

Karpilova vd., 1980;
Humbeck vd., 1994
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Siddetli lisiime hasarlar1 ise bitkide hiicresel otolize ve senesense sebep olabilir
(Saltveit ve Morris, 1990). Usiime stresi baslica metabolizmay1 ve zarlar1 etkiler (Kaniuga,
2008). Diisiik sicakliklar, proteinlerin yapisini ve kinetigini etkileyerek bir metabolik yolun
inhibisyonuna sebep olur. Bu durum hiicrede toksik ara tiriinlerin birikmesine yol agar. Bu
toksinler zarlarin bozulmasina veya diger hiicresel ve fenotipik semptomlarin gelismesine
onderlik eder. Zarlarm bozulmasini agiklayan bir diger modele gore ise, diisiik sicakligin
zar lipitlerinin ag¢il kuyruklari tarafindan algilanmasi ile sivi kristal halinde bulunan zarlar
jel fazma doniistiiriiliir (Guy vd., 2008; Raison ve Chapman, 1976; Raison ve Lyons, 1986;
Raison vd., 1979). Jel fazi, lipitlerin kinetik enerjisinin az oldugu ve sikica ve kati bir
sekilde depolandig1 fazdwr. Zarlarin jel fazda olmasi normal secici gecirgenlik
fonksiyonlarmi yerine getirememesine sebep olur. Sonu¢ olarak hiicrede turgor kaybu,
sitoplazma igeriginin akisi, enerji metabolizmasinda ve fotosentezde aksakliklar, hiicrenin
otolizi ve 6liimii gibi olaylar meydana gelir.

Baslica etkisi zar biitiinliiglinii bozmak olan iisiime stresi, hiicrede en ¢ok zarlarla
cevrili olan kloroplast, mitokondri ve niikleus gibi organelleri etkiler. Usiime stresi,
kloroplastlarin ve mitokondrilerin sisip sekillerinin bozulmasina, nigasta graniillerinin
sayisinin  ve biiyiikliigiiniin azalmasima, tilakoyidlerin genislemesine, granalarda
kopmalara, kloroplast zarflarinda periferal retikulum adi verilen keselerin olusmasina,
kloroplastlarda lipid damlaciklarmin olusmasina ve niikleusta kromatin materyalinin
yogunlagsmasma neden olur (Kratsch ve Wise, 2000). Kloroplastlarda sisme, {isiime
stresinin asimilat ihracini azaltmasiyla nisasta pargalayan enzimlerin faaliyetlerinin artmasi
sonucu stromada c¢oziinen seker birikimine bagli olarak su potansiyeli disiiriilmesi
nedeniyle gerceklesir. Tilakoyidlerin genislemesi, tisiime stresi ve 1s1gn etkisi ile olusan
fotooksidasyon sonucu meydana gelir. Periferal retikulum ise, tisiime stresi altinda daha
etkili metabolit transferi yapabilmek igin zar yiizeyinin artirilmasi i¢in olusturulur.

Diisiik sicakliklara hassas bitkilerde stres semptomlarmin meydana gelmesi bitkinin
bulundugu gelisim evresine gore farklilik gosterir. Oldukga kuru olan tohumlar uzun siire
diisiik sicakliklara karsi toleranshdir. Ancak ¢imlenme sirasinda su aliminin baglamasiyla
bitkide lisiime stresi meydana gelebilir (Herner, 1990). Eger toprak sicakligi dikim
sirasinda c¢ok diisiikse, tohum tarafindan emilen su, zar biitiinliigiiniin bozulmasina,
elektrolit akisinin artmasma ve ¢imlenmenin durmasina neden olur. Su emilimi sonucu
gerceklesen lislime stresi bazi hassas tiirlerin polenlerinde de goriiliir (Crowe vd., 1989).

Polen zarlarinin lipid fazi su miktarma ve sicakliga olduk¢a duyarhidir. Soyle ki, diisiik
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sicaklik sonucu jel fazina gegen zarlar su emmeye basladiginda fonksiyonlarini tamamen
kaybederler. Ancak, diisiik sicakliga maruz kalmasina ragmen normal sivi kristal fazini
koruyan zarlar ise su emilimi sirasinda zarar gormezler. Diger taraftan bitkiler fide
evresinde diisiik sicakliklara daha duyarhidir. Ayrica kdk, rizom, sogan gibi bitki kisimlar1
diger organlara nazaran disiik sicakliklara daha hassastir.

Diisiik sicakliga maruz kalan bitkinin ilk tepkisi fotosentezi engellemektedir.
Fotosentezin engellenmesi, diisiikk sicakligin enzim Kkinetigini ve protein yapisini
etkileyerek CO; fiksasyonunu sekteye ugratmasi ve stoma kapanmasina sebep olarak
transpirasyonu etkileyerek CO, ve su aligverisini engellenmesi sonucu meydana gelir
(McWillian vd., 1982; Guye ve Wilson, 1987; Sassenrarth vd., 1990). Eger stres yiiksek
151k yogunlugunda meydana gelirse bitki daha fazla zarar goriir. Clinkii diisiik sicakligin
fotosentezi inhibe etmesine ragmen fotosentetik aygit 151k ile uyarilmaya devam edecektir.
Bu durum 1s1k enerjisin O tarafindan yakalanarak aktif oksijen tiirlerinin olusmasma ve
bitkide ikincil bir stres olarak fotooksidatif stresin meydana gelmesine sebep olacaktir

(Foyer vd., 1994; Prasad vd., 1994a,b).

1.7. Kromatin Biyolojisi

Kromatin, dkaryotik genomun bir niikleoprotein kompleks igerisine paketlenerek bir
metreden daha uzun olan DNA’nin kiigiik hacimli niikleus igerisine sigmasini saglayan
yaptya denir. HI, H2A, H2B, H3, H4 olarak bes tipi olan ve histon adi verilen
proteinlerden ve DNA’dan olusur. Tekrar eden birimlerine niikleozom denir. Her bir
nikleozom, H2A, H2B, H3, H4 dimerlerinin olusturdugu oktamer etrafinda iki
stiperhelikal dongii yaparak sarilan 146 baz ¢iftinden olusan DNA’dan ve bitisik iki histon
oktamerleri arasinda bulunan baglayict DNA’dan olusur. Niikleozomlar bu haliyle ipe
dizili boncuk gibi goriiliirler. H1 proteini iki bitigsik oktameri birlestirerek kromatinin daha
yogun bir gériiniim almasini saglar (Sekil 1.9).

Kromatin heterokromatin ve Okromatin olmak tizere iki farkli kisimdan olusur.
Heterokromatin bolgeler DNA boyalar: ile koyu bir sekilde boyanir ve hiicre dongiisii
boyunca yogun olarak kalir. Okromatin bdlgeler ise acik olarak boyanir ve interfaz
sirasinda yogunlugu azalir. Heterokromatin muntazam bir sekilde niikleozom igerisine
paketlenir ve telomerler, kromozomlarin perisentrik bdlgeleri, tekrar eden dizeleri ve

transpozal elementleri igerir ve gen bakimindan fakirdir. Buna kargin 6kromatin bolgeler
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niikleozom igerisinde diizensiz bir sekilde yerlestirilir ve gen bakimindan zengindir. Ayrica
okromatin bolgelerde doku tipine, hiicre soyuna veya gelisim evrelerine gore aktif veya

inaktif olabilen heterokromatin bolgeleri bulunur (Hsieh ve Fischer, 2009).

Cift sarmal DNA

EKromatinin 'ipe diznli =
boncuk’ goriniisi

Paketlenmis
niikleozomlaim 30
nm'hk kromatin
iplikcig

Kromozomun
bityiititlmiis bir
kesiti

Kromozomun
vogunlasmas
halinden bir kesit

Mitotik
kromozomlar " 1400 nn
|

A

Sekil 1.9. DNA’nin kromatin igerisinde organizasyonu. 165 baz ciftinden olusan
DNA’nn 2 siiperhelikal dongii ile histon oktameri etrafina dolanmasiyla
niikleozom olusur. iki bitisik niikkleozom arasinda baglayict DNA’lar
bulunur. Niikleozomlarin birbiri ilizerine katlanmasi ile 30 nm’lik
iplikgikler olusur. Niikleozomlar bu sekilde katlanmaya devam ederek
1400 nm gapinda kromozomlar olusur (Felsenfeld ve Groudine, 2003).
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DNA’nin kromatin seklinde organizasyonu, DNA’nin kalip olarak kullanildig:
replikasyon, transkripsiyon, rekombinasyon ve DNA tamiri gibi enzimatik reaksiyonlarda
proteinlerin erigimini zorlastirir. Bu nedenle, kromatin bazi modifikasyonlarla yeniden
diizenlenerek gerekli enzimlerin DNA’ya ulagmalari saglanir. Birincisi, SWI/SNF ailesine
ait ATP bagmmli yeniden diizenleyici kompleksler ile histonlarin hareket ettirilerek
kromatinin yogunlugunun degistirilmesiyle transkripsiyon faktorlerinin promotor bolgelere
baglanmasi saglanir (Nemeth ve Langst, 2004). Ikincisi ise, histon oktamerlerinden disar1
uzanan histon kuyruklarmin ubikitinasyon, asetilasyon, metilasyon, ribosilasyon,
sumolasyon, fosforilasyon, karbonilasyon ve glikatyon gibi postranskripsiyonel kovalent
modifikasyonlar ile diizenlenmesidir. Bu modifikasyonlar, heterokromatini okromatine
doniistiirerek genoma erisimi saglar. Ugiinciisii, niikleozom igeriginde yer alan histonlarin
varyantlar1 ile degistirilmesidir. Sonuncusu ise DNA’ da bulunan sitozin bazlarmin
metilasyonudur (Nelissen, 2008).

DNA metilasyonu, DNA Metiltransferaz (DMT) ailesine ait enzimlerin guaninden
once gelen sitozin bazlarina (CpG) metil grubu eklemesi ile yapilir. Arabidopsis’de yapilan
gozlemler sonucunda metillenmis DNA’larm (CpG) ¢ogunlukla sentromerik bdlgelerde
bulunan ardisik dizilerde, ribozomal DNA swralarinda, transpozomlarda ve ya
retrotanspozon tiirevi elementlerde, konstitiitif heterokromatin bolgelerde bulunur. DNA
iizerinde hemen hemen daima metillenmis olarak bulunan ve seyrek olarak yerlesim
gosteren CpG diniikleotidleri yer alir. Tersine, DNA’nin bazi bolgelerinde CpG
niikleotidlerince zengin oldugu ve bu sitozinlerin ¢ogunlukla metillenmemis olarak
bulundugu ve CpG adalar1 olarak adlandirilan bolgeler vardir. Bu CpG adalar1 genellikle
promotor bolgelerinde bulunur ve ada igerisinde meydana gelen metilasyon islemi ile
genlerin transkripsiyonel olarak inaktif olmasi saglanir. Dolayisiyla DNA’nin bu sekilde
metilasyon seviyesinin degistirilmesiyle genlerin ifadesin diizenlenmesinin bitki biiyiime
ve gelisiminde 6nemli role sahip oldugu goriilmiistiir (Ooi ve Bestor, 2008).

DNA’nin metilasyon seviyesinde meydana gelen degisim ile genetik kodda herhangi
bir degisiklik yapmaksizin genlerin ifadesi epigenetik olarak diizenlenir. Bu islem DNA
Metiltransferaz enzimler tarafindan gergeklestirilir. Bu enzimler, C terminal katalitik ve N
terminal regiilator olmak tizere iki kisimdan olusur. DNA’nin metillenmesi ile gen
susturulmast meydana gelir. Housekeeping genlerinin promotor bdlgelerinin  az

metillendigi dolayisiyla transkripsiyonel olarak aktif oldugu saptanmistr. DNA’nin
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metilasyon derecesinin degisimi, genlerin ifadelerinde ve genom kararhiliginda

bozukluklara sebep olur.
Misir bitkisinin DMT gen ailesinde DMT101, DMT102, DMT103, DMT104,

DMT105, DMT106, DMT107 olarak adlandirilan yedi gen bulunur (Sekil 1.10) (Springer
ve Keepler, 2005).
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Sekil 1.10. Bitki ve hayvanlara ait DNA metiltransferaz enzimlerinin
filogenetik analizi. Kirmizi kareye alman genler misir DNA
metiltransferazlarmi gdstermektedir (Springer ve Kaepler 2005).
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1.8. Monokotillerde Yaprak Biiyiimesinin Analiz Edilmesinde Kullamilan
Metotlar

Pek ¢ok cevresel stresin bitkilerde meydana getirdigi ilk goriiliir etkilerden birisi
yaprak biliyimesinin sinirlandirilmasidir.  Yapraklar giines 1s1gmin emilmesinde ve
fotosentezden sorumlu baglica bitki organi olduklarindan biiyiimelerinde meydana gelen
azalis direk olarak bitki verimini etkileyecektir. Yapilan birgok arastirmada kuru madde
birikiminin yaprak ayasmn biiyiikliigiiyle dogru orantili oldugu gosterilmistir. Ornegin
Chloris gayana bitkilerinin yiiksek tuz konsantrasyonlarda biiyiitiildiigiinde yaprak
alaninda meydana gelen azalmanin kuru madde birikimini de ayni oranda etkiledigi
saptanmustir (de Luca vd., 2001).

Mistr bitkisinin de igerisinde bulundugu monokotil bitkilerin yapraklarinin biiylime
bolgesi, fizyolojik Ozelliklerinden dolayr ii¢ bolgeye ayrilarak incelenir. Bu biiylime
bolgeleri birbirini takip ederek yaprak boyunca uzanir. Yaprak tabaninda hiicre
boliinmelerinin meydana geldigi meristem, devaminda yeni boliinmiis hiicrelerin
genigslemeye basladigi uzama ve nihayet hiicrelerin farklilasarak son halini aldigi
olgunlasma bolgeleri yer alir. Meristemde hiicre boliinmesi faaliyetleri sonucu iiretilen
hiicreler meristem bolgesini doldurdugu vakit, meristemin en disinda bulunan hiicre altta
iiretilen yeni hiicreler tarafindan bir {ist bdlge olan uzama bdlgesine itilir. Uzama hiicresine
ulagan bu hiicre, alttan gelen yeni hiicrelerin itmesiyle olgunlasma bdlgesine dogru yol
alirken burada kaldigi siirece genisler. Olgunlasma bdlgesine ulastigi zaman son
uzunluguna da ulagmis olur. Bir hiicre olgunlagsma bdlgesine ulastigi zaman bir hiicre
iiretilmis olur. Burada hiicre yeni ¢eper materyalleri iireterek ve biyokiitlesini arttirarak
olgunlasmasini tamamlar (Fiorani, 2001).

Biiylime bolgesinin yaprak ekseni boyunca siralanisi sayesinde boliinmiis ve
boliinmekte olan hiicreleri zamana ve konuma bagl olarak takip etmek miimkiin
olmaktadir. Ayrica bitki hiicre bdliinmesinin 6zelliginden dolayr yeni boliinmiis kardes
hiicreler hiicre plagi ile bir arada tutulurlar. Boylece boliinen her yeni hiicrenin bir digerine
bagl kalmastyla bir hiicre dosyast meydana gelir. Epidermal hiicre dosyalar1 yaprak
eksenine paralel bir sekilde uzanir. Bu sayede bir hiicre dosyasi igerisinde bulunan hiicre
soyunun boliinme, genisleme ve olgunlasma safhalar1 boyunca hiicre uzunluklar1 6l¢tilmek
suretiyle hiicre uzunlugu profili ¢ikartilir. Ancak hiicre uzunlugu profili ¢ikartilirken

Olglimlerin yapragin biiylimesi sirasinda yapilmasi gerekmektedir (Fiorani, 2001).
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Misir yapraklarmin her biri daha yash yapraklar tarafindan kusatilir ve en geng
yaprak en icte olandir. Biiyiimekte olan bu en gen¢ yapraga ulasmak ancak isteki
yapraklar1 siywrarak miimkiin olmaktadir. Etrafindaki yapraklarin uzaklastirilmasindan
sonra daimi veya gecici doku preperatlar1 hazirlandiktan veya doku lizerine transparan bir
bant yapistirarak bir kopya alindiktan sonra bir Normanski mikroskobu ile hiicre
uzunluklar1 6l¢iiliir (Volenec ve Nelson, 1981). Bu metoda alternatif olarak gelistirilen bir
diger teknik de g¢evredeki yapraklar uzaklastirildiktan sonra Olgiilecek yapragin iizerine
belirli araliklarla miirekkeple ve ya igne ile isaretleme yapilir ve bu isaretler arasindaki
uzunluk belirli zaman araliklariyla 6lgiiliir (Schnyder vd., 1987). Ancak bu metodun
yaralama sonucu hiicre genislemesinde bir azalmaya sebep oldugu saptanmistir (Bernstein
vd., 1993). Ayrica bu teknikte 6lglim araliklarinin uzunlugu oldukg¢a donemlidir (Erickson
ve Silk, 1980).

Hiicre uzunlugu dagilimi ve isaretlerin yer degisimiyle elde edilen dlglimler, sivi
akiskan dinamigi ve mekanik bilimlerinden tiireyen bir takim matematiksel formiiller
kullanilarak analiz edilebilir (Silk, 1984). Bu dogrultuda biiyiiyen organda meydana gelen
hiicre boliinmelerini ve genislemelerini zamana ve konuma bagl olarak tanimlayabilmek
icin kinematik bir yaklasim gelistirilmistir (Good-win ve Stepka, 1945; Erickson ve Sax,
1956; Hejnowicz, 1956; Silk ve Erickson, 1979; Gandar, 1980; Silk, 1984; Fiorani, 2001;
Silk, 2006; Tsukaya ve Beemster, 2006;). Boylece hiicre uzunluklarinin konumsal dagilimi
ve yaprak uzunlugu orani verilerinden yola ¢ikarak bolgesel uzama orani ve hiicre béliinme
ve genisleme islevlerinin yaprak biiyiimesine katkis1 kinematik analizler sayesinde
belirlenebilmektedir (Volenec ve Nelson, 1981; Schnyder vd., 1987; Silk vd., 1989; Ben-
Haj-Salah ve Tardieu, 1995; Beemster vd., 1996; Sacks vd., 1997).



2. YAPILAN CALISMALAR

2.1. Bitki Materyalinin Saglanmasi ve Biiyiitme Sartlar

Bu c¢alismada bitki materyali olarak, RNAi (RNA interference) ve TILLING
(Targeting Induced Local Lesions in Genomes) gibi biyoteknolojik yontemler ile
mutasyona ugratilmis on adet misir hatlar1 kullanildi. Her biri farkli bir kromatin geni
bakimindan mutant olan musir daneleri kromatin veritabani (Chromatin Database=
ChromDB)’ndan tedarik edildi. Tablo 2.1 bu misir hatlarmin isimlerini, mutasyon tipini ve
hangi geninin mutasyona ugradigini gostermektedir. Mutant misir hatlarma ait tohumlar
icerisinde toprak bulunan 2 1t’lik saksilara toprak yiizeyinden 2 c¢cm igeriye dogru tohumun
radikulas1 asag1 gelecek sekilde topraga ekildi. Ardindan saksilar sicaklik, nem ve 151k gibi
biiyiitme sartlarinin kontrol edilebildigi odalarina konumdan kaynaklanan etkileri elimine
etmek icin rastgele yerlestirildi. Misir hatlar1 24°C’de, 16 saat giindiiz, 8 saat gece
periyodunda, %70’lik nem igeren odalarda biiyiitiildii.

Tablo 2.1. RNAI ve TILLING mutant misir hatlar1 ve mutant genleri

Hattm ismi Mutasyona ugratilan genin ismi Mutasyon tipi
Hat 05 DNA METILTRANSFERAZ 103 (DMT103) RNAI
Hat 20 DNA METILTRANSFERAZ 102 (DMT102) RNAI
Hat 29 SET DOMAIN GENI 118 (SDG118) RNAI
Hat 32 DNA METILTRANSFERAZ 101 (DMT101) RNAI
Hat 32.1 DNA METILTRANSFERAZ 102 (DMT101) RNAI
Hat 39 SET DOMAIN GENI 122 (SDG122) RNAI
Hat 39.1 SET DOMAIN GENI 122(SDG122) RNAI
Hat 44 NUKLEOZOM KONUMLANDIRICI GEN (NFE102) RNAI
DMT106 DNA METILTRANSFERAZ 107 (DMT106) TILLING
DMT107 DNA METILTRANSFERAZ 107 (DMT107) TILLING

DNA METILTRANSFERAZ 103 (DMT103) geni RNAI teknigi ile susturulmus ve
HatO5 olarak adlandirilan bir misir mutant hatti kuraklik stresine maruz birakildi
Karsilagtirmali analizler yapabilmek i¢in misirin giinliik normal ihtiyaci kadar sulanan bir

kontrol grubu ve strese sebep olabilecek kadar sulanan deney grubu olusturuldu. Her iki
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gruba ait bitkiler 24°C’de, 16 saat giindiiz 8 saat gece periyodunda, %70’lik nem iceren
biiylitme odalarma yerlestirildiler. Kuraklik stresi uygulanan grubu verilecek su miktari
topragin su tutma kapasitesini de goz Oniine alinarak hesaplandi. Topragin su tutma
kapasitesini belirlemek i¢in deneyde kullanilan topraktan 1 gr alinarak tartildi. Daha sonra
firmda kurutuldu ve ardindan tekrar tartildi. Firinda kurutulmadan 6nceki ve sonrasindaki
olusan fark 1 gr topragin su tutma kapasitesini gostermektedir. Deneyde ayn1 agirliga sahip
saksilara yine ayni agirlikta toprak konuldu. Boylece biitiin saksilarin icerisinde bulunan
toprakla birlikte agirliklarinin ayni olmasi saglandi. Her giin saksilar bir tarti ile tartilarak
ilk agirliklarma gore farklar1 gozlendi. Kontrol grubu olusan farkin baslangictaki agirliga
gelene kadar su eklendi. Stres uygulanan grup ise baslangigtaki agirligmin %30’una
ulagincaya kadar susuz birakildi. Bu degerin altina diismeye basladiginda baslangic
agirhiginm %30’ una varmcaya kadar sulandi.

Hat05 ve DNA METILTRANSFERAZ 107 (DMT107) geni TILLING teknigi ile
mutasyona ugratilmis ve DMT107 olarak adlandirilan bir misir hatt1 soguk stresine maruz
birakildi. Ilk olarak mutant musirlara ait tohumlar 51 kuyucuklu ¢oklu kaplarda
¢imlendirildi. Ardindan bir giinliikk fideler sicakligi, 151k yogunlugu ve nemin kontrol
edilebildigi iklim dolaplarina transfer edildi. Tablo 2.2 iklim dolabinin biiylime sartlarini
gostermektedir. Karsilagtirmali analizler yapabilmek i¢in bir kontrol grubu ve gece
sicakhiginin distiriildigl soguk stresi grubu olusturuldu. Kontrol grubundaki bitkiler 16
saatlik giindiiz periyodunda 25°C ve 8 saatlik gece periyodunda 18°C’de biiyiitiildi. Stres
grubundaki bitkiler ise 16 saatlik giindiiz periyodunda 25°C ve 8 saatlik gece periyodunda
4°C’de biyitiildi.

Kok biiytimesini inceleyebilmek i¢in Hat05 kagit rulo sistemi kullanilarak yetistirildi
(Sekil 2.1). Misir tohumlar1 ekilmeden 6nce % 6’lik sodyumhipoklorit (¢amasir suyu)
¢ozelti icerisinde 2 dakika boyunca karistirilarak sterilize edildi. Ardindan her biri 5 dakika
siren 3 defa karistirilmak suretiyle durulanarak tohumlar sodyumkloritten tamamiyla
arindirildi. Steril edilen tohumlarin radikulalar1 agsagi gelecek sekilde laboratuar tezgahina
serilmis ve 1slatilmis kagitlarin {ist hizasinda 2 cm asagisina gelecek sekilde yerlestirildi. 2
tohum arasinda 10 cm kalacak sekilde tohumlar ardisik olarak kagida dizildi. Ardindan
kagit rulo haline getirildi ve bir tiip igerisine yerlestirildi. Tiipler yarisma kadar su ile
tamamland1 ve bu islem her giin tekrarlanarak kagidin 1slak kalmasi saglandi. Igerisinde

musir tohumlar1 bulunan tiipler 24°C ve 16 saat giindiiz 8 saat gece periyoduna sahip olan
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lovibonda yerlestirildi. Fideler bir haftalik olunca daha uzun tiiplere ayn1 sekilde transfer
edilerek lovibonda yerlestirildi.

Tablo 2.2. Iklim dolabinin biiyiitme kosullar1 (Voetsch, Germany).

Soguk stresi Kontrol
0 0.00 h 0 4°C 18°C
1 0.00 h 1 70% 70%
2 4.00 h 0 4°C 18°C
3 5.59 h 2 0% 0%
4 6.30 h 2 100% 100%
5 6.30 h 0 25°C 25°C
6 21.30 h 0 25°C 25°C
7 21.30 h 2 100% 100%
8 22.00 h 2 0% 0%
9 23.59 h 0 4°C 18°C
10 23.59 h 1 70% 70%

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

27/04/2009 10:46

Sekil 2.1. Kok biiyiimesini gézlemleyebilmek i¢in kagit rulo sisteminde
yetistirilen bitkilerin lovibond igerisindeki temsili fotografi
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2.2. Tohum Stokunu Artirmak i¢im Tozlastirma islemi

Misir fideleri, yaprak biiyiimesi incelendikten sonra, tohum stokunun artirilmasi igin
icerisine fertilizor eklenen 5 1t’lik saksilara transfer edildi. Ardindan saksilar 27°C’lik
seraya yerlestirildi. Topraga eklenen fertilizor, miktar1 fazla olmasi halinde bitkilerin
Oliimiine sebep olacagindan, 1 cuval topaga 3 kasik oraninda eklendi. Misir bitkileri giin
asir1 sulanarak gelisimleri her giin izlendi. Boylece fidelerin gigceklenmeye basladigi an
tespit edildi. Tlk olarak erkek cicekler piiskiil seklinde bitkinin en tepsinde ortaya ¢ikisinin
ardindan disi ¢icegin ¢ikacagi an dikkatlice takip edildi. Disi ¢igek yaprak koltugunda
goriinmeye basladig1 andan itibaren istenmeyen tozlagmalar1 dnlemek icin Sekil 2.2°de
gosterildigi gibi beyaz bir kagitla polenlerin ulasamayacagi sekilde kapandi. Disi ¢igeklerin
gelisimleri takip edilerek ¢icek stiluslarmin ¢igegi saran yapraklardan disar1 uzanmasi
beklendi. Bekleme siiresini azaltmak i¢in embriyoya zarar vermemek kaydiyla ¢icegi saran

yapraklar dikkatlice kesilerek stiluslarin daha ¢abuk uzamasi saglandi.

141022009 13:08
N

N

N

Sekil 2.2. Sera ortaminda isteye bagl tozlasgtrma yapilmig musir bitkilerinin temsili
fotografi. Kirmiz1 oklar tozlastirma yapildiktan sonra lizeri kapatilan misir
koganlarin1 gostermektedir.
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Disi ¢icegi saran yapraklarin kesilmesinden yaklasik bir giin sonra istenilen genetik
bilgiye sahip babadan Sekil 2.2°de goriilen kahverengi kagit torbalara toplana polenler disi
cicegin sitiiluslar1 {izerine birakildi ve disi ¢icek tekrar kapatildi. Tozlagsmanin
gerceklesmesini saglamak icin ilk tozlastirma igleminden bir giin sonra bu islem
tekrarlandi. Tozlagsmanin gergeklesip gerceklesmedigini anlamak igin stiluslarin gelisimleri
incelendi. Eger tozlagma basarili ise stiluslarin uzamasi durarak parlak sar1 olan renkleri
pembeden giderek kahverengiye donen bir renk alacaktir. Mutant misirlarin hepsinin ayni

gecmise sahip olmalarmi saglamak i¢in misirlar kendine tozlastirildi.

2.3. Popiilasyondaki Mutant Misir Hatlarimin Belirlenmesi

2.3.1. Yaprak Boyama Testi

Yaprak boyama testi RNAi mutantlarmi tespit etmek i¢in kullanildi (Dennehey,
1994; Spencer, 1992). RNAI teknigi ile misira ait kromatin genleri, komplementer yapay
dsRNA’in misirlara aktarilmasi ile bir dize enzimatik par¢alanma isleminden olusan RNAI
islevi uyarildi. Boylece, musira ait genin tirettigi mRNA’larin sitoplazmada par¢alanmasi
tesvik edilerek genin ifadesinin susturulmasi saglandi. Yaprak boyama testi ile genleri
susturulmus mutant yani transgenik misirlar1 belirleyebilmek i¢in yapay dsRNA ile birlikte
aktarilan ve fosfinotrosin asetil transferaz (PAT) enzimini kodlayarak bitkilere herbisitlere
kars1 dayanikhilik 6zelligi kazandiran bialapos direng (BAR) geninin tespiti yapildi
(Hoshino vd., 1998). Bu boyama testi i¢in musirlarin biiylimesini tamamlamis besinci
yapraklar1 bir gesit herbisit olan basta (glufosinat) ¢ozeltisi ile muamele edildi. Basta
glutamin sentezinde ve amonyumun detoksifiye edilmesinde gorevli glutamin sentaz
genini inhibe eden gulufosinat icerir. PAT enzimini ise gulufosinati detoksifiye ederek
bitkiye bastaya karsi direnglilik kazandirir. Basta ¢ozeltisi % 0.01 oraninda Tween 20
(1slatma ajani; TWEEN 20)’nin ve % 1 oraninda glufosinat amonyumun karistirilmasiyla
hazirlandi. Misirlarin besinci yapraklarinin yarisina bir kalem yardimiyla yapragin enine
dogru bir ¢izgi ¢izilerek isaretlendi. Bu ¢izgiden itibaren yapragin ucuna dogru, bir siingere
emdirilmig basta ¢ozeltisi ile yaprak boyandi. Uygulamadan bir giin sonra baglayarak i ila
yedi giin iginde yapragin basta uygulanan kisminda meydana gelen degisimler kaydedildi.
Yapragi test edilen kisminda sararma, solma, kuruma gibi semptomlarin meydana gelisi

musirlarin herbisite duyarli dolayisiyla transgeni icermedigini gosterir (Sekil 2.3). Mutant
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musirlarda ise sahip olduklart PAT enzimi sayesinde yapragimn test edilen kisminda hi¢ bir
semptom gelismeyecektir. Bu uygulama c¢ok geng¢ bitkilerde uygulandiginda o6liimciil
olabilir fakat sekizinci yaprak asamasinda uyguladiginda sadece yapragin o6lmesine

bitkinin ise yasamasina imkan saglar.

Sekil 2.3. Bir marker ile isaretlenen yapragin siinger yardimiyla
basta ¢ozeltisi ile boyanmasini

2.3.2. Lateral Flow Testi

Lateral Flow testi, genleri susturulmus mutant misir hatlarindan Kkaltilan bir
popiilasyonda transgenik aleli tasiyan mutant musir hattini bulmak igin alternatif bir
yontem olarak kullanildi. Bu test ile mutant misirlara aktarilan BAR geninin iirettigi PAT
proteini tespit edildi. Bu test antibodi sandvi¢ esasina gore tasarlandi. Bu amagla bir renk
isaretcisiyle birlestirilmis PAT proteini bir lateral flow ¢ubuguna yerlestirildi. Bu lateral
flow test cubuklar1 PAT proteinine sahip bitki dokusundan elde edilen ekstraktan alian bir
miktar sivi igerisine daldirildiginda pat proteini ile cubukta bulunan renk maddesi
birleserek su ile yukar1 dogru tagmir. Test gubugunun yukar1 kisminda biri renk maddesini
biri renk maddesi ile birlesen proteini yakalayan iki adet yakalama kismi bulunur. PAT
proteini ile bilesen renk maddesi veya tek basina renk maddesi bu bolgede yakalandigi
zaman kirmizi bir renk olusur. Yakalama bdlgesinde tek bir ¢izgi olugmasi testin ¢alistigini
gosteren pozitif kontroldiir. Ancak PAT proteininin varligini gostermez. Bu bdlgede

beliren ikinci kirmizi bant bitki ekstraktinda PAT proteinin varligini gosterir (Sekil 2.4).
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Bitki materyali ¢imlenmeden iki giin sonra birinci yapragin ucundan 1 cm kesilerek
1.5 mI’lik ependorf tiiplere konarak hazirlandi. Uzerine 0.5 ml su konularak karistirict ile 1
dakika boyunca ezilerek PAT proteininin su igerisine ge¢mesi saglandi. Test gubugu elde
edilen ekstraktin i¢erisine daldirildi. Birka¢ dakika sonra gubugun sonug penceresinde bant
olusmaya basladi. Eger gosterge penceresinde sadece bir kirmizi bant olusmussa bitkinin

yaban tip, iki kirmizi bant olusmussa mutant oldugunu gésterir (Sekil 2.4).
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I
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1ki giimlitk rasw fidesi

Sekil 2.4. Lateral flow testinin sematik gosterimi

2.3.3. dCAPS Metodu

Cogaltilmis polimorfik dizenin kesilmesinden tiiretilmis (dACAPS) metot, TILLING
mutant musir hatlarimi belirleyebilmek igin kullanildi (Neff vd., 1998) . Misir tohumlarinin
veya polenlerinin bir g¢esit mutajen kimyasal madde olan etilmetansiilfonat (EMS) ile
muamele edilmesiyle istenilen hedef gende aminoasit degisikligine sebep olan nokta
mutasyonu meydana getirilir. dCAPS metodu ile bu sekilde meydana getirilen TILLING
mutant hatlarinda bulunan nokta mutasyonu belirlendi. Bu metot, hedef dizenin
cogaltilmasi igleminin dahil oldugu restriksiyon parga uzunluk polimorfizmi (RFLP) ile
cogaltilmis polimorfik dizenin kesilmesi (CAPS) tekniklerinden tiiretildi. CAPS’de
RFLP’den farkli olarak restriksiyon bolgeleri mutasyon ile olusturulur veya var olan bolge
kaybettirilir. dCAPS metodun da ise mutasyona ugrayan hedef gen sirasina uyumsuz bazlar
kullanarak bir restriksiyon bolgesi olusturacak sekilde PCR primerleri dizayn edildi.
TILLING mutantlar, PCR friiniiniin restriksiyon endoniikleazlar ile muamelesinin

ardindan kesilip kesilmemesine gore belirlendi.
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EMS-mutasyonu i¢in TILLING mutant hatti olan DMT107 i¢cin B73, DMT106 i¢in
W22 adli hibrit musirlar kullanildi.

2.3.3.1. Edward Metodu ile Bitki Genomik DNA Ekstraksiyonu

dCAPS metodu ile TILLING mutant musir hatlarini belirleyebilmek i¢in gerekli
olan DNA Edward vd. (1991)’nin gelistirdigi metoda gore ekstrakte edildi. Mutant misir
hatlarina ait tohumlar ¢imlendirildi ve yapraklarindan bir parca kopartilarak igerisinde her
biri 4 cm ¢apinda olan 3 adet metal topun bulundugu 2 ml’lik ependorf tiiplere konuldu.
Ardindan bitki materyalinin bulundugu ependorf tiipler DNA ekstraksiyon islemine kadar -
70°C’de dondurarak saklandi. Esktraksiyon isleminin ilk adimi olarak bitki materyalleri
erimelerine izin verilmeden mekanik sallayici yardimiyla 40 saniye ile 1.5 dakika siiresince
30 Hz hizinda iyice homojenize edildi. Elde edilen homojenatlarin her birinin tizerine 1 ml
ve igerisinde 200 mM Tris HCL (pH 7.5), 250 mM NacCl, 25 mM etilen daimin tetra asetik
asit (EDTA), %0.5 Sodyum dodesil siilfat (SDS) maddelerini igeren ekstraksiyon tampon
ilave edildi. Bu karisim 10 ila 15 dakika kadar 65°C’lik firinda veya termoblokta inkiibe
edildi. Ekstraksiyon tamponunda bulunan SDS bir ¢esit deterjandir ve hiicre ¢eperini ve
zarm pargalayarak hiicre igeriginin disar1 ¢ikmasmi sagladi. Inkiibasyonun ardindan
ekstraklar 14000 rpm hizinda 2 dakika boyunca santrifligasyona tabii tutularak igerisinde
bulunan hiicre artiklarmin ependorf tiiplerinin dibine ¢okelmesi saglandi. Tip igerisinde
olusan faz ayrimmi bozmadan tiipiin iist kisminda bulunan ve DNA’nin bulundugu
supernatanttan 300 pl alinarak temiz bir ependorf tiipe transfer edildi. Uzerine ise DNA’da
olusabilecek kiriklar: 6nlemek i¢in hassas bir sekilde pipetle asagi1 yukari karistirarak fenol
kloroform izoamil alkol (25:24:1) ilave edilerek bir gesit sivi sivi ekstraksiyon kolonu
kuruldu. Fenol suda dogal olarak ¢oziiniir ve kloroform ile birlikte belirgin bir faz
olusumuna sebep olur. izoamil alkol de kdpiiklenmeyi dnler. Bu karisimin ilave edildigi
bitki ekstraklar1 5 dakika 14000 rpm hizinda santrifiij edilerek tiipte belirgin faz ayrimlari
olusturuldu. Tipiin altina ¢okelen organik faz ile DNA’nin bulundugu stteki sivi faz
arasmda ince bir protein tabaka olustu. Usteki sivi fazdan bu protein tabakasmi hareket
ettirmeden 1.5 ml almarak temiz bir ependorf tiipe alindi. Yine pipet ile hassas bir sekilde
iyice agag1 yukari karigtirarak ekstraktmn iizerine 300 pl izopropanol eklendi. Numune 10
dakika boyunca 14000 rpm hizinda santrifiij edilerek DNA’nin tiipiin dibinde seffaf bir
pellet olusturacak sekilde ¢oktiiriilmesi saglandi. Pellet 500 ila 1000 ul %75°lik etanol ile
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yikandi ve 50 ul distile su ile yaklagik 1 saate 37°C’de inkiibe edilerek tekrar ¢oziildii.
Ardindan ekstrakte edilen DNA 4 °C’de muhafaza edildi. DNA’da kiriklar olusmasina
sebep olacagindan DNA Ornekleri sik sik dondurup ¢oziilmemelidir. Restriksiyon
endoniikleazlarla kesim ve ligasyon ile birlestirme islemleri yapmadan once DNA

numuneleri 2 dakika 14000 rpm hizinda santrifiij edildi.

2.3.3.2. PCR Sartlar ve Primerlerin Tasarimm

Polimeraz zincir reaksiyon (PCR) islemi Taq DNA Polimeraz kiti kullanarak yapildi
(Invitrogen). Tag DNA Polimeraz enzimi bir Thermus aquaticus DNA polymeraz geninin
klonlandig1 E. coli’den sentezletilip saflagtirilmistir. Bu enzim 5°—3" DNA Polimeraz ve
5'—3" ekzoniikleaz aktivitesine sahiptir fakat 3'—5" ekzoniikleaz aktivitesi yapamaz. Bu
enzim sicaga dayaniklidir ve primer varliginda tek zincirli DNA’ya komplementer DNA
sentezi yapar.

Kit igerisinde ayrica 50 mM magnezyum klorid ve 200mM Tris-HCL (pH8.4), 500
mM potasyum klorid bilesenlerinden olusan 10x PCR buffer-Mg bulunur.

Bir amplifikasyon reaksiyonu igin 5ul 10x PCR buffer-Mg, 1 ul 10 mM dNTPs, 1.5
ul 50 mM MgCl,, 1.5 plileri primer (10 uM), 1.5 ul geri primer (10 uM), 3 ul genomik
DNA, 0.5 ul Taq polimeraz ve toplam hacmi 50 ul’ye tamamlayana kadar su ilave edildi.
Her bir reaksiyon tiipiine bu reaksiyon karigimi ilave edildikten sonra tiipler PCR cihazina
yerlestirildi. Numuneler ilk olarak 94°C’de 3 dakika inkiibe edilerek DNA’nin iki
iplik¢iginin tamamen birbirinden ayrilmasi saglandi. Ardindan 94°C’de 30 saniye
DNA’nin denatiirasyonu, 52°C’de 30 saniye primerlerin tutunmasi ve 72°C’de 3 dakika
yeni ipligin sentezi islemlerinden olusan 35 dongii boyunca DNA ¢ogaltildi. Son olarak
reaksiyonlar 4°C’de saklandi. PCR islemi sonrasmda hedef swramin ¢ogaltilip
cogaltilmadigint kontrol etmek i¢in PCR {iirliniinden 20 pl alip % 0,8’lik agoroz jelde
yiirliterek 180 b¢’lik bantlarin varligi gézlendi. DNA ekstrakte edildikten sonra uygun
restriksiyon endontikleazlar kullanarak kesim iglemi yapildi.

Primerler dCAPS Finder program kullanilarak tasarlandi (URL-2). Bu program ile
yaban tip musirlara ait DNA’lar1 ¢ogaltmak i¢in tasarlanan primerlerde uyumsuz
(mismatch) bazlar kullanarak hedef dizede restriksiyon endoniikleazlarm tanima bdlgesi
meydana getirildi. Bu primerler ile yaban tipte restriksiyon tanima bdlgesi olusturulurken

nokta mutasyonu meydana gelmis TILLING mutantlarda bu bolge mutasyon sebebiyle
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olusmayacaktir. Tablo 2.3’de TILLING mutant hatlar1 i¢in kullanilan dCAPS primerleri

gosterilmistir.

Tablo 2.3. Mutant TILLING hatlarini belirlemek i¢in kullanilan dCAPS primerlerin listesi

Primer sekans1 (5°—3") Ileri Uriin m
Hat /Geri uzunlugu (bg) (°C) Enzim
DMT106 GAGAAAAGAAGTGTCGTGGATC 179 52.1 BamHI (YT’
ICCTCTTGACTCTCTAACCATGC keser )
DMT107 CCTACACAAGCTAATTGGAGCAT 186 52.2 SfaNI (YT’
ICGACCTTCTCTCAAGTGGTAG keser)

2.3.3.3. DNA’nin Restriksiyon Endoniikleazlarla Kesilmesi

DNA’lar dCAPS primerlerin meydana getirdigi restriksiyon endoniikleaz tanima
bolgelerinden kesildi.

TILLING mutant musir hattt DMT106 i¢cin PCR iirliniinden 17.3 pl alinarak {izerine
0.5 pl BamHI enzimi ile 2 pl 10X buffer E, 0.2 pul BSA karisimindan olusan tampon
eklenerek 37 °C’de 1 gece boyunca kesim islemi yapild.

TILLING mutant misir hatt1t DMT107 i¢in PCR {iriiniinden 8.5 pl alinarak iizerine
0.5 pl SfaNI enzimi ile 2 pul 10X NEB3 tamponu eklenerek 37 °C’de 1 gece boyunca kesim
islemi yapildi.

Bu ¢alismada yaban tiplerde restriksiyon endoniikleaz tanima bolgesi yapildigi ig¢in

DNA’s1 enzimle kesiliyorsa yaban tip, kesilmiyorsa mutant oldugunu gosterir.

2.3.3.4. Kesilen DNA’larin Jel Elektroforezi ile Yuriitiilmesi

Yaklasik 200 bg olan PCR iiriiniin restriksiyon endoniikleaz enzimleri ile kesilerek
elde edilen yaklagik 180 ve 20 bg¢’lik fragmentlerin varlig1 jel elektroforezi ile belirlendi.
Olusan bu 20 bg’lik kiigiik fragmenttin jelden akip gitmesini dnlemek i¢in yogun bir jel
kullanildi. Bunun igin %1’lik agoroz ve %3’liik Nussive agoroz trisasetikasit-EDTA
(TAE) c¢ozeltisi igerisinde ¢oOziildii. Karisimin erimesi gii¢ oldugundan ¢6ziinmeyi
hizlandirmak i¢in karisim 60-65°C’de 15 dakika inkiibe edildi. Firindan alman karigimin
sogutulduktan sonra igerisine her 100 ml i¢in 10 ul giivenli SYBR eklendi. Giivenli SYBR
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bir ¢esit jel boyasidir ve etidyum bromid’in kansorejen etkisini azaltmak ig¢in
gelistirilmistir. DNA’ya baglanarak 280-502 dalga boyundaki UV 15181 sogurur. Jelin ilk
kuyucuguna kiigik fragmentli markir, geri kalanlara ise 20 ul 6rnek yiiklendi. Jel 15
dakika yiirtitiildi.

2.3.4. Gen Dizi Analizi

TILLING mutantlar1 dizi analizi ile belirlemek i¢in nokta mutasyonu oldugu tahmin
edilen gen uygun primerler kullanarak PCR islemi ile ¢ogaltildi. Bu islem i¢in kullanilan
primerler Tablo 2.4’de sunulmustur. PCR karisimi yukarida anlatildigr sekilde hazirlandi.
PCR islemi, DNA denatiirasyonu i¢in 94°C’de 10 dakika Inkiibasyonun ardindan 30 déngii
boyunca 30 saniye 94°C, 30 saniye 55°C’de ve 72°C’de 1,5 dakika boyunca
gerceklestirildi. Son olarak 3 dakika 72°C’de PCR iiriinlerinin tamammimn sentez olmasi
beklenerek 4°C’de islem sonlandirildi. PCR fiiriiniinden 20 pl alinarak DMT106 igin +
1030 bg¢ ve DMT107 i¢in 1497 bg¢ uzunlugundaki bantlarin varligi1 % 0,8’lik agoroz jel ile

kontrol edildi. PCR islemi gergeklestiginde iiriin dizi analizine gonderildi.

Tablo 2.4. Gen dizi analizi igin kullanilan primerlerin listesi

Hat Primer sekans1 (5°—3") ileri /Geri Uriin uzunlugu (bg)

DMT106 AGGGGCCTCCAGTAGTCACCTTGG/ 1030
GTTCGAATCCATGCCCATTGTCGT

DMT107 CCCCTGTTCACTGATCATGCACCTT/ 1497

C ACCAGTCGACCTTCAAATCATTCACA

2.4. Yaprak Uzama Oraninin Belirlenmesi

Yaprak uzama oraninin belirlenmesi i¢in misir fidelerinin dordiincii yapraklari
yaprak kimnindan c¢ikmaya bagladigi andan tamamen bilyiidiigi ana kadar toprak
seviyesinden yaprak ucuna kadar bir metre ile 6lgiildii (Sekil 2.5).

RNAIi ve TILLING mutant misir hatlarinin gézlemlendigi zaman, fidelerin dordiincii
yapraklar1 giinde bir kez 6lgiildii. Kuraklik stresi deneyinde yine ayni sekilde yapraklar

giinde bir kez dl¢iildii. Soguk stresi deneyinde ise yapraklar 151k periyodunun baslangicinda
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ve sonunda olmak lizere giinde iki kez 6lgiildii. Yaprak uzama oranmi 1. Esitlikte verilen
formiil ile hesaplandi. Burada x; ilk giin Olcililen uzunlugu, X, ise ikinci giin dlgiilen
uzunlugu gostermektedir. t ise iki Ol¢iim arasinda gegen zamani gostermektedir. Yaprak
uzama orant iki Ol¢lim arasindaki uzunluk farkinin zamana boliinmesiyle hesaplandi.

Bdylece yapragin birim zamanda ne kadar uzadigi belirlendi.

X2-X1
=— 2.1
y t2-t1 ( )

Sekil 2.5. Yaprak dl¢timii

2.5. Biiyiime Bolgesinin Hiicre Uzunlugu Profilinin Belirlenmesi

Biiylime bolgesinin hiicre uzunlugu profilini belirlemek igin musir fidelerinin
dordiincii yapraklari, ortaya c¢iktiktan 72 saat sonra hasat edildi. Dordiincii yaprak, distan
kendisini ¢evreleyen yapraklardan ayrildiktan sonra 1 cm’lik segmentler halinde parcalara
ayrildi (Sekil 2.6). Kesim isleminden sonra bu pargalar klorofilin uzaklastirilmasi ve
fiksasyon i¢in iki giin boyunca periyodik olarak degistirilen etanol i¢erisinde bekletildi.
Daha sonra bitki materyalleri, temizlenmesi, saklanmasi ve mikroskop preparatlarmin
hazirlanmasi i¢in %90°lik laktik asit bulunan cam siselere transfer edildi.

Hiicre uzunlugu, adaksial epidermisde bulunan stoma hiicrelerine bitisik birbirine es
degerde hiicre bulunduran, farkli iki sirada yer alan hiicrelerin, yaprak tabanindan

baslanarak yapragmn u¢ kismma dogru ilerlenerek DIC (differential interferansence
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kontrast) mikroskobu kullanilarak o6l¢iildii. Diizenek bir 151k mikroskobuna (Axioscoop,
Zeiss, Germany) bagli siyah beyaz WC-CDS50 tipi bir fotograf makinesinden olusmustur.
Mikroskoptaki goriintii fotograf makinesi sayesinde televizyon ekranindan takip edilebildi.
Daha sonra bu goriintii bilgisayara aktarilarak Scionlmage (Scion Corp., USA) programin
yardimiyla analiz edildi. Bireysel hiicrelerin uzunlugu ise ayri1 bir goriintii analizor
programi olan Image] (NIH, USA) kullanilarak bir hiicrenin ¢eperinden diger hiicrenin
duvarna kadar ard arda dizili hiicreler bulunduklar1 sira boyunca ilerlenerek teker teker
oOlgtildii. Verilerin degerlendirilmesi i¢in ayni1 grupta bulunan farkli bireylere ait 6l¢iimlerin

ortalamalar1 kars1 grup ile karsilastirildi.

Sekil 2.6. Misir fidesi yapraginin biiyiime bolgesinin 1 cm’lik 10 parcaya
ayrilmasi

Kalibrasyon i¢in cetvel bulunan bir mikroskop lamimnin ayni biyiikliikte fotografi
cekildi. Bu fotograf Imagel ile belirlenen bir hiicrenin uzunlugunun gercekte neye karsilik
geldigini bulmak i¢in kullanildi.

Yaprak ekseni boyunca hiicre uzunlugu dagilimi bir grafik yapilarak gosterildi.
Yapragm tabanindaki hiicrelerden baslanarak her bir hiicrenin orta noktasi hesaplanip
grafigin  X-ekseni olusturuldu. Y-eksenine ise, X-ekseninde bulunan hiicrenin
pozisyonundaki hiicrelerin ortalama hiicre uzunluklar1 yazildi. Her yaprakta iki sira hiicre

olciildii. Oncelikle bu iki hiicre sirasinda ayni konumda bulunan hiicrelerin uzunlugunun
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ortalamasi alindi. Daha sonra bu degerler Kernel Smooting metodu kullanilarak 50 pm esit
araliklar kullanarak bunlara karsilik gelebilecek degerler hesaplandi (Beemster ve Baskin,
1998). Bu metodu gelistirmek i¢in Microsoft Visual Basic 5 kullanilarak Microsoft Excel
ile tamamland1 (Microsoft, Redmond, WA). Kernel Smooting kullanilarak elde edilen
sonuglardan yapilan bir grafik Sekil 2.8’de sunulmustur.

Biiyiime bolgesinin uzunlugu, yaprak tabanindan itibaren, olgun hiicrelerin
uzunlugunun % 95°e ulastig1 noktaya kadar olan uzaklik olarak hesaplandi. Daha sonra
farkli bireylerin yapraklarma ait bu degerlerin ortalamasi1 almnarak takip eden

hesaplamalarda kullanildi.

Sekil 2.7. Yaprak tabanmndan itibaren onuncu santimetrenin 20X’lik objektif biiylitmede
goriiniisii. Iki epidermal hiicre dosyas1 arsinda gramine tipi stomalar yer alir.

2.6. Meristem Uzunlugunun Hesaplanmasi

Meristem uzunlugunu hesaplamak i¢in misir fidelerinin dordiincii yapraklarinin
tabandan itibaren 4 cm’lik kism1 1 cm’lik parcalara ayrildi. Her bir par¢a konumuna gore
adlandirilarak fiksasyon ve klorofil uzaklastirilmasi igin 3:1 (v:v) etanol: asetik asit
¢ozeltisi igerisine alindi. Numuneler +4°C’de saklandi. Yaprak materyalleri floresans
mikroskobu altinda gozlenmeye baslamadan 6nce 3 kez 4 -6-diamino-2-fenilindol (DAPI)
tamponuyla (50 mM NaCl, 5 mM EDTA, 10 mM TRIS-HCL (pH 7) yikandi. Ardindan
bitki materyali mikroskop lamu iizerine yerlestirilerek 1 damla DAPI tamponu ve 1 pl
niikleuslar1 gérebilmek igin bir ¢esit floresans isaret¢isi olarak DNA’ya baglanan ve 460—
350 nm dalga boyundaki isiklar1 emebilen bir tiir boya olan DAPI damlatilarak numune
lamel ile kapatildi. Ornekler 20 dakika DAPI-tamponuyla 4°C’de karanlikta inkiibe edildi.
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Sekil 2.8. Misir fidelerinin yaprak ayasi boyunca yer alan hiicrelere ait uzunluk
dagilimi (adaksial epidermis; 4. yaprak). Renkli ¢izgiler 50 pm araliklar

kullanilarak Kernel Smooting algoritmasiyla hesaplanmistir (Beemster
ve Baskin, 1998).

Fiksasyon isleminin ardindan 6rnekler mikroskop lami iizerine konularak floresans
mikroskobu altinda incelendi. Hiicre uzunlugunun olgiilmesinde kullanilan goriintiileme
sistemi yine ayni sekilde burada da kullanildi. Stoma hiicrelerine bitigik hiicre siralari
yapragim tabanindan ucuna kadar takip edilerek mitotik sekiller gézlendi. Meristem sinir1

en uzakta bulunan mitotik seklin goriildiigii yere kadar olan kisim 6l¢iilerek hesaplandi.

2.7. Hiicre Biiyiimesinin Sayisal Analizleri

Yaprak uzama orani hesaplarina ve mikroskobik go6zlemlere dayanarak hiicre
uzunlugu dagilimi, meristem uzunlugu ve hiicre iiretimi, boliinme orani, dongii siiresi,
biiyiime bolgesindeki boliinen hiicre sayist gibi biiyiime parametreleri kinematik bir
yaklasimla hesaplandi (Fiorani, 2001). Sira basina diisen hiicre sayis1 biiylime bolgesinde

(Ngz) ve boliinme bolgesinde (Ng,) olarak gosterilir ve asagidaki esitlige gore bolgesel
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hiicre uzunlugu [l(x)]’na karsilik gelen bolgedeki hiicre yogunlugunun [ p (X)]

hesaplanmasiyla bulundu.

N grav= AxS 20NAX)F 'Z[(” —Hax] (22)

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

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

diisen hiicre tiretimi (P; saatte {iretilen hiicre) asagidaki formiille belirlends;

P=—" (2.3)

Burada Iy olgun hiicrelerin uzunlugunu (yapragin olgun kismindaki hiicrelerin
uzunlugunun ortalamasi almarak hesaplandi) gdosterir. Sabit oranda biliylimenin oldugu
sirede birim zamanda biiyiime zonundan ayrilan hiicrelerin sayist uzama zonunun

tabanindan bu bolgeye giren hiicre sayisina esittir. Hiicre liretimi ve boliinme bolgesindeki
hiicrelerin sayisini bulduktan sonra meristemdeki hiicre boliinmesinin ortalama oranimni (5 ;

birim zamanda her hiicre basma diisen hiicre orani) asagida verilen formiile gore

hesaplandi (Beemster ve Baskin, 1998).

P
N div

D=

(2.4)

Ayn1 anda boliinen hiicrelerden olusan bir popiilasyonda, hiicre dongiisiiniin siiresi,
ortalama bir hiicrenin dongiliyli tamamlayabilmesi i¢in gecen zaman, diger bir ifadeyle
popiilasyonun biiytikliigiiniin iki katina ¢ikartilmasi i¢in gerekli zamandir (Granier ve
Tardieu, 1998). Bu ilkeyle, hiicre dongiisii isleminin normal dogas1 geregi her defasinda

mevcut hiicre sayisinin iki kat1 kadar hiicre iiretildigini var sayarsak ortalama olarak bir

hiicre dongiisii i¢in gecen siire (T ; saat) asagidaki formiille hesaplandi (Fiorani, 2001).
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= N 1
Tc.=In(2)—* ~0.69= 2.5
c ()P 5 (2.5)
Biiyiime bolgesinin uzunlugu yaprak tabanindan itibaren hiicre uzunlugu profili
grafiginde ilk olgun hiicreye rastlanan uzunlugun hesaplanmasiyla bulundu. Uzama
bolgesinin  uzunlugu ise biiyiime bolgesi uzunlugunun meristem uzunlugundan

¢ikartilmasiyla bulundu. Uzama bélgesine giren hiicrelerin uzunlugu (le) yine hiicre

uzunlugu profili grafiginde uzama bolgesine giren ilk hiicrenin uzunlugu bulunarak

belirlendi. Uzama bdlgesinde yer alan hiicre sayisi ( N el) ise biiyiime bolgesinde bulunan

hiicre sayisindan meristemde bulunan hiicre sayis1 ¢ikarilarak hesaplandi (Esitlik 2.6).
Nel=Ngz- Ndiy (2.6)
Hiicre uzama siiresi ( D e) bir hiicrenin uzama bdlgesine ilk girisinden olgun

uzunluguna eriginceye kadar gecen siiredir ve uzama bdlgesinde bulunan hiicre sayisimin

hiicre {iretim oranina boliinmesi ile hesaplandi (Esitlik 2.7).

N el

=]
i

(2.7)

Ortalama hiicre uzama oram (T e; s) ise olgun ve uzama bolgesinin hiicre
uzunluklarmmin In’leri arasindaki farkin hiicre dongiisii siiresine boliinmesiyle hesaplandi

(Esitlik 2.8):

Te=In(lm)-In@)/ De (2.8)

2.8. Hiicre Dongiisii ilerleyisini Flow Sitometri Teknigi ile Belirlenmesi

Hiicre dongiisii ilerleyisini belirlemek i¢in yapragin biiyiime bdlgesi boyunca yer
alan hiicrelerin DNA miktarlar1 flow sitometri teknigi ile dl¢iildii. Bu baglamda hiicrelerin
yaprak aksisi tlizerinde bulunduklar1 konuma karsi diisen DNA miktarlar1 belirlenerek

hiicre dongiisli safhalarma diisen oranlar1 yiizde olarak hesaplandi. Bu deneyde, FloMax
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yazilimiyla birlikte CyFlow analizére sahip, uyarci kaynak olarak belirli dalga boyunda
151k veren bir lazere, 151k emebilen bir filtreye ve bir detektdre sahip flow sitometre (Partec,

Germany) kullanildi.

Sekil 2.9. A, B ve C sirasiyla 3, 2. ve 1. cm’lerdeki epidermal hiicrelerin
40X DIC mikroskobu biiyiitmesi altinda goriiniimii. Stomalarin
iki epidermal hiicre arasinda parantez seklinde ve 2.cm (B)’den
itibaren olusmaya basladig1 ve 3.cm’(A) de daha biiyiik oldugu
goriilmektedir. D, E ve F 20X floresans mikroskobu altinda
epidermal hiicrelerin niikleuslarin1 gostermektedir. DNA’lar1
DAPI ile boyanan normal hiicrelerin niikleuslarinin yuvarlak,
mitoz boliinme geciren hiicrelerin niikleuslarinin ise bulundugu
mitoz evresine gore sekil aldigi goriiniiyor.
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Bitki materyalleri flow sitometre cihazina yiikklenmeden 6nce bir petri kabina alinarak
1 ml Partec Tampon’u (% 0,1 Triton X-100, 4 mM MgCl;, ve 200 mM Tris-HCI, pH:7,5)
icerisinde jiletle dogrand1 (Dilkes vd., 2001). Boylece hiicrelerin niikleuslar1 serbest hale
getirilerek ayn1 zamanda tamponun sagladigi izotonik ortam sayesinde niikleusun
dagilmas1 onlendi. Elde edilen bu siispansiyon 30 um’lik bir naylon filtreden gegirilerek
stiziildii. Bu sayede pargalar filtrede tutulurken igerisinde serbest niikleuslarin bulundugu 3
ml kadar siiziintii 6rnek tiipiinde biriktirildi. Bu siizlintiiye 1 pl DAPI (Img/ml) ilave
edildikten sonra numune flow sitometre cihazina yiiklendi.

Flow Sitometre, uyaric1 kaynagi sayesinde DAPI’nin 151k emmesine oransal olarak
verdigi floresansa bagl olarak belirli bir hiicrede bulunan niikleus miktarini tespit edebilir.
Siv1 akiskan, lazere gecer. DAPI ile isaretli niikleus lazere gectigi zaman, florokom
cikarilir ve uyarici 1siktan daha uzun dalga boyundaki isik filtreler tarafindan emilir.
Filtrelerin emdigi 1518in dalga boyu detektor ile 6lgiiliir. Flow Sitometre cihazi ile tespit
edilen floresans miktar1 hiicrelerin DNA miktariyla dogru orantilidir. Bilgisayarla sayilan
her hiicre basina diisen floresans miktarmin yogunlugunu grafik halinde gosterir (Sekil
2.10). FloMax yazilimi otomatik olarak bu floresansi fark eder ve grafikte gozle kolayca
fark edilebilen pikler olusturur. Bu yolla 2n ve katlar1 kadar DNA’ya sahip hiicre sayisi
belirlenerek belirli bir konumda bulunan hiicrelerin hiicreleri dongiiniin hangi evresinde

olduklar1 sahip olduklar1 DNA’nin kopya sayisinin oransal olarak belirlenmesiyle bulundu.

DINA malctan

4C

Floresans vogunlugu

Sekil 2.10. Floresans yogunluguna oransal olarak hiicrenin
sahip oldugu DNA’y1 gosteren FloMax yazilimiyla
elde edilen histogram. 2C 2n, 4C 4n sayida DNA
miktarina sahip hiicreleri gostermektedir.
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2.9. Q_RT-PCR ile Kromatin Genlerinin Suskunluk Derecesinin ve Hiicre
Dongiisii Genlerinin Ekspresyonunun Belirlenmesi

Kromatin genlerin suskunluk derecesini belirlemek i¢in musir fidelerinin kok
uclarindan meristem kismini igerecek sekilde 1 cm numune alinarak dnceden igerisine 3
adet 4 mm ¢apli metal top konulan ve kapagina bir igne ile delik agilan 2 m1’lik ependorf
tiiplere konuldu. Hiicre dongiisii genlerinin suskunluk derecesini belirlemek icin ise
dordiincii yapragm ortaya ¢ikisindan yetmis iki saat sonra yapragin meristem kismini
iceren birinci cm, uzama bolgesini igeren dordiincii cm ve olgunluk kismini igeren onuncu
cm kesip alinarak ayni sekilde ependorf tiiplere yerlestirildi. Toplanan bitki materyalleri
fiksasyon islemi igin s1v1 azot igerisine konuldu. Daha sonraki islemlere kadar numuneler -
80°C’de saklandi. RNA ekstraksiyon islemi asagida anlatildigi gibi TRIzol metoduna gore
yapildi. Ekstrakte edilen toplam RNA temizleme prosediiriine tabi tutuldu. Ardindan
cDNA sentezletilerek q_RT-PCR ile genlerin ekspresyonlar1 belirlendi. Veriler kontrol

genlerine gore normalize edildi.

2.9.1. TRIzol ile RNA Ekstraksiyonu

Toplam RNA izolasyonu TRIzol (Invitrogen, USA) metodu kullanilarak yapilmustir.
[Ik olarak bitkinin meristem, uzama ve olgun kismindan alinan drnekler s1v1 azot igerisinde
iyice toz haline gelene kadar 6giitiildii. Orneklerin ¢oziinmeden kalmasina dikkat edildi
(6rnekler buz igerisinde muhafaza edildi). Daha sonra bitki 1 ml TRIzol ayiraciyla (her 50—
100 mg doku i¢in) homojenize edildi. Trizol fenol ve guanidin izotiosinat’in tek fazli
cozeltisidir. Bu ayirag hiicreyi parcalayip hiicre bilesenlerini serbest hale gecirirken
RNA’nin kararliligimin korunmasmi saglar. Ayrica, TRIzol ayiract kansorejen bir madde
oldugundan, ¢alisirken viicudun herhangi bir yerine temas etmesinden 6zenle kaginilmistir.
TRIzol ayiraci igerisinde bulunan donmus bitki materyalleri iyice homojenize olmalari igin
¢ozlinene kadar iyice vorteksle karistirildi. Homojenize edilen doku 6rnekleri 5 dakika i¢in
oda sicakliginda inkiibasyona birakildi. Bundan sonraki islemlerde oda sicakliginda
yiriitiildii.

Inkiibasyonun ardindan doku 6rnekleri her 1 ml TRIzol ayiraci igin 200 pl kloroform
kullanilarak saflastirildi. Proteinler ve organik fazda bulunan diger kirlilige sebep olan

maddeleri kloroform ile ¢oziiniirken RNA ¢6ziinmeden kalabilir. Tiiplerin agzini1 giivenli
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bir sekilde kapattiktan sonra elle 15 saniye c¢alkalandi. Doku 6rnekleri 2—3 dakika oda
sicakliginda tekrar inkiibasyona birakildiktan sonra 15 dakika 11 000 rpm hizinda 4°C’de
santrifiij edildi. Daha sonra s1vi1 faz RNase igcermeyen temiz bir tiipe transfer edildi.

RNA’nin ¢oktiiriilmesi i¢in her bir ml TRIzol ayiraci i¢in 500 pl isopropanol ayiract
kullanildi. Ornekler oda sicakhgmda 10 dakika inkiibasyona birakildi. Daha sonra 10
dakika 11 000 rpm’de ve 4°C’de santrifiij edildi. RNA’nin ¢oktiiriilmesinin ardindan
RNA’y1 kaybetmemeye dikkat edilerek tiipiin icerisindeki supernatant kisim dokiildi.

RNA’nin temizlenmesi i¢in, pellet, her 1 ml TRIzol ayiraci i¢in %75°lik 1 ml etanol
ile yikand1. Ornekler 5 dakika 11,000 rpm’de ve 4°C’de santrifiij edildikten sonra pellet
oda sicakliginda 10 dakika hava ile kurumaya birakildi. Bazen RNA pelleti gozle
goriilmeyebilir. Bu yiizden yikama basamaginda ¢ok dikkatli olmak gerekir.

RNA kurutulduktan sonra kuru pelletin iizerine 40 ul 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 icerisinde 10 dakika
inkiibe edildikten sonra bir gece 4°C’de birakilarak RNA’nin ¢éziinmesi saglandi. Ertesi
sabah numuneler 10 dakika 11 000 rpm’de santrifiij edilerek atik maddeler dibe ¢oktiirtildi

ve supernatant dikkatlice yeni temiz bir RNase’siz tiipe aktarildi.

2.9.2. RNA’min Temizlenmesi

Izole edilen RNA’nm kalitesini artrmak ve drnekleri daha saf hale getirilmek icin
RNA, RNeasy Plant Mini Kit (Qiagen, USA) markali kit kullanilarak yapildi. Bu kitin
icerisinde ¢Oktiirme prosediirleri esnasinda segici baglayan 6zellikte bir silika jel membran
bulunur. Ornekler, RNA’nin biitiin sekilde ekstraksiyonunu saglamak igin RNase’lar1
hemen inaktif edebilen guanidin-izotiyosinat (GITC) igeren lizis tamponla denatiire edildi.
Lizis isleminden sonra, Ornekler kalintilarin uzaklastirilmasi igin igerisinde silika jel
membran bulunan QIlAshredder spin kolonlar kullanilarak santrifiijle stizdiirildii.
Orneklere, RNA’nin silika membrana (spin kolon) segici baglanmasmni saglamak igin
etanol ilave edildi. Daha sonra 6rnekler, spin kolondan siizdiiriildii. Bu sayede, RNA silika
jel membrana baglandi ve kontamine olmus maddeler ise yikanarak uzaklastirildi.
RNA’nmm membrandan tekrar tiipiin icerisine birikmesi i¢in membran 3040 pl RNase

icermeyen su ile yikandu.
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2.9.3. RNA Miktarinin Belirlenmesi

Ekstrakte edilen RNA miktarini belirlemek i¢in nanodrop spektrofotometre (Thermo
Fisher Scientific, USA) kullanildi. Her bir RNA 6rneginden 1-2 ul numune 260/280 nm
dalga boyunda nanodrop ile kontrol edildi. Elde edilen RNA iriiniinden 2 ul alnarak
RNA’nin varlig1 agaroz jel ile de kontrol edildi (% 1,2 agaroz / 0,5 x TB).

2.9.4. cDNA Sentezi

cDNA sentezi, SuperScript 111 First-Strand Synthesis Kit (Invitrogen, USA) markali
kit kullanilarak yapildi. mRNA’in kalip olarak kullanildigi ¢cDNA sentezi, reverse
transkriptaz enzimi (RNA’ya bagli DNA polimeraz) kullanilarak yapildi. cDNA ve PCR
hazirlanirken her ikisi icinde ornekler arasindaki deneysel el degisimlerinden kaynaklanan

varyasyonu miimkiin oldugunca azaltmak i¢in 6n karigimlar hazirland: (Tablo 2.5).

Tablo 2.5. cDNA sentezi i¢in kullanilan karisimlar ve miktarlari

Uriin Miktar
Karisim 1

50 puM oligo(dT)zo 1 ul

10 mM dNTP karigimm 1l

RNA 3,5ng

DEPC ile muamele edilmis su 10 pl’ye tamamla
Karisim 2

10X RT tamponu 2ul

25 mM MgCl, 4 ul

1IMDTT 0,2 ul

1 RNaseOUT (40 U/ pul) Ip

SuperScript III RT (200 U/ pul) 1wl

DEPC ile muamele edilmis su 10 pl’ye tamamla

2.9.5. Primerler

RNAI kromatin mutantlari i¢in kullanilan primerler, Kromatin Veri bankasindan elde
edilen EST’lere gore Beacon Designer 4,0 (PREMIER Biosoft international, USA)
program kullanilarak yapilmistir (Tablo 2.6). Yine, referans genlerine uygun primerler
misir genetik ve genomik veribankasindan elde edilen sekansa gore (MaizeGDB) Beacon

Designer 4,0 program kullanilarak yapilmistir (Tablo 2.6).
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Hiicre dongiisti genleri, Vandepoele vd. (2002) tarafindan yaymlanan Arabidopsis
hiicre dongiisii genlerinin piring bitkisinin genomik dizeleri arasinda homologlarinin
aranmasiyla belirlendi (Rymen vd., 2007). Misir ve piring ayni familyadan iki bitki oldugu
icin ve protein sekanslar1 arasinda daha fazla korunmus bdlge olabilecegi esasina
dayanarak Arabidopsis ve piring arasinda protein uyumuna bakildi. Bu genlere ait dizeler
belirlendikten sonra misirin genomik dizesi, EST ve ¢cDNA Kkiitiiphaneleri arasinda Blast
arastirmalar1 yapildi. Beacon Designer programi kullanilarak 42 hiicre dongiisii geni i¢in
primer tasarlandi (Tablo 2.7).

Primer tasarim yazilimi kullanarak primerlerin hedef dizeye 6zgiin olup olmadigini,

primerlerin kendi igerisinde sekonder yap1 olusturup olusturmadigini ve her primerin kendi

icinde ve birbirleri arsinda 3" ugta olusabilecek birlesmelerden sakinildi.

Kantitatif PCR daha verimli olabilmesi i¢in amplikon uzunlugu yaklasik olarak 80—

250 b¢ olmasma dikkat edildi. Primer konsantrasyonu ise 100 ve 500 nM arasinda

kullanildi.

Tablo 2.6. RNAI kromatin mutantlar1 ve referans genleri i¢in kullanilan primerlerin listesi

Gen ismi Primer dizesi (5"—3" ) Ileri / Geri

SDG118 g12  AATGTTGAGGCGGGTGAGAG/GCCCTCAGTGTCTCCTTCAC
SDG122_gab TTCCTGCCACCCTAATGCTC/CGGCTTTGATGTCCCTGGAC

SDG122 934  AATGGACAGGATCTTGAAGG/TTAGGGTGGCAGGAATGG

DMT101 gab GAGTTTGGTGGCTCAATGATTTG/TGTACTGAAAGAAAGTAGCTGAGG
DMT101 g34 TCGGTCACAGGGCTTTCC/CGCTTGTCAACGGCTTCC

DMT102 g12 GCTGCCTTGTTGCTATGAAGTAC/CATCCTGAACTGTGGCAGACC
DMT103 gab AGGTGTCTGGACTACCATATCAAG/CTCAAGTGGCAGGTTGTGTATG
DMT103 934 GAGTTCAGAAGTATGTGTTGG/TCTCTGTCCTGCTGATACC
DMT103 956 TGACGAGGATTTCTTACATGAGATG/CATAGTCAGACAGATTGCCACAG
DMT104 g12 GCCTGAGCCTGACACTGAG/TGGGACCATATAATCCTGCAAAAC
DMT105 g12 CTCATCAGAAAATGGGCAGTCAG/CAACAGCCCATCGAGTTTCAAG
DMT106_g12 ATTCTTATATAATGTGGAGCCTGAG/GAATGGAAGTGCTTCTTCAATAGTC
DMT107_g12 GCAGTGACAACTTTGAATGGGATAG/TCAGTGTTCGTTGATCTCAGAGC
NFE102_q34 AGTCAGGAGAATCAGACAGATG/TGTACCAAGTGTCGTTTCCC
actin_qg12 CATTCCTGCTCTCTTGCTCTCC/CCATCAGCCATTTCTACAGAACTG
GADPH_q12 GGGCCTCCTATGAGGATATCAAG/TCTTCCACATAACCCATGATACCC
EF1A 12 AGTCCGTTGAGATGCACCATG/CACATACCCACGCTTCAGATCC

18SrRNA_g12

ACCTTACCAGCCCTTGACATATG/GACTTGACCAAACATCTCACGAC

cyclophylin_gl2 GAAGCCGCTCCACTACAAGG/CGAACTTCTCGTCGGGGAAC
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Tablo 2.7. Hiicre dongiisii genleri i¢in kullanilan primer listesi

Gen ismi Primer dizesi (5°—3" ) ileri / Geri

Cdc25 GTCCGGTGCAAGGTGAAGC/TTGGACGAGATGAATGGTGGTG
Cdka;1;1 AGTACCTGGATCTGGACCTCAAG/GCAACACCGTGGAGTATCTGG
Cdka;2;1 GTTGATGTGTGGTCAGTTGGTTG/GCCATGTTTCTTTAGTTGGAGTGC
Cdkb;1;1 CCACAACACAACACTCCACTCC/IACCGTCGATGGGCAAGGG

Cdkb;2;1 CAAGCAGGGCGTCAACAAGG/GAACTTCTTCAGGTCGGTGTCC
Cdkc;2 AGCAACAGAGGCAGGCAGAG/GCAAGCGAGAATGTGGTGGAG
Cckd;1 GTTGCTGCACCTCCACTACG/GCCTTGGAAGCTGCGATGG

Cdke;1 GCCTTCAACGCTGCCTCAC/TCCGCCTTCCTTCTCAACTGG

Cks1 GGTGTGATCTGGTTAGTAGCACTG/AATCACCATGACCATACTGACCATC
Cks2 AAATGTTCCTCTGTCTGTCGTGTC/GTGAAATCCCCAAGCCAACTACC
Cycal;l GGCTCGTGGAAGTTGCTGAAG/CCGTTTGCGTCTGATTTCGTTG
Cycal;2 CCAGTATCACGCCATGACAGC/AGGCAGGAGCACGACTTGG

Cyca3;l GCCTCCGACATCTACACCTACC/CACCCGCCGCACCAAATC

Cyca3;2 CGCTTCCTCTCCGTCAATGC/TTGGTGTAGGTGTTGTCTGTGATG
Cyca3;3 CCGATAACACCTACACCAAGCAAG/IGTGACGGCAAGAAGCGAAGC
Cyca3;4 TCCTACCGCCAAGACGTTCC/IGAATCAAGCCATAATCCAGCAAGC
Cycbl;1l AGCAGGACGCAGTTGGAGAG/GAGCCGAGAGCACAGAAGAAAG
Cycbl;2 GATGGACTACGGTATGGTGATGAC/CAGTGTGGTGCTTCAAGGTCTC
Cycbl;3 CGGGTTCGCTCCACGTTTAC/CGCCGCCGTTCATCTGTTC

Cych2;1 TGAGATGGAGAGGAGGATAGTGAAC/CTGATTGTGCTGCCTTTAGAAACC
Cych2;2 CAGTAGTCCAGTCCTCCTCCTTC/ATAATAACAAGCAGCAACGGTAACG
Cycdl;1l ACTCGCACTCGCACTGACC/CAAGTGATGAGGGAGGGTAGAGG
Cycd2;1 CAAGTAGGTGGCGTGGCAAG/CCGAGAATAGCAGCGTTGTCC
Cycd4;1 GGTCTGGTGGAGCGGGAAC/ICTGTGGTGCGTGTAAGCCTTC

Cycd4;2 ATCAGAGCCAGACAGCCAATC/IAGGGTGGAAGCCGCCATC

Cycd5;1 CATCGCCGTAGCATCCATCC/ICGGTGTCTAGCTGCGGAAATG

Cycd5;2 GTTCTTGGCTTCTTGCTTCTTGC/TCTCGTCAGACGTGTCACCAC

Cych CCCGCCGCCGCTGAATC/GCCGCCCACCTCTCCATC

Dell CCACGAGGAGACCAATATGAGAAC/GCCCTACCCAACCAACGAAAC
Del2 CAGCCGCAAGCAGAAGTCG/TCGTCCAGCCCAATCACCTC

Dpa GAAGCGTCGGCGGCAATG/GTAGTCCGTCCTTTGGTCTCAAC

Dpb CGCTGAATGTCCTAATGGCTATGG/GCTGCTCATTTCGCCGAACC

Dpc

GTTCACTGGCGTTGTCGTCTG/GTTACACCCGTCGTTCTACCAATC
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Tablo2.7 nin devami

Dpd CGCTTGTTGTCTCCTTCCCTAG/CGAGGAGAGCGGGAGCTAG

E2f ACTACCCCTGGACCTGTAAAAGC/ATAGCGGCAGTGGTTTAATGTGG
Krpl AGCAGCAGACGCAGTGGG/ACGCCTCAGCCTCCTTAGTTG

Krp2 GGCATGGTCTCCGTTTCTCTTG/TCTGACAGTGGTCTGGTGGTAG

Krp3 CACACCCACCTACCTACCTACC/GGTCCCGTCCGTGCTAAGC

Krp4 GTCCCTCAACTCCAATGTAACCC/CATTAATTCGGCAACTGGTAACAGG
Rbr1;1 AGGACAGTTTACTTGGTAGTGGAAG/CGTGGAGGAGACATTGGATTTGG
Rbr2;1 GGCATCTCCCACAAAGACAATAAAG/ICACCTCACGAAGCCACTTAGC
Rbr2;2 GGCGAGAAGTCATTGCTGCTAGC/CCCTTCTCCATTTGCTAGGAACAAG
Weel TGGTAATGGTCTTTCACGCTATCG/TCTTTCACTGCTTGCCTCCTTTC

2.9.6. Kantitatif Real Time PCR (q_RT-PCR)

RNA ekstraksiyonu, RNA’in temizlenmesi ve cDNA sentezi islemlerinin ardindan
doku orneklerine ait cDNA’in Kkantitatif real time PCR (q_RT-PCR) ile ¢ogaltildi. Bu
caligmada, floresans uyarisini ve emilim miktarini belirleyen optik kisim, bilgiyi alan ve
analiz eden bir yazilim, bilgisayar ve termal cycler gibi bilesenlerden olusan bir q¢ RT-
PCR (iCycler Bio-Rad, USA) cihazi1 kullanilmistir. Floresans boya olarak ise ¢ift zincirli
DNA’ya baglanan ve 1s1k emebilen SYBR Green I (Promega, USA) kullanildi. Kantitatif
PCR dongiileri sirasinda sentezlenen dsDNA’ya baglanan bu floresans boya, mevcut DNA
miktarina oransal olarak sinyal olusturdu ve bu sinyaller cihaz tarafindan tespit edildi.

Q_RT-PCR islemi, Platinum® SYBR® Green qPCR SuperMix UDG (Invitrogen,
USA) markali kit kullanarak yapildi. Pipetleme hatasini en aza indirmek i¢in 6n karigim
hazirland1 ve 5 pl olacak sekilde 96 kuyucuklu kaplara bolistiiriildii (Tablo 2.8). Primer
baglanmasinda olusabilecek bir problemi ya da herhangi bir kontaminasyonun olup
olmadigindan emin olmak icin negatif kontrol olarak cDNA 0Ornegi yerine reaksiyon
karigimna su ilave edildi. Her 6rnek i¢in 3 teknik ve 3 biyolojik tekrar yapildi.

Numuneler 96 kuyucuklu kaba ayri ayr1 konulduktan sonra, bu kap Kantitatif RT-
PCR cihazma yerlestirildi. Ardindan termal siklusun sicaklik ayarlar1 yapildi. Reaksiyon
sartlarina uygun kosullar ve dongii sayis1 ayarlandiktan sonra PCR islemi baglatild1 (Tablo

2.8). Platinum® taq DNA polimerazin sentezlenecek yeni iiriine hasar vermesini 6nlemek
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amactyla PCR dongiilerine baslarken sicak baslangic segenegi segilerek bu enzimin inaktif

edilmesi saglandi. Boylece, amplifikasyon verimi, duyarlili1 ve tirlinii artirilmig olur.

Tablo 2.8. Kantitatif PCR reaksiyonlar1 i¢in gerekli karisimin bilesenleri ve miktarlar1 ve
PCR’1m sicaklik ve dongii sartlar

Karigim
Bilegen I rxnigin (ul) 25 rxn i¢in
Platinum SYBR supermix 12,5 312,5
1/10.000 floresans 2,5 62,5
cDNA (1-2 ug/ml) 5 125
Primer (1 uM) 5) *

PCR’1n sicaklik ve dongii sartlari
Baslangi¢ adimi 40 Dongii Bekleme
2 dakika 50°C 1 dakika 95°C  4°C
4 dakika 95°C 1 dakika 60°C

Q-RT-PCR islemi sonlandiktan sonra herhangi bir kontaminasyonun olup olmadigini
ve primerlerin 6zgiinliigiinii kontrol etmek i¢in her bir gen i¢in ayr1 ayr1 erime egrilerine
bakildi. Her bir kuyucukta yer alan belirli bir genin ¢ogaltilmasi sirasinda kontamine olup
olmadigr her dongii sonrasinda olusan erime egrilerinin tek bir pik olusturup
olusturmamasina gore belirlendi (Sekil 2.11).

Q _RT-PCR verilerinin analiz edilmesi Livak ve Schmittgen (2001) tarafindan
tanimlanan formiiller goére yapildi. Buna gore bir ¢ RT-PCR islemi sirasinda ideal olarak
her dongii sonrasinda PCR fiiriinii konsantrasyonu ikiye katlanir (Heide vd., 1996). Bu

pfsik dongii (9Bd) ocit olmalidir. Ancak, PCR’in amplifikasyon

sebeple lriiniin son miktar1
verimi her zaman ideal olmadigi i¢in islemin verimi hesaplandi. Bu sebeple, esik
dongiilerin egimi hesaplandi ve 10¥™ formulii ile sonuglar logaritmik degere
doniistiiriildii. Logaritmik 6lcekli PCR amplikon egrisine ait bir drnek Sekil 2.12’da
sunulmustur. Bu calismada esik degeri istege bagli olarak 150 kismi floresans miktari
(KFM) olarak belirlendi. Ciinkii biitiin 6rnekler logaritmik Glgcekte bu esik degerinde
amplifikasyon egrilerinin lineer bolgesindedir. Esik degeri 150 olarak belirlendikten sonra
q_RT-PCR iiriiniin miktar1 Eff" formulii ile hesaplandi.

Verileri normalize etmek i¢in Hellemans vd. (2007) tarafindan gelistirilen qBase ad1

verilen bir program kullanilmistir. Bu program her analizde kullanilan referans genini baz
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alarak esik dongii degerini kismi ekspresyon miktarma doniistiirerek genler arasindaki

ekspresyon farkliliklarmi gosterir.
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Sekil 2.11. Oncesinde biraz kalintiyla birlikte iyi bir amplifikasyonu gosteren tek bir

pik veren bir erime egrisi. X ekseni sicaklik ve Y ekseni nispi floresans
birimidir (-d (RFU)/dT).
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Sekil 2.12. Logaritmik 6l¢ekte bir PCR amplifikasyon egrisi. X ekseni dongii sayis1 ve
Y ekseni nispi floresans miktarin1 gostermektedir (nispi floresans birimi RFU
ile gosterilmistir).
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2.10. istatistik Analizler

I1gili boliimlerde verilen sayida biyolojik ve teknik tekerriirlii olarak gergeklestirilen
ekstraksiyon ve analizlerin sonucunda elde edilen verilerin varyans analizi iki grup
ortalamasinin istatistiksel olarak birbirinden farkli olup olmadigin1 gdsteren ve Statistical
Package for Social Sciences (SPSS for Windows 10.0) paket programi igerisinde yer alan

Student’s t-testi’ne gore belirlendi.



3. BULGULAR

Doktora tezimin bu bdliimiinde, misir (Zea mays L.) bitkisinin biiylimesini
diizenleyen yeni bir gen tanimlamak i¢in yapilan ¢aligmalar sonucunda elde edilen bulgular
sunulmustur. Bu yeni geni belirlemek i¢in, misir bitkisinin meristem, uzama ve olgunlagsma
olarak adlandirilan biiyiime evrelerine ait doku 6rneklerinin genom ¢apli mikrodizi analizi
ile belirlenen gen ekspresyon profilleri verilerinden yararlanilmistir. Bu baglamda,
ozellikle biliylimenin meydana geldigi baslica yer olmasi nedeniyle, meristemde
ekspresyonunda farklilik gosteren genlere odaklanilmistir. Mikrodizi analizinden elde
edilen ekspresyon verilerini kiilmeleme analizi ile gruplara ayirdigimizda biiylime evreleri
boyunca ekspresyonlar1 artan, azalan veya ayn kalan ¢esitli gen gruplar1 elde edildi. Bu
gruplarin birinde, kromatin genlerinin varligi tespit edildi. Bu amagla, 8 farkli kromatin
genine ait 8 RNAi1 mutandi ve 2 TILLING mutant misir hatt1 temin edilerek bu kromatin
genlerinin biiylimedeki fonksiyonlar1 arastirilmaya baslandi. Bu boliimde ilk olarak, temin
edilen daneleri topraga ekerek meydana gelen popiilasyondaki bireylerin genotip analizleri
yapilarak mutant veya yaban tip olarak siniflandirmasi ve popiilasyonun devami igin
yapilan ¢alismalarla ilgili bulgular sunulmustur. ikinci olarak, her bir kromatin geninin
biliylimedeki roliinii belirlemek i¢in fidelerin yaprak uzunlugu, uzama orani, genisligi,
alani, olgun hiicre uzunlugu gibi biiylime parametreleri ve ¢ RT-PCR ile mutant genin
suskunluk derecesi belirlendikten sonra yapilan karsilastirmali analizlere ait bulgular
sirastyla verilmistir. Ugilincii kisimda, musir fidesinin biiyiimesinde degisiklik meydana
getirdigi saptanan DMT103 geninin hiicre boliinmesi, uzamasi gibi biiyliime islevlerinin
hangisine etki ettigini belirlemek i¢in yapilan kinematik analizlere ait bulgular
sunulmustur. Dordiincii kisimda, DMT103 geninin hiicre dongiisii safthalarinda aksaklik
meydana getirip getirmediginin arastirildigi flow sitometri bulgular1 sunulmustur. Besinci
kisimda, biiyiimede meydana gelen gecikmenin hiicre dongiisiinde meydana gelen bir
etkiden kaynaklanip kaynaklanmadigmi belirlemek i¢in yapilan ana hiicre dongiisii
genlerinin ekspresyon analizleri bulgular1 verilmistir. Altmc1 kisimda, bu genin iislime ve
kuraklik gibi streslerdeki roliine ait bulgular sunulmustur. Yedinci kisimda, misirim DMT
ailesine ait genlerinin ekspresyon analizlerine ve son olarak sekizinci kistmda, DMT103

geninin kok biiyiimesindeki roliine ait bulgular sunulmustur.
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3.1. Popiilasyondaki Mutant Misir Hatlarinin Genotipleri

Yaprak boyama testi ile RNAi mutant misir hatlarin1 belirlemek i¢in 5. yapragin
kullanilmasmin daha uygun oldugu gozlendi. Yapraklarin basta herbisit soliisyonu ile
boyanmasinin ardindan yapilan goézlemler sonucu yaprakta ilk semptomlarmn 24 saat
icerisinde meydana geldigi saptandi. ilk olarak, yapragm markir ile isaretli kismindan
uclarma dogru sararma ve solmalarin meydana geldigi ve bu semptomlarmn hizla
ilerleyerek yapragin tamammin kurudugu goézlendi (Sekil 3.1). Ancak, bitki, testin

uygulandig1 yaprak haricinde herhangi bir hasara ugramaksizin yasamini siirdiirdi.

Sekil 3.1. Basta uygulanmis misir yapragi. A: Basta uygulamasindan etkilenen yaprak; B:
Basta uygulamasindan etkilenmeyen yaprak.

Lateral Flow testi ile misirlarin ¢imlenmelerinin ikinci giinii ¢ikan ilk yapragin
kullanilmasi ile hizli ve dogru bir sonug alindi. Ayrica bitki bu islemden herhangi bir zarar
gormedi. Test igin yaprak ucundan 1 cm kadar kesilip alinan numunenin yeterli oldugu
goriildii. Dokunun 1.5 ml’lik ependorf tiip icerisinde ezilmesiyle PAT proteininin kolayca
hiicre digmna ¢iktig1 gozlendi. Test cubuklarinin bu siiziintii icerisine batirilmasinin
ardindan birka¢ dakika igerisinde bantlar olusmaya bagsladi. Cubuk {izerinde tek bant
olugmas1 PAT proteini bakimindan negatif, iki bant olusmasi ise pozitif yani numunenin
mutant misira ait oldugunu gosterdi (Sekil 3.2).

TILLING mutant musir hatlarmi belirlemek i¢in kullanilan dCAPS metodu igin
bitkinin herhangi bir yapraginin orta damari kesilip ¢ikartildiktan sonra 6 cm kadar
numune alinmasi ile yeterli miktarda DNA elde edildigi goriildii. Nokta mutasyonu oldugu
muhtemel genin PCR ile ¢ogaltilmasinin ardindan uygun restriksiyon endoniikleazlar ile
kesilmesi sonucu olusan {irliniin jel elektroforezi ile yiiriitiilmesi ile 3 farkli bant elde edildi
(Sekil 3.3). PCR iirlinii yaklasik 200 bg¢’dir. Eger bu {iriin kesime ugrarsa yaklasik 20 bg
kisalacaktir. Buna gore yaban tip misirlarda 180 bg’lik bir band, mutant musir hatlarinda

200 be’lik bir band goriildii. Bu genin iki farkli kopyasima sahip misirlarda iki band olustu.
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Sekil 3.2. Lateral Flow Test ¢ubuklarinmn goriiniimii. Test gubugu tizerinde olusan iki bant
numunenin mutant hatta, tek bant yaban tipe ait oldugunu gosterir.

TILLING mutant hatlarin1 sekans analizi ile belirlemek igin, misir fidelerinden
ekstrakte edilen genomik DNA’nin, PCR ile ¢ogaltilmasi i¢in oldukga saf olmasi gerektigi
goriildii. Nokta mutasyonu tagiyan genin PCR ile ¢ogaltilmasinin ardindan yapilan sekans
analizi ile TILLING mutantlarmm dCAPS metoduna gore daha etkili ve dogru bir sekilde

belirlendi.

200 be

Sekil 3.3. TILLING mutant hatt1 olan DMT107 dCAPS metodu sonrasinda tiretilen bantlar.
+: SfaNlI ile kesilen bant, -: kesilmeyen, H: heterezigot, M: Marker.

3.2. Tozlagsma ve Transgenin Kahtim

Analizler sonucu harcanan mutant misir tohumlarini yerine koyabilmek i¢in misirlar
tozlagtirmak geregi ortaya c¢ikti. Gozlemleri biten muswr fidelerinin yeni tohumlar
iiretebilmesi icin fertilizor igeren daha biiyiik saksilara ihtiya¢ duydugu goriildii. Misirlar
yaklasik 10 haftalik olduklarinda ilk olarak erkek ciceklerinin agtigr gozlendi. Erkek
ciceklerin agmasindan yaklasik birka¢ giin sonra disi ¢igeklerin yaprak koltuklarinda
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belirmeye basladi. Disi ¢igeklerin ortaya ¢ikisindan yaklasik bir hafta sonra, piiskiiller,
cicegi saran yapraklarin disina dogru uzadi. Misirlar kendilendi ya da ayni yasta oldugu
yaban tipi ile geri ¢aprazlandiginda, transgenin, Mendelin kalitim kanununa gore kalitildigi

gortldi (1:1).

3.3. Kromatin Genlerinin Biiyiime Uzerindeki Rolii

3.3.1. DNA METILTRANSFERAZ 101 (DMT101) Geninin Biiyiimedeki Rolii

DNA METILTRANSFERAZ 101 (DMT101) geninin biiyiimedeki roliinii arastrmak
icin Hat 32 ve Hat32.1 adli iki farklt RN A1 mutant misir hatt1 kullanilmistir.

3.3.1.1. Hat32’nin Yaprak Biiyiime Parametreleri

Bir RNAi mutandi olan ve DNA METILTRANSFERAZ 101 (DMT101) geni
susturulmus Hat 32°nin mutant ve yaban tip misirlarinin 4. yapraklarinin biiyiimeleri
incelendiginde, mutantlarm yaban tiplere oranla daha ge¢ biiylidiigii gozlendi. Yaprak
uzama orani mutantlarda 2.8 + 0.1 ve yaban tiplerde 2.7 + 0.1 olarak hesaplandi (Sekil
3.4). Ancak yapilan istatistiksel analizler sonucunda mutant ve yaban tiplerin yaprak
uzama oranlar1 arasinda gozlenen biiylime farkinin istatistiksel olarak onemli olmadigi
saptand1 (P<0.05). Yaprak genisligi ve alani arasinda goriilen farkin yine istatistiksel
olarak 6nemli olmadig1 belirlendi (Sekil 3.5). Olgun hiicre uzunlugunun ise mutantlarda
yaban tiplere oranla daha kisa oldugu g6zlenirken yapilan istatistiksel analizler bu sonucun

onemli olmadigini gosterdi (Sekil 3.5).
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Sekil 3.4. Hat 32’in yaprak uzama orani. X ekseni dordiincii yapragin ortaya
cikisindan sonra gecen siireyi, Y ekseni yaprak uzama oranini
gostermektedir. -=—Yt: yaban tip; —&— Mt: mutant. Mt(n)=3, Yt(n)=2,
Ortalama + Ss, Student’s t-test, (p < 0,05)
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Sekil 3.5. Hat 32’nin yaprak genisligi (solda), alani (ortada) ve olgun hiicre uzunlugu
Mt: mutandi gostermektedir. n(Yt)=3, n(Mt)=6,
Ortalama =+ Ss, Student’s t-test, (p < 0,05)

(sagda). mYt: yaban tipi;
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3.3.1.2. Hat32.1’in Yaprak Biiyiime Parametreleri

Bir RNAi mutand: olan ve DNA METILTRANSFERAZ 101 (DMT101) geni
susturulmus Hat 32.1 ¢imlenmenin ardindan ciddi derecede biiylime kusurlar1 gosterdigi ve
bu semptomlarin misirlarin dliimiine sebep oldugu goriildii. Hayatta kalabilen mutant ve
yaban tip musirlarin logaritmik biiylime fazinda yaprak uzama oranlari, sirasiyla 2.3 + 0.2
ve 2.4 + 0.1 olarak hesapland1 (Sekil 3.6). Ancak yaprak uzama oranindaki bu farkin t-
testine gore anlamli olmadig1 saptandi. Dordiincli yapragin ortaya ¢ikisindan sonraki bes
giin mutant ve yaban tiplerin ayni oranda biiylidigi ve besinci giinden sonra ise
mutantlarin biiylimesinde hizli bir diisiis oldugu saptandi. Yaprak genisliginde, alaninda ve
olgun hiicre uzunlugunda mutant ve yaban tipler arasinda istatistiksel olarak 6nemli bir

fark gozlenmedi (Sekil 3.7).

Hat 32.1
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Sekil 3.6. Hat 32.1’in yaprak uzama orani. X ekseni dordiincii yapragin ortaya
cikisindan sonra gecgen siireyi, Y ekseni yaprak uzama oranini
gostermektedir. —S-Yt: yaban tip; —&Mt: mutant. Mt(n)=3,
Yt(n)=2; Ortalama + Ss, Student’s t-test, (p < 0,05)
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Sekil 3.7. Hat 32.1’nin yaprak genisligi (solda), yaprak alani (ortada), ve olgun hiicre
uzunlugu (sagda). ®Yt: yaban tip; ®mMt: mutant. n=5, Ortalama =+ Ss,
Student’s t-test, (p < 0,05)

3.3.2. DNA METILTRANSFERAZ 102 (DMT102) Geninin Biiyiimedeki Rolii

DNA METILTRANSFERAZ 102 (DMTI102) geninin biiyiimedeki roliinii arastirmak
icin Hat 20 adli RNAi1 mutant musir hatt1 kullanilmigtir. Yaban tip ve mutant misirlara ait
yapraklarin ayni biiylime profiline sahip oldugu gézlendi. Misirlarin 6 giin boyunca hizli
bir sekilde uzadigi, sonraki giinlerde biiylimelerinin yavasladigi ve 10. giiniin sonunda ise
uzamanim durdugu saptandi. Hat 20’in logaritmik biiyiime fazinda yaprak uzama orani,
mutantlarda 3.2+0.1 ve yaban tip misirlarda 3.3+0.3 olarak hesaplandi. Ancak, aradaki
farkin istatistiksel olarak dnemli olmadig1 saptandi (Sekil 3.8).

Hat20’nin yaprak genisliginde, alaninda ve hiicre uzunlugunda istatistiksel olarak

onemli bir farkin olmadig1 saptanmadi (Sekil 3.9).
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Sekil 3.8. Hat 20’in yaprak uzama orani. X ekseni dordiincii yapragin
ortaya ¢ikigindan sonra gegen siireyi, Y ekseni yaprak uzama
oranin1 gostermektedir. =—Yt: yaban tipi; —&—Mt: mutant.
n=5, Ortalama =+ Ss, Student’s t-test, (p < 0,05)
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Sekil 3.9. Hat 20’nin yaprak genisligi (solda), alani (ortada) ve olgun hiicre uzunlugu
Mt: mutant. n(Yt)=5, n(Mt)=6, Ortalama + Ss,

(sagda). mYt: yaban tip;
Student’s t-test, (p < 0,05)
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3.3.3. DNA METILTRANSFERAZ 103 (DMT103) Geninin Biiyiimedeki Rolii

DNA METILTRANSFERAZ 103 (DMT103) geninin biiyiimedeki roliinii arastirmak
icin DMT103 geni RNAI teknigiyle susturulmus olan Hat05 adli mutant musir hatti
kullanilmistir. Hat05’in dordiincti yapragmin uzunlugu, mutantlarda yaban tiplere kiyasla
istatistiksel olarak 6nemli derecede (p<0.05) % 8 oraninda azaldig1 saptandi (Sekil 3.10;
Sekil 3.11).
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Sekil 3.10. Hat 05’in dordiincii yapragmim uzunluk profili (solda), yaprak uzama orani
(sagda). X ekseni 4. yapragin ortaya ¢ikisindan sonra gegen siireyi (solda ve
sagda), Y ekseni yaprak uzunlugunu (mm) (solda), yaprak uzama oranini
(sagda) gostermektedir. ==—Yt: yaban tipi; —&— Mt: mutant. n=5, Ortalama + Ss,
Student’s t-test, (p < 0,05)

Hat05 fidelerinin dordiincii yapraklarinin lineer biiylime sathasinda mutantlarin
yaban tiplere oranla daha yavas biiylidiigii gozlendi. Hat05’in yaprak uzama oranmin
mutant musirlarda yaban tiplere kiyasla istatistiksel olarak 6nemli derecede %12 (p<0.05)

oraninda azaldig1 tespit edildi (Sekil 3.12).
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Hat05’in mutant fidelerinin dordiincii yapraklarinin genisligi yaban tiplere nazaran

%4 oraninda artarken yaprak ayasinm uzunlugu %10 (p < 0.05) azaldi. Yaprak alani ise,

mutantlarda yaban tiplere gore %6 oraninda azalig gosterdi. Mutantlarin olgun hiicre

uzunlugu yaban tiplere kiyasla istatistiksel olarak 6nemli derecede (p < 0.05) %8 oraninda

kisald1 (Sekil 3.12).
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Sekil 3.11. Hat 05’e ait yaban tip (solda) ve mutant (sagda) misirlarm dordiincii
yapraklari goriiniimii
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Sekil 3.12. Hat05’in yaprak genisligi, aya uzunlugu, alani ve hiicre uzunlugu. ®Yt=

Yaban tip; ®Mt= Mutant; n(Yt)=7, n(Mt)=5, Ortalama = Ss, Student’s t-test,
(p=0,05)
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Hat05’in RNAi teknigiyle susturulmus DMT103 geninin suskunluk derecesini
belirleyebilmek i¢in transgene ve endogene uygun olarak dizayn edilerek, sirasiyla
DMT103-gab ve DMT103-056 olarak adlandirilan iki adet primer ile ¢ogaltilan genin
transkript miktar1 Q-RT_PCR ile belirlenmistir. Ayrica, DMT103 geninin misir yapraginin
farkli biiylime evrelerindeki ekspresyon profilini gérebilmek igin genin meristem, uzama
ve olgunlasma evrelerindeki transkript miktarlar1 da belirlenmistir. Sonuglar, endogenin
tiim biiylime basamaklar1 boyunca énemli derecede suskun oldugunu gosterdi (Sekil 3.13).
Aksine, transgenin ise biliylime basamaklar1 boyunca yiiksek oranda ekspreslendigi
saptand1. Bu sonug, RNAI kasedinin etkili bir sekilde c¢alistigin1 gostermektedir (Sekil
3.13). Ayrica, DMT103 geninin ekspresyonunun, yapragm olgunlasma safhasinda en
yiiksek seviyeye ulastig1 saptand1 (Sekil 3.13).

Hat05

T oM

Nispi ekspresyon miktari

DMT103_g56 DMT103_gab

Sekil 3.13. Hat05’in DMT103 geninin farkli biiyiime basamaklarmda suskunluk derecesi
ve ekspresyon profili. X eksenin biiylime evrelerini ve gen isimlerini, Y ekseni
ise biiyiime evrelerine gore ilgili genin transkript miktarini gdstermektedir.
DMT103-g56: endogen; DMT103-gab: transgen; Me: Meristem; Uz: Uzama
bolgesi; Ol: Olgunlagsma bolgesi; ™ Mt: Mutant; ®Yt: Yaban tip, n=3,
Ortalama =+ Ss, Student’s t-test, (p < 0,05)
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3.3.4. DNA METILTRANSFERAZ 106 (DMT106) Geninin Biiyiimedeki Rolii

DNA METILTRANSFERAZ 106 (DMT106) geninin biiyiimedeki roliinii arastirmak

icin TILLING teknigiyle DMT106 geninde nokta mutasyonu meydana getirilen Hat

DMT106 kullanilmistir. Bu mutasyonun misirda ¢imlenme sorunlarina yol agtig1 gézlendi.

3.3.5. DNA METILTRANSFERAZ 107 (DMT107) Geninin Biiyiimedeki Rolii

DNA METILTRANSFERAZ 107 (DMT107) geninin biiyiimedeki roliinii arastirmak

icin TILLING teknigiyle DMT107 geninde nokta mutasyonu meydana getirilen Hat

DMT107 olarak adlandirilan bir mutant kullanilmistir. Hat DMT107 nin mutant ve yaban

tiplerine ait musirlarin yaprak uzunlugu profillerinin birbirine ¢ok benzedigi gozlendi (Sekil

3.14). Yaprak uzama oranlar1 ise ilk iki giin mutantlarda yaban tip musirlara kiyasla

istatistiksel olarak 6nemli derecede (p<0.05) %10 oraninda azaldig1 saptandi (Sekil 3.24).

Ancak, ilerleyen giinlerde mutant misirlarin biiylimesi yaban tiplere oranla daha erken

durarak sonucta ayni uzunluga ulastigi kaydedildi (Sekil 3.14).
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Sekil 3.14. TILLING Hat DMT107’nin yaprak uzunlugu (solda) ve yaprak uzama orani

(sagda). Her iki grafikte X ekseni dordiincli yapragin ortaya ¢ikisindan sonra
gecen siireyi, Y ekseni yaprak uzunlugunu (mm) (solda), Y ekseni yaprak
uzama oranini (sagda) gostermektedir. —=—Mt mutant; =Yt yaban tip. n=10;
Ortalama =+ Ss, Student’s t-test, (p < 0,05)
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3.3.6. SET DOMAIN 118 (§DG118) Geninin Biiyiimedeki Rolii

SET DOMAIN 118 (SDGI18) geninin biiyiimedeki roliinii arastrmak igin RNAi
teknigiyle susturulmus Hat29 adli bir mutant kullanilmistir. Hat 29°un mutant ve yaban tip
musirlarinin dordiincii yapraklarmim uzunluklart arasinda istatistiksel olarak onemli bir fark
gozlenmedi (Sekil 3.8). Ayni sekilde, mutant ve yaban tip musir fidelerinin yaprak uzama
oranlar arasinda istatistiksel olarak dnemli bir fark saptanmadi (Sekil 3.15).

Hat29’un mutant ve yaban tip musir fideleri arasinda yaprak genisligi, alam1 ve olgun

hiicre uzunlugu bakimindan istatistiksel olarak 6nemli bir fark olmadig1 saptandi (Sekil 3.16).

Hat 29 Hat 29

N

o =
O Uk 1N U w

01234567 895101112 1234567 891011

Yaprak uzama orani (mm/s)

Dérdiincii yapragin ortaya Dordiincii yapragin ortaya
¢ikisindan sonra gegen siire (giin) ¢ikisindan sonra gegen siire...

Sekil 3.15. Hat 29’un Yaprak uzunlugu (solda) ve yaprak uzama orani (sagda). X ekseni
dordiincti yapragin ortaya ¢ikisindan sonra gegen siireyi (solda ve sagda), Y
ekseni yaprak uzunlugunu (mm) (solda), yaprak uzama oranini (sagda)
gostermektedir. —S-Yt: yaban tipi; —&—Mt: mutant. n(Yt)=5, n(Mt)=7;
Ortalama =+ Ss, Student’s t-test, (p < 0,05)

Hat29’un RNAI teknigiyle susturulmus olan SDG118 geninin suskunluk derecesini
belirleyebilmek icin endogene gore dizayn edilen DMT103-q12 adli primer kullanarak
cogaltilan genin transkript miktar1 Q-RT_PCR ile belirlendi. Sonuglara goére, SDG118
geninin ekspresyonu Hat29’un mutant fidelerinde yaban tiplere nazaran azalig gosterdi.
Ancak, yapilan istatistik analizler sonucu goriilen bu ekspresyon farkinin 6nemli olmadig:

saptandi (Sekil 3.17).



78

Hat 29 Hat 29 Hat 29
3 90 140
80 - )
T 25 & 70 - 2
..:_3; , f,_ 60 - g,, 130
= S 50 - E
€ 15 - T 40 - N 120
-T:] =~ )
= . 2 30 - 5
© 1 o =
- He
s £ 20 - < 110
> 0,5 - c
10 - 3
0 - 0 - © 100
Yt Mt Yt Mt Yt Mt

Sekil 3.16. Hat 29’un yaprak genisligi (solda), alani (ortada) ve hiicre uzunlugu (sagda). ™
Yt: yaban tip; = Mt: mutant. n(Yt)=4, n(Mt)=5, Ortalama = Ss, Student’s t-test,

(p <0,05)
Hat29
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Sekil 3.17. Hat29’da SET DOMAIN GENI 118 (SDG118)’nin suskunluk
derecesi. ®mYt: Yaban tip; = Mt: Mutant. n=3, Ortalama =+ Ss,
Student’s t-test, (p < 0, 05),

Hat 29°da SDG118 kromatin genini susturmak igin kullanilan RNAi kasetinin,
diger kromatin genlerini hedef alarak ekspresyonlarinda degisiklige yol acip agmadigimi ve
sdg118 geninin susmasi sonucu yerine getiremedigi goérevinin diger genler tarafinda

kompanse edilip edilmedigini arastirmak tizere DMT101, DMT102 ve DMT103 genlerinin
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ekspresyonlar1 Q-RT PCR ile belirlendi (Sekil 3.18). Sonuglar, Hat29°da DMT101 geninin
transkript miktarinin DMT102 ve DMT103 genlerinin transkript miktarlarina nazaran daha
yiikksek ve DMT103’iin transkript miktarin ise en diisiik oldugunu gosterdi (Sekil 3.18).
Ancak, DMT101, DMT102 ve DMT103 genlerinin ekspresyon seviyelerinde, mutant ve
yaban tipler arasinda istatistiksel olarak 6nemli bir fark olmadig: saptandi (Sekil 3.18).

Hat29
1,6
5 L4 ( T
4
s 12
= 1
o
< 0,8 I
(72]
s 06
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0
Yt Mt ‘ Yt Mt ‘ Yt Mt ‘
Dmt101-Q34 ‘ Dmt102-Q12 ‘ Dmt103-Q34 ‘

Sekil 3.18. Hat29’’un DMT101, DMT102 ve DMT103 genlerinin ekspresyonu. mYt:
Yaban tip; = Mt: Mutant. n=3, Ortalama =+ Ss, Student’s t-test, (p < 0,05)

3.3.7. SET DOMAIN 122 (SDG122) Geninin Biiyiimedeki Rolii

SET DOMAIN 122 (SDG122) geninin biiyiimedeki roliinii arastirmak iizere Hat 39 ve
Hat39.1 adl iki farkli RNAi mutant misir hatt1 kullanilmastir.

3.3.7.1. Hat39’un Yaprak Biiyiime Parametreleri

Bir RNAI mutand: olan ve SET DOMAIN 122 (SDGI122) geni susturulmus Hat
39’un mutant ve yaban tip musir fidelerinin yaprak uzunluklar: profil grafiginin birbirine
benzer sekilde biiylime egrisi olusturdugu gézlendi (Sekil 3.19). Ancak, yapilan dlgiimler

sonucunda, Hat39’un mutant ve yaban tip musir fideleri arasinda yaprak uzunlugu ve
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yaprak uzama oranlar1 arasinda istatistiksel olarak dnemli bir fark olmadigi saptandi (Sekil
3.19).

Hat39’un yaprak genisligi, alan1 ve olgun hiicre uzunlugunun mutant ve yaban tip
musir fideleri arasinda istatistiksel olarak dnemli bir fark saptanmadi (Sekil 3.20).

Q-RT PCR analizleri sonucu, Hat39’a aktarilan RNAi kasedinin mutant musir
fidelerinde ¢alistigi tespit edilirken, SDG122 geninin suskunluk derecesinin istatistiksel
olarak dnemli olmadig1 saptandi (Sekil 21).

Hat 39
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123456 7 8 910111213 1 23 456 7 8 9 101112
Dordiincii yapragin ortaya Dérdiincii yapragin ortaya
¢ikisindan sonra gegen siire (giin) ctkisindan sonra gegen siire
(giin)

Sekil 3.19. Hat 39’un Yaprak uzunlugu (solda) ve yaprak uzama orani (sagda). X ekseni 4.
yapragin ortaya ¢ikisindan sonra gecen siireyi (solda ve sagda), Y ekseni mm
cinsinden yaprak uzunlugunu (solda), yaprak uzama oranin1 (sagda)
gostermektedir. B-Y1: yaban tipi; —&—Mt: mutant. Mtn=5, Ytn=7; Ortalama
+ Ss, Student’s t-test, (p < 0,05)
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Sekil 3.20. Hat 39 yaprak genisligi (solda), alani (ortada) ve hiicre uzunlugu (sagda). mYt:
yaban tip; = Mt: Mutant. n=5, Ortalama =+ Ss, Student’s t-test, (p < 0,05)

Q-RT_PCR ile ekspresyon analizleri sonucunda, Hat 39’un mutant ve yaban tip misir
fidelerinin sdg118, DMT101, DMT102 ve DMT103 genlerinin transkript miktarlari

arasindaki farkin istatistiksel olarak 6nemli olmadig1 saptand1 (Sekil 3.22).

Hat39
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Sekil 3.21. Hat39’un SDG122 geninin suskunluk derecesi. X ekseninde
Sdgl122-gab transgeni, sdg-g34 endogeni, Y ekseni ise bu
genlerin ekspresyon miktarin1 gostermektedir. ®mYt: Yaban
tip; ™ Mt: mutant, n=3, Ortalama =+ Ss, Student’s t-test, (p <
0,05)
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Sekil 3.22. Hat 39’un sdg118, DMT101, DMT102 ve DMT103 genlerinin ekspresyonu.
mYt: Yaban tip; ®mMt: Mutant, n=3, Ortalama + Ss, Student’s t-test, (p <
0,05)

3.3.7.2. Hat39.1’in Yaprak Biiyiime Parametreleri

Bir RNAi mutand1 olan ve SET DOMAIN 122 (SDG122) geni susturulmus Hat
39.1’in mutant ve yaban tip musir fidelerinin yaprak uzunluklar1 profil grafiklerinin
birbirine benzer sekilde bir biiylime egrisi olusturdugu gozlendi (Sekil 3.23). Hat39.1’in
mutant ve yaban tip musir fideleri arasinda yaprak uzunlugunda ve yaprak uzama oraninda
istatistiksel olarak onemli bir fark saptanmadi (Sekil 3.23).

Hat39.1’in mutant ve yaban tip misir fideleri arasinda yaprak genisliginde ve
alaninda istatistiksel olarak onemli bir fark olmadigi ancak olgun giicre uzunlugunda
mutantlarda yaban tiplere kiyasla %10 oraninda azaliy meydana geldigi saptandi (Sekil
3.24).

Q-RT-PCR ile ekspresyon analizleri sonucunda, Hat39.1’in mutant fidelerinde RNAi
kasedinin caligtig1 tespit edilirken, mutant ve yaban tip fidelerin SDG122 genlerinin
transkript miktarlarinda goriilen farkim istatistiksel olarak onemli olmadig1 saptand1 (Sekil
3.25).

Q-RT_PCR ile ekspresyon analizleri sonucu, Hat 39.1’in DMT101 ve DMT102
genlerinin transkript miktarlarmin mutant fidelerde yaban tip fidelere nazaran daha fazla
oldugu, DMT103 ve SDG118 genlerinin transkript miktarlarmimn ise mutant ve yaban tipler

arasinda fark gostermedigi saptandi (Sekil 3.26).
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Sekil 3.23. Hat 39.1’un Yaprak uzunlugu (solda) ve yaprak uzama orani (sagda). X ekseni
4. yapragin ortaya ¢ikisindan sonra gegen siireyi (solda ve sagda), Y ekseni mm
cinsinden yaprak uzunlugunu (solda), yaprak uzama oranmi (sagda)
gostermektedir. —&—Yt: Yaban tipi; —&Mt: Mutant. Mt(n)=9, Yt(n)=3;
Ortalama + Ss, Student’s t-test, (p < 0,05)
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Sekil 3.24. Hat 39.1 yaprak genisligi (solda), alan1 (ortada) ve hiicre uzunlugu (sagda). ™
Yt: yaban tip; mMt: mutant. n(Yt)=3, n(Mt)=7, Ortalama =+ Ss, Student’s t-test,
(p =0,05)
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Sekil 3.25. Hat39.1’in SDG122 geninin suskunluk derecesi. X ekseninde
Sdgl122-qgab transgeni, sdg-g34 endogeni, Y ekseni ise bu genlerin
ekspresyon miktarmi gostermektedir. ®Yt: Yaban tip; =Mt:
mutant; n=3, Ortalama + Ss, Student’s t-test, (p <0,05)
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Sekil 3.26. Hat 39.1’in SDG118, DMT10l1, DMT102 ve DMT103 genlerinin
ekspresyonu. mYt: Yaban tip; mMt: Mutant. n=3, Ortalama + Ss, Student’s
t-test, (p <0,05)
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3.3.8. NUKLEOZOM KONUMLANDIRICI GEN 102 (NFE102) Geninin
Biiyiimedeki rolii

NUKLEOZOM KONUMLANDIRICI GEN 102 (NFE102) geninin biiyiimedeki
rolinii incelemek icin RNAI teknigiyle NFE102 geni susturulmus bir mutant hatti olan
Hat44 kullanilmistir. Yapilan 6l¢iimler sonucunda, Hat 44’tin mutant ve yaban tip musir
fidelerinin yaprak uzunluk profil grafiginin birbirine benzer sekilde biiyiime egrisi
olusturdugu gozlendi (Sekil 3.27). Hat44’iin musir fidelerinin yaprak uzunlugu ve yaprak
uzama orani bakimindan mutant ve yaban tipler arasinda istatistiksel olarak 6nemli bir fark
olmadig1 saptandi (Sekil 3.27).

Hat44’iin mutant ve yaban tip misir fidelerinin yaprak genisligi, alan1 ve olgun hiicre
uzunlugu gibi fenotipik 6zellikleri arasindaki farkin istatistiksel olarak 6nemli olmadigi
saptand1 (Sekil 3.28). Q-RT PCR ile ekspresyon analizleri sonucuna gore, Hat44’iin yaban
tip ve mutant musir fidelerinin NFE102 geninin ekspresyon miktarlar1 arasinda istatistiksel

olarak 6nemli bir fark olmadig1 saptandi (Sekil 3.29).
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Sekil 3.27. Hat 44’iin yaprak uzunlugu (solda) ve yaprak uzama orani (sagda). X ekseni 4.
yapraginin ortaya ¢ikisindan sonra gegen siireyi (solda ve sagda), Y ekseni mm
cinsinden yaprak uzunlugunu (solda) ve yaprak uzama oranini (sagda)
gostermektedir. —=-Yt: yaban tipi; —&—Mt: mutant. n(Mt)=5, n(Yt)=7;
Ortalama =+ Ss, Student’s t-test, (p < 0,05)
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Sekil 3.28. Hat 44’iin yaprak genisligi (solda), alani (ortada) ve hiicre uzunlugu (sagda). ™
Yt: yaban tip; = Mt: mutant. n(Yt)=7, n(Mt)=5, Ortalama = Ss, Student’s t-test,

(p<0,05)
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Sekil 3.29. Hat44’iin NFE102 geninin suskunluk derecesi. X ekseninde nfe102-
gab transgeni, nfe-q34 endogeni, Y ekseni ise bu genlerin
ekspresyon miktarin1 gostermektedir. ®Yt: Yaban tip; =Mt
mutant. n=3, Ortalama + Ss, Student’s t-test, (p < 0,05)

Q-RT_PCR ile ekspresyon analizleri sonucu, Hat44 musir fidelerinde DMT101 ve
DMT102 genlerinin transkript miktarlarinin DMT103’e gore daha fazla oldugu ancak, bu
genlerin ekspresyon miktarlarmm yaban tip ve mutantlar arasinda istatistiksel olarak

onemli derecede degismedigi saptandi (Sekil 3.30).
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Sekil 3.30. Hat 44’tin DMT101, DMT102 ve DMT103 genlerinin ekspresyonu. mYt:
Yaban tip; = Mt: Mutant. n=3, Ortalama =+ Ss, Student’s t-test, (p < 0,05)

Buraya kadar yapilan ¢alismalarda, 8 farkli kromatin geninin biiylimedeki roli,
mutant ve yaban tip musir fidelerinin yaprak biiylime parametreleri arasinda yapilan
karsilastirmal1 analizler sonucunda belirlendi. Calismada kullanilan mutant hatlarin yaprak
bliylime parametrelerine ait degerler yaban tiplerle karsilastirmali olarak Tablo 3.1’de
sunulmustur. Yapilan arastirmalar sonucunda, DMT103 geni RNAI teknigiyle susturulmus
Hat05’in yaprak uzunlugunun mutantlarda yaban tiplere kiyasla istatistiksel olarak énemli
derecede %8 oraninda azaldig1 saptandi. Ayrica, mutantlarin yaprak uzama oranmin yaban
tiplere gore istatistiksel olarak Oonemli derecede %12 oraninda azaldigi belirlendi. Bu
bulgular, Hat05’in mutant ve yaban tip misir fideleri arasinda gozlenen biiyiime farkinin
mutasyona ugrayan DMT103 geninin sebep olduguna isaret etmektedir. Bu sebeple,
bundan sonraki c¢aligmalarda DMT103 geninin biiylimenin hangi islevine etki ettigini

belirlemeye odaklanildi.
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Tablo 3.1. Mutant hatlarin yaprak fenotip parametreleri. Yt: Yaban tip; Mt: Mutant,
Ortalama + Ss

Hat ismi Yaprak Yaprak Yaprak  Olgun Yaprak  Yaprak
genisligi alan ayasi hiicre uzunlugu uzama
(cm) (cm?) uzunlugu uzunlugu (mm) orant
(cm) (um) (mmy/s)

Hat05 Mt 29+008 83+5 40+2 123+5  533+7 2.3+0.1
Yt 26+0.04 80+£3 44=+1 138+2  579+6 2.7+0.1

Hat20 Mt 24+028 75+13 40+5 115+8
Yt 25+£0.11 77+7 40+4 119+4

Hat29 Mt 27+£003 79+2 4241 132+3  590+7 2.5+0.1
Yt 25+003 76+2 4241 135+3 599+13 2.6=+0.1

Hat32 Mt 23+024 667 41+1 132+5
Yt 24+£008 665 39+1 141 £7

Hat32.1 Mt 25+0.07 68+4 39+2 127 +4
Yt 26+004 75+7 35 112

Hat39 Mt 24+0.07 77+0 46+1 143+£5 640+18 3.2+0.1
Yt 24+0.05 76+3 44+1 1476 6357 3.1+0.1

Hat39.1 Mt 26+004 812 43+1 128 £3 601 £1 2.8+0.1
Yt 26+0.08 86+6 44+2 140 + 622+4 3.1+0.1

Hat44 Mt 25+004 78+2 43+1 133£6 6066 2.7+0.1
Yt 2.7+£0.08 78+3 41+1 138 £3 588+5 2.6+0.1

3.4. Hat05’in Meristem Uzunlugu

Meristem, yapragm tabaninda yer aldigindan, Hat05’in meristem uzunlugu, yaprak
tabanindan itibaren 4 cm uzunlugunda bitki numunesi boyunca yer alan ve DAPI ile
boyanarak belirgin hale gelen mitotik figiirlerin bittigi son noktanin Floresans mikroskobu
altinda olgtilmesi ile belirlendi. Meristem uzunlugu yaban tiplerde 13438 + 565 (um) ve
mutantlarda 14148 + 562 (um) olarak belirlendi ve Students’s t-testine gore aralarindaki

farkin 6nemsiz oldugu saptandi (Sekil 3.31).
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Sekil 3.31. Hat05’in meristem uzunlugu. Mt: mutant, Yt: yaban tip, n(Yt) =
7; n(Mt) = 8; Ortalama + Ss, Student’s t-test, (p <0,05)

3.5. Hat05’in Hiicre Uzunlugu Profili

DMT103 geni mutant olan Hat05’in olgun hiicre boyunun istatistiksel olarak 6nemli
derecede %8 oraninda azaldigi tespit edildiginden, mutasyonun biiylime bdlgesi boyunca
yer alan hiicrelerin uzunluklarinda herhangi bir degisiklige sebep olup olmadigini
incelemek {izere biiylime bdlgesinin hiicre uzunlugu profili DIC mikroskobu ile yapilan
gozlemler sonucunda belirlendi. Elde edilen sonuglara gore, yaban tip ve mutant musir
fidelerinin dordiincii yapraklarmin biiyiime bolgelerinin hiicre uzunlugu profilinin birbirine
benzer sekilde biiylime egrisine sahip oldugu gozlendi. Yaprak tabanindan itibaren
yaklasik 2cm boyunca uzanan meristematik bolgede yer alan hiicrelerin boylarmin en
kiiciik degerde oldugu, 3cm’den 6cm’ye kadar uzama bdlgesini icine alan kisimda
hiicrelerin logaritmik bir sekilde uzadigi, 7. ve 8. cm’ler itibariyle hiicrelerin uzamasmin
yavasladigr ve 10. cm’de uzamanin tamamen durarak hiicrelerin olgun uzunluklarina
ulastigr goriildi (Sekil 3.32). Yapilan hesaplamalar sonucunda, meristem ve uzama
bdlgelerinde yer alan hiicrelerin uzunluklarinin ortalama degerleri arasinda yaban tip ve
mutantlarda istatistiksel olarak 6nemli bir fark olmadigi saptandi. Ancak, olgunlasma
bolgesinde bulunan hiicrelerin uzunluklari, mutantlarda yaban tiplere kiyasla %8 oraninda

istatistiksel olarak 6nemli derecede (p<0.05) azald.
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Sekil 3.32. Hat05’in biiyiime bolgesinin hiicre uzunlugu profili. Dordiincti yapragin
tabanindan itibaren 100 mm uzunlugu boyunca yapragin abaksial
epidermisinde stoma sirasina bitisik hiicreler 6l¢lilmiistiir. X ekseni yaprak
tabanindan uzakligi, Y ekseni ise ilgili pozisyondaki hiicre uzunlugunu
gostermektedir. Siyah yuvarlaklar yaban tipe, beyaz yuvarlaklar mutantlara
aittir. Yapraklar arasinda ortalama alabilmek i¢in veriler 50 pm’lik araliklarla
materyal ve metodda anlatildig1 gibi smoothed ve interpolated islemine tabi
tutuldu. -#=Yt: yaban tip; -a-Mt: mutant, n=5, Ortalama + Ss, Student’s t-
test, (p <0,05)

Hiicre uzama oranlarin1 karsilastirmaya yarayan bir diger yontem olan ve hiicre
uzunlugu profil grafiginin tiirevi almmarak elde edilen birim uzama grafigi, mutasyon
sonucu, uzama bolgesinde yer alan hiicrelerin uzunluklarmm etkilenmedigini gosterdi

(Sekil 3.33).
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Sekil 3.33. Hat05’in birim hiicre uzama profili. X ekseni yaprak tabanindan uzakligi, Y
ekseni ise ilgili pozisyondaki hiicrenin birim uzama miktarini gostermektedir.
Siyah yuvarlaklar yaban tipe, beyaz yuvarlaklar mutantlara aittir. Grafik hiicre
uzunlugu profile grafiginin tiirevi alinarak hesaplanmistir. Ancak hesaplamalar
yapilirken meristem bdlgesine ait veriler kullanilmamalidir. -#-Yt: yaban tip;
-0-Mt: mutant, n=5, Ortalama + Ss, Student’s t-test, (p < 0,05)

3.6. Hat05’in Yaprak Biiyiimesinin Sayisal Degerleri
Hat05 adli RNAi mutant misir hattinin yaban tip ve mutant fidelerinin yaprak uzama

oranlari, meristem uzunluklari, olgun ve meristematik hiicre uzunluklar:1 belirledikten sonra

hiicre tiretimi, hiicre boliinme orani, hiicre dongiisii siiresi, hiicre uzama siiresi ve orani gibi
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bliylime parametreleri materyal ve metot boliimiinde sunulan matematiksel formiillerden
olusan kinematik analizler ile hesaplandi.

Hat05’in fenotipik analizleri sonucu, mutant fidelerde yaban tiplere kiyasla yaprak
uzunlugunun %8, yaprak uzama oranmin %12 ve olgun hiicre uzunlugunun %8 oraninda
istatistiksel olarak Onemli derecede azaldigi tespit edildi. Bu verilerden yola c¢ikarak,
yaprak uzama oraninin olgun hiicre uzunluguna béliinmesiyle hesaplanan hiicre liretiminin
mutant ve yaban tip musir fideleri arasinda istatistiksel olarak 6nemli derecede bir fark
gostermedigi saptandi (Tablo 3.2). Yine, DAPI ile niikleuslarin boyanmasi sonucu
belirlenen meristem uzunlugunda ve DIC mikroskobu ile yapilan godzlemler sonucu
belirlenen meristem hiicre uzunlugunda, mutant ve yaban tipler arasinda istatistiksel olarak
onemli bir fark olmadig1 ortaya c¢ikti (Tablo 3.2). Dolayisiyla, meristem uzunlugunun
meristematik hiicre uzunluguna béliinmesiyle elde edilen boliinen hiicre sayist farkinin,
mutant ve yaban tipler arasinda istatistiksel olarak dnemli olmadig1 gézlendi (Tablo 3.2).
Hiicre iiretiminin meristemde boliinen hiicre sayisia boliinmesiyle hesaplanan bolinme
oraninda ve boliinme oranmin tersinin logaritmasi almarak hesaplanan hiicre dongiisii
stiresinde gozlenen farkin, mutant ve yaban tipler arasinda istatistiksel olarak anlamli
olmadig1 bulundu (Tablo 3.2). Ancak, olgun ve uzama bdlgesinin hiicre uzunluklarmin
In’leri arasindaki farkim, hiicre dongiisii sliresine boliinmesiyle hesaplanan hiicre uzama
oranmin, mutantlarda yaban tiplere nazaran istatistiksel olarak onemli derecede %13
oraninda azaldig1 saptandi (Tablo 3.2). Bir hiicrenin uzama bdlgesine ilk girisinden olgun
uzunluguna erisinceye kadar gegen siire olan uzama siiresi, uzama bdlgesinde bulunan
hiicre sayismin hiicre liretim oranma boliinmesi ile hesaplandi ve mutant ve yaban tipler
arasinda fark goOstermedigi saptandi. Aymi sekilde, biiylime ve uzama bdlgelerinin
uzunlugunda ve burada bulunan hiicre sayisinda iki grup arasinda goriilen farkm,
istatistiksel olarak 6nemsiz oldugu goriildii. Meristemden uzama bolgesine gegmekte olan
hiicrelerin mutantlarda yaban tiplere oranla %16 daha uzun oldugu saptanirken, hiicrelerin

uzama bdlgesinde gegirdikleri slirenin her iki grupta ayni oldugu saptandi (Tablo 3.2).
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Tablo 3.2. Ayn1 biiyiime sartlarinda yetistirilen Hat05’in yaban tip ve mutantlarmin biiyiime
parametrelerinin karsilastirilmasi

Biiylime parametreleri Yaban tip Mutant *%Fark t degeri
%Y aprak uzunlugu (mm) 579+ 5 533+7  -8(**)  0.0001
#Yaprak uzama orani (mm/s) 2.62 £ 0.09 2.32+£0.06 -12 (%) 0.02
°Olgun hiicre uzunlugu (pum) 151 £2 139+2  -8(*%) 0.0003
®Meristem hiicre uzunlugu (um) 17,1+0,3 16.9 + 0,6 -2 NS 0.8
Hiicre tiretimi (hiicre/s) 17.5+0.6 16.7+ 0.5 -4 NS 1.00
Boliinme orani (hiicre/hiicre s) 0.022 £0.0002  0.020 = 0.0001 -9 NS 0.06
Hiicre dongiisii siiresi (s) 32+04 35+£0.3 9NS 0.06
‘Meristem uzunlugu (pum) 13438 £ 565 14148 £ 562 5NS 0.9
Biiyiime bolgesinin uzunlugu

(um) 71430 £ 4574 77537 £ 5329 8 NS 0.4
Uzama bdlgesinin uzunlugu

(um) 57249 + 4574 63389 + 5329 10 NS 0.4
Hiicre uzama orani 0.042+0.001 0.037+0.001 -13 (%) 0.03
Biiylime bolgesinin hiicre sayisi 1643 + 62 1650 =79 NS 0.8
Meristemin hiicre sayisi 799 + 31 840 + 27 5NS 0.5
Uzama bdlgesinin hiicre sayisi 844 + 59 810 + 54 -4 NS 1.0
Hiicre uzama siiresi 50+4 49+3 2 NS 0.8
Meristemin sonundaki hiicre

uzunlugu (pm) 20+ 1 24+ 1 16 NS 0.1

2 Ortalama + Ss; n=5; ° Ortalama + Ss; n=8; 4’1 birinci, 4’1 ikinci deneyden; ° Ortalama + Ss; n=3
ikinci, n=5 iiciincii, n=2 ikinci deneyden, n=5 yaban tip numune ii¢iincii deneyden; * Istatistiksel
onem derecesi Student’s t-Test (Iki numunenin esit varyansa sahip oldugu varsayilmistir)’ine
goredir. (*), P <0.05; (**) P <0.01; NS Onemsiz
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3.7. Hat05’in Hiicre Dongiisiiniin Ilerleyisi

DMT103 geni mutant olan Hat05’in hiicre dongiisii safhalarinda herhangi bir
gecikmenin olup olmadigini belirlemek i¢in bitkinin biiyiime bolgesini kapsayan yaprak
tabanindan itibaren 10 cm kadar kisim hasat edilerek biiyiime bolgesi boyunca yer alan
hiicrelerin sahip oldugu DNA miktarlar1 flow sitometri analizleri ile belirlendi. Analizler
sonucunda, mutant ve yaban tip fidelerin biiyiime bdlgeleri boyunca yer alan hiicrelerinin
DNA miktarlar1 arasinda istatistiksel olarak 6nemli bir fark meydana gelmedigi, yaprak
tabanindan itibaren 2cm igerisinde bulunan hiicrelerin yaklasik %70’in haploid DNA
(2C)’ya, %30’unun tetraploid DNA (4C)’ya sahip oldugu goriildii (Sekil 3.34). Ayrica,
mutantlarda 3. cm’den ve yaban tiplerde 4. cm’den itibaren endodiiplikasyon basladigi

gozlendi (Sekil 3.34).

Hat05
Flov Sitometri

—&—2C Mt
—— 4C Mt
—— 8C Mt
—=-2C Yt
—— 4C Yt
—— 8C Yt

DNA miktari (%)

05 1 15 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Yaprak tabanindan uzaklik (cm)

Sekil 3.34. Hat05’in dordiincii yapragmnin biliylime bolgesi boyunca yer alan
hiicrelerin nilklear DNA miktari. Analizler Flov sitometri ile yapilmistir.
X ekseni yaprak tabanindan itibaren uzakligi, Y ekseni ise ilgili
pozisyonda bulunan hiicrelerin DNA miktar1 oranlarmi gostermektedir.
2C: Haploid DNA; 4C: Tetraploid DNA; 8C: Oktaploid DNA. Siyah
semboller mutantlari, beyaz semboller yaban tipleri gostermektedir. Yt:
yaban tip; Mt: mutant, n=5; Ortalama + Ss, Student’s t-test, (p < 0,05)
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3.8. Hat05’in Hiicre Dongiisii Genlerinin Ekspresyon Profili

DMT103 geni mutant olan Hat05’in hiicre dongiisii sathalarinda herhangi bir
gecikmenin olup olmadigin1 molekiiler seviyede belirlemek icin Hat05’in dordiinci
yapraginin meristeminde, 39 adet hiicre dongiisii geninin Q-RT_PCR ile ekspresyon miktarlari
belirlendi. Sonuglara goére, CDKA;1;1 ve CDKD;1 genlerinin transkript miktarlarinin
mutantlarda yaban tip fidelere nazaran istatistiksel olarak 2 kat azaldig1 saptandi (P<0.05)
(Sekil 3.35).
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Sekil 3.35. Hat05’in 4. yapraginin meristeminde hiicre donglisii genlerinin ekspresyon
miktarl. X ekseni mutant ve yaban tipler arasinda goriilen ekspresyon farkini
gostermektedir. Veriler CYCLOPHLLIN ve EF1A genlerine gore gBase
program ile normalize edildi. n=3; Ort.+Ss, Student’s t-test, (**): p<0.05; (*):
p<0.01
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3.9. DMT103 Geninin Abiyotik Strese Cevaptaki Rolii
3.9.1. DMT103 Geninin Kurakhk Stresindeki Rolii

Hat05’in yaban tip musir fidelerinin yaprak uzama orani kuraklik stresi sonucu %
26’k azalis gosterirken mutantlarin yaprak uzama oranmin % 24 oraninda azaldigi
saptand1 (Sekil 3.36). Kontrol sartlar1 altinda yetisen mutant misirlarin yaprak uzama
oranlarinda yaban tiplere oranla % 18 oraninda azalis saptandi. Kuraklik stresi altinda
yetistirilen mutant misirlarin yaprak uzama oranlarinda yaban tiplere oranla % 17 oraninda
azalis saptandi. Sonu¢ olarak kuraklik stresine maruz birakilan Hat05’in biiylimesinin
olumsuz olarak etkilendigi ancak mutant misirlar yaban tipleri ile kiyaslandiginda kontrol

ve kuraklik sartlar1 altinda ayn1 biiylime profiline sahip oldugu goriildii.

KURAKLIK STRESI

/f\;\
/ —e—Yt_kontrol
—a— Mt_kontrol
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—1+ Mt_stres
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Dordiincii yapragin ortaya ¢ikisndan sonra gegen siire (giin)
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Sekil 3.36. Hat 05’in kuraklik stresi altinda yaprak uzama orani. Yt_kontrol ve Mt_kontrol:
sirastyla kontrol grubunun yaban tip ve mutantlar;; Yt _stres ve Mt_stres:
sirasiyla kuraklik stresine maruz birakilan yaban tip ve mutantlar:
gostermektedir. X ekseni 4. Yaprak ortaya ¢ikisindan sonra gecen siireyi, Y
ekseni mm cinsinden yaprak uzunlugunu gostermektedir.—e—Yt_kontrol(n)=12;
—a—Mt_kontrol(n)=8; —-—Yt_stres(n)=13;,—— Mt_stres(n)=7; Ort. + Ss,
Student’s t-test, (p < 0,05)
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3.9.2. DMT103 Geninin Usiime Stresindeki Rolii

Hat05’in gece diisiikk sicaklik sartlar1 altinda yetistirilmesi sonucu, stres sartlarinda
yetistirilen misir fidelerinin yaprak uzunluklarinin kontrol grubundakilere nazaran biiyiime

grafiginde 2 giin daha geg platoya ulastiklar1 saptandi (Sekil 3.37).

SOGUK STRESI
700
600
)
£ 500
= —e— Yt_kontrol
= 400 Mt kontrol
=2 —0— _kontro
E 300 ---e-- Y1 _stres
—é --1-- Mt stres
= 200
=
100
O T T T T T 1
0 50 100 150 200 250 300

Dordiincii yapragin ortaya c¢ikisindan sonra gecen siire (s)

Sekil 3.37. Hat 05’in Usiime stresi altinda yaprak uzunlugu. Yt_kontrol ve Mt_kontrol:
sirastyla kontrol sartlarinda yetistirilen yaban tip ve mutantlari; Yt stres ve
Mt stres: sirastyla Usiime stresine maruz birakilan yaban tip ve mutantlar:
gostermektedir. X ekseni 4. Yaprak ortaya ¢ikisindan sonra gecen siireyi, Y
ekseni mm  cinsinden  yaprak  uzunlugunu  gostermektedir. —*—
Yt _kontrol(n)=14;  ———Mt_kontrol(n)=6;  -—-+-—Yt_stres(n)=8;  --o--
Mt_stres(n)=8; Ortalama + Ss, Student’s t-test, (p < 0,05)

Hat 05’in Usiime stresine maruz kalmasi sonucu yaban tip musirlarin yaprak uzama
oraninda %31, mutantlarda ise %27 oraninda istatistiksel olarak Onemli derecede azalig
meydana geldigi saptand:1 (Sekil 3.38). Ayrica yapraklarin son boyu stres sonucu yaban tip
misirlarda %10 ve mutant musirlarda %13 oraninda azaldi. Kontrol sartlarinda yetistirilen
mutant misirlarin yaprak uzama oranlarinin yaban tiplere nazaran istatistiksel olarak 6nemli

derecede %9 oraninda azaldig1 saptandi. Ancak, yaprak uzama oraninda meydana gelen bu
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farkin, tisiime stresi uygulanan mutant ve yaban tip musir fideleri arasinda kayboldugu
gozlendi. Sonuglara gore, kontrol sartlarinda Hat 05°e¢ ait mutant musir fidelerinde yaban
tiplere nazaran biiyiime gecikmesi meydana gelirken, tsiime stresi altinda bu farkin
kayboldugu saptandi. Bu durumu teyit etmek ic¢in kinematik analizlere basvuruldu. Bu
sebeple, iisiime stresine maruz birakilan misirlarin meristem uzunlugu, bitylime bdlgesinde yer

alan hiicrelerin uzunluk profili ve hiicre biiylimesinin sayisal sonuglar1 belirlendi.

SOGUK STRESI
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Sekil 3.38. Hat 05’in {isiime stresi uygulamasi sonucu fotoperyod biiyiime siirecinde
kaydedilen yaprak uzama orani. Yt: kontrol sartlarinda yetistirilen yaban tip,
Mt: kontrol sartlarinda yetistirilen mutant, Yt_stres: iisiime Stresine maruz
birakilan yaban tip, Mt_stres: lisiime stresine maruz birakilan mutant misirlari
gostermektedir. X ekseni 4. Yaprak ortaya ¢ikisindan sonra gecen siireyi, Y
ekseni mm  cinsinden yaprak uzunlugunu = gostermektedir. —*—
Yt_kontrol(n)=14;—=—Mt_kontrol(n) =6;--#--Yt_stres(n)= 8;--o--
Mt_stres(n)=8; Ortalama + Ss, Student’s t-test, (p < 0,05)
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3.9.2.1. Usiime Stresi Altinda Yetistirilen Hat05’in Meristem Uzunlugu

Usiime stresine maruz birakilan DMT103 geni mutant olan Hat05’in meristem

uzunlugunun stresten etkilenmedigi saptandi (Sekil 3.39).

USUME STRESI
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Meristem uzunlugu (pm

Yt Yt US Mt Mt US

Sekil 3.39. Kontrol ve iistime stresi sartlarinda yetistirilen Hat05’e ait meristem
uzunlugu. n(Yt) = 3; n(Mt) = 3; n(Yt_US) = 3; n(Mt_US) = 3; Ortalama =+
Ss, Student’s t-test, (p < 0,05)

3.9.2.2. Usiime Stresi Altinda Yetistirilen Hat05in Hiicre Uzunlugu Profili
Usiime stresine maruz birakilan Hat05’in kontrol ve stres sartlarinda kaydedilen

hiicre uzunlugu profillerinde ve birim uzama grafiginde mutant ve yaban tipler arasinda

istatistiksel olarak 6nemli bir farkin olmadig: saptand1 (Sekil 40; Sekil 41).

3.9.2.3. Usiime Stresi Altinda Yetistirilen Hat05’in Biiyiime Parametreleri

Usiime stresine maruz birakilan Hat05’in kontrol ve stres sartlarinda kaydedilen
bilylime parametrelerinde mutant ve yaban tipler arasinda istatistiksel olarak dnemli bir
farkin olmadig1 saptandi (Tablo 3.3).
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Sekil 3.40. Hat05’in Usiime stresi altinda biiyiime bolgesinin hiicre uzunlugu profili.
Dérdiincii yapragin tabanindan itibaren 100 mm uzunlugu boyunca yapragin
abaksial epidermisinde stoma sirasina bitisik hiicreler dl¢iilmiistiir. X ekseni
yaprak tabanindan uzakligi, Y ekseni ise ilgili pozisyondaki hiicre uzunlugunu
gostermektedir. Siyah semboller kontrol, gri semboller stres gruplarma aittir.
Ici dolu semboller yaban tipe, ici bos olanlar mutantlara aittir. Yapraklar
arasinda ortalama alabilmek i¢in veriler 50 pm’lik araliklarla materyal ve
metodda anlatildig1 gibi smoothed ve interpolated islemine tabi tutuldu. n=3,
Ortalama =+ Ss, Student’s t-test, (p < 0,05)
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Sekil 3.41. Hat05’in Usiime stresi altinda birim hiicre uzama profili. X ekseni yaprak
tabanindan uzaklii, Y ekseni ise ilgili pozisyondaki hiicrenin birim uzama
miktarmi gostermektedir. Siyah semboller kontrol, gri semboller stres
gruplarma aittir. I¢i dolu semboller yaban tipe, i¢i bos olanlar mutantlara aittir.
Grafik hiicre uzunlugu profile grafiginin tiirevi alinarak hesaplanmigstir. Ancak
hesaplamalar yapilirken meristem bolgesine ait veriler kullanilmamalidir. n=3,
Ortalama =+ Ss, Student’s t-test, (p < 0,05)
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Tablo 3.3. Usiime stresine maruz birakilan Hat05’in yaban tipleri ve mutantlarina ait biiyiime
parametreleri. K: Kontrol; US: Usiime stresi

*Biiylime parametreleri Yaban tip Mutant % tdegeri
fark
®Yaprak uzunlugu (mm) K 626 + 3 618+ 1 -1 0.05
Us 573+5 531+4 -6 0.008*
Yaprak uzama orani (mm/s) K 2.78 £0.03 2.52+0.03 -9 0.0003*
US 1.92 +0.06 1.84 £0.20 -4 0.13
Olgun hiicre uzunlugu (um) K 149 £6 146 +4 2 0.61
Us 147+5 154.05+5 4 0.38
Meristem hiicre uzunlugu (um) K 18 +£0.6 17+0.5 -5 0.36
US 18+0.7 18 +0.5 -2 0.66
Hiicre tiretimi (hiicre/h) K 19+0.3 17+0.3 -7 0.0001*
Us 13+0.2 12+ 0.4 -7 011
Boliinme orani (hiicre/hiicre s) K 0.025 +0.001 0.020 + 0.001 -18 0.00001*
US  0.0168 £0.0003 0.0162 + 0.0003 -3 0.15
Hiicre dongiisii siiresi (S) K 29+0.5 34+0.6 15 0.00004*
Us 42 +0.7 46 + 1.7 9 0.06
Meristem uzunlugu (um) K 13608 + 1047 14333 £511 5 0.58
US 13458 £ 1015 12317 £ 1296 -8 0.53
Biiylime bolgesi uzunlugu (um) K 86117 £ 782 87733 £3340 2 0.68
US 79508 £12528 72975+ 10908 -8 0.71
Uzama bdlgesi uzunlugu (pum) K 72508 + 782 73400 £+ 3340 1 0.82
US 66050+ 12528 60658 + 10908 -8 0.76
Meristemdeki hiicre sayis1 K 778 £ 84 854 £21 9 047
Us 771+ 45 785+ 8 2 079
Uzama bolgesinin hiicre sayisi K 853 £22 853+5 -0.01 1.00
Us 801 + 86 629+121  -21 0.32
Biiyiime bolgesinin hiicre sayis1 K 1632+ 106 1707+ 25 4 0.55
Us 1572+ 90 1414+ 127  -10 0.27
Hiicre uzama stiresi K 46+ 1.2 49+ 0.3 7 0.09
Us 63 + 6.8 53+102  -15 0.49
Ortalama hiicre uzama orani K 0.039 £ 0.001 0.035 £ 0.001 -10 0.91
Us 0.029 + 0.004 0.037 +0.007 20 0.67
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Tablo 3.3’in devami

Meristem sonunda hiicre K 24.7+ 0.89 23.5+0.69 -5 0.96

uzunlugu
Us 24.5+1.16 25.1+ 0.67 2 0.98

*Ortalama=£Ss; n=3; "Birinci deney verileri; *Student’s t-Test nem degeri (iki grup esit varyansa sahip
oldugu varsayildi); NS=6nemsiz

3.9.2.4. Usiime Stresi Altinda DMT103 ve DMT107 Genlerinin B73 Fidelerinde
Ekspresyonu

Usiime stresine maruz birakilan yaban tip musirlarda farkli bilyiime evreleri boyunca
DMTO03 ve DMT107 geninin ekspresyon miktar1t Q-RT_PCR ile belirlendi. Sonuglara gore
DMT103 geninin kontrol sartlarinda meristemde yiiksek miktarda sentezlendigi ve gelisim
slireci boyunca ekspresyonun diistiigii saptandi (Sekil 3.42). Ayrica, DMT103 geninin
ekspresyonunun stres altindaki misirlarda azaldi. DMT10 geni ise kontrol sartlarinda
gelisim siireci boyunca ayni oranda ekspreslenirken, stres altinda meristem ve uzama

bolgelerinde ekspresyonu art1 (Sekil 3.42; Sekil 3.43).

DMT103
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=
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Sekil 3.42. Usiime stresi altinda yetistirilen B73 fidelerinde DMT103 geninin gelisim
stiresince ekspresyonu. Me: Meristem; Uz: Uzama bolgesi; Ol: Olgunlasma
bolgesi; OK: Kontrol; mUS: Usiime stresi. n=3; Ortalama + Ss, Student’s t-
test, (p <0,05)
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Sekil 3.43. Usiime stresi altinda yetistirilen B73 fidelerinde DMT107 geninin
gelisim siiresince ekspresyonu. Me: Meristem; Uz: Uzama bolgesi; Ol:
Olgunlasma bdlgesi; BK: Kontrol; mUS: Usiime stresi. n=3; Ortalama
+ Ss, Student’s t-test, (p < 0,05)

3.10. Hat05’in DMT Ailesine Ait Genlerin Ekspresyonu

DMT103 geni mutant olan Hat05’de yedi iiye ile temsil edilen ve kisaca DMT101,
DMT102, DMT103, DMT104, DMT105, DMT106 ve DMT107 olarak adlandirilan DNA
Metiltransferaz ailesine ait genlerin, biliylime evreleri boyunca ekspresyon profilleri, Q-
RT _PCR analizleri ile belirlendi. Sonuglar DMT101, DMT102, DMT105 ve DMT106
genlerinin ekspresyonunun meristemde en yliksek seviyede oldugunu ve gelisim siiresince
azaldigin1 gosterdi (Sekil 3.43). DMT104 geninin ise gelisim siiresi boyunca sabit oranda
ekspreslendigi goriildii (Sekil 3.43). DMT107’nin ise meristemde, uzama ve olgunlasma
evrelerinden daha fazla ifade oldugu belirlendi (Sekil 3.43). DMT102 geninin mutantlarda
yaban tiplere kiyasla meristemde onemli derecede %32 oraninda, DMT104 geninin ise
%350 oraninda daha fazla ve DMT105 geninin ise mutantlarda yaban tip fidelere kiyasla
%356 oraninda daha az ifade oldu(3.43).

3.11. DMT103 geninin kok gelisimindeki rolii
DMT103 geninin kok gelisiminde bir rol alip almadigin1 belirlemek i¢in Hat05 kagit

rulo sisteminde yetistirildi. Dikimden on giin sonra musir fidelerinin kokleri kesildi,

resimleri tarandi ve gOriintii analizatorii sayesinde kok uzunluklari belirlendi. Kok
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sayisinda mutant ve yaban tipler arasinda istatistiksel olarak énemli bir fark gozlenmedi
(Tablo 3.4). Primer kokiin ise mutantlarda yaban tiplere kiyasla onemli derecede %15
oraninda kisaldig1 fakat lateral koklerin degismedigi saptandi. Seminal koklerin ise
mutantlarda yaban tiplere oranla % 12 oraninda kisaldig1 saptandi. Kok yogunlugunun ise

degismedigi saptandi.
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Sekil 3.44. Hat05’in mutant ve yaban tiplerinin biiylime evreleri boyunca DMT genlerinin
ekspresyonu. Veriler 185 RRNA, ACTIN, CYCLOPHILIN, EF1A, GADPH
genlerine gore gBase program yardimiyla normalize edilmistir. Uz: Uzama
bolgesi; Ol: Olgunlagma bolgesi; BMt: Mutant; mYt: Yaban tip. n=3, Ortalama
+ Ss, Student’s t-test, (p < 0,05)

Tablo 3.4. Hat05’in kok sayisi

Tag kok Tag kok

Primer kok Seminal kok 1.halka 2.halka
Hat05 Yaban tip 1 2.8+0.2 3.9+0.09 2403
Mutant 1 3+0.2 4 2.5+0.7

n= 5, Ortalama + Ss, Student’s t-test, (p < 0,05)



4. TARTISMA

Bu ¢alismada, misir bitkisinin biiytimesini diizenleyen yeni bir gen tanimlanarak bu
genin hangi biiylime parametrelerini etkiledigi, biiyiime islevlerinin hangisinde ve ne
sekilde rol aldig1, bu islevlerin oncelikle sorumlu oldugu olaylar1 ve bu genin kuraklik ve
soguk stresi gibi biiyiime inhibisyonuna yol acan ¢evresel streslere karsi bitkiye bir direng
saglayip saglamadigi hiicresel ve molekiiler seviyede arastirilmistir. Bu baglamda, misir
fidelerinin yapraklarinin farkli gelisim evrelerine ait genom ¢apli ekspresyon profillerini
gosteren mikrodizi analizleri incelendiginde, meristematik evreden uzama evresine gegis
sirasinda kromatin modifiye genlerinin bir rolii oldugu saptanmistir. Bu nedenle, mutantlari
mevcut olan farkli 10 musir hatti temin edilerek yaprak uzunlugu, uzama oranmi (YUO),
alani, olgun hiicre uzunlugu gibi fenotipik ve mikroskobik, genlerin suskunluk derecesi ise
molekiiler olarak analiz edilerek 8 farkli kromatin modifiye geninin biiyiimedeki rolleri
incelenmistir. Yapilan gozlemler sonucu, biiyiimede bir rolii oldugu tespit edilen genin
biiyiime islevlerinin hangisinde gérev aldigi kinematik analizler sayesinde aydinlatilmaya
caligilmustr.

Bitkilerde biiyiime, hiicre boliinmesi ve genislemesi islevleri arasinda koordinasyon
ile saglanan ve bdylece bitkinin kiitlesinde artis meydana getiren, genlerle siki bir sekilde
kontrol edilen metabolik islevler biitiiniidiir. Bu nedenle, c¢alismamizda, bitkilerde
bliylimenin gerceklestigi baslica yer olan meristem bolgesinin gen ekspresyon profili
incelenmis ve clde edilen kiimelerde kromatin modifiye genlerinin asir1 ifade edildigi
saptanmigtir. Kromatin genlerinin gen kodunda degisiklik yapmaksizin bazi
modifikasyonlar ile transkripsiyon faktorlerinin DNA’ya fiziksel ulasimini diizenleyerek
genlerin ifadelerini epigenetik seviyede diizenledigi ve boylece biiylimenin de yer aldigi
pek ¢ok hiicresel fonksiyonlarin yerine getirilmesinde rol oynadigi bilinmektedir (Nelissen
vd., 2008). Bu sebeple c¢alismamizda kromatin genlerinin biliyiimedeki muhtemel
fonksiyonlarmim aydinlatilmasi hedeflenmistir. Literatiire baktigimizda kromatin modifiye
genlerinin bu gelisim evreleri arasindaki gecisi diizenledigi bircok Arabidopsis mutantti
kullanilarak gdsterilmistir (Wagner, 2003). Ornegin Pickle (PKL) ve Embriyonic flower2
(EMF2) genlerinin embriyonik programi baskilayarak bitkinin vejetasyon evresine
gecmesini sagladigir saptanmustir (Ogas vd., 1999; Moon vd., 2002). Yine, EMF2,
fertilization-independent endosperm (FIE), Splayed (SYD), Like heterokromatin
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proteinl/terminal flower2 (LHP1/TFL2), Imitation switch (ISWI) ve Curly leaf (CLF)
genlerinin vejetasyon evresinde reprodiktif programi baskiladigi gosterilmistir (Wagner ve
Meyerowitz 2002; Goodrich vd., 1997; Kinoshita vd., 2001; Yoshida vd., 2001; Gaudin
vd., 2001; Takada vd., 2002). Bu ¢alismalarm aksine Vernalization2 (VRN2) geninin ise
vejetasyon evresi sirasinda bitkinin {iretim kabiliyetini artirdigi ileri siiriilmiistiir (Gendall
vd., 2001). Diger bir ¢caligmada da Fertilization-independent seed2 (FIS2), Medea (MEA)
ve FIE genlerinin fertilizasyon oncesinde tohum gelisimini onledigi ortaya konulmustur
(Chaudhury ve Berger 2001; Grossniklaus vd., 2001).

RNAI1 mutantlar1 kalitilan bir popiilasyondan olustugu i¢in genotiplerini belirlemek
cok onemlidir. Bu amacla ¢alismamizda, yaprak boyama testi ve lateral flow testi olmak
tizere iki farkli metot kullanilmistir. Her iki metodda bir ¢esit herbisit olan bastaya karsi
diren¢li (mutant) ve hassas (yaban tip) fideleri segebilmek iizere RNAi1 kasetine
yerlestirilen phosphinothricin acetyl transferase (PAT) geninin varliginin tespitine dayanur.
Ancak, her iki metodun da birbirine gore bir takim avantajlar sagladigi goriilmiistiir. Bu
baglamda, yaprak boyama testi lateral flow testine gore daha ¢abuk uygulanir ve daha
ekonomiktir. Ancak, lateral flow testi ¢imlenmenin hemen ardindan uygulanabilirken basta
uygulamasi erken fide doneminde 6liimciil olmaktadir. Buna ek olarak, lateral flow testi
birka¢ dakika igerisinde sonuglanarak mutant ve yaban tiplerin kisa bir siirede
belirlenmesini miimkiin kilar.

Bilindigi gibi bitkilerde biiylime islevleri neticesinde biyokiitle artis1 meydana
gelmektedir. Dolayisiyla, biiyiimede meydana gelen herhangi bir artisi veya azalisi
fenotipik olarak belirleyebilmek miimkiindiir. Bu dogrultuda, calismamizda, mutant misir
hatlarinda meydana gelen biiylime farkliliklarin1 gézlemleyebilmek i¢cin misir fidelerinin
dordiincli yapraklar1 yaprak kimnmdan c¢iktig1 andan tamamen olgunlasincaya kadar
gozlenerek giinlilk uzunluk degerleri kaydedilmistir. Yapraklar tamamen olgunlastiginda
hasat edilerek yapraklarin aya uzunlugu, genisligi ve toplam alanlar1 hesaplanmistir. Buna
gore, mutant fidelerde yaprak ayasmin yaban tiplere oranla istatistiksel olarak Snemli
derecede %10 oraninda kisaldigi, yaprak genisliginin %4 oraninda arti1 ve sonug olarak
toplam yaprak alanmin %6 oraninda azaldigi saptanmistir. Yaprak alani hiicre sayisina ve
biiyiikliigiine baghidir (Tsukaya, 2008). Bu baglamda, mikroskop altinda mutant hatlarin
olgun hiicre uzunluklar1 6l¢iilmiis ve Hat05’in olgun hiicre uzunlugunda istatistiksel olarak
onemli derecede %8 oraninda azalis saptanmustir. Sonuglara bakildiginda, mutant fidelerin,

yaprak ayasmim uzunlugu azalirken yaprak genisligini artirarak yaprak alaninda meydana



108

gelecek kiigiilmeyi kompanse etmeye c¢alistigr goriilmektedir. Kompensasyon hiicre
iiretiminde asir1 bir azalis sonucu hiicre genislemesinin tetiklenmesi ile karakterize edilen
ve organ biyiikliigiinii kontrol eden baglica fenomenlerden biridir (Tsukaya, 2008). Bu
sekilde bitki organ gelisimi swrasinda kompensator sistemin varligina dair pek c¢ok
aragtirma mevcuttur (Beemster vd., 2003; Beemster ve Masle, 1996; Tsukaya, 2002).
Ornegin, hiicre dongiisii inhibitér genlerinden biri olan KIP-Related Protein 2 (KRP2)
geninin asir1 ekspresletildigi mutant Arabidopsis bitkilerinin yapraklarinda kisalma
meydana geldigi ve yapilan incelemeler sonucunda daha kisa yapraklara sahip olan
mutantlarda daha az fakat genis hiicrelerin tiretildigi saptanmistir (de Veylder vd., 2001).
Yine, bitkilerde biiylime diizenleyici bir gen olan AINTEGUMENATA (ANT) nin
fonksiyonunun kaybedildigi mutant Arabidopsis yapraklarinda daha az fakat genis
hiicrenin Ttretildigi gosterilmistir (Mizukami ve Fischer, 2000). Organ biyiikligiini
belirleyen bir diger fenomen ise yiiksek ploidi sendromudur ve kromozom sayismnin
katlanarak artmasi sonucu artan hiicre hacmine kargin daha kii¢iik organlarin meydana
gelmesi ile karakterize edilir (Melaragno vd.,1993). Ploidi seviyesinin artmas1 bitkilerde
cogunlukla hiicre dongiisii sirasinda genomun kendini esledigi halde mitoz gegirmeksizin
meydana gelen endodiiplikasyon sonucu meydana gelir. Yiiksek ploidi sendromunu
aciklayan bir ¢alismada, brassinosteroid-insensitive4 (bin4) geni bakimindan mutant olan
Arabidopsis thaliana mutantlarinda, bin4’un endodiiplikasyonu artirrken organ
biiyiikliigiinde azalis meydana getirdigi rapor edilmistir (Breuer vd., 2007).

Bitki biiylime farkliligin1 gosteren bir diger faktor yaprak uzama orani (YUQO) dir.
YUO, iki yaprak ol¢iim degeri arasindaki uzunluk farkinin bu 6lgtimler arasinda gegen
zamana bolinmesiyle hesaplanmistir. Yapilan hesaplamalar sonucu, HatO5 olarak
adlandirilan ve DNA METILTRANSFERAZ geni bakimindan mutant olan musir hattinin
yaprak uzama oraninda istatistiksel olarak Onemli derecede %12 oraninda azalig
saptanmistir. Yaprak uzama orani hiicre iiretimi ve genislemesine baglh oldugundan, tespit
edilen bu azalis, iki biyiime islevi siwrasinda meydana gelen bir aksakliktan
kaynaklanabilir. Bu aksakliklar ise, hiicre sayis1 ve biiyiikliigiine bagli olarak son
biiylikliigline erigen yapragin uzunlugunda farkliliklara yol agacaktir (Micol, 2009).
Ayrica, literatiire baktigimizda ¢ogu bitki tiirlinde ¢evresel streslere karsi ilk cevabin
fotosentez hizin1 diisiirmeden Once yaprak uzama oranmmi diisiirmek oldugu pek ¢ok
aragtirmada rapor edilmistir. Bu baglamda, yaprak uzama oraninin hiicre bdliinmesinde

meydana gelen degisim sonucu, su (Tardieu vd., 2000; Lecoeur vd.,1995; Granier ve
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Tardieu, 1999a), 151k (Dengler, 1980; Granier ve Tardieu, 1999b) ve sicaklik (Francis ve
Barlow, 1988; Ben Haj Salah ve Tardieu, 1995) gibi gevresel streslerden ciddi bir sekilde
etkilendigi gosterilmistir. Ornegin, diisiik nitrojen sartlarinda yetistirilen fescue bitkisinde
yaprak basina diisen hiicre sayist azalirken yapragin son uzunlugunun ayni kaldigi ve
bunun sonucunda normalden daha kisa yaprak meydana geldigi rapor edilmistir (Gastal ve
Nelson, 1994). Ayni durum su stresine maruz birakilan bezelye bitkisinin erken yaprak
gelisimi sirasinda da goriilmiistiir (Lecoeur vd, 1995). Yapilan bir diger arastirmaya gore
ise 30°C’de biiyiitiilen musir bitkisinin 13°C’de biyiitiilenlere gore hiicre bolinmelerinin
ve bunun sonucunda hiicre uzamasinin daha hizli oldugu rapor edilmistir (Ben-Haj-Salah
ve Tardieu, 1995). Aym sekilde, daha 6nce yaymladigimiz bir ¢alismamizda, 18°C gece
sicakliginda biyiittiigiimiiz misir fidelerinin 4°C’de biiyiitiilenlere nazaran %21 daha
yiiksek yaprak uzama oranina sahip oldugu ve bunun sebebinin diisiik sicakligmn hiicre
iiretimini %22, olgun yaprak uzunlugunu ise %20 oraninda azaltmasi1 sonucu meydana
geldigi gosterilmistir (Rymen vd., 2007). Misir koklerinde ise, artan sicakliklara ragmen
hiicre iretiminde meydana gelen degisim ile hiicre uzama oraninda meydana gelen degisim
arasinda kompensasyon sonucu olgun hiicre uzunlugunun degismedigi rapor edilmistir
(Silk, 1992). Burada artan hiicre iiretimine ragmen hiicre uzamasi sabit kalarak birim alan
basina diisen hiicre sayisinin artmasma ragmen yaprak biiyiikliigiiniin degismedigi
goriilmiistiir. Uygulanan stres sonucu hiicre tiretiminin etkilendigi arastirmalar, stresin
boliinmekte olan hiicrelerde, hiicre dongiisiiniin S, G2 ve M fazlarinda herhangi bir etkiye
yol agmaksizin G1 fazinda duraklamaya neden olarak bitkinin uzamasmi yavaslattigini
gostermistir (Tardieu ve Granier, 2000). Ozetle bu &rnekler yaprak uzama oranmnin
kontroliiniin hiicresel seviyede hiicre bdoliinmesi ve genislemesi islevleri arasindaki
kontrolle saglandigin1 gostermektedir.

Bitkilerde biiyiime islevlerinden hiicre iiretiminin meydana geldigi yer oldugundan
meristem uzunlugu biiyiimeyi etkileyen baglica faktorlerden biridir. Bu nedenle,
calismamizda Hat05’in mutant ve yaban tip bireyleri arasinda meydana gelen biiyiime
farkliliginin meristem uzunlugundan kaynaklanip kaynaklanmadigini incelemek {izere
misir fidelerinin dordiincii yapraklar1 biiylimenin siirekli ve kararli (steady-state) fazinda
hasat edilmis ve DAPI ile boyanarak mikroskop altinda meristem uzunluklar: dl¢iilmiistiir.
Meristem uzunlugu, DAPI ile belirgin hale gelen mitotik figiirlerin yogunluklarinin yaprak
ekseni boyunca gozlenerek hesaplanmistir. Gozlemler, yaban tip ve mutantlarin her

ikisinde de mitotik figiirlerinin, yaprak tabanindan itibaren birinci cm’de yogunlastigini,
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ikinci cm itibariyle diisiis gosterdigi ve liglincli cm’nin sonunda kaybolduklar1 tespit
edilmistir. Yine, mutant ve yaban tiplerin meristem uzunluklar1 arasinda istatistiksel olarak
onemli bir fark olmadigi saptandi. Ancak meristemde meydana gelen hiicre {iretimi burada
boliinen hiicre sayisina ve boliinme oranina baghdir. Boliinen hiicre sayisi hiicrelerin
biiyiikliigline ve meristemin uzunluguna bagli iken boliinme orani hiicre dongiisiiniin
regiilasyonuna baglidir. Bu yiizden hiicre iiretiminde meydana gelen bir degisiklik pek ¢ok
bilesenden kaynaklanabilir. Boliinen hiicre sayisinda meydana gelen artis hiicre dongiisii
mekanizmasinda olusan bir aksaklik sonucu boliinme silirecinin  uzamasindan
kaynaklanirken boliinme orani hiicre dongiisii kontrol noktalarindan ge¢isin hizlanmasi ile
saglanabilir. Ornegin, hizh biiyiiyen bitkilerde hiicre iiretimi fazla oldugu ve bunun da
meristem uzunlugunun daha biiyiik olmasindan kaynaklandigi bulunmustur (Beemster ve
Baskin, 1998). Bu baglamda, Hat05 mutantlarinda meydana gelen bu biiyiime farki,
biiylime bdlgesinin hiicre uzunlugu profilinin, hiicre dongiisliniin genetik regiilasyonu ve
evrelerinde meydana gelen farkliliklarin belirlenmesinin ardindan yapilan kinematik
analizler ile agiga kavusturulacaktir.

Hat05’in mutant bireylerinin biiyiimelerinde meydana gelen azalisin sebebini
hiicresel seviyede arastirmak {izere misir fidelerinin yapraklarinin biiyiime bdlgesinin
hiicre uzunlugu profili belirlenmistir. Bu amagla, ¢alismamizda, yapragmn biiyiime bolgesi
boyunca yer alan bir epidermis hiicre dosyasinda bulunan hiicrelerin uzunluklar
Olciilmiistiir. Calisma sirasinda, misir yapraginin, biiylime bolgesi (meristem, uzama ve
olgunluk bolgesi)’nin yaprak ekseni boyunca ardisik olarak yerlesiminden dolayi, hiicre
kinetiginin Ol¢iilmesinin gerekli oldugu deneyler i¢in kullanighi bir model organizma
oldugu goriilmiistiir. Boylece tek bir misir yapraginda biitiin biiylime parametreleri
belirlenebilmistir. Biiylime bdlgesinin bu yerlesimi sayesinde yeni boliinmiis bir hiicrenin
olgunluga ulasincaya kadar takip edilmesi miimkiin olmustur. Mutant ve yaban tip misir
fidelerinin hiicre uzunlugu profilleri kiyaslandiginda, her ikisininde ilk iki cm’nin kiiglik
hiicrelerden, tigiincii cm’de hiicrelerin lineer olarak uzamaya basladig1 ve sekizinci cm’de
platoya ulasarak onuncu cm’de hiicrelerin son uzunluklarma ulastiklar1 goriildi. Her iki
grupta yer alan meristematik ve uzayan hiicrelerin uzunluklarinda bir fark goriilmezken
olgun hiicre uzunlugunun mutant fidelerde yaban tiplere nazaran istatistiksel olarak dnemli
derecede %8 oraninda azaldig: belirlenmistir.

Hat05’in mutant bireylerinde meydana gelen biiylime farkliliginin hiicre dongiisii

evrelerinde meydana gelen herhangi bir aksakliktan kaynaklanip kaynaklanmadigini test
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etmek icin mutant ve yaban tip musir fidelerinden yaprak ornekleri alinarak biiylime
bolgeleri boyunca yer alan hiicrelerin DNA miktarlar1 belirlenmistir. Sonuglar yaban tip ve
mutant bireylerin yapraklarimin biliylime bolgeleri boyunca sahip olduklari DNA
miktarlarinin gelisim siireglerine uygun bir sekilde dagildigini1 ve mutant bireylerde yaban
tiplere nazaran hiicre dongiisii evrelerinde onemli derecede bir aksakligmm olmadigini
gostermistir. Ayrica flow sitometri analizi meristem uzunlugunu belirlememize de
yardimct olmustur. Buna gore, meristemin misir yapraginin tabandan itibaren iki cm
icerisinde yer aldigin1 ve mutant ve yaban tiplerin meristem uzunlugunda istatistiksel
olarak 6nemli bir farkin olmadig1 goriilmiistiir. Bu sonu¢ DAPI metoduyla buldugumuz
sonucu da desteklemektedir. Bunlara ek olarak, flow sitometri analizi ile DMT103 geninin
endoduplikasyona yol ag¢ip agcmadigi belirlenmistir. Endoduplikasyon, hiicrenin sahip
oldugu DNA miktarmin ikiye katlandig1 halde, mitoz bdliinmenin ger¢eklesmedigi
durumlarda meydana gelir (Bauer ve Birchler, 2006). Calismamizda, mutant ve yaban tip
musir fidelerinin her ikisinin de yapraklarinda az miktarda endoduplikasyona rastlanirken
gelisime paralel olarak miktarinin artig1 saptandi. Ancak, endoduplikasyonun mutant
fidelerde yaban tiplere oranla gelisimin daha erken safhalarinda ortaya ¢iktigi goriilmistiir.
Literatiire baktigimizda kromatin genlerinin endoduplikasyonda rol oynadigini gosteren
pek ¢ok ¢alisma mevcuttur. Bu ¢alismalarin birinde, H2A-1 adli kromatin geninin mitoz
ve endomitozun G1 ve S fazlarinin geg¢ sathalarinda ekspreslenerek endodiiplikasyonda
gorev aldigini gostermistir (Koning vd., 1991). Diger bir ¢alismada da, Arabidopsis
endosperminde DNA metilasyon miktarmin farkli olduguna isaret edilmektedir (Baroux
vd., 2007). Yine, endoduplikasyonun, ¢ogunlukla misir endosperminde (Dilkes vd., 2002;
Grafi vd., 1996) meydana gelirken, misir koklerinde (Biradar vd., 1993) ve yapraklarinda
(Cavellini vd., 1997) goriildiigii ve ¢esitli hormon uygulamalariyla (Joubes ve Chevalier,
2000), kimyasal ajanlarla (Cortes vd., 2004) ve c¢esitli c¢evresel streslerle (Setter ve
Flannigan, 2001) tetiklendigi arastirmalar sonucu saptanmustir. Endodiiplikasyon sirasinda
hiicre dongiisiinde mitoza gegisten sorumlu genlerin proteolize ugradigi ve DEL’ler,
KRP’ler ve WEE1 gibi CDK inhibitorlerinin miktarinda artis meydana geldigi tespit
edilmistir (de Veylder vd., 2001).

Hat05’in mutant bireylerinde meydana gelen biiyiime farkliligina neyin sebep
oldugunu arastirmak iizere molekiiler seviyede ana hiicre dongiisii genlerinin meristem
bolgesindeki ekspresyonlart belirlenmistir. Hiicre dongiisii, CDK genlerine siklin’lerin

baglanmasiyla aktif hale gelen transkripsiyonel kontrol yoluyla diizenlenir (Beemster vd.,
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2005). Kromatin genleri ise, bu yolda yer alan genlerin ekspreslenebilmesi igin hiicre
dongiisii baskilayici olan Retinoblastoma genini (rb) kovalent olarak modifiye ederek
E2F/Dp transkripsiyon faktoriinden ayrilmasimi saglar ve bu sekilde hiicre dongiisiinii
diizenledigi saptanmistir (Sanchez vd., 2008). Bu baglamda, c¢alismamizda, DMT103
geninin hiicre dongiisii  genlerinin ekspresyonunun diizenlenmesinde gorevli olup
olmadigin1 arastirmak {izere daha Once yaynlanan 39 adet hiicre dongiisii geninin
ekspresyon miktarlari belirlenmistir (Rymen vd., 2007). Sonug olarak, sadece CDKA1:1 ve
CDKD1 genlerinin ekspresyonlarinda istatistiksel olarak onemli derecede fark oldugu
saptanmistir. Ana hiicre dongiisii genleri bliylime sirasindaki gorevlerine gore, gelisimin
her safhasinda ekspreslenen Konstitiitif, boliinmeleri sirasinda ekspreslenen proliferatif ve
gelisimsel olmak {izere ii¢ sinifa ayrilarak incelenir (Beemster vd., 2005). Birinci grupta B-
tipi hari¢ tiim CDK’ler, ikinci grupta A- ve B-tipi siklinler ve {igiincti grupta CDK/siklin
kompleksinin aktivitesini baskilayan hiicre dongiisii inhibitor genleri yer alir. Bu bilgiler
is1ginda ¢aliygmamizda ekspresyonlarinda azalig tespit ettigimiz CDKA1:1 ve CDKD1
genlerinin gelisim siiresi boyunca ekspreslenen gen sinifinda yer aldig1 ve ekspresyonunda
meydana gelen farkliligin bitkinin gelisimini etkiledigini gostermektedir. Hiicre dongiisii
genlerinin spesifik gorevlerine baktigimizda, siklin’lerin, hiicre dongiisiiniin G2/M fazina
Ozgii iyi bir isaret oldugunu gormekteyiz. B- ve D- tip siklin’lerin asir1 ifadelerinin ise,
bitki biiylime oranmi artirdigi, krp gibi bazi CDK inhibitérlerin asir1 ifadelerinin
Arabidopsis yapraklarinda bolinme oranmi azalttigi rapor edilmistir (De Veylder vd.,
2001). weel genininde de CDK'’leri fosforilleyerek inhibe ettigi ve bu yiizden
endoduplikasyona sebep oldugu saptanmistir (Sun vd.,1999).

Calismamizda, Hat05 adli mutant misir hattinda meydana gelen biiyiime farkliligimin
mutasyon nedeniyle meydana gelip gelmedigini arastirmak iizere molekiiler seviyede
RNAI teknigiyle susturulmus DMT103 geninin suskunluk derecesi belirlenmistir. Bu
amacla endogene ve transgene hedef alan iki farkli primer kullanilmistir. Sonuclara
bakildiginda, mutant fidelerde endogen ekspresyonunun yaban tiplere oranla tiim biiyime
basamaklar1 boyunca dnemli derecede azaldig1 goriilmiistiir. Transgen ise beklenildigi gibi
endogenin zidd1 bir ekspresyon profili gostermistir. Bunun sebebi transgenin kuvvetli bir
promotorun arkasma klonlanmasidir. Bdylece transgenin aktarilan bitkide fazlaca
sentezlettirilerek endogeni daha etkili bir sekilde susturmasi amaglanmistir.

Calismamizda Hat05 adli mutant misir hattinda RNAi teknigiyle susturulmus

DMT103 geninin yaprak uzama oraninda %12 ve yaprak uzunlugunda %10 oraninda
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meydana getirdigi azalisin sebebini aydinlatmak iizere biiyiime bolgesinin kinematik
analizleri yapilmistir. Kinematik analizler baslica hiicre iiretimi, boliinme ve uzama orani,
hiicre dongiisli ve uzamasi siireleri olmak iizere biiylime ile ilgili parametrelerin zamansal
ve konumsal olarak hesaplanmasini saglayan bir takim matematiksel formiilleri icerir
(Fiorani, 2000; Schnyder vd., 2009). Daha 6nce de belirttigimiz gibi yaprak uzama oraninda
meydana gelen azalig, hiicre iiretiminin veya hiicre genisleme oranmin azalmasimdan
kaynaklanabilir. Her iki durumda yaprak uzunlugunda farkliliga yol agacaktir. Ciinkii bir
organin son biiyiikliigii sahip oldugu hiicre sayisina ve hiicre biiylikliigiine baglidir (Micol,
2009). Ornegin bir ¢ayir bitkisinin diisiik nitrojen sartlarinda biiyiitiilmesi sonucu
yapraklarm sahip olduklar1 hiicre sayismin azalmasina ragmen olgun hiicre boyutunun
degismeden kalmasiyla normalden daha kisa yapraklarin meydana geldigi gozlenmistir
(Gastal ve Nelson, 1994). Bu nedenle ¢alismamizda ilk 6nce hiicre iiretimi belirlenmistir.
Hiicre iiretimi, belirli bir zamanda hiicre boliinmeleriyle meydana getirilen hiicre sayisidir
ve bu nedenle yaprak uzama oraninin olgun bir hiicrenin uzunluguna bolinmesiyle
hesaplanmistir. Ancak, sonuclara baktigimizda hiicre iiretiminin mutant ve yaban tip
fidelerde farklilik gostermedigi saptanmistir. Bu durum olgun hiicre uzunlugunun
istatistiksel olarak onemli derecede %8 oraninda azalmasidan kaynaklanmaktadir. Hiicre
tiretimi ile ilgili boliinme orani ve hiicre dongiisii zaman1 gibi parametrelere bakildiginda
bu sonucu destekledikleri goriilmektedir. Ciinkii boliinme orani hiicre liretimi ve belli bir
zamanda boliinmekte olan hiicre sayisina baglidir. Buna bagh olarak, birim zamanda,
meristemden uzama bolgesine gd¢ eden hiicre sayisi kadar hiicre, ayni anda biiylime
bolgesini terk edecektir. Bu yilizden hiicre iiretiminin degismemesi dogal olarak hiicre
bolinme oraninin ayni kalmasindan kaynaklanmaktadir. Hiicre dongiisii zamani ise bir
hiicrenin boliinmesini tamamlayincaya kadar gecen siiredir ve meristemde boliinmekte
olan hiicre sayisina ve hiicre iiretimine baghdir. Sonuglar mutant ve yaban tip fidelerin
hiicre dongiisii siireleri arasinda 6nemli bir fark olmadigini gdstermistir. Bu bulgular
biitiinlesik olarak degerlendirildiginde yaprak uzunlugunda meydana gelen azaligin hiicre
dongiisti islevlerinden kaynaklanmadigi goriilmektedir. Bu durum, hiicrelerin DNA
replikasyon oranlarinin mutant ve yaban tiplerde etkilenmedigini gdsteren flow sitometri
analizi ile dogrulanmistir. Buna ek olarak, ana hiicre dongiisii genlerinin ekspresyonlarmin
mutant ve yaban tiplerde Onemli derecede cesitlilik gostermemesi de bu bulgulari
desteklemektedir. Bu nedenle calismamizda hiicre genislemesi ile ilgili parametreler

belirlenmistir. 1k olarak, meristemden uzama bdlgesine ge¢mis bir hiicrenin olgun
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uzunluguna ulasincaya kadar gecen siire hesaplanmistir. Bu siire uzama bdlgesinde
bulunan hiicre sayisina ve hiicre liretimin oranma baglidir. Sonuglara gore, hiicre
genigleme siiresinin, mutant ve yaban tipler arasinda 6nemli derecede degisiklik
gostermedigi gdrilmiistiir. Ancak, hiicre uzama orani, mutantlarda yaban tiplere kiyasla
istatistiksel olarak onemli derecede %13 oraninda azalmigtir. Tiim bu bulgular, DMT103
geninin hiicre geniglemesi igslevinde rol aldigina isaret etmektedir.

Calismamizda Hat05 adli mutant misir hattinda DMT103 geninin biiyiime
basamaklar1 boyunca ekspresyon profili belirlenmistir. Misir yapraginin biiyiime bdlgesini
olusturan meristem, uzama ve olgunluk kisimlarinin yaprak iizerinde ardisik olarak yer
almasi, DMT103 geninin gelisim siiresince ekspresyonunda meydana gelen farkliliklar:
zamansal ve konumsal olarak belirlememizi saglamistir. Sonuglar DMT103 geninin
gelisime bagli olarak arttigini gostermistir. Buna gére, DMT103 geninin ekspresyonu
meristemde en diisiikken uzama bolgesinde arttigi ve olgunlukta en yiiksek seviyeye
ulastig1 gorilmiistiir. DMT103 geninin gelisim siiresince artis gostermesi, Hat05’in mutant
fidelerinin yaban tiplere oranla azalan yaprak uzama oranmin hiicre genisleme oranindan
kaynaklandigimi gosteren kinematik analizlerin sonuglarii kuvvetlendirmektedir.

Calismamiz sonucunda DMT103 geninin yaprak uzama oranmi etkiledigi
saptanmugtir. Ayrica, bu genin uzama bdlgesinde daha fazla ifade edildigi bulunmustur.
Bilindigi gibi DMT103 geni sorumlu oldugu hedef gende bulunan guanin ve sitozin
bazlarma metil gruplar1 ekler ve bu sekilde geni baskilayarak ekspresyonunu degistirir.
Hat05 adli mutant misir hattinda ise DMT103 geni susturulmustur. Dolayisiyla metilasyon
fonksiyonunu yerine getirememekte ve sorumlu oldugu hedef geni baskilayamamaktadir.
Tiim bu bulgular 1s1381nda DMT103 geninin hiicre boliinmesi ve uzamasi arasinda gegisi
diizenledigi acikga goriilmektedir. Bu bilgiler, DMT103 geninin bu goérevi, hiicre dongiisii
aktivatoriinii baskilayarak, hiicre genislemesini baskilayan geni baskilayarak veya bu iki
islev arasindaki dengeyi saglayan geni baskilayarak yerine getirebilecegini gostermektedir
(Sekil 4.1).

Bilindigi gibi bitkiler sesil dogalarmdan o6tiirii olumsuz c¢evre kosullarindan
kacamadiklar1 i¢in kendilerini degisen ¢evre sartlarma adapte edecek sekilde bazi
molekiiler diizenlemelere basvururlar. Bu baglamda, bitkilerin ayni1 goérevden sorumlu
birden fazla gen kopyasina sahip olmasi onlara degisen sartlara gore kendilerini
ayarlamasin saglayabilen plastisite 6zelligi kazandirir. Bu nedenle ¢alismamizda Hat05’de

mutasyon sonucu gorevini yerine getiremeyen DMT103 geninin fonksiyonunun ayni
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familyadan bir bagka gen ile telafi edilip edilmedigi arastirilmistir. Bu dogrultuda, musir
bitkisinin sahip oldugu yedi adet DNA METILTRANSFERAZ geninin ekspresyon analizi
yapilmistir. Sonuglara bakildiginda, DMT101, DMT102 ve DMT106 genlerinin meristem
bolgesinde diger bolgelere nazaran istatistiksel olarak Onemli derecede fazla
ekspreslenmesi, bu genlerin hiicre boliinmesi regiilasyonunda gorevli olabileceklerini isaret
etmistir. Protein dizesi DMT103 genine en yakin olan DMT107 geninin ekspresyon
profillerinin ise birbirlerine benzer olduklar1 saptandi. DMT106 geninin ekspresyonu ise
meristem bdlgesinde mutant fidelerde yaban tiplere kiyasla istatistiksel olarak onemli
derecede azalmistir. Bu durum DMT103 ve DMT106 genleri arasinda bir kompensasyon
meydana gelmis olabilecegini géstermektedir.

Yukarida da agiklandig1 gibi, bitkilerin yasayisina uygun olmayan cevre sartlarinda,
hiicre boliinmesi ve hiicre dongiisiiniin diizenlenmesi etkilenir. Bunun sonuncunda, bitki
cevap olarak biiylimesini durdurur (Burssens vd., 2000). Ayrica, bitkilerde biiyiime ve
gelisim evreleri arasindaki gegisin ¢esitli ¢cevresel sinyallerin algilanmas ile tetiklendigi
g6z oniline alindiginda, kromatin modifiye genlerinin aktivitelerini ¢evresel etkenlere karsi
diizenleyecegi agikga goriilmektedir. Bu baglamda, kromatinin, sicakliga (Stockinger vd.,
2001; Gendal vd., 2001), 1s18a (Chua vd., 2001) ve fotoperyodizme (Wagner 2002; Gaudin
2001; Takada 2002) bagh olarak yeniden diizenlendigi gosterilmistir. Buna ek olarak,
DNA metilasyon motifininde farkli gelisim evrelerine (Bitonti vd., 2002) ve cevresel
ctkenlere gore degistigi saptanmustir (Steward vd., 2002). Bu nedenle g¢alismamizda
DMT103 geninin abiyotik streslerde olas1 roliinii arastirmak iizere Hat05 fideleri kuraklik
ve disiik sicaklik sartlarinda yetistirilerek yaprak biiyiime cevaplar1 arastirilmistir. Bu
uygulamalarda amag bitkiyi ciddi bir strese sokmak degildir. Yalnizca, bitkinin normal
fizyolojik su ve sicaklik istegini stres olusturacak sinirda tutarak yaprak biiyliimesinde
farklilik meydana getirmek amaclanmistir.

Hat 05 adli mutant musir hatt1 kuraklik stresine maruz birakilarak DMT103 geninin
kuraklik toleransinda gorev alip almadigi test edilmistir. Ancak yapilan ¢alismalar mutant
ve yaban tip musirlar arasinda goriilen biiylime profilinin kuraklik stresi altinda da ayni
sekilde korundugunu gosterdi. Bu dogrultuda, DMT103 geninin kuraklik toleransinda rol

almadig1 sonucuna varilmistir.
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A YT mutant
Y—HB \T(_’HB Y—HB \T/_’HB
DMT103 DMT103
meristem Uzama boélgesi meristem Uzama bolgesi
B YT mutant
X—HG EI('_| HG X—HG E(F_“—'G
DMT103 DMT103
meristem uzama bdélgesi meristem uzama bdlgesi
YT mutant
C
HG HG
HB HB
meristem uzama bélgesi meristem Uzama bdélgesi

Sekil 4.1. DMT103 geninin biiyiime islevleri sirasindaki muhtemel roliinii gésteren model.
DMT103 geninin A. Hiicre dongiisii aktivatoriinii baskiladigi; B. Hiicre
genislemesini baskilayan geni baskiladigi; C. Bu iki islev arasinda Ki dengeyi
saglayan geni baskiladigini gosterilmektedir.

Hat 05 adli mutant misir hatt1 gece diisiik sicakligina maruz birakilarak DMT103
geninin soguk toleransinda goérev alip almadigi test edilmistir. Bu baglamda, musir
fidelerinin yapraklarinin {isiime stresine karsi biiylime cevabi arastirildi. Bu deney
diizeneginde misir fidelerine uygulanan diisiik sicaklik muamelesi, bitkilerde siirekli strese
sebep olmamistir. Burada amag, normal fizyolojik sicakligi soguk stresinden ayirmaktir.
Bu nedenle, geceleyin uygulanan diisiik sicakligin misir fideleri {izerindeki etkisini
gozlemleyebilmek igin, misir yapraklarmin biiylime orami giindiiz vaktinde ol¢iildii.

Uygulama sonucu, yaprak biiylimesinin diisiik sicakliktan etkilendigi agik¢a goriilmiistiir.
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Bu diizenegin, sadece hiicre boliinmesini durdurmayip yavaslattigi i¢in, hiicre dinamigini
gozlemlemek icin ¢ok kullamish oldugunu goriilmiistiir. Ozellikle, bu diizenek geceleyin
uygulanan tisiime stresinin ardindan, giindiiz periyodu siiresince misir fidesinin kendisini
cevre sartlarina uyum saglama (aklimasyon)’sina izin verir. Calismamiz sonucunda,
kontrol sartlarinda yetistirilen mutant musirlarin yaprak uzama oranlarinin yaban tiplere
nazaran %9 oraninda azaldigi ancak tsiime stresi uygulandiginda bu farkin kayboldugu
saptanmistir. Bu sonug, DMT103 geninin {istime toleransinda bir role sahip olabilecegini
gostermektedir. Literatlirde, Soguk stresinin genlerin demetilasyonunu tesvik ederek ilgili
genlerin ekspresyonlarimi diizenledigi rapor edilmistir (Steward 2000). Bu sekilde bitki pek
cok geni aktive ederek veya baskilayarak savunma cevabinin olusmasini saglar
(Thomashow 1998). Calismamizda, DMT103 geninin uzamayi inhibe eden geni inhibe
ederek biiyiime islevinde gorev aldig1 bulunmustur. Ancak, diisiik sicaklik uygulamasinda
kontrol sartlarinda meydana gelen mutant ve yaban tip fideler arasinda biiyiime
farkliliginin kaybolmasi, sicakligin DMT103 geninin ekspresyonda farkliliklar meydana
getirdigini gostermektedir. Daha Once yaymnladigimiz bir c¢alismada da, diisik gece
sicakhiginin hiicre dongiisti ilerleyisinde rol alan cyca4, cycb3, cycbh4, Ccycb5, cycd3,
cdkbl ve cdkal genlerinin ifadelerini 6nemli derecede azaltigi ve del, krp ve CKS gibi bazi
CDK inhibitorlerinin ifadesini artirdigi tespit edilmistir (Rymen vd., 2007). Tim bu
bilgiler 1s181nda biiyiimenin ve stres toleransmin genetik diizenleme altinda oldugu ve
diistik sicakhigin da genlerin demetilasyonuna sebep olarak biiyiime farkliliklarina yol
actig1 goriilmiistiir.

Elde edilen tiim bulgular degerlendirildiginde, bir kromatin geni olan DMT103
geninin yaprak ve kok gibi bitki organlarmin biiyiimesinin diizenlenmesinde gorev aldigi
saptanmistir.  Bu genin, hiicre bolinmesi ve uzamasi islevleri arasinda gegisin
saglanmasindan sorumlu oldugu molekiiler ve hiicresel seviyede tespit edilmistir. Bu
baglamda, DMT103 geninin hiicre uzamasini sagladi§1 sonucuna varilmistir. Ayrica,

DMT103 geninin bitkinin soguk stresi toleransinda gorevli oldugu tespit edilmistir.



5. SONUCLAR

1) Misir yapragmmimn gelisim evrelerine spesifik genlerini belirlemek icin yapilan
mikrodizi analizleri sonucu elde edilen verilerde kromatin genlerinin meristem bolgesinde
asir1 ifade edildigi belirlendi.

2) Popiilasyondaki mutant bireyleri belirlemek igin yapilan genotip analizleri
sonucu Lateral Flow Testinin fidelerin birinci giiniinden itibaren uygulanabilmesi ile hizli
ve dogru sonug alinmasi sebebiyle Yaprak Boyama Testine gore avantaj sagladig gorildii.

3) Transgenin Mendel Kalitim Yasalarina uygun olarak kalitildig: goriildii (3:1).

4) DNA METILTRANSFERAZ103 (DMTI103) geni susturulmus bir RNAi
mutantti olan Hat05’in yaprak uzunlugunda ve yaprak uzama orani1 (YUQ)’nda istatistiksel
olarak 6nemli derecede azalis saptandi.

5) Biiyiimede meydana gelen bu azalisin sebebini ayrintili olarak arastirmak tizere
yapilan kinematik analizler sonucu, mutantlarda yaban tiplere nazaran hiicre iiretiminden
ziyade uzama islevlerinde bir aksaklik meydana geldigi belirlendi.

6) DMT103 geninin ekspresyonunun gelisime bagli olarak artmasi bu genin uzama
islevinde muhtemel roliinii desteklemektedir.

7) Hat05’in mutant fidelerinde hiicre dongiisii genlerinin ekspresyonlarinin
istatistiksel olarak 6nemli derecede degismemesi Dmt103 mutasyonunun hiicre dongiisiinii
etkilemedigini géstermektedir.

8) Flow sitometri analizleri sonucu, mutant fidelerde, hiicre dongiisii evrelerine
diisen DNA miktarmin degismedigi ve hiicre dongiisii ilerleyisinde herhangi bir aksakligin
meydana gelmedigi tespit edildi.

9) DMT103 mutasyonunun, misirin primer kok gelisimini de etkilendigi gozlendi.

10) DMT103 geninin stres toleransinda rol alip almadigini gézlemlemek i¢in Hat05,
kurakliga ve lisiime stresine maruz birakildi. Sonuglar, DMT103 geninin kuraklikta rol
almadigin1 ancak tisiime toleransinda fonksiyonu oldugunu gosterdi.

11) Hat05’in mutantlarnda DMT ailesine ait diger iki genin ekspresyonlarmin da
istatistiksel olarak onemli derecede azaldig1 saptandi.

12) Tim bu sonuglar DMT103 geninin biiyiime islevinin hiicre genislemesinden

sorumlu olduguna isaret etmektedir.



6. ONERILER

Bitkiler, glines enerjisini kimyasal baglar igine depolayan yegane primer tireticiler
olarak ckolojik dongiiniin devamini saglamalari, besin ve ¢esitli sanayi {riiniiniin
hammaddesi olmalar1 gibi sayilabilecek pek ¢ok faydalar1 goz Oniine alindiginda
insanoglunun hayatinda vazgegilemez bir dneme sahiptirler. Bu nedenle bilim adamlari
ylizyillardir bitkilerin en iyi sekilde biiyliyebilmeleri i¢in aragtirmalarini siirdiirmektedirler.
Ayrica bitkiler sesil dogalarindan o6tiirii hareketsiz olduklarindan yasadiklar1 ortamin
degisen cevre sartlarina karsi son derece duyarlidir. Bu nedenle optimum olmayan cevre
sartlar1 bitkilerde strese sebep olur. Strese ilk cevap olarak bitkiler biiyiimelerini durdurur.
Stresin siddetine bagli olarak iiriin kayiplar1 ve hatta bitki 6liimleri meydana gelir. Buna ek
olarak giiniimiizde tarim alanlarinin yerlesime agilmasi sebebiyle giderek azalmasi sonucu
birim alandan miimkiin olan en fazla iriini elde etme gerekliligi ortaya ¢ikmustir.
Dolayisiyla bilim adamlar1 giinlimiiziin en faydali alanlarindan biri olan biyoteknolojiden
yararlanmak suretiyle bitkilerin biiylime potansiyelini artirarak verimlerini artirma
calismalarina baglamistir. Bu baglamda yapilacak arastirmalarda, ¢alismamizda
kullandigimiz musir (Zea mays L.) bitkisinin monokotiledonlu bitkilerin biiyiime ve gelisim
calismalarinda kullanilabilecek faydali bir model olacagi diisiiniilmektedir.

Biiylime ile ilgili bilinmeyen yeni genler tanimlamak i¢in mutant gozlemleri faydali
olacaktir. Bu dogrultuda, ticari olarak var olan ve yeni elde edilecek mutantlarin fenotipik
olarak incelenmesi ile bliylimede azalisa sebep olan mutasyonun biiylimenin hangi olayma
etki ettigini kinematik analizler ile belirlenebilir.

Calismamizda DMT103 geninin biiyiimenin hiicre genislemesi olayinda gorevli
oldugu bulunmustur. Bu bilgiler dogrultusunda bir metiltransferaz geni olan DMT103
geninin etkilesimde oldugu diger genler metilasyona duyarli AFLP metodu ile genom caph
arastrmalar sonucu belirlenebilir. Boylece yeni genler tanimlanirken metilasyon
dereceside belirlenmis olacaktir. Ayrica DMT103 geninin protein sekansina en yakin olan
bir diger metiltransferaz olan DMT107 genleri bakimindan mevcut iki mutandin
caprazlanarak elde edilecek yeni bir duble mutantdmn bitki biiyiimesinde meydana gelen

degisimler incelenmelidir.
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