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OZET

DNA METILTRANSFERAZ INHIBITORU SULFAMETAZININ
STRIGOLAKTONLARIN BiYOSENTEZINE KATILAN GEN ANLATIMLARI
UZERINE ETKILERININ
INCELENMESI

Ozge EROGLU
Canakkale Onsekiz Mart Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dal1 Yiiksek Lisans Tezi
Danisman : Prof. Dr. Kemal Melik TASKIN
25/08/2017, 41

Bu tezde, Arabidopsis thaliana tiirlinde Strigolakton (SLs) biyosentezi ve DNA
metilasyonu arasindaki ilisgki DNA metiltransferaz inhibitorii olan Siilfametazin (SMZ)
araciligi ile arastirilmistir. SLs siirgiin ve kok dallanmasini diizenleyerek bitki mimarisini
kontrol eden yeni kesfedilmis karotenoid kokenli bir bitki hormonudur. A. thaliana tiirtinde
SLs biyosentezinden bir beta-karoten izomeraz (ATD27), iki karotenoid cleaveage enzimi
(MAX3 ve MAX4) ve bir sitokrom P450 monooxygenase (MAX1) enzimi sorumludur.
SLs ilk kez simbiyotik ve parazitik etkilesimler ile ilgili ¢alismalarda ortaya ¢ikarilmstir.
DNA metilasyonu, bir metil grubunun sitozin niikleotidine eklenmesi sonucunda
meydanagelen epigenetik bir degisimdir. Siilfametazin (SMZ) bir ¢esit DNA metilasyon
inhibitoriidiir. Calismada, SMZ ile muamele edilmis bitkilerde SLs biyosentezinde gorevli
MAX4 ve sinyal iletiminden sorumlu D14 genlerinin anlatimlar1 arastirilmistir. Bitkiler
igerisinde 50 uM SMZ ilave edilmis veya hi¢bir katki yapilmamis Murashige Skoog
(1962) besin ortamlarinda yetistirilmistir. Bu calisma ile ilk kez, SLs biyosentezi ve

algilanmasinda epigenetik siireclerin etkileri incelenmistir.

Anahtar sozciikler: Strigolaktonlar, Siilfametazin (SMZ), DNA Metilasyonu

Vi



ABSTRACT

INVESTIGATION OF THE EFFECTS OF SULFAMETHAZINE, DNA
METHYLTRANSFERASE INHIBITORS, ON THE EXPRESSION LEVELS OF
GENES INVOLVED IN STRIGOLACTONES BIOSYNTHESIS

Ozge EROGLU
Canakkale Onsekiz Mart University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Master of Science Thesis in Biological Science
Advisor : Prof. Dr. Kemal Melik TASKIN
25/08/2017, 41

In this thesis, the relationship between Strigolactones (SLs) biosynthesis and DNA
methylation in Arabidopsis thaliana have been investigated using SMZ as DNA
methyltransferase inhibitor. SLs are recently discovered carotenoid derived plant hormones
that control plant architectureby coordinating root and shoot branching. In A. thaliana, a
beta carotene isomerase (AtD27), two carotenoid cleavage (MAX3 and MAX4) and a
cytochrome P450 monooxygenase (MAX1) enzymes are responsible for SLs biosynthesis.
SLs have been revealed with studies on symbiotic and parasitic interactionsfor the first
time. DNA methylation is an epigenetic modification as a result of a methyl group addition
to a cytosine in DNA helix. Sulfamethazine (SMZ) is a kind of DNA methylation inhibitor.
In the study, the gene expression levels of D14 and MAX4 responsible for signaling and
biosyntesis of SLs respectively, were investigatedin SMZ treated plants. Plants were
cultured in Murashige Skoog (1962) medium with or without 50 uM SMZ. With this
study, the effects of epigenetic processes on SLs biosynthesis and perceptionwere

examinedfor the first time.

Keywords: Strigolactones, Sulfamethazine (SMZ), DNA Methylation
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BOLUM 1
GIRIS

Bitki hormonlari, bitkilerde biiylime, gelisme, olgunlasma ve yaslanma gibi fiziksel
olaylar1 diizenleyen molekiillerdir. Bitkiler ¢evrelerinde bulunan faydali ve parazit
organizmalar ile etkilesim halindedirler. Bu etkilesimlerde Strigolaktonlar(SLs) énemli bir
role sahiptir. Son zamanlarda kesfedilmis, bitkilerdeki kok ve govde gelisimini kontrol
eden yeni bir bitki hormonu olarak tanimlanmistir (Liu ve ark., 2013). SLs biyosentezinden
sorumlu ve algilanmasinda gorevli olan genler ilk olarak Arabidopsis thaliana, bezelye,
petunya ve geltik bitkilerinde tanimlanmistir (Lin ve ark., 2009; Zhou ve ark.,2013).

A. thaliana Brassicaceae (hardalgiller) ailesinin tyesi olup, bitki biyolojisinde
yaygin olarak kullanilan genom bilgisimevcut model organizmadir. A. thaliana, salgam,
lahana ve brokoli gibi ekonomik bakimdan 6nemli tarimsal bitkiler ile yakin akraba
olmasmna ragmen tarimsal agidan degeri yoktur. A. thaliana biiylime odasinda
yetistirilebilir, hizli bir yasam dongiisiine sahiptir. Bu nedenlerden dolayr genetik ve

molekiiler biyoloji alanindaki temel aragtirmalar i¢in 6nemli avantajlar sunmaktadir.

1.1. Strigolaktonlar

SLs bitkilerde siirgiin ve kok dallanmasini diizenleyerek bitki mimarisini kontrol
eden karotenoid kokenli bir bitki hormonudur (Brewer ve ark., 2013). ilk kez bitki parazit
ve simbiyoz iliskilerini inceleyen calismalarda ortaya g¢ikarilmis olup, Striga lutea adi
verilen cadiotu tohumlarinin ¢imlenme faktorii olarak 1966 yilindapamuk kdoklerinde
kesfedilmistir (Cook ve ark., 1966). Kimyasal yapis1 ise 1972 yilinda ortaya c¢ikarilmistir
(Cook ve ark., 1972). Striga, Orobanchaceae familyasina ait parazit bir bitkidir. Parazit
bitkiler tarimda ¢ok biiyiik iiriin kaybina sebep olurlar. Strigolakton molekiiliiniin SLs adi
ile bitki hormonu olarak tanimlanmasi1 ise 2008 yilinda yapilan ¢aligmalar ile
gerceklesmistir (Gomez-Roldan ve ark., 2008; Umehara ve ark., 2008) SLs ilk olarak
Striga, Orobanche ve Phelipanche gibi parazitik bitki tiirlerinde tanimlanmistir. Bunlar
¢imlenme uyarici olarak tarif edilmislerdir (Cook ve ark., 1972; Bouwmeester ve ark.,
2003). Striga tohumlarmin ¢imlenmesi SLs tarafindan ger¢eklesmektedir. Bitki hormonu
olarak SLs kok ve govde gelisimini diizenler. Bitkinin koklerinde sentezlenmektedir. Kok
ve siirgiin arasindaki mesafenin uzamasini saglar ve ayni zamanda oksin ile zit ¢alisarak
yaprak yaslanmasimi diizenler, yaprak uzamasini ve seklini de kontrol eder (Yamada ve

ark., 2014). Govde iizerinde koltuk alti tomurcuklarinin gelisimini kontrol etmektedir.



Bitki koklerinde iiretilen SLs koltuk alti tomurcuguna gecer burada tomurcugun gelisimini
baskilayarak bitkilerde dallanmayi baskilamis olur (Shinohara ve ark., 2013). SLs lateral
kok olusumu, kok tiiyii uzamasi, adventif koklenme, yaprak yaslanmasi, siirgiin
dallanmasi, kuraklik ve tuz stresi gibi rollerde de gérev yapmaktadir. SLs’nin bitkilerde
stirgiin dallanmasini inhibe ettigide bilinmektedir (Kapulnik ve ark., 2011).

Karotenoidler, tiim fotosentez yapan organizmalar ve bir¢ok heterotrofik
mikroorganizmalar tarafindan sentezlenen pigmentlerdir. Fotosentez i¢in ¢ok 6nemlidirler.
Bu yiizden karotenoidler bitkilerin plastitlerinde birikirler (Howitt ve Pogson 2006).
Karotenoidlerden sentezlenen SLs fitohormon olup endojen ve eksojen sinyal molekiilii
olarak gorev yapar (Pandey ve ark., 2016). Eksojen olarak SLs arbuskiiler mikoriza(AM)
simbiyozu esnasinda hibrit dallanmasini uyarir ve parazit otlarin ¢cimlenmesini saglar.

SLs, bitki mimarisini korumak icin AM mantarlar ile birlikte 1s1k, besin ve sicaklik
olmak iizere gesitli dis uyaranlara kars1 yanit verir (Pandey ve ark., 2016). Konakg1 bitki
rizosfere SLs salgilar. SLs arbuskiiler mikorizal mantarlar ile simbiyotik iliski saglar. AM
mantarlarin metabolizmasimi ve hifal dallanmayi arttirir. Mantar bitkiye fosfat gibi
bilesikleri saglarken bitki sayesinde beslenmis olur. Bu nedenle fosfat eksikliginde
koklerden SLs salinimi artar ve dolayisi ile AM uyarilir. SLs bitkiye topraktan besinlerin
alinmasinda da yardimcidir (Lopez-Raez ve ark., 2008; Ruyter-Spira ve ark., 2011;
Mayzlish-Gati ve ark., 2012). Bitkiler besin sikintisinin yasandigi yerlerde AM’y1
arttirarak besin ihtiyaglarii karsilarlar. A. thaliana dahil olmak {izere musir, celtik,
petunya, bezelye ve domates gibi bircok monokotil ve dikotil bitki koklerinden SLs izole
edilmistir (Xie ve ark., 2009; Akiyama ve ark., 2010; Kohlen ve ark., 2011). Bitkilerde bir
veya birden fazla SLs tiirevi sentezlenmektedir (Cardoso ve ark., 2011). SLs tiirevleri
parazit bitkilerin verebilecegi zararda tarim uygulamalari i¢in ¢ok dnemlidir.

SLs kimyasal olarak enol-eter bagi ile bagh trisiklik laktona (ABC halkasi) bir
metil butenoloid (D halkasi) pargasinin eklenmesiyle fonksiyonlarindaki degisimi gosteren
dort (A-D) halkal bilesiklerdir (Sekil 1.1) (Akiyama ve ark., 2010; Boyer ve ark., 2012). A
halkas1 aromatik yapildiginda GR24 adinda bir bilesik olusur. GR24 giiniimiizde yaygin
olarak kullanilan sentetik bir strigolaktondur (Thuring ve ark., 1997).



5-Deoxy-strigol

Sekil 1.1. Strigol tip SLs

A. thaliana, misir, sorgum ve nohut bitkilerinde SLs biyosentezinde gorev alan
genler belirlenmistir (Matusova ve ark., 2005). A. thaliana bitkisinde SLs biyosentezinden
bir beta-karoten izomeraz (AtD27), iki karotenoid cleavage dioxygenase CCD7 (More
Axillary Shoot3; MAX3) ve CCD8 (More Axillary Shoot4; MAX4) ve bir sitokrom P450
monooksijenaz (More Axillary Shootl; MAX1) enzimi sorumludur (Sekill.2). SLs
sinyalinde ise; alfa/beta hidrolaz (DWARF14; D14)ve F kutusu proteinini kodlayan bir
enzim (More Axillary Shoot2; MAX2) sorumludur.AtD27 AT1G03055, MAX4
AT4G32810, MAX3 AT2G44990, MAX1 AT2G26170, D14 AT3G03990 ve MAX2
AT2G42620 genleri tarafindan kodlanmaktadir (Cizelge 1.1).

Cizelge 1.1.Strigolaktonlarin biyosentezinde ve sinyalinde rol alan genlerin protein adi ve
A. thaliana bitkisine ait lokus numaralari.

Proteinin rolii Protein adi A. thaliana gen adi-lokus
numaralari
9 cis/all trans-p Karoten izomeraz D27-AT1G03055
Biyosentez Karotenoid béliinme enzimi 7 (CCD7) MAX3-AT2G44990
Karotenoid béliinme enzimi 8 (CCDS) MAX4-AT4G32810
Sitokrom P450 (CYP711) MAX1-AT2G26170
Sinyal/Algilama ao/p- Hidrolaz D14-AT3G03990
F kutusu Protein MAX2-AT2G42620

D27enzimi SLs biyosentezinin ilk basamaginda gorev alir (Lin ve ark., 2009). D27
sentezinden sorumlu gen ilk olarak geltik bitkisinde kesfedilmistir (Lin ve ark., 2009).
Daha sonra A.thaliana ve bezelye gibi diger birgok bitki tiiriinde de bulundugu ortaya
¢ikarilmistir (Lin ve ark., 2009; Waters ve ark., 2012). D27 ¢eltik bitkisinde demir i¢erenve

Kloroplastta yer alan bir protein kodlar ve bitkinin baslica siirgiin ve koklerdeki vaskiiler
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hiicrelerinde ifade edilmektedir (Lin ve ark., 2009). CCD7/MAX3 ve CCD8/MAX4genleri
ise bitkilerin kok ucunda, korteksinde ve hipokotilinde ifade olurlar. CCD8/MAX4geni iki
tir tepkimeyi katalize eden bir karotenoid cleaveage enzimi kodlar (Gomez-Roldan ve
ark., 2008; Umehara ve ark., 2008). MAX1 geni, A. thaliana bitkisinde tanimlanmis olup
bir sitokrom P450 enzimini kodlamaktadir. MAX1 tim dokularda anlatima
ugramaktadir. MAX1 proteini sitoplazmada bulunur ve SLs biyosentez yolaginda MAX3
ve MAX4 enzimlerinden sonra rol alir (Booker ve ark., 2005). MAX1 en ¢ok kambiyum ve
ksilem parankimasinda anlatima ugrar. MAX2 bir F kutusu protein kodlar ve bu protein
SLs sinyal iletiminde rol alir (Zhao ve ark., 2013). MAX2 SLs biyosentezi i¢in gerekli
degildir, 151k algilama ve ¢imlenme ile ilgili diger bazi siireglerde rol alir (Flemattive ark.,
2004; Booker ve ark., 2005). Celtik bitkisinde tamimlanan D14 geni ise, o/p- Hidrolaz
siiper ailesinin bir iiyesi olarak smiflandirilan 318 amino asitten olusan bir proteini
kodlamaktadir.SLs i¢in bir sinyal bilesenidir ve bir sinyal gorevi yapar. D14 geninde
meydana gelen mutasyonlargeltik bitkisinde siirgiin dallanmasini inhibe ettigi goriilmiistiir
(Arite ve ark., 2009).

SLs tek ve cift geneklilerde korunmus bir protein kiimesi ile p-karotenden
sentezlenir.SLs biyosentezi bitki hiicrelerinde plastid ve sitozol olmak {izere iki ayri
bolimde gergeklesir.Bu yolun ilk asamasinda D27 geni all-trans-B-karoteni 9-cis-f-
karoten’e doniistiiren bir izomeraz kodlamaktadir (Lin ve ark., 2009; Waters ve ark.,
2012). Daha sonra, sirasiyla CCD7/MAX3 ve CCD8/MAX4 enzimleri bir ara bilesik olan
karlakton tiretirler ve bu islem plastidte gergeklesir. SLs biyosentezinde rol alan dordiincii
gen ise sitokrom P450 monooksijenaz enzimini kodlayan MAX1 genidir (Sekil 1.2).

Diger bitki hormonlar1 gibi SLs’de belirli bir reseptor sistemleri araciligi ile bitkiler
tarafindan algilanirlar. Bu sistem ise F kutusu proteinleri olarak tanimlanan MAX2/
DWARF (D3), RAMOSUS (RMS4) proteinleridir. Bu proteinin Skp, Cullin, F-box (SCF)-
E2 igeren komplekse baglanabilecegi ileri siiriilmistir. SCF kompleksi, proteazomal
bozunum igin belirlenmis proteinlerin ubikitasyonunu katalizleyen bir protein grubudur
(Ishikawa ve ark., 2005; Gomez-Roldan ve ark., 2008; Umehara ve ark., 2008).(A) SLs bir
bitki hiicresine girdiklerinde o/B- Hidrolaz siiper ailesinin iiyesi olan D14 ile baglanirlar.
Bu baglanma, bir sinif I Clp ATPaz1 olan D53"i etiketleyen F-kutusu proteini D3-SCF-E2
kompleksi etkilesimler i¢in D14'te bir konformasyonel bir gecis meydana getirir. Bu
etiketleme, ubikuitin-proteazom yolu ile D53'in bozunumuna ve SLs salimmina
yonlendirilir ve sonunda siirglin dallanmasinin bastirilmasina yol agar. (B) Karrikinler

hiicreye girdiklerinde D14 benzeri bir protein olan KAI2’ye baglanirlar. Bu baglanma, D3-
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SCF-E2 kompleksli etkilesimler i¢in KAI2'de SMAX1 poliviibitizasyonu ile bir gecis
olusur.Reseptor par¢alanmasi, tohum ¢imlenmesi, fide biiylimesi. (C) Bir D53 homologu
olan SMAX1'in D14 / MAX2 / SCF kompleksi tarafindan bozunmasi ile tohum
¢imlenmesi ve fide fotomorfogenezi lizerine SLs aktivitesine neden olur. (D) D14 benzeri
ve D53 proteinleri yanal veya adventif kok olusumu ve yaglanmanin kontrolii tizerine SLs

aktivitesine neden olmaktadir (Sekil 1.3) (Koltai 2014).

M
Karotenoid izomeraz (D27)

—c:is.—B—Ka.mt 271

Karotenoid bélinme enzimi-CCD7{MAZX3

9-cis-B-Apo-107karotens

Karotenoid bélinme enzimi-CCDEMAX4

v

Karlakton

l’ Sitokrom P450 (MAX]1) \Sitq};lazna/

3-Deoxy-strigol

<IN

Strigolakton

Sekil 1.2. SLs biyosentez yolagi



A
(A) c ® >
A e PR,
@ Ubiquitin ' @ ubiquitin

IQ

Tohum ¢imlenmesi, fide

baskilanmasi bﬁyﬁmc_si., y'fiprak
gelisimi
/7 i ©) !
A
4 03
@ ubiquitin ‘ @ ubiquitin
‘ ‘ Hydrolase
N - .
Key: ' ’
A s Tohum ¢imlenmesinin Yaxial kok ve adventif
A xar kontrolu, fotomorfogenez kok. yaslanmanin
kontrolii
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1.2. DNA Metilasyonu

DNA metilasyonu bir metil grubunun DNA’daki sitozin niikleotidine eklenmesi ile
meydana gelen epigenetik bir diizenlenmedir. DNA metilasyonu, Guanini (G) takip eden
Sitozin (C) bazim etkilemektedir. Bu yiizden CpG adaciklarinda gerceklesir. Epigenetik
degisiklikler fenotipik varyasyon, kromozom kirilma olaylari, genomik etiketleme, X-
kromozomunun deaktive edilmesine yol agar (Jenuwein ve Allis, 2001; Rice ve Allis
2001). Bitkilerde ise DNA metilasyonu, bitki morfolojisi ve g¢iceklenme zamaninin
kontrolii gibi ¢esitli gelisim siireclerinde rol oynamaktadir (Finnegan ve ark., 2000).
Sitozin metilasyonu protein-kromatin etkilesimlerini etkileyerek transkripsiyonu baskilar
(Zhang ve Zhu, 2011). Bitki genomunda simetrik (CpG ve CpNpG) ve asimetrik (CpNpN)
sitozin metilasyonlari DNA metiltransferazlar ile gerceklesmektedir. Bitkilerde
Methyltransferasel (MET1), Chromomethylase3 (CMT3) ve Domain Rearranged
Methyltransferase 1 ve 2 (DRM1, DRM2) olmak iizere 3 tip DNA Metiltransferaz vardir
(Finnegan ve Kovac, 2000). Metiltransferazlar DNA, RNA, histonlar ve diger proteinleri
metillemek icin bir metil vericisi olan S-adenozin metionini (SAM) kullanirlar (Loenen,
2006). DNA metiltransferazlar1 inhibe eden trikostatinA (TSA), 5-aza-2'-deoksisitidin (5-
adC) ve Siilfametazin (SMZ) gibi kiigiik molekiiller, epigenetik degisikliklere yol
acankimyasallardir (Monneret, 2005; Patra veBettuzzi, 2009). Adenozin gibi kiigiik
molekiiller DNA metilasyon seviyelerini diisiirmek icin SAM sentezini hedeflerler (Kloor
ve Osswald, 2004).



1.3. Siilfametazin (SMZ)

SMZ gastrointestinal, solunum ve idrar yolu enfeksiyonlar: gibi hastaliklari tedavi
etmek i¢in antibakteriyel bir bilesik olarak kullanilan bir sulfonamiddir (Zayas-Blanco ve
ark., 2004).Sulfonamidler dihidropteroat sentezini inhibe ederler. Bunun sonucunda bakteri
niikleotiti ve DNA sentezi azalir. DNA metilasyonunda gézlemlenen azalmanin sebebi ise
SMZ’nin folat sentezinde kullanilan metil kaynagini azaltmasidir. Folatadayali Cl
metabolizmast SAM iiretir. SAM DNA, RNA, histonlar ve diger proteinleri metilleyen
birgok metiltransferaz enzimi tarafindan metil vericisi olarak kullanilir (Loenenve ark.,
2006). SMZ DNA metilasyonunu diisiirmek i¢cin SAM sentezini hedefler (Kloor ve
Osswald, 2004).

Sekil 1.4. SMZ’nin kimyasal formiili

Bu ¢alismanin amaci, A. thaliana bitkisinde SLs biyosentezi ve DNA metilasyonu
arasindaki iliskinin arastirilmasidir. Bu amagla ¢alismada bir DNA metilasyon inhibitorii
olan Siilfametazin (SMZ) kullanilmistir. SLs biyosentezi ve algilanmasinda gorevli MAX4
ve D14 gen anlatimlarn iizerine SMZ’nin etkilerinin ortaya c¢ikarilmasi amaclanmistir.
Literatiirde SLs biyosentezi ve DNA metilasyonu arasindaki iliski ile ilgili bir ¢alisma
heniiz yer almamaktadir. Karotenoid biyosentezi 1s1ga baglidir (Cazzonelli ve ark., 2009b;
Mayzlish-Gati ve ark., 2012). Bu nedenle bitkiler ¢imlenme sonrasinda ilk olarak 7 giin
boyunca karanlikta bekletilmis, daha sonra 1s18a alinarak es zamanli karotenoid
biyosentezine baglamalari saglanmistir. Bitkilerden doku orneklerigelisimlerinin farkli

donemlerinde hasat edilmis ve MAX4 ve D14 genlerinin anlatimlar1 incelenmistir.
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Orobanche (Canavar otu) ve Striga (Cadi otu bitkisi) tarimda iiriin kaybina sebep
olan parazitik bitkilerdir. SLs konak¢1 bitkinin koklerinde sentezlenip disari salinarak
Striga tohumlarinin ¢imlenmesini baslatir. ilk kesfedilen cimlenme faktdrii Striga
koklerinden izole edilen strigol olmustur (Cook ve ark., 1972; Bouwmeester ve ark., 2003).
Daha sonraki ¢aligmalarda Sorghum bicolor ve Zea mays gibi bitkilerden de izolasyon
yapilmis (Hauck ve ark., 1992) ve strigol benzeri bu bilesiklerin isimleri SLs olarak
degistirilmistir (Butler, 1995). SLs’nin simbiyotik mikoriza hiflerinin dallanmasinda da rol
aldig ileriki yillarda ortaya ¢ikarilmigtir (Peret ve ark., 2009). SLs’nin yanal kok geligimi
tizerinde de etkili olabilecegi diistinlilmiistiir. Calismalar SLs’nin kék mimariside dahil
olmak tizere bitki gelisiminin gesitli yonlerini kontrol ettigi anlagilmistir (Brewer ve ark.,
2013). SLs’nin bitki koklerindeki hareketi ve kok gelisimini etkileyen SLs’ye 6zgii sinyal
bilesenleri arastirilmistir (Saint Germain ve ark., 2013; Yamada ve ark., 2014).SLs ile ilgili
yapilan ¢alismalarda siirgiin ve kok dallanmasinin yani sira, tohum g¢imlenmesi, hipokotil
uzama, iireme, gelisim ve yaprak yaslanmasi gibi ¢esitli siireclerde énemli rol oynadig
tespit edilmistir (Liu ve ark., 2012). Daha sonra bitkilerin faydali ve parazit organizmalar
ile etkilesimlerinde SLs’nin islevleri ve c¢evresel uyarilara verdikleri cevaplar
arastirilmistir. Ornegin 151k, bitkiler iizerinde etkili olan en degisken parametrelerden biri
olarak tohum ¢imlenmesi, hipokotil uzamasi ve siirgiin dallanmasi gibi birgok siireglerde
rol aldig1 bilinmektedir. Isikla ilgili genlerin anlatimi arttirtlarak 1518 bitki verimine
olumlu etkileri ortaya c¢ikarilmistir (Liu ve ark., 2012). Isikta ifade edilen genler A.
thaliana ve domates bitkilerinde tanimlanmistir (Mayzlish-Gati ve ark., 2010; Tsuchiya ve
ark., 2010). Isik altinda A. thaliana bitkisinde SLs’nin yanal kok gelisimini inhibe ettigi ve
bunun sonucunda kok boyunda uzama oldugu gorilmistir (De Simone ve ark.,
2000).Domates bitkisinin koklerinde yapilan bir ¢alismada da farkli 151k yogunlugunun
SLs sentezini nasil etkiledigi arastirilmistir. SLs sinyal yollar1 ve 1s1k birbiri ile iliskilidir
(Koltai ve Kapulnik, 2011). Domates bitkisinde biyosentez geni olan SI-CCD7 1sikta ifade
edilmistir. Bitkiler 4 hafta 1sikta gelistirilmis, sonrasinda 10 giin siireligine karanliga
alinmistir. Daha sonra siirekli 1s18a transfer edilen bitkilerin koklerindeki SLs miktari
incelenmigstir. Isikta biyiitiillen domates koklerindeki SLs miktarlarinin  karanlikta
yetistirilenlere gore daha fazla oldugu bildirilmistir. Bunun sebebi ise, 15181n SLs miktar1

tizerinde pozitif bir etki gostermesidir. Bu da SLs biyosentezi ile iliskilidir. Isik altinda



bitki koklerindeki SLs seviyeleri zamana bagl olarak artmaktadir. Boylece 15181in SLs
sentezinde pozitif diizenleyici oldugu sonucuna varilmistir (Mayzlish-Gati ve ark., 2010;
Tsuchiya ve ark., 2010). Isik, karotenoid biyosentezini uyararak plastid yapilarinin
gelisimini diizenlemektedir. A. thaliana fideleri 151k sayesinde gelisirler. Fideler 1s18a
cikarildiginda fotosentetik gelisim ile birlikte karotenoid biyosentezini diizenleyen
molekiiler mekanizmalarortaya c¢ikarilmistir. Bu mekanizmalardan bazilari, domates
bitkisinde meyve olgunlasmasi ile iliskilidir. Istk ¢ogu durumda karotenoid iiretimini
olumlu etkilerken, 1s18a alinmis havu¢ koklerinde toplam karotenoid seviyelerini
diistirmiistiir. Karotenoid tiretimi sonucunda gen anlatim seviyeleri artmistir (Welsch ve
ark., 2000). Domates bitkisinde CRY2 geninin asir1 ifadesi karotenoid seviyelerini
arttirmustir. Isik ayrica karotenoidlerin sentezlendigi organellerin plastid gelisimlerinde de
etkili olmustur.

Cazzonelli ve arkadaslar1 2009a yilinda yapmis olduklar1 bir ¢alismada, A. thaliana
kromatin modifikasyonundan sorumlu enzim Histon metiltransferaz sifreleyen Domain
Group 8 (SDGB8) geninde mutasyon elde etmislerdir. Mutant bitkilerde karotenoid
biyosentezinde gorevli olan CRTISO geni kromatin yapisinda H3K4 trimetilasyon miktari
azalmis olup, bunun sonucunda bitkilerdeki Iutein miktar1 da azalmistir. Caligmada, SLs
biyosentezinde gorev alan gen anlatimlarmin SDG8 mutasyonundan etkilenmedikleri
bildirilmistir.

DNA metilasyonunun dinamik bir sekilde diizenlenen epigenetik isaretler oldugu
bilinmektedir. SMZ’nin, DNA metilasyon seviyelerini diistirerek epigenetik susturmayi
ortadan kaldiran bir kimyasal oldugu anlasilmistir (Zhang ve ark., 2012). DNA metilasyon
seviyelerinin diismesinin nedeni, SMZ’nin folat sentezinde kullanilan metil kaynagim
azaltmasidir. Bu yiizden sulfonamidlerin bitkilerde folat sentezini inhibe edip etmedigini
epigenetik diizenlemeler incelenerek arastirilmistir. SMZ uygulanmasi transgenlerin yani
sira endojen transpozonlarin ve diger tekrar elementlerin aktif olmasina da yol agmustir.
Bitkilere SMZ uygulanmasi DNA metilasyonu ve histon H3 Lys9 demetilasyon seviyesini
azaltirken, heterokromatik siRNA diizeylerini etkilememistir. SMZ, bitkideki folik asit
miktarini azalttigi ve metil eksikligine neden oldugu gibi S-adenozin metionin diizeylerini
ve DNA metilasyonunu azalttigin1 da gostermistir. Ayn1 zamanda bitkilerde morfolojik
olarak sararmalar ve kok boylarinda azalma da gézlemlenmistir.

SLs karotenoidlerden karotenoid cleaveage enzimleri (CCD7/MAX3 ve
CCD8/MAX4) ve demir baglayict protein D27’yi igeren bir yol araciligiyla iiretilir.D27

geninin, all-trans-B-karoteni,9-cis-p-karoten’e doniistiirdiigii ve bir B-karoten izomeraz
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kodladigi goriilmiistir. CCD8, 9-cis-B-apo-10'-karoten ile ii¢ oksijen birlestirir.
Karotenoidleri SLs ile baglayan ve SLs benzeri biyolojik aktiviteler ile bir bilesik olan
karlakton molekiiliinii tiretirler (Alder ve ark., 2012).

SLs’nin A. thaliana ve bezelye bitkilerinde adventif kok olusumunu baskiladigi
goriilmistiir (Rasmussen ve ark., 2012). Adventif kokler, bitkilerde gévde ve yaprak gibi
kok olmayan dokulardan gelisir. Adventif kok olusumundaoksin ve sitokinler ile SLs
etkilesimini agiklayan bir model sunulmustur. MAX4 ve MAX3 genlerinin
anlatimgalismasinda, ¢imlenmeden 5 giin sonra 1s18a aktarilmis ve karanlikta yetisen
hipokotiller incelenmistir. Bu genlerin 1s18a transferinden sonra farkli zamanlarda gen
anlatimlart incelenmistir. Adventif kok olusumu igin etiolasyon Onemlidir. Ciinkii
karanlikta yetisen bitkilerde kloroplast ve klorofil bulunmamasindan dolayr sararmalar
gerceklesmektedir. Bu ¢alismada, MAX4 ve MAX3 genlerinin anlatimlari 1s1k tarafindan
uyarilmis, Karanlikta yetisen bitkilerde ise herhangi bir degisiklik goériilmemistir. Fosfat
achigr ve kok parazitliligi ile ilgili bir calismada; bitkiler fosfat agligina birakilmis ve
parazit organizmalar ile arasindaki iliski incelenmistir (Kohlen ve ark., 2011). Orabanche
tohumlarinin ¢imlenme oranlarinin fosfat agligina birakilan bitkiler varliginda daha yiiksek
oldugu goriilmiistiir. Ayn1 zamanda bitkilerde fosfat aclhigi, dallardaki silirgiin sayisinin
azalmasiave kok sistemindeki degisikliklere neden olmaktadir. Phelipanche (Orobanche)
ramosa bitkisinin tohumlar1 ile ¢imlenme deneyleri yapilmistir (Joel 2009). Fosfat
eksikliginde bitkilerdeki SLs seviyeleri, siirgiin degisiklikleri, SLs benzeri bilesiklerin rolii,
SLs biyosentezinde ve sinyal iletiminde rol alan MAX1, MAX2, MAX4 genleri
arastirilmistir. SLs iiretimindeki artis fosfat eksikligine bagli olarak dallanmadegisikligi
gostermektedir.  Yapilan analizlerde A.thalliana bitkisinde 3 tane SLs analogu
tanimlanmistir (orobanchol, orobanchyl asetat ve 5-deoxystrigol). SLs biyosentezinde
MAX1 ve MAX4 genlerinin anlatimlarinin yiiksek oldugu, sinyal iletiminde MAX4 geninin
anlattiminda azalma oldugu gorilmiistiir. Koklerden salinan maddelerde SLs benzeri
bilesikler saptanmamis fakat ksilemde tespit edilmistir. Bu da ksileme tasinan SLs’nin
fosfat sinirlamasina ragmen siirglin diizenlemesine katkida bulundugunu gosterir
(Nagahashi ve Douds 2000).

A. thaliana bitkisinde azot eksikliginin SLs biyosentezi ve algilanmasina olan etkileri
arastirilmistir (Ito ve ark., 2016). Azot miktarindaki degisiklikler SLs biyosentez genlerinin
(MAX3 ve MAX4) anlatimin1 degistirmistir. Azot eksikliginde SLs sinyali ve sinyal yolagi
arasinda bir iliski oldugu anlagilmistir. Azot eksikligi bitkilerde biiylimeyi, yaprak

yaslanmasini ve bitki agirligini etkilemistir. A. thaliana bitkileri 6ncelikle 7 giin boyunca
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kontrol ortaminda yetistirilmis, daha sonra bir kismi azotlu ortama transferedilmis ve iki
hafta sonra koklerden RNA izolasyonu ve cDNA sentezi yapilarak, SLs biyosentezinden
sorumlu genlerin RT-PCR ile analizleri yapilmistir. SLs biyosentezi ve algilamada rol alan
genlerin anlatimlari, bitkilerin morfolojik degisiklikleri azot varliginda ve eksikliginde
incelenmistir. Azot eksikliginde SLs biyosentez genlerinin anlatimlarinda artis goriilmiistiir
(Yoneyama ve ark., 2013).

AM simbiyozu, bitkilerde kuraklik stresini azaltir (Ruiz-Lozano ve ark., 2016). AM
ve AM olmayanbitkilerde kurakligin marul ve domates bitkileri iizerindeki verim ve
hormon seviyelerine olan etkileri arastirilmistir. Kuraklikta AM bitkileri AM olmayan
bitkilerden daha fazla biiyiime hizi ve fotosistemll verimliligi gostermistir. AM
simbiyozunun, konukcu bitkide bitki fizyolojisini etkiledigi ve hormonlar1 degistirerek
kuraklik stresini azalttigi goriilmiistiir. AM kok birlikteliginin, SLs seviyeleri ve kuraklik
siddeti arasinda bir iligki oldugu gosterilmistir; olumsuz kosullarda, bitkiler stresi
Onleyebilmek amaciyla ortak yasamin olugmasi i¢in SLs seviyelerini arttirmiglardir. A.
thaliana bitkisinde kuraklik ve tuzlulugun SLs ile pozitif diizenlendigi goriilmiistiir
(Mishra ve ark., 2017). Bunun kok ile iliskili 6zelliklerden ziyade siirgiin ile iliskili oldugu
anlasilmistir. MAX3 ve MAX4 genlerinin mutantlar1 kuraklik ve tuzluluk stresine karsi
duyarhidir. AM simbiyozu bitkilerde kuraklik stresini azaltir. SLs’nin fazla olmasi
simbiyozu etkiler ve boylece stresle bas etmeye yardimci olur (Ruiz-Lozano ve ark.,
2016).SLs bitkilere abiyotik ve biyotik strese karsi diren¢ kazandirir. Bitkilerde azot ve
fosfor yetersizligi durumunda SLs sentezi artarak AM gelisimine yol agar. Biyotik strese
karst SLs tolerans saglamistir. Biiylime ve gelisimdeki rollerinin yan1 sira SLs patojenlere
kars1 direng saglamada da rol almistir (Marzec, 2016). Rhodococcus fascians,
Pectobacterium carotovorum ve Pseudomonas syringae gibi bakterilerin enfeksiyona karsi
direncinde de SLs’nin rol oynadigi goriilmistiir (Stes ve ark., 2015). Sonug olarak, stres
direkt olarak SLs biyosentezini ve SLs sinyal iletimini veya diger bitki hormonlart,
ozellikle ABA ile olan iliskisini etkiler.

D14 geninin geltik bitkisinde SLs’nin siirgiin dallanmasin1 inhibe ettigi goriilmiistiir
(Arite ve ark., 2009).D14 mutantlarinda siirgiin dallanmasi artmistir. D14’tin alfa/beta
hidrolaz siiper ailesinin bir proteinini kodladigi ortaya cikarilmistir, bazi {iyeleri bitki
hormonlarinin metabolizmasinda veya sinyal iletiminde rol oynamaktadir. D14 geninin
RT-PCR analizi ile tiim bitki dokusunda anlatimlari incelenmis ve D14 geninin SLS
yolunda calistigt onaylanmustir. Celtik bitkisinde SLs sinyal yolagi; alfa/beta hidrolaz
reseptori (D14), F kutusu protein, SCF kompleksi (D3), ve CIpATPaz (D53)
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bilesenlerinden olusur (Pandey ve ark., 2016). Bu bilesenler transkripsiyon faktorlerini
kontrol ederek gen ifadesini diizenlerler. Stres kaynakli bitki kayb1 probleminin {istesinden
gelebilmek i¢in SLssinyal mekanizmalarinin detaylarininanlasilmasigerekmistir. Bunun
icin SLs sinyal yolaginda gorev alan genler ile calisilmistir. Ayrica timor hiicrelerinde
hiicre dongiisii, hiicresel stres ve apoptoz indiiklenerek anti-kanser tedavisinde de SLs’nin
kullanilabilecegi gosterilmis olup, SLs’nin anti-kanser tedavisi i¢in faydali olunabilecegi
bildirilmistir (Pollock ve ark., 2014).

SLs algilama ve sinyal iletim bilesenleri, ¢eltik ve A. thaliana bitkilerinde
tanimlanmistir (Arite ve ark., 2009; Umehara ve ark., 2008). A. thaliana, petunya ve
bezelye bitkilerinde D14 gen ortologlarindaki mutasyonlar, tomurcuk biiyiimesinin
arttirtlmasina sebep olur (Gao ve ark., 2009; Hoffmann ve ark., 2014; Saint Germain ve
ark., 2016; Waters ve ark., 2012). D14genine benzer bir sekildeA. thaliana bitkisinde
MAX2, celtik bitkisinde D3 ve bezelyede RMS4 genlerindeki mutasyonlar, tomurcuk
bliylimesini tesvik ederler. SLs algilama ile sinyal yolagi igin bir ¢alisma modeli
onerilmistir. SLs belirli bir reseptdr sistemi ile bitkiler tarafindan algilanmaktadir. Bu
sistem ise F kutusu proteinleri olarak tanimlanmistir. Bu protein Skp, Cullin, F-box (SCF)-
E2 igeren komplekse baglanabilecegi ileri siiriilmiistiir (Ishikawa ve ark., 2005; Gomez-
Roldan ve ark., 2008; Umehara ve ark., 2008).

D14 geni ve gen ailesinin bagka bir {iyesi olan D14 Like (D14L) geni geltik bitkisinde
incelenmistir (Kameoka ve Kyozuka 2015). D14 geni SLs sinyal iletiminde gorevlidir.
D14Lgeninin mezokotil biliyiimesindeki rolii arastirilmistir. SLs’nin 1g1kli  ortamda
hipokotil uzamay1 baskiladigr goriilmiistiir (Scaffidi ve ark.,2014). Daha o6nceki
caligmalarda D14 geninin karanlik ortamda mezokotil biiylimesini diizenledigi
bildirilmistir (Hu ve ark., 2010).
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BOLUM 3
MATERYAL VE METOT

3.1. Bitki Materyalinin Yetistirilmesi

Calismada bitki materyali olarak yabanil tip A. thaliana Columbia ekotipi
kullanilmistir. Tohumlar, % 1 BactoAgarTM iceren 1/2 Murashige ve Skoog (Sigma M-
5519) (Murashige ve Skoog, 1962) besin ortami igerisinde ¢imlendirilmistir. Tiim iglemler

steril kabin igerisinde yiirtitiilmiistiir.

3.2. Besin Ortamlariin Hazirlanmasi

Calismada 1/2 MSO ve 50uM Siilfametazin (SMZ) igeren besin ortami
hazirlanmistir. MS besin ortami igin 4,31 g MS (Sigma M-5519) ve 10 g siikroz 1,8 L
distile su igerisinde ¢6ziilmiis ve 1M NaOH kullanilarak pH5.7’ye ayarlanmistir. Daha
sonra hacim 2 L’ye tamamlanarak agar (10 g/It) ilave edilmistir. Son olarak MS besin
ortami 121 °C’de 15 dk siire ile otoklav ile steril edilmis ve 55°C’ye kadar sogutularak
steril petri kaplarina dokiilmiistiir. Daha sonra ¢alismada, aseptik kosullarda ¢imlendirilmis
bitkilerin bir grubuna DNA metilasyon inhibitorii olan 50 uM SMZ (sigma S6256)
uygulanmustir.

SMZ stok soliisyon hazirlanarakkullanilmistir. Coziicii olarak Dimetil siilfoksit
(DMSO) kullanilmistir. Molekiiler agirligi 278,33 gr/mol olan SMZ hassas terazide 0,969
g tartilip Sml DMSO ile ¢oziilmiistiir. Boylece 50 uM SMZ stok ¢ozeltisi hazirlanmustir.
Bu soliisyonsteril kabin igerisinde enjektdr ile 25 mm ¢apindakisteril filtreden gegirilip
ependorf tiiplerine aktarilmistir ve kullanilincaya kadar -20°C’de saklanmistir. 50 pM stok
cozeltibesinortamlarina besin ortami donmadan hemen Once steril pipet yardimiyla

eklenmistir. Sonrasinda steril petri kaplarina dokilmistiir.

3.3. Bitki Ekimi ve Cimlenmesi

Tohumlarin yiizey sterilizasyonu, % 6’lik ticari sodyum hipoklorit igerisinde 10dk
stire ile vorteks ile karistirilarak gergeklestirilmistir. Ardindan tohumlar steril distile su ile
lic defa yikanarak sodyum hipoklorit uzaklastirilmigve igerisinde bir miktar steril distile su
eklenerek MS besin ortami igeren petrilere aktarilmigtir. Tohumlar steril petriler igerisinde
dormansiyi kirmak amaciyla 2 giin siireyle +4°C’de bekletilmistir. Daha sonra 21°C’de,
fotoperiyodu 16 saat aydinlik/ 8 saat karanlik olan iklimlendirme kabininde 5 giin siireyle

cimlenmesi saglanmistir.
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Aseptik kosullarda ¢imlendirilen 7 giinliik bitkilerin bir grubu 8. giinde 50 uM SMZ
iceren MS besin ortamlarinin bulundugu petri kaplarina transfer edilmistir. Sonrasinda
aliminyum folyo ile saril1 bir sekilde karanliga alinmistir. Bu bitkilerden bazilar1 karanlhiga
alinmalarim takip eden 6, 12, 24, 72 ve 96. saatlerde 100 adet olacak sekilde toplanmis ve
stvi azot icerisinde dondurularak -86°C’de saklanmistir. Geriye kalan bitkiler ise 7 giin
boyunca karanlikta bekletilmis olup, kiiltliriin 15. gliniinden itibaren aydinliga alinmistir.
Bu bitkilerden ise ornekler, yine 6, 12, 24 ve 72.saatlerde 100 adet olacak seckilde

toplanmis ve sivi azot igerisinde dondurularak -86°C’de saklanmustir.

. s Cimlenme
Vernalizasyon .
. (5 Giin)
(2 Gun) o
400 21°C .
1 MS0 16 saat/8 saat ISIK
- Avdinlik/Karanlhik /
12. 13. 14. 15 16. 17 1s>
Hasat I I ' |
Saatlen ¢ 12 24 72 96 6 12 24 72
X X X X X X X X X
Y2 MS0
So0pM X XX X X X X X X

SMZ

Sekil 3.1. Karanlik ve 151k ortamindaki deney diizenegi.

3.3. RNA izolasyonu

Dokular RNA degradasyonunu 6nlemek amaciyla sivi azot igerisinde dondurulup
RNA izolasyonu gerceklestirilene kadar-86 °C’de depolanmistir.RNA izolasyon
caligmalarinda kullanilan havan, havan eli ve pensler bir giin 6ncesinden % 1’lik DEPC
(Applichem-A0881,0100) igeren suda bekletilmis ve daha sonra 121 °C’de 15 dakika siire
ile otoklavlanmustir.

1. Bitki dokular1 -86 °C’den ¢ikarilip hizli bir sekilde sivi azot igerisinde havan ve
havan eli ile ezilmistir.

2. Toz sekline gelen dokular mikrosantrifiij tiiplerine alinmis ve Trizol (Ambion—
15596018) yardimu ile kit (PureLink ® RNA Mini Kit (Invitrogen 12183018A)
kullanilarak RNA izolasyonu yapilmustir.

3. Homojenize edilmis mikrosantrifiij tiiplerindeki homojenata 1ml Trizol ilave

edilmis, alt iist edilerek 5 dakika oda sicakliginda bekletilmistir.

14



4. Sonrasinda tiiplerin her birine 200 pl kloroform ilave edilmis ve oda sicakliginda3
dakikabekletilmistir. Ardindan 12.000 rpm’de 15 dk siire ile tiipler santrifiij
yapilmustir.

5. Santrifijden sonra 400 ul tst faz yeni bir mikrosantrifiij tiipiine aktarilmistir.
Ardindan esit miktarda (400 pl) %70 etanol ilave edilip vortex yardimiyla
karigtirilmistir.

6. Filtreli kolona 700 plaktarilmis ve 12.000 rpm’de 15 saniye santrifiij yapilmustir.

7. Daha sonra altta kalan sivi uzaklastirilmis ve tiiplere 700 pl yikama soliisyonu I
ilave edilmistir.

8. 12.000 rpm’de 15 saniye santrifiij isleminin ardindan filtreli kolon toplama
tiiplinden ayrilmis ve yeni bir tiipe yerlestirilmistir.

9. 500 pl yikama soliisyonu II ilave edilmis tiipler 15 saniye 12.000 rpm’desantrifiij
yapilmistir. Ardindan altta biriken sivi uzaklastirilmistir. Bu islem 2kere tekrar
edilmistir.

10. Ardindanmaksimum hizda 1 dakika santrifiij edildikten sonra filtreli kolon yeni bir
mikrosantrifiij tlipline yerlestirilmistir.

11. Filtreli kolonuna 50 pl niikleaz igermeyen suilave edilmis ve 3 dakika oda
sicakliginda muhafaza edilmistir.

12. Tipler 12.000 rpm’de2 dk santrifiij isleminden sonra filtreli kolon atilmig ve
RNA’lar1 igeren mikrosantrifiij tipleri kullanilincaya kadar —86°C’de
depolanmustir.

13. Izolasyonun ardindan RNA’larin kalitesi agaroz jel elektroforezi ile kontrol edilmis
ve icerdigi RNA miktar1 florometrik yontem ile belirlenmistir.

RNA miktarlar1 Qubit® 2.0 florometre cihazi (Invitrogen, Q32866) kullanilarak
belirlenmistir. Bu amacgla 199 pl reaksiyon tamponu ile 1 pul RNA Reagent
(Invitrogen, Q10210) Kkarigtirilarak ¢alisma sollisyonu elde edilmis, vorteks
yardimiyla karistirilmistir. Sonrasinda 2 dk boyunca oda sicakliginda bekletilen

ornekler Qubit® 2.0 florometre cihazinda okutulmustur.

3.4. cDNA Sentezi
Tez calismasinda CDNA sentezi ‘High-Capacity’ cDNA Revers Transcription
Kiti(4368814; Applied Biosystems) kullanilarak yapilmistir. Reaksiyon kurulurken steril

pipet uglart ve PZR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu) tiipleri kullanilmigtir. Oncelikle
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dokulardan izole edilmis olan total RNA 6rneklerinde DNA kalintilarint uzaklagtirmak igin
DNaz uygulanmistir. Hazirlanan reaksiyon tiiplere eklenerek termal dongii cihazinda

37°C’de 30 dk siire ile inkiibe edilmistir (Cizelge 3.1).

Cizelge 3.1.DNaz uygulamasindaki reaksiyon bilesikleri

Bilesen Miktar Final
Konsantrasyonu
10X Reaksiyon tamponu 1 ul 1x
Kalip RNA 1000 pg/ul 100 pg/ul
DNase 1 ul 0,1p/pl

DNaz uygulamasi sonrasinda, tiiplere CONA reaksiyon bilesikleri eklenmistir.DNaz
enziminin inaktivasyonu amaciyla 65°C’de 10 dk inkiibe edilmistir. Ardindan, bu
bilesenlerin bulundugu tiiplere 10X reaksiyon tamponu (2 ul), Nuclease- free water (3,2
ul) ve son olarak Revers transkriptaz enzimi (1 pl) ilave edilmistir. Toplam hacim 20 pl’ye

tamamlanmis ve tiipler bir thermal cycler cihazinda inkiibeedilmistir (Cizelge 3.2).

Cizelge 3.2. cDNA sentez programi

Islem siras1 Sicaklik (°C) Zaman (dk)
1 25 10

2 37 120

3 85 5

4 4 Sonsuz (o)

3.5. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)

Tez calismasinda cDNA sentezinden sonra kalip olarak kullanilan ¢cDNA’larin
saglamliligi PZR ile kontrol edilmistir. Bunun i¢in bitkinin tiim dokularinda siirekli ifade
oldugu bilinen ACTINZ2 geni primerleri ile PZR reaksiyonu kurulmustur. Reaksiyon
kurulurken tiim iglemler buz tizerinde gerceklestirilmistir. Bu reaksiyon sonucunda 270
b¢’lik DNA bandi olusmasi beklenmistir. Tiim reaksiyonlar, bir tiip i¢inde master mix
olarak hazirlanip tiiplere esit miktarda dagitilmistir. Tiim tiiplere kalip olarak es miktarda
cDNA eklenmis ve son olarak Tag DNA Polymerase Recombinant (Invitrogen, 11615-
010) ilave edilmistir (Cizelge 3.3).
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Cizelge 3.3. PZR bilesenleri ve konsantrasyonlari

Bilesen Miktar Final
konsantrasyonu
10X PZR tampon 2,5 1X
50 mM MgCl, 2 2 mM
25X dNTP karigimi 0,5 0,2 mM
10pmol/ pl Reverse Primer 10,4 pmol
10pmol/ pl Forward Primer 10,4 pmol
Kalip cDNA 1
Nuclease Free water 16,75
Taqg Polimeraz 0,25
Toplam 25 ul

Cizelge 3.4.ACTIN2 genine ait PZR programi

Segment Sicaklik (°C) Zaman(dk) Dongii sayist
Ik Denatiirasyon 94 3 1
Denatiirasyon 95 1
Primerlerin Baglanmasi 59 15 35
Uzama 72 3
Final uzama 72 10 1

3.6. Agaroz Jel Elektroforezinde Kullanilan Tamponlar

3.6.1. 10X TAE Tamponu

48,4 gr M Tris base, 3,72 gr EDTA 900 ml dH,0 igerisinde ¢ozdiirtilmiistiir. Daha
sonraasetik asit (12 ml) ile pH’1 8,0 olarak ayarlanmistir. Son hacmi dH,O ile 1 I’ye

tamamlanmis ve oda sicakliginda muhafaza edilmistir.

3.6.2. 1X TAE Tamponu
Hazirlanmis olan 10X TAE tamponundan 100 ml ve 900 ml dH20O ile birlikte hacmi

1 I’ye tamamlanmis ve oda sicakliginda muhafaza edilmistir.

3.6.3. Ethidium Bromide Stok Cozeltisi
0,1 g ethidium bromide 10 ml dH,O igerisinde ¢oziilmiistiir. Soliisyonun bulundugu

kap aliiminyum folyo ile kaplanip karanlikta oda sicakliginda muhafaza edilmistir.

3.7. Agaroz Jel Elektroforezi
RNA Ornekleri ve PCR iriinleri  %1’lik agaroz jel elektroforezi ile
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goriintiilenmistir.0,5 gr Agaroz (Sigma 094509R) 50 ml 1X TAE tampon
icerisindersitilarak ¢ozilmiistiir. Ardindan 3 pl Ethidium Bromide (10 mg/ml) ilave
edilmis ve homojen bir sekilde karigsmasi saglanmistir. Daha sonra bu jel tarak
yerlestirilmis olan jel tepsisine dokiilmiis ve 30 dk jelin katilagsmas1 beklenmistir.

PCR iiriinleri ve ladder 6X yiikleme boyasi ile birlikte karigtirilmis ve kuyucuklara
strast ile yliklenmistir. Jelin yliriitilmesi i¢in gecen zaman 6,5 V/ cm’de 80 dk’dir. PCR
riinlerinin resimleri ultra violet (UV) transilluminator tablasinda Olympus C-5060
markali fotograf makinesi sayesinde goriintiilenmistir. Elektroforez igin 1 kb ladder
(Fermentas DNA Ladder SM0633) kullanilmistir (Sekil 3.4)

bpng/0OSpg %

10000
8000

— 1500 250 50

1000 60.0 120
— 750 250 50

— 500 250 50

[e—
fem—
[ —
fremm—
J—
—_—
_—
pr—
—_—
- .

— 250 250 50

Sekil 3.4. Elektroforezde kullanilan 1 kb olan ladder

3.8. SMZ’nin Bitki Gelisimi Uzerine Etkilerinin incelenmesi

Calismada, 50 uM SMZ uygulanmis bitkilerin gelisimi tizerine etkileri incelenmistir.
Bu amagla aseptik kosullarda bitkiler yetistirilmistir. Birinci grup MSO kontrol grubu,
ikinci grup ise 50 uM SMZ uygulanmis grup olmak iizere A. thaliana Columbia ekotipine
ait tohumlarin petri kaplarina tek sira halinde ekimleri yapilmistir. MSO ve 50 uM SMZ
igeren besin ortamlarina ekilen tohumlar 2 giin siireyle +4 °C’de bekletilmistir. Daha sonra
tohumlar 21°C’de, fotoperiyodu 16 saat aydinlik/ 8 saat karanlik olan iklimlendirme
kabinine birakilarak c¢imlenmesi saglanmistir. 15 giin siireyle c¢imlendirilmislerdir.
Cimlenme sonrasinda dallanma sekilleri incelenmis ve kok boylart dijital bir kumpas ile
Olclilmiis, yas agirliklar1 kaydedilmistir. Bitkilerdeki kok boyu sonuglari, kontrol ve 50 uM
SMZ uygulanmis iki grup bitkideki ortalama farkin istatistiksel olarak anlamli olup

olmadigini degerlendirmek i¢in T testi kullanilmastir.
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3.9. Ger¢ek Zamanh PZR Deneyleri

SLs Dbiyosentezinde ve algilanmasinda gorevli olan genlerin anlatimlarinin
karsilastirilmas1 i¢in Tagman problar1 vekantitatif gergek zamanli PZR yontemi
kullanilmigtir. Gen anlatim ¢aligmasi i¢in genlere 6zgii MAX4 (AT02248793-g1), D14
(AT0222998-g1) ve Casein Kinasell (AT02222831-g1) Tagman problart kullanilmustir.

Gen anlatim caligmalar1 kantitatif PZR teknigi ile gergeklestirilmistir. PZR
deneylerinin gerceklestirilmesi amaciyla 96 kuyucuklu plateler kullanilmistir. Her bir
kuyucuga 1 uL (50 ng/ uL) cDNA, 5 uL master mix, 0,5 pL TagmanProb (AB applied
biosystems) ve 3,5 uL niikleaz icermeyen su eklenmisti. DNA ve RNA
kontaminasyonunun kontrol edilmesi amaci ile negatif ters transkriptaz kontrolii ve negatif
kontrol reaksiyonlar1 gerceklestirilmistir (Sekil 3.5). Pozitif kontrol geni olarak Casein
Kinasell (AT4G17640) geni kullanilmistir (Rasmussen ve ark., 2012). Calismada her bir
gen i¢in 3 teknik tekrar yapilmistir. Gen anlatimlarinin kiyaslanmasinda karsilagtirmali Ct

yontemi kullanilmistir. Applied Biosystem 7500 cihazi ile okumalar yapilmistir.

Cizelge 3.5. Tagman prob yontemi ile PZR ¢aligmalarinda kullanilan 6rnek plate diizeni

0 0 0
kontrol | kontrol | kontrol
D14 D14 D14

6 6 6 SM
kontrol | kontrol | kontrol |6 SMZ |6 SMZ |Z
D14 D14 D14 D14 D14 D14

12
12 12 12 12 12 SM
kontrol | kontrol | kontrol |SMZ [SMZ |Z
D14 D14 D14 D14 D14 D14

24
24 24 24 24 24 SM
kontrol | kontrol | kontrol | SMZ SMZ Z
D14 D14 D14 D14 D14 D14

72
72 72 72 72 72 SM
kontrol | kontrol | kontrol |SMZ [SMZ |Z
D14 D14 D14 D14 D14 D14
12 24 72 6 12 24 72
0 6 kontrol | kontrol | kontrol [SMZ |SMZ |SMZ SMZ |N RT
kontrol | kontrol | CASEI | CASEI | CASEI | CASEI | CASEI | CASEI | CASEI | CASEI | CASEI
CASEIN | CASEIN | N N N N N N N N su N
12 24 72 6 12 24 72
0 6 kontrol | kontrol | kontrol |SMZ |SMZ |SMZ |SMZ |N RT
kontrol | kontrol | CASEI | CASEI | CASEI | CASEI | CASEI | CASEI | CASEI | CASEI | CASEI
CASEIN | CASEIN | N N N N N N N N su N
0 6 12 24 72 6 12 24
kontrol | kontrol | kontrol | kontrol | kontrol | SMZ SMzZ |SMz |72 N RT
CASEIN | CASEIN | CASEI | CASEI | CASEI | CASEI | CASEI |CASEI | SMZ | CASEI | CASEI
N N N N N N N N CASE |Nsu N
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BOLUM 4
ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4.1. Bitki Materyalinin Y etistirilmesi

Calisma i¢in gerekli olan yabanil tip A. thaliana Columbia ekotipine ait tohumlar
Arabidopsis Biological Resource Center (ABRC) tarafindan onerilen yontem modifiye
edilerek yetistirilmistir.

Tohumlar yiizey sterilizasyonu sonrasinda 2 giin siire ile +4 °C’de bekletilmistir. Bu
siirede dormansi kirilarak ¢imlenme tesvik edilmistir. Daha sonra tohumlar 21 °C‘de,
fotoperiyodu 16 saat aydinlik/ 8 saat karanlik olan bitki iklimlendirme kabinine koyularak
¢imlenmeleri saglanmistir. Cimlenme tohumlarin kabine alinmalarini takip eden 2. gilinde
baslamistir. Tohumlarin tamami 4 gilin sonrasinda ¢imlenmistir. Bu asamada bitkiler
kotiledon yaprak ve kokler olusturmustur.

Calismada bitkiler kiltiirtin 8. giiniinden itibaren iki farklt besin ortaminda,
icerisinde hicbirekleme yapilmamis (MSO) ve igerisine 50 pM SMZ eklenmis MS besin
ortamlarindakaranliga alinmistir. Bitkiler bu ortamlarda 7 giin siire ile bekletilmis ve farkli
zamanlarda petrilerden ornekler toplanmistir. Hasat edilen bitkilerin govde ve kok
boylariin uzadigi ve gercek yaprak olusturduklari goriilmiistiir.

Karotenoid biyosentezinin karanlik sartlarda yetistirilen bitkilerde durdugu rapor
edilmisgtir (Cazzonelli ve ark., 2009b; Maylish-Gati ve ark.,, 2012) bu nedenle
calismadabitkiler ¢imlenmeden 5 gilin sonra karanhiga alinmis, bdylece karotenoid
biyosentezinin durdurulmas: saglanmistir. Daha sonra ise bitkiler 1s18a alinarak SLs
biyosentezine es zamanli baslamalar1 saglanmistir. Calismada, karanlikta bekletilen A.
thalianabitkilerininboy ve kotiledon yapraklariuzayarak sararmis, gercek yapraklarin ise
zayif kaldiklar1 gorilmiistir (Sekil4.1-4.2). Bitkilerin 1518a alinmalarindan sonra
hipokotildeki hiicrelerin kokleri uyararak SLs biyosentezini baslattigi bilinmektedir
(Rasmussen ve ark., 2012). Ayrica, karanlikta bekletilen c¢eltik bitkilerinde SLs
sentezlenemedigi igin siirglin sayisinda artiglar bildirilmistir (Arite ve ark., 2009; Lin ve
ark., 2009). Domates bitkisi ile yapilan bir ¢alismada iseiiretilen SLs biyosentezinin

karotenoidlerle iligkili oldugu rapor edilmistir (Lopez-Raez ve ark., 2008).
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Sekil 4.1. MSO besin ortaminda 5 giin ¢imlenmeden sonra 7 giin boyunca karanlikta

bekletilen A. thaliana fideleri

A=

\\\\\\,‘;. i U

Sekil 4.2. MSO besin ortaminda 5 giin ¢imlenmeden sonra 50 pM SMZ igeren 7 giin
boyunca karanlikta bekletilen A. thaliana fideleri

4.2. RNA Izolasyonu ve cDNA Sentezi

Calismada, MSO ve 50 uM SMZ igeren besin ortamlarinda kiiltiire alinmis A.
thaliana bitki fidesine aitdokulardan RNA izolasyonlar1 yapilmistir (Sekil 3.1). Bitkiler
onceden sogutulmus steril pens yardimiyla porselen havanlara aktarilmis ve total RNA
izolasyonu gergeklestirilmistir. Calismada RNA miktarlar1 flourometrik yontem ile
belirlenmis ve 300 ile 1710 ng/ul arasinda oldugu anlasilmistir (Cizelge 4.1-4.2). izole
edilen RNA’larin kalitesi ise agaroz jel elektroforezi ile kontrol edildiginde 18S ve 28S
RNA bantlarini i¢erdigi i¢in 6rneklerin saglam oldugu anlagilmistir (Sekil 4.3-4.4 ve 4.5).
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Sekil 4.3. Karanliktaki MSO ve SMZ 50 uM bitkilere ait RNA’larin agaroz jel elektroforez
goriintiisii. Her bir kuyucuk numarasi resim tizerine yazilmistir. Kuyucuk 2-7 MSO (1-DNA
Ladder, 2-¢imlenmenin kontrolii, 3-6. saat, 4 -12. saat, 5- 24. saat, 6-48. saat ve 7-72. saat).
Kuyucuk 8-13 SMZ’li grup ( 8- 6. saat, 9 -12. saat, 10 - DNA Ladder, 11-24. saat, ve 12-
48. saat ve 13-72. saat)

Sekil 4.4. Isiktaki MSO bitkilerine ait RNA’larin agaroz jel elektroforez goriintiisii. Her bir
kuyucuk numarasi resim tizerine yazilmistir. Kuyucuk 2-7 MSO (1-DNA Ladder, 2-
karanliktaki 96. saat, 3-6. saat, 4 -12. saat, 5- 24. saat, 6- 48. saat ve 7-72. saat)
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Sekil 4.5. Isikta yetistirilen ve 50 uM SMZ uygulanmis bitkilere ait RNA’larin agaroz jel

elektroforez goriintiisii.Her bir kuyucuk numarasi resim tizerine yazilmistir. Kuyucuk 2-7
SMZ’ 1i grup (1-DNA Ladder, 2-karanliktaki 96. saat, 3 -6. saat, 4- 12. saat, 5-24. saat, 6-
48. Saat ve 7-72. saat)

Cizelge 4.1. RNA izolasyonu yapilan karanliktaki dokulara ait RNA miktarlar

Saat MSO0 (ng/ ul) SMZ (ng/ 1)
6 300 712
12 870 426
24 676 670
72 750 380
96 462 1710

Cizelge 4.2. RNA izolasyonu yapilan 1siktaki dokulara ait RNA miktarlari

Saat MSO0 (ng/ ul) SMZ (ng/ ul)
Kontrol 495

6 340 406

12 980 705

24 600 1080

72 830 720

RNA izolasyonu c¢alismalarindan sonra ise, cDNA sentezi gergeklestirilmistir.
Burada, cDNA Kalitesini kontrol etmek igin ACTIN2 (AT3G18780) primerleri
kullanilmistir. Bu PCR reaksiyonunda her bir 6rnekte 270 baz cifti uzunlugunda PCR
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tirtinii meydana gelmistir (Sekil 4.5-4.6). ACTINZ2 primeri ile kurulan PCR iiriinleri agaroz

jel elektroforezi ile goriintiilenmistir.

Sekil 4.6. Karanlikta yetistirilen MSO bitkisine ait ACTIN2 PZR jel goriintiisii.Her bir
kuyucuk numarasi resim iizerine yazilmigtir. Kuyucuk 2-7 MSO (1-DNA Ladder, 2-
kontrol, 3-6. saat, 4 -12. saat, 5- 24. saat, 6-48. saat ve 7-72. saat)

Sekil 4.7. Karanlikta yetistirilen ve 50 uM SMZ uygulanmig bitkilere ait ACTIN2 PZR jel
goriintiisii. Her bir kuyucuk numarasi resim tizerine yazilmistir. Kuyucuk 2-7 SMZ’ li grup
(1-DNA Ladder, 2- kontrol, 3-6. saat, 4 -12. saat, 5- 24. saat, 6-48. saat ve 7-72. saat)
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Sekil 4.8. Isikta yetistirilen MSO bitkisine ait ACTIN2 PZR jel goriintiisii.Her bir kuyucuk
numarasi resim iizerine yazilmistir. Kuyucuk 2-7 MSO (1-DNA Ladder, 2-karanliktaki 96.
saat, 3-6. saat, 4 -12. saat, 5- 24. saat, 6-48. saat ve 7-72. saat)

Sekil 4.9.Isikta yetistirilen50 uM SMZ bitkisine ait ACTIN2 PZR jel goriintiisii. Her bir
kuyucuk numarasi resim iizerine yazilmistir. Kuyucuk 2-7 SMZ’li grup (1-DNA Ladder, 2-
karanliktaki 96. saat, 3-6. saat, 4 -12. saat, 5- 24. Saat, 6-48. saat ve 7-72. saat).

4.4. Gen Anlatim Calismalar:

Caligmada, SLs biyosentezinde gorevli MAX4 ve SLs algilamasinda gorevli D14 gen
anlatimlar tizerine DNA metilasyonun etkisi arastirllmistir. MAX4 bitkilerin kok ucunda
ve korteksinde anlatima ugrayan bir karotenoid cleaveage enzimidir (Gomez-Roldan ve

ark.,2008; Umehara ve ark., 2008). D14 geni ise a/B- Hidrolaz siiper ailesinin bir {iyesi
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olup reseptor gorevi yapar (Arite ve ark., 2009). SLs biyosentezinde ve sinyalinde gorevli
olan bu genlerin anlatimlarinin incelenmesi igin Tagman problart ile kantitatif PZR
kurulmustur. Calismada bitkiler MSO ve 50 uM SMZ ilave edilmis MS besin ortamlarinda
yetistirilmis olup, SLs biyosentezi 1sik ile kontrol edilmistir. Calismada bitkilere DNA
metilasyonunu inhibe edecek miktarda SMZ uygulanmistir (Zhang ve ark., 2012). Gen
anlatim caligmalarina 48. saat istatistiksel acidan gilivenilir olmadigr i¢in dahil

edilmemistir.
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Sekil 4.10.MAX4 geninin gergek zamanli PZR sonuglari

MAX4 geninin A. thaliana bitkisinde karanlikta ve 1sikta kalan farkli saat diliminde
gen anlatimi incelenmistir. Calisgmada A. thaliana bitkileri MS0O besin ortamlarinda
karanlikta kiiltiire alinmistir. Daha sonra, kiiltiiriin 6, 12, 24, 72 ve 96. saatlerinde ornekler
toplanmistir. MSO besin ortamlarinda karanlikta kiiltiire alinan bitkilerde MAX4 gen
anlatim1 kontrol grubu ile karsilagtirildiginda ilk 24 saat boyunca sabit kalmistir. Bu genin
anlatim1 72. saatte yiikselmis, fakat 96. saatte ise diigmiistiir (Sekil 4.10). Igerisine 50 pM
SMZ eklenmis MS besin ortamlarinda karanlikta kiiltiire alinmis bitkilerde ise MAX4
geninin anlatim1 bitkilerin karanliga alinmalarindan 24 saat sonra artmis olup, 96. saatte en
yiiksek seviyelere ulasmistir (Sekil 4.10).

Calismada MAX4 gen anlatimi {izerine 15181n ilk 24 saat igerisinde bir etkisinin

olmadig1 bu genin anlatimmin diigiik kaldig1 goriilmiistiir. Fakat her iki besin ortaminda
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kiiltire aliman bitkilerde 151k uygulamasinin 72. saatinde MAX4 gen anlatiminin aniden
yiikseldigi bulunmustur (Sekil 4.10).

Liu ve arkadaglarinin 2012 yilinda yapmis olduklar1 bir ¢alismadaisik altinda A.
thaliana bitkisinde SLs’nin yanal kok gelisimini inhibe ettigi ve bunun sonucunda kok
uzamasinda artis oldugu goriilmiistiirve koklerde olan bu artisin fazla SLs birikimine neden
oldugu anlasilmistir. Boylece 1518in SLs seviyeleri iizerinde pozitif bir etki gosterdigi
bildirilmistir (De Simone ve ark., 2000).

MAX4 geni bitkilerde siirgiin dallanmasini kontrol eder. Rasmussen ve arkadaslarinin
2012 yilinda yapmis olduklart bir ¢aligmada ¢imlenmeden 5 giin sonra 1s18a aktarilan
hipokotillerdeki hiicrelerin kokleri uyararak SLs biyosentezini baslattigi bilinmektedir. SLs
biyosentez geni olan MAX4 geninin ifadesinde artis oldugu goriilmiistiir ve bu genin 151k

hassasiyetine sahip oldugu anlasilmistir.

D14 51/2 MS0O ® SMZ

00
S
w3
<
2
¥

1 %)

FARAERE B
o N ]

0 6 12 24 72 9% 6 12 24 72
Kontrol " Karanlik Isik

Sekil 4.11.D14 geninin ger¢ek zamanli PZR sonuglar

D14 geninin A. thaliana bitkisinde karanlikta ve 1sikta kalan farkli saat diliminde gen
anlatimi incelenmistir. Karanlikta kalan MSO ve SMZ iceren besin ortamlarinda gelistirilen
bitkilerden 6, 12, 24, 72 ve 96. saatlerde 6rnekler toplanmustir.

MSO0 besin ortamlarinda karanlikta kiiltiire alinan bitkilerde D14 gen anlatimi kontrol
grubu ile karsilastirildiginda ilk 24 saat boyunca sabit kalmis olup, bu genin anlatimi 72.
saatte yiikselmis 96. saatte ise tekrar diigmiistiir (Sekil 4.11). Igerisine 50 pM SMZ
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eklenmis MS besin ortamlarinda karanlikta kiiltiire alinmis bitkilerde ise ilk 12 saatte D14
gen anlatimi sabit kalmis olup, 24. saatte en yliksek seviyeye ulagsmistir.

Calismada bitkiler ¢cimlenme sonrasinda 7 giin boyunca karanlikta bekletilmis olup
daha sonra 1s1ga alinmistir. MSO besin ortamlarinda kiiltiire alinan bitkilerin 1s18a
transferleri sonrasindaD14 gen anlatiminin 6. saatte yiiksek oldugu, fakat sonraki saatlerde
anlatimm diiserek sabit kaldigi goriilmistiir. Her iki besin ortaminda kiiltire alinan
bitkilerde 151k uygulamasinin 12, 24 ve 72. saatlerinde D14 gen anlatiminin siirekli sabit
kaldig1 ve degismedigi bulunmustur.

D14 genin celtik bitkisinde siirgiin dallanmasini inhibe ettigi goriilmistiir. Karanlikta
bekletilen celtik bitkisinde siirgiin sayisinda artiglar gozlenmistir. Bu ylizden SLs
sentezleyemedigi veya algilama ve sinyalizasyonda mutasyonlar meydana geldigi
gorilmistiir (Arite ve ark., 2009; Lin ve ark., 2009).

A. thaliana bitkisinin yapraklarinda ve yaprak saplarinda D14 gen anlatiminin
yiiksek oldugu fakat koltuk alti tomurcuklarinda ve koklerde ise anlatiminin diisiik oldugu
goriilmiistiir. Koltuk alt1 tomurcuklarmin yiiksek 151k kosullarinda D14 geninin anlatimi
incelenmistir. Tomurcuk gelisiminin durdurulmasinda SLS geninin alatiminin yiiksek
oldugu gosterilmis ve buda SLs sinyal iletiminde degisikliklere yol agmistir. D14 geni SLs
sinyal iletiminde bir baskilayici olarak islev goriir ve bozunmasi tomurcuk biiyiimesini
baskilar. SLs tomurcugun fazla biiylimesini inhibe etmektedir. Tomurcuk gelisiminin
diisiik olmasinda SLs geninin anlatimimin yiiksek oldugu sonucuna varilmistir (Chevalier

ve ark., 2014).

4.5. SMZ’nin Bitki Gelisimi Uzerine Etkileri

Tohumlar 21°C’ de, fotoperiyodu 16 saat aydinlik/8 saat karanlik olan biiyiime
kabininde birakilarak 5 giin i¢inde ¢imlenmesi saglanmistir. Bitkilerin 15 giin igerisinde
gelisimleri incelenmis ve 15 giinliik fidelerin kok boylar1 dijital bir kumpas ile 6l¢ililmiis ve
yas agirliklart kaydedilmistir. MSO ve 50 uM SMZ ortamlarina ekimi yapilan 50 bitkinin

kok boylarimin 6l¢iimii ve 100 bitkinin yas agirliklar istatistiksel olarak incelenmistir.
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Sekil 4.12.A: A. thaliana MS0, B: A. thaliana 50uM SMZ (15 giinliik fideler)

SMZ’nin bitki gelisimi iizerine etkileri incelenmis olup petri kaplarindaki bitkilerin
kok gelisimleri incelenmistir. Petri kaplarindaki bitkilerin siirgiin ve yapraklart kontrol
grubu ile karsilagtirildiginda 50 uM SMZ’nin gelisime engel oldugu anlagilmistir. Bununla
birlikte yaprak renginde sararmalar meydana gelmistir. Bitkilerin kok boylari da benzer
sekilde SMZ’nin etkisi ile azalmistir. Bu sonuglar 50 uM SMZ’nin toksik etki

gostermesinden dolay1 bitki gelisiminin yavasladigini isaret etmistir.
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Sekil 4.13.A. thaliana bitkisine SMZ uygulamasinin kok boylarina etkisi

Bitkilerdeki kok boylarinin sonuglari, kontrol ve 50 uM SMZ uygulanmig
bitkilerdeki kok boylarina ait 6l¢iimlere T testi uygulanmis ve ortalamalar arasindaki farkin
istatistiksel acidan anlamli oldugu goriilmiistiir. P = 3E-35 (Sekil 4.13).

A. thaliana bitkisinde 50 bitkinin kok boylar1 karsilagtirildiginda kontrol grubu ile 50
uM SMZ igeren bitki grubunun istatistiksel analizi sonucunda bulunan P degeri P <0,05

oldugu belirlenmistir. Yas agirliklar ise sirasi ile 0, 659 g ve0,025 g olarak kaydedilmistir.
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SONUC VE ONERILER

Bitkilerde siirgiin ve kok dallanmasini diizenleyerek bitki mimarisini kontrol eden
SLs.kimyasal yapis1 karotenoid kokenli terpenoid laktonlardan olanyeni kesfedilmis bir
bitki hormonudur (Brewer ve ark., 2013).

Bu calismada, A. thaliana bitkisinde SLs biyosentezinde gorevli MAX4 ve sinyal
iletiminden sorumlu D14 genlerinin anlatimlar1 {izerine bir DNA metilasyon inhibitorii
olan SMZ’nin etkisi ortaya c¢ikarilmistir. Buna gore, bu genlerin DNA Metilasyonu
varliginda ve yoklugunda farkli saat dilimlerinde hasat edilen bitkilerin anlatimlar1 Real
Time PZR ile incelenmistir.

Bitkilere ait tohumlar ilk olarak +4 'C’de 2 giin siire ile bekletilmis ve ardindan
cimlenmeleri i¢in biiylime kabinine aktarilmistir. Biiylime kabininde 5 giin ¢imlenmeden
sonra, karotenoid biyosentezini durdurmak igin bitkiler karanliga alinarak 7 giin siire ile
etiyole edilmistir. Karotenoid biyosentezi 1s1ga bagli oldugu oncesinde bildirilmistir
(Cazzonelli ve ark., 2009b; Mayzlish-Gati ve ark., 2012). Calismada kiiltiiriin 8. gliniinden
itibaren bitkiler farkli besin ortamlarinda 1518a transfer edilmis ve bdylece SLs
biyosentezine es zamanli olarak baglamalari saglanmastir.

MSO0 besin ortamlarinda karanlikta kiiltiire alinan bitkilerde MAX4 gen anlatiminin
72. saatte en yiiksek seviyede oldugu ve kontrol grubu ile karsilastirildiginda 4 kat arttigi
sonucuna varilmistir (Sekil 4.10). En diisiik gen anlatiminin ise bitkilerin karanliga alindigi
ilk 6. saatte oldugu anlasilmistir. SMZ uygulamas: ile karanlhikta kiiltiire alinan bu
bitkilerde MAX4 gen anlatimi 96. saatte en yiiksek seviyede oldugu ve kontrol grubu ile
karsilastirildiginda 5 kat fazla oldugu sonucuna varilmstir (Sekil 4.10).

Calismada bitkiler karotenoid biyosentezini durdurmak i¢in 7 giin boyunca
karanlikta bekletilmis olup daha sonra 1g18a transfer edildiklerinde; MAX4 geni MSO besin
ortamlarinda kiiltlire alinan bitkilerde 72. saatte kontrole gore 6 kat artarken, icerisinde 50
uM SMZ iceren besin ortamlarindaki bitkilerde kontrole gore 4 kat arttigi sonucuna
vartlmustir (Sekil 4.10).

Calismada, karanlikta kiiltiire alinan bitkilerde MAX4 gen anlatiminin SMZ
uygulamas: ile arttigi ortaya c¢ikarilmistir. Metilasyon yoklugunda gen anlatimi
yiikselmistir. Boylece DNA metilasyonunun SLs biyosentezi lizerine etki gosterdigi
anlagilmistir. Isiga transfer edildiklerinde ise, 15181n etkisi SMZ’yi baskilamistir.

Karanlikta SLs biyosentezi durdugu icin anlatimin durmasi: beklenmistir fakat
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SMZ’nin etkisi ile anlatim artmaya devam etmistir. Boylece bitkiler karanlikta durdugu
siirece SMZ’nin biyosenteze pozitif etki gosterdigi sonucuna varilmistir.

D14geni, SLs igin bir sinyal bilesenidir ve bir reseptér gorevi yapar.MSO besin
ortamlarinda karanlikta kiiltiire alinan bitkilerde D14 gen anlatiminin 72. saatte en yiiksek
seviyede oldugu ve kontrol grubu ile karsilastirildiginda 1,5 kat arttigi sonucuna varilmistir
(Sekil 4.10). En diisiik gen anlatimi ise 96. saatte oldugu goriilmistiir. SMZ uygulanmis
bitkilerde D14 gen anlatimi 24. saatte kontrol grubu ile karsilastirildiginda 4 kat fazla
oldugu sonucuna varilmistir (Sekil 4.11).

Calismada bitkiler karotenoid biyosentezini durdurmak i¢in 7 giin boyunca
karanlikta bekletilmis olup daha sonra 1s18a transfer edildiklerinde; D14 geni MSO besin
ortamlarinda kiiltiire alinan bu bitkilerde 6. saatte kontrole gore 1,5 kat artarken, igerisinde
50 uM SMZ igeren besin ortamlarindaki bitkilerde kontrol ile ayni seviyelerde kaldigi
sonucuna varilmistir (Sekil 4.11). D14 gen anlatimi {izerine ilk 6. saatte 15181n etkili olup
gen anlatiminin yliksek oldugu sonucuna varilmistir. Bitkilerin 1518a ilk transferinde sinyal
iletiminin artmis oldugu diisiiniilmektedir, sonrasinda ise sabit kalmaistir.

Calismada, karanlikta kiiltiire alinan bitkilerde D14 gen anlatimininin SMZ’nin etkisi
ile 24. saatte en yiiksek seviyede oldugu sonucuna varilmistir. D14 geninin algilama igin
ilk 24 saatin yeterli olunabilecegi diisiiniilmiistiir.

SMZ’nin sinyal iletimini arttirarak pozitif etki gosterdigi ve bundan dolayr da DNA
metilasyonunu SLs sinyali izerine etki gosterdigi anlagilmistir.

Icerisine 50 uM SMZ eklenmis ve karanlikta kiiltiire alinan bitkilerde MAX4 ve D14
genlerinin anlatimlarinin daha yiiksek oldugu anlagilmistir. MAX4 ve D14 genlerinin her
ikisinde de 15181in etkisi SMZ’yi baskilamistir. DNA metilasyonunun olmamasi 118
pozitif etkisini kaldirmistir. SMZ’nin, DNA metilasyon seviyelerini diisiirerek epigenetik
susturmay: ortadan kaldiran bir kimyasal oldugu bilinmektedir (Zhang ve ark., 2012).
DNA metilasyon seviyelerinin diismesinin nedeni, SMZ’nin folat sentezinde kullanilan
metil kaynagini azaltmasidir. SMZ uygulandiginda DNA metilasyonu ortadan kalkmistir.
DNA metilasyonu olmadiginda MAX4 ve D14 genlerinin anlatimi1 daha yiiksektir. Bu
sonuclara gére SMZ’nin SLs biyosentezi ile iligkili oldugu anlasilmistir.

Calisma sonucunda, SLs biyosentezini kontrol eden mekanizmalar hakkinda bilgi
sahibi olunmustur. SLs biyosentezinin DNA metilasyon inhibitorii olan SMZ ile kontrol
edilmesi sayesinde ise bitki yetistirme acgisindan yeni yaklasimlarin getirilmesine olanak
saglanacaktir. SMZ bitkilere uygulandiginda bitkilerin dallanma ve kok gelisimlerinde

olumsuz etkiler yarattii, DNA metilasyonunun ortadan kalkmas1 ile bitki
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gelisiminiyavaglattigt gorilmistiir. SLs sinyal yolagi bahgecilik uygulamalari igin
modifiye edilebilecektir. Calismanin SLs {ireten bitkilerin gelisimlerinin incelenmesinde

faydal1 olabilecegi diistiniilmektedir.
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