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OZET

Brassica oleracea L. (Lahana)'da Anter Gelisimi ve Programh Hiicre Oliimii

Anter ¢eper tabakalariin gelisiminin diizenli olmasi bitkilerde iireme gelisiminin
saglikl bir sekilde ilerlemesinde 6nemli rol oynar. Bu tabakalardan biri olan tapetum ile
polen verimi arasinda da siki bir baglantt vardir. Tapetum hiicreleri, polen gelisimi
sirasinda yiiksek metabolik aktivite gosterirler. Bu hiicreler, polenlerin beslenmesinde,
ekzin ¢eper olusumunda, mikrosporlarin mikrospor tetratindan salinmasinda, polenlerin
pistilde taninmasinda goérev alan sinyal molekiillerinin salgilanmasinda rol oynar.
Tapetum gelisiminde goriilen anormallikler steril polenlere sebep olmaktadir. Sitolojik
calismalar tapetum tabakasindaki hiicrelerin programli hiicre 6liimiine ugradiklarini
gostermektedir. Calismamizin amaglarindan biri, Brassica oleracea’nin anter gelisiminin
incelenmesi ve Brassicaceae familyasinin embriyolojik bulgularina katki saglamaktir.
Bunun yaninda dogal gelisim siirecinde anter ¢eper tabakalarinda gergeklesen programli
hiicre O6liimiiniin mikroskobik, biyokimyasal ve molekiiler yontemler kullanilarak
incelenmesidir. Mikroskobik c¢alismalar i¢in toplanan ¢igek tomurcuklar fikse edildi ve
ornekler gelisim evrelerine gore ayrilarak parafine gomiildii. Orneklerden alinan kesitler
151k mikroskobu igin Hematoksilen, Periyodik asit-Schiff, Coomassie parlak mavisi,
Sudan siyah1 B ve Alizarin kirmizist ile boyandi. Anter ¢eper tabakalarinda programl
hiicre 6liimiiniin belirlenmesi i¢in kesitler DAPI ve TUNEL ile isaretlenip floresan
mikroskobunun altindan incelendi. Molekiiler ve biyokimyasal yontemler igin taze
anterlerdeki polen taneleri anter ¢eper hiicrelerinden uzaklastirildi. Kaspaz-1 benzeri
aktiviteleri belirlemek amaciyla kaspaz-1 kiti kullanildi. Programli hiicre 6liimiiniin
belirteglerinden biri olan DNA fragmentasyonunun belirlenmesi igin anter ¢eper
hiicrelerinden DNA izolasyonu yapildi ve jel elektroforezinde yiiriitiildi. Elde ettigimiz
sonuglara gore anter ¢eper hiicrelerinde geng polen evresinde baslayip vakuollii polen
evresinde devam eden nukleus bozukluklar1 ve TUNEL pozitif sonuglar gozlendi. Bunun
yaninda ayni evrelerde kaspaz benzeri aktivitelerin yliksek oldugu ve DNA
fragmentasyonunun belirgin oldugu oldugu tespit edildi. Olgun polen evresinde ise geriye
sadece epidermis ve endotesyumun kaldig1 belirlendi.

Anahtar sozciikler: anter, kaspaz-1 benzeri aktivite, programli hiicre 6liimii, tapetum,
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ABSTRACT

Anther Development and Programmed Cell Death in Brassica Oleracea L.
(Cabbage)

The regular development of anther wall layers plays an important role in the
healthy progression of reproductive development in plants. There is also a tight
connection between nutritive tissue tapetum, one of the anther layers, and pollen yield.
Tapetum cells show high metabolic activity during pollen development. These cells play
arole in the nutrition of pollen, the formation of the exine wall, the release of microspores
from the microspore tetrate, and the secretion of signal molecules involved in the
recognition of the pollen in the pistil. Abnormalities in the development of tapetum cause
sterile pollen formation. Cytological studies show that cells in the tapetum layer undergo
programmed cell death. One of the aims of our study is to investigate the anther
development of Brassica oleracea and to contribute to the embryological findings of
Brassicaceae family. In addition, it is the examination of programmed cell death that
occurs in the anther wall layers during the natural development process using
microscopic, biochemical and molecular methods. Flower buds collected for microscopic
studies were fixed and samples were separated according to their developmental stages
and embedded in paraffin. Sections from the samples were stained with hematoxylin,
periodic acid-Schiff, Coomassie brilliant blue, Sudan black B and Alizarin red S for light
microscopy. The sections were signed with DAPI and TUNEL, and examined under a
fluorescent microscope to determine the programmed cell death in the anther wall layers.
For molecular and biochemical methods, the pollen grains in fresh anthers were seperated
from the anther wall cells. Caspase-1 kit was used to determine caspase-1 like activities.
DNA isolation was performed from anther wall cells to determine DNA fragmentation,
which is one of the signals of programmed cell death, and genomic DNA were run in gel
electrophoresis. According to the data we obtained, nucleus disorders and TUNEL
positive results, which started in the young pollen stage and continued in the vacuolated
pollen stage, were observed in other anther wall cells. In addition, it was found that
caspase 1-like activities were higher and DNA fragmentation was evident in the same
stages. In the mature pollen stage, only the epidermis and endothecium remained.

Key words: anther, caspase-1 like acvitivites, programmed cell death, tapetum,
July, 2020 Hasan Can KUCUKALI



SEMBOLLER

ul : Mikrolitre

ml : Mililitre

nM : Nanomolar

rpm : Revolutions per minute (dakikadaki devir sayisi)
gr : Gram

pm : Mikrometre

nm : Nanometre

b¢ : Baz gifti
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KISALTMALAR

Apaf-1 . Apoptotic protease activating factor 1 (Apoptotik proteaz aktiflestirici
faktor)

Ca*? : Kalsiyum

CAD : Caspase-activated Dnase (Kaspazla aktiflestirilen DNAaz)

CBB : Coomessie Brilliant Blue

CHAPS : 3-[(3-Kolamidopropil) dimetilamonyum]-1-propansiilfonat

DAPI : 4’ 6-diamidino-2-phenylindole

DISC : Death-inducing signaling complex (Oliim baslatic1 sinyal kompleksi)

DNA : Deoksiriboniikleik asit

DTT : Ditiotreitol

EDTA : Etilendiamintetraasetik asit

FADD : Fas-associated protein with death domain

HCI : Hidroklorik asit

HEPES : 4-(2-hidroksietil)-1-piperazineetansulfonik asit

KOH : Potasyum hidroksit

NacCl : Sodyum kloriir

PAS : Periyodik Asit-Shiff reaktifi

PBS : Fosfat tamponu

PHO : Programl1 hiicre 6liimii

RNA . Ribontikleik asit

ROT : Reaktif oksijen tiirleri

SBB : Sudan Black B

SDS : Sodyum dodesil stilfat

TBE : Tris/ Borat/ EDTA

TUNEL : Terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP nick end labeling

uv : Ultraviole

\ - Volt

VPE : Vacuolar processing enzyme — Vakuoler islem enzimleri

YVAD-AMC : Ac-Tyr-Val-Ala-Asp- 7-Amino-4-methylcoumarin
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1. GIRIS

Programli hiicre 6liimii (PHO) genetik olarak diizenlemis, baz1 6zel hiicrelerin,
dokularin veya tiim organin 6lmesiyle sonuglanan ve canlinin tiim hayat evreleri boyunca
gerceklesebilen fizyolojik bir siiregtir. Bitkilerde gesitli dokularin ve organlarin PHO ne
ugradigr bilinmektedir. Yaprak senesensinde, disi ve erkek {ireme organlarinin
gelisiminde, tohum ¢imlenmesinde sirasinda endospermanin embriyo tarafindan
kullanilmasinda, kok sapkasi hiicrelerinde, ksilem ve havalandirma parankimasinin
olusumunda PHO gozlemlenmektedir (Yanik ve ark., 2018).

Erkek tireme organi olan anterin gelisimi sirasinda anter ¢eper tabakalarindan olan
endotesyum, ara tabaka, epidermis ve tapetum dokularinda PHO gergeklestigi
bilinmektedir. Bu tabakalardan biri olan tapetum ile polen verimi arasinda siki bir
baglanti oldugu bilinmektedir. Dogru zamanda hiicre Oliimiine ugramayan tapetum
hiicrelerinin polen sterilitesine sebep oldugu bilinmektedir (Gomez ve ark., 2015).

Tapetum dokusu polen gelisiminde, beslenmesinde, kallaz enzimi {ireterek
polenlerin mikrospor tetratindan salinmasindan, ekzin ¢eper olusumundan, polenkit ve
triphin ve ¢imlenme i¢in gerekli proteinlerin sentezinden tapetum dokusu sorumludur.
Gelisim sirasinda tapetumda tabakasinda bir bozukluk steril polenlerin olusumuna sebep
olur.

Calismamizda Brassicaceae familyasina ait Brassica oleracea L. var. acephala
DC. subvar. viridis (Kara lahana) tiiriine ait anterlerin gelisimi ve gelisimleri sirasinda
meydana gelen PHO niin gerceklestigi evre ve karakteristigi arastirilacaktir. Gelisim
evreleri profaz-1, tetrat, geng polen, vakuollii polen ve olgun polen olmak {izere 5 evreye
ayrilarak incelenecektir. Bu evrelere ait parafin kesitler alinip histokimyasal boyalarla
boyanacak ve 151k mikroskobu kullanilarak hiicrelerin polisakkarit, protein, lipit, Ca*?
icerikleri incelenecektir. Nukleus boyasi olan DAPI ve serbest 3° OH uglarinin
isaretlenmesi prensibine dayali TUNEL yontemi kullanilarak gelisim sirasindaki nukleus
ve DNA degisimleri floresans mikroskobu kullanilarak gézlemlenecektir.

Anter ¢eper tabakalarindaki biyokimyasal ve molekiiler ¢alismalar i¢in 6ncelikle
anter ceper tabakalar1 polen tanelerinden arindirilacaktir. Daha sonra bitkilerdeki
PHO’nde rol oynayan kaspaz-I benzeri enzimlerin aktiviteleri incelenmek iizere kaspaz-
I kiti kullanilacaktir. DNA fragmentasyonlarini belirlemek i¢in DNA izolasyonu
yapilacak ve jel elektroforezi yapilarak DNA kiriklar1 goriintiilenecektir.



Cahsmamizin amaci; Brassica oleracea anterlerinin gelisimi ve gelisim
sirasinda goriilen hiicresel degisiklikler 151k ve floresan boyalar kullanilarak incelenerek
Brassicaceae familyasinin embriyolojik bulgularina katki saglanacaktir. Bunun yaninda
anter gelisimini sirasinda goriilen programli hiicre 6liimiinii biyokimyasal ve molekiiler
yontemler kullanilarak incelenerek programli hiicre o6liimii mekanizmalarinin ve

gerceklestigi evrelerin aydinlatilmasinda literatiire katki saglayacagi diisiiniilmektedir.

1.1.Brassicaceae Familyas1 Hakkinda Genel Bilgiler

Brassicaceae familyasi tropikler ve Antarktika diginda diinyanin her bolgesinde
yayilim gosteren, 400 cins ve 4000 tiirle temsil edilen, yillik, iki yillik veya c¢ok yillik
otsu, ¢ali ve nadiren sarmasik formunda iiyeler igeren bir familyadir. Genellikle yari
nemli bolgeleri seven bu familyanin iiyelerinin ¢ogu soguk, tuz ve agir metal stresine
kars1 direnglidirler. Brassicaceae familyasi yiyecek, baharat ve bitkisel yag iiretimi igin
kullanilan ekonomik agidan 6nemli birgok tiirii biinyesinde barindirir. Bu familyadaki
bitkilerin tarimindan Avrupa’da yaklasik olarak yillik 70 milyon ton {iriin edilir (Schmidt
and Bancroft, 2011). Brassica napus bitkisel yag iiretiminde en ¢ok kullanilan tigiincii
bitkidir (Thiyam ve ark., 2004). Alyssum, Aurinia, Cheiranthus, Hesperis, Lobularia,
Lunaria cinsleri siis bitkisi olarak kullanilir. Isatis tinctoria tiiriinden elde edilen mavi
renk ise sentetik boyalar kesfedilene kadar boya sanayisinden kullamlmustir. Icerdikleri
fitokimyasallarin antikarsinojenik ve kardiyovaskiiler sistem hastaliklarina karst
korucuyu olduklar1 belirtilmistir (Jahangir ve ark., 2009)

Calismamizda kullandigimiz kara lahananin (Brassica oleracea L. var. acephala
DC. subvar. viridis) yapraklari alternat dizilimli, ¢igekleri rasemos, aktinomorf simetrili,
4 sepalli 4 petalli 6 stamenli, meyve tipi silikadir. Drenaji iyi, nemli pH’1 6.0-6.8 ve
organik madde acisindan zengin topraklarda yetismektedir. Anavataninin Baltik tilkeleri
oldugu diisiiniilmektedir. Ulkemizde &zellikle Karadeniz Bolgesi’nde ekimi
yapilmaktadir ve yillik 100.000 ton iriin elde edilmektedir. Brassica oleracea tiirii,
kiiltiire alinmis 7 gruba sahiptir. Bu gruplar Acephala, Alboglabra, Botrytis, Capitata,

Gemmifera, Gongylodes, Italica’dir.



Sekil.1.1. Brassica oleracea tiiriine ait gruplardan 6rnekler. a. Kara Lahana, b. Kailan,
c. Karnabahar, d. Beyaz lahana, e. Briiksel lahanasi, f. Kohlrabi, g. Brokoli



1.2. Anter Gelisimi ve Anter Ceper Tabakalari

Epidermis, anter tabakalarimin en disinda bulunan ve anteri tamamen saran
tabakadir. Baglica gorevi igteki dokulari korumaktir. Tek sirali ve yassilasmais hiicrelerden
meydana gelmistir. Anter gelisimi sirasinda anterin biiylimesine ayak uydurabilmek i¢in
cepere dik boliinmeler gegirirler. Bazi tiirlerde anter epidermisinde trikomlar bulundugu
bilinmektedir.

Endotesyumun baslica gorevi anterin agilmasi olan anter g¢eper tabakasidir.
Polenler dogaya salinacagi zaman en olgun halindedir. Epidermis tabakasinin altinda yer
alir. Endotesyum hiicreleri boyuna uzama gosteren hiicrelerdir. Bu hiicrelerde, alt
yiizeyde baslayip st yiizeyde son bulan fibrilli kalinlagmalar goriiliir. Bu kalinlasmalar
yapisal olarak yiiksek oranda seliiloz ve az miktarda ligninden olusur. Bu kalinlagmalarin
farklilig1 sayesinde anterler stomium adi verilen noktalardan acilir ve polenler disar
saliir. Polenlerin olgunlagtiginda gelisimini tamamlamis endotesyum hiicreleri
terlemeyle su kaybeder. Hacmi kiigiilen hiicrelerin ince olan iist ¢eperleri igeriye dogru
coker ve endostesyum karekteristik U seklini alir. Bu ¢okme sonucunda anter yiizeyinde
meydana gelen gerilme kuvveti ile anterler stomium bdlgesinden agilir.

Ara tabaka, endotesyum ve tapetum tabakalarinin arasinda bulunan, yassi
hiicrelerden olusan bir tabakadir. Gelisimin erken evrelerinde programli hiicre 6liimiine
ugrayarak korelir. Cogu tiirde ara tabaka hiicreleri besin ve nigasta bakimindan zengindir.

Tapetum, anterin en i¢ katmaninda bulunan ve polen gelisiminde kritik rol
oynayan tabakadir. Bol sitoplazmali, metabolik agidan oldukga aktif ve belirgin nukleuslu
hiicrelerden olusur. Tapetum tabakasi polen gelisimi sirasinda birgok kritik rolii iistlenir.
Polen beslenmesi, kallaz enzimi salgilayarak mikrosporlarin mikrospor tetradindan
salinmasi, ekzin ¢eper olusumu, polenlerin dis ¢eperinde bulunan ve pistilde taninip
cimlenebilmeleri i¢in gerekli olan polenkit ve tripin gibi sinyal molekiillerinin
salgilanmas gibi polen gelisimi ve ¢imlenmesinden sorumludur (Unal, 2006).

Gelisim sirasinda tapetum tabakasindaki bozukluklarin polen sterilitesine sebep
oldugu bilinmektedir (Mariani ve ark., 1990). Gelisimin erken evrelerinde oldukca aktif
olan tapetum hiicreleri mikrosporogenezin sonlarina dogru korelerek 6lmeye baslar.
Papini ve arkadaglar1 (1999) bu korelmenin programli hiicre 6liimi ile gerceklestigi

fikrini ortaya atmislardir. Son yillarda yapilan calismalar incelendiginde tapetum



dokusundaki 6liimiin programli ve genetik olarak diizenlenmis oldugu ortaya ¢ikarilmigtir

(Varnier ve ark., 2005; Vardar ve Unal, 2012).

1.3. Programh Hiicre Oliimii
Programli hiicre 6liimii (PHO), ¢ok hiicreli canlilardan, tek hiicreli prokaryotlara
kadar tiim canlilarda gergeklesen fizyolojik bir siirectir. Gelisim, metamorfoz,
homeostasinin saglanmasi ve istenmeyen dokularin organizmadan uzaklastirilmasi gibi
kritik stire¢lerin kullanilan bir mekanizmadir (Joza, 2001; Locato, 2018). Hiicre 6liimleri

yapisal olarak 3 basliga ayrilmaktadir; Apoptoz, Otofaji ve Nekroz.

1.3.1. Nekroz

Nekroz, hiicrede sisme, plazma membraninin biitiinliigiiniin hizla bozulmasi ve
hiicresel icerigin kontrolsiizce diger hiicrelerin etrafina yayilmasi ile karakterize edilen
ve bulundugu dokuda yangiya neden olan patolojik bir 6liim seklidir. Apoptozdan farkli
olarak membran biitiinliiglinlin ve protoplastin kaybi ¢ok hizli gerceklesir. Ayrica
oligoniikleozomal fragmentasyonlar ve apoptotik birimler nekrozda goriilmemektedir
(Proskuryakov ve ark., 2002). Nekroz sirasinda mitokondri zarinin gegirgenliginin
artmasiyla beraber reaktif oksijen tiirlerinin (ROT) miktar artar. Hiicre solunumunun
gerceklestigi mitokondride fonksiyonal bozuklular goriiliir. Oksijen tiiketiminin azalmasi
yani solunumun diigsmesi ile ATP sentezi durur (Minia ve ark., 2013). Nekrozun uzun bir
stire boyunca kontrolsiiz gerceklesen patolojik bir olay oldugu diistiniilmekteydi. Ancak
son yillardaki caligmalar nekrozun belirli yolaklarla kontrol edilen bir olay oldugunu
gostermektedir. Mitokondri membranindan sitoplazmaya salinan Ca*? iyonunun aktive
ettigi kalpain ailesine bagli proteazlarin nekrozda rol oynadig: diistiniilmektedir (Van
Doorn ve ark., 2011). Nekrozda, otofajiden ve apoptozdan farkli olarak hiicresel igerik

tamamen sindirilmedigi i¢in dokularda inflamasyona sebep olur. (McCall, 2010)

1.3.2. Otofaji
Otofaji, sitoplazmik iceriklerin ve hasarli organellerin lizozom aktivitesi ile
yikilmasi temeline dayanan fizyolojik siirece verilen addir (Rubinsztein ve ark., 2011).

Otofajinin bilinen 3 tipi vardir; mikrootofaji, saperon aracili otofaji ve makrootofaji.



Mikrotofaji tonoplast invajinasyonu ile meydana gelen vezikiillerle karakterize
edilir. Saperon aracili otofaji biyokimyasal yolaklarla proteinlerin lizozoma getirildigi
biyokimyasal bir siirectir. Makrootofaji ise otofagozomlar ile karakterize edilen bir
siirectir. Otofagozomlar c¢ift zarli vezikiiler yapidadirlar. Graniilsiiz endoplazmik
retikulumdan temellendikleri diisiiniilmektedir. Makrootofajide 6ncelikle otofagozomlar
olusur. Bu yapilar lizozom ile birleserek otofagolizozom ad1 verilen yapiy1 olusturur ve
alakal1 olan hiicresel igerikleri yikarlar (Boya ve ark., 2005). Otofaji kaspazlara gerek
duymamasi ve otofajiye spesifik hiicre i¢ci membransi yapilar igermesi bakimindan

apoptozdan farklilik gosterir.

Birlesme Yikim

Hidrolazlar =~~~
Q |
\

Vakuol

Fagopor Otofagozom

Vakuol
Geri Déniisiim

Sekil 1.2. Hiicrede otofajinin ger¢eklesmesi

1.3.3. Apoptoz

Apoptoz PHO niin en karakterize halidir. Apoptozda hiicresel biiziilme, kromatin
yogunlagsmasi ve kalitsal materyalin yikimi goézlemlenir. Buna ek olarak apoptotik
cisimler adin1 alan kiigiik zarla cevrili birimlere rastlanir. Apoptoz molekiiler diizeyde
arastirildiginda proteaz (kaspaz) aktivitesi, mitokondriden sitoplazmaya sitokrom-c
salinimi ve DNA fragmentasyonlar1 goriiliir.

Apoptozu baglatan sinyaller i¢ ve dis yolak olmak tizere ikiye ayirilir. (Straser,
2000). Bu yolaklarda kaspaz (sistein proteaz) adi verilen ve substratlarindaki aspartik
asitten sonraki peptit baglari kiran enzimler yer alir. Kaspazlar; inflamatuar kaspazlar
(1, 4, 5, 11, 12, 13, 14), efektor kaspazlar (3, 6, 7) ve baslatict kaspazlar (2, 8, 9, 10)
olmak iizere ii¢ gruba ayrilirlar.

Hiicre i¢i yolak, mitokondri zarinda bulunan Bcl-2 protein ailesine ait anti-

apoptotik ve pro-apoptotik birimlerin arasindaki denge durumunun, apoptoz



indiikleyiciler tarafindan bozulmasiyla baslar. Denge durumu bozulduktan sonra
mitokondrinin membran gegirgenligi artar ve sitokrom-c sitoplazmaya salinir. Sitokrom-
c sitoplazmada Apaf-1 (apoptotic protease activating factor) ile birleserek apoptozomlari
olusturur. Apoptozomlar, prokaspaz-9’u aktif kaspaz-9’a doniistiirtir. Kaspaz-9 tetramer
formuna gegerek efektor kaspaz-3 ve kaspaz-6’yi aktiflestirir. Deoksiriboniikleaz (CAD),
kendi inhibitorii olan ICAD ile kompleks halinde bulunur. Kaspaz-3 bu kompleksi
ayrrarak CAD’1 serbest birakir. Devam eden siiregte DNA fragmantasyonu
gerceklesmeye baslar (Zimmermann ve ark., 2001; Van Hautegem ve ark., 2015; Lee ve
ark., 2017).

Hiicre dis1 yolak Fas reseptorlerine baglanan FasL ligandiyla baglar. Fas ve FasL
birbirlerine baglandiklarindan DISC (Death-inducing signaling complex) kompleksini
olusturur. Adaptor bir molekiil olan FADD’yi (Fas-associated protein with death domain)
iceren bu protein kompleksi prokaspaz-8’i kaspaz-8’e donustiiriir. Aktiflesen kaspaz-8
diger prokaspazlari aktiflestirerek apoptozu baslatir (Kischkel ve ark., 1995; Lee ve ark.,
2017).

1.3.4. Bitkilerde Programh Hiicre Oliimii

Bitkilerde PHO srasinda goriillen morfolojik, molekiiler ve biyokimyasal
degisimler her ne kadar hayvanlardaki apoptoz ile benzerlik gosterse de bitkilerdeki PHO
mekanizmalar1 hala tam olarak agiklanamamustir (Danon ve ark., 2004; van Doorn ve
ark., 2011). Bitki hiicrelerinin komsu hiicreler tarafindan sindirilmesini engelleyen hiicre
duvarina sahip olmalarindan dolayr PHO icin kendilerine has yollar gelistirdikleri
diisiiniilmektedir. Bitkilerdeki PHO iki altinda incelenir: Vakuoler hiicre 6liimii ve
Nekrotik hiicre 6liimii (Yanikve ark., 2018).

Vakuoler hiicre 6limiinde iki farkli vakuol tipi goriiliir. Bunlardan ilki litik
vakuoldiir. Litik vakuoller iclerinde proteinazlar, nukleazlar vb. hidrolitik enzimleri
barindiran ve hiicrede artik kullanilmayan, gorevini tamamlamis hiicresel birimlerin
pargalanmasindan sorumludur. ikincisi ise ¢imlenme ve savunma gibi olaylarda
kullanilacak depo proteinlerin saklandig1 depo protein vakuolleridir (Hatsugai ve ark.,
2004).

Bitkilerde vakuoler hiicre oOlimii sirasinda litik vakuollerin hacmi artar.

Tonoplastin pargalanmasiyla hidrolitik enzimler sitoplazmaya salinir ve hiicre dliimi



baglar. Bu olay sirasinda nukleus pargalanmasi ve DNA fragmentasyonu gdzlenir.
Bununla birlikte hiicredeki organeller 6zellikle mitokondri aktivitelerine devam ederler.

Nekrotik hiicre 6liimiinde vakuoler hiicre dliimiinden farkli olarak hiicrede ve
organellerde sisme goziikiir. Mitokondrinin yapis1 bozuldugu i¢in mitokondri gorevini
yapamaz hale gelir ve hiicredeki ATP seviyesi diiser. Bununla beraber reaktif oksijen
tiirleri (ROT) artar (van Doorn, 2011).

Hayvanlardaki PHO, ‘kaspaz’ olarak adlandirilan sistein proteinaz ailesi enzimleri
tarafindan kontrol edilir. Bitkisel organizmalarda kazpazlar1 direkt olarak kodlayan gen
bolgeleri yoktur. Ancak bitkilerde PHO sirasinda kaspaz benzeri aktivitelerde bulunan
enzimlerin oldugu goézlemlenmistir (Hatsuragi ve ark., 2018) Yapilan g¢aligmalarda
bitkilerdeki kaspaz benzeri enzimlerin insanlardaki kaspaz-1 substrati olan YVAD-AMC
ve kaspaz-3 substrati olan DEVD-AMC substratlarina etki ettigi tespit edilmistir
(Woltering ve ark., 2002; He ve ark., 2003; Aytiirk ve Vardar, 2015).

Bitkilerde bulunan ve vakuoler islem enzimleri (VPE-vacuolar processing enzyme)
olarak adlandirilan sistein proteinaz ailesine bagli enzimlerin PHO’nde gérev yaptigt
belirlenmistir (Hatsugai ve ark., 2004). VPE’ler YVAD substratini kullanma ve 3 boyutlu
yapilart bakimindan hayvanlardaki kaspaz-1’e benzerler. VPE’ler hiicrede ER’de 6nciil
protein olarak sentezlenirler. Olgun formlarina asparjin rezidiillerinin C-terminal
bolgelerindeki proteolitik kesim ile ulagirlar. VPE’ler substratlarini asparjin ve aspartik
asitten sonraki aminoasitten keserler.

Bitkilerde bulan baska bir proteaz ailesi de metakaspazlardir. Metakaspazlar
yapisal agidan hayvansal kaspazlara benzer. VPE’lerden farkli olarak substratlarini lizin
ve arjininden sonraki aminoasitten keserler. Bu ailenin tyeleri kiigiik (p10) ve biiyiik
(p20) olmak iizere iki alt birimden olusur. Bu enzim ailesinin PHO’ndeki rollerinin

baslatict m1 yoksa yiiriitiicii mii oldugu bilinmemektedir (Kabbage ve ark., 2017).



2. MATERYAL VE YONTEM
2.1. Bitki Materyali

Calismamizda kullandigimiz karalahana bitkisinin sistematigi Sekil 2.1’de
gosterildigi gibidir.

|

Alem: Plantae

Sube: Angiospermae
Sinif: Magnoliopsida
Takim: Capparales
Familya: Brassiacaceae
Cins: Brassica

Tiir: Brassica oleracea L.

Varyete: Brassica oleracea L. var. acephala DC.

Altvaryete: Brassica oleracea L. var. acephala
DC.
subvar. viridis

Sekil 2.1. Brassica oleracea L. var. acephala DC. subvar. viridis ve sistematigi

2.1.1. Bitki Materyalinin Toplanmasi ve Fiksasyonu

Bitki metaryalimiz olan Brassica oleracea L. var. acephala DC. subvar. viridis’in
cicekleri, 2019 yilmin Nisan ayinda, Istanbul’un Saryer ilgesinin Rumelifeneri kdyiinden
(41°14'01.9"N 29°06'07.9"E) toplandi. Morfolojik ve Embriyolojik analizler igin
kullandigimiz ¢icekler asetik asit:etanol (1:3) fiksatifiyle fikse edilerek +4°C’de
muhafaza edildi. Biyokimyasal ve molekiiler yontemler i¢in kullandigimiz c¢igekler
aluminyum folyolara sarilarak -80°C’de muhafaza edildi. Fikse edilen anterler aseto-
orsein boyasi ile ezilerek mayoz boliinme evreleri belirlendi ve farkli fikse siselerine

alindi.



2.2. Arastirma Yontemleri
2.2.1. Morfolojik ve Embriyolojik Yontemler
2.2.1.1. Parafine Gomme ve Kesit Alma
Tarladan toplanan B. oleracea L. var. acephala DC. subvar. viridis tomurcuklari

Tablo 2.1.’de gosterildigi gibi fikse edilip parafine gomiildi.

Tablo 2.1. Parafine gomme islemi.

Yontem Cozelti Siire Ortam
Sicakhig:
Fiksasyon Asetik Asit: %100 etanol = 24 Saat Oda sicakligi
(1:3)
Fazla Fiksatifin %96 Etanol 2dk x2
Alinmasi
%70 Etanol 2dk x2
Saklama %70 Etanol +4°C’de
buzdolabinda
Dehidrasyon %380 Etanol 30 dk
%96 Etanol 30 dk
%100 Etanol 30dk x2
Seffaflagtirma %2100 Etanol:Ksilol (2:1) 30 dk

%100 Etanol:Ksilol (1:1) 30 dk

%100 Etanol:Ksilol (1:2) 30 dk

Ksilol 30dk x3
Parafin infiltrasyonu Ksilol:Parafin 24 saat 56°C’de
etlivde
Parafin 24 saat x2 | 56°C’de
etiivde
Parafine gomme Oda
sicakliginda

Parafin kaliplara gomiilen tomurcuklar Leica RM 2125 RT marka mikrotom ile
7-8 um kalinliginda kesilerek albiimin mayer siiriilmiis lamlara yerlestirildi. Lamlar bir

gece boyunca 50°C’lik 1sitma tablasinda bekletildi. Kesitler Tablo 2.1°de gosterilen
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yontem kullanilarak parafinden kurtarildi ve boyandi. Kesitler boyandiktan sonra Tablo
2.2.°de gosterilen sira kullanilarak tekrar ksilol evresine getirilmis ve birka¢ damla
entellen damlatilarak kapatilmistir. Entellan kuruduktan sonra tiim kesitler Olympus
marka mikroskopta KAMERAM 151k ve floresan kamera yardimiyla KAMERAM

programt ile fotograflandi.

Tablo 2.2. Deparafinizasyon islemi.

Yontem Cozelti Siire

Deparifinizasyon Ksilol 10dk x2
Ksilol: %100 Etanol (2:1) 10 dk
Ksilol: %100 Etanol (1:1) 10 dk
Ksilol: %2100 Etanol (1:2) 10 dk

%100 Etanol 10dk x2
%96 Etanol 10 dk
%70 Etanol 10 dk
%50 Etanol 10 dk
%35 Etanol 10 dk
Distile Su 10 dk

2.2.1.2. Hematoksilen
Anter tabakalarimin genel yapisini 6grenmek amaciyla kesitler Tablo 2.3’te
gosterildigi gibi Hematoksilen (Gill ve ark., 1974) ile boyanmistir. Boyama isleminden

sonra tabakalarin genel yapisi gri-siyah renkte gézlemlenmistir.

Tablo 2.3. Hematoksilen yontemi (Gill ve ark., 1974).

Yontem Cozelti Siire
Hematoksilen Hematoksilen 30 dk karanlikta
Akan su 5 dk

Ters serilerden gegirerek

entellan ile kapatma

Hematoksilen hazirlamisi: 2 gr hematoksilen, 0.2 gr sodyum iodat ve 17.6 gr
aluminyum stilfat 750 ml distile su i¢in ¢oziildii. Karisima 250 ml gliserol ve 20 ml
glasiyal asetik asit etklendi. Karanlikta 1 ay bekletildi.
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2.2.1.3. Coomassie Parlak Mavisi
Anter ¢eper tabakalarindaki protein varligini belirlemek amaciyla distile suya
kadar getirilen kesitler Tablo 2.4’te gosterildigi gibi Coomassie parlak mavisi (Heslop-
Harrison ve ark., 1973) ile boyanmistir. Boyama isleminden sonra proteinler mavi-

lacivert renkte gozlemlenmistir.

Tablo 2.4. Coomassie Parlak Mavisi (Heslop-Harrison ve ark., 1973).

Yontem Cozelti Siire
Comessie Parlak Mavisi %?2 Coomassie Parlak Mavisi | 10 dk 60°C’de etuvde
Akan su 5 dk

Ters serilerden gecirerek

entellan ile kapatma

%2 Coomassie parlak mavisi hazirlanisi: 0.2 gr coomassie parlak mavisi,
metanol:distile su:asetik asit (5:4:1) ¢ozeltisi i¢inde ¢oziildii ve siiziildii.

2.2.1.4. Periyodik Asit-Shiff Raktifi
Anter tabakalarindaki suda c¢oziinmeyen polisakkaritlerin tespiti i¢in kesitler
Tablo 2.5’te gosterildigi tizere Periyodik Asit-Shiff Reaktifi (Feder ve O’Brien, 1968) ile
boyandi. Boyama isleminden sonra suda ¢oziinmeyen polisakkaritler pembe renkte

gozlemlendi.

Tablo 2.5. Periyodik asit-Shiff Reaktifi yontemi (Feder ve O’Brien, 1968).

Yontem Cozelti Siire
Periyodik Asit-Shiff Reaktifi | %1 Periyodik Asit 20 dk
Akan su 10 dk
Shiff Reaktifi 30 dk karanlikta
%0.5 Na2S205 5dk x3
Akan su 5dk
Ters serilerden gecirerek
entellan ile kapatma

%1 periyodik asit hazirlanisi: 1 gr periyodik sait %90 etanol i¢inde ¢ozdiiriildii.
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2.2.1.5. Sudan Siyah1 B
Anter tabakalarindaki lipit varligimi tespit etmek icin kesitler Tablo 2.6’da
soterildigi gibi Sudan Black B (Pearse, 1961) ile boyanmistir. Boyama isleminden sonra

lipitler gri-siyah renkte gézlemlenmistir.

Tablo 2.6. Sudan Siyah1 B yontemi (Pearse, 1961).

Yontem Cozelti Siire
Sudan Siyah1 B %1 Sudan Siyah1 B 60 dk 60°C’de etiiv
%70 Etanol Calkalama x2

Ters serilerden gecirerek

entellan ile kapatma

%1 Sudan siyah1 hazirlamisi: 1 gr sudan siyahi %70 etanol i¢inde ¢ozdiiriildii ve

stiziildii.

2.2.1.6. Alizarin Kirmizisi
Hiicre icerigindeki Ca*? iyonunun belirlenmesi icin kesitler Tablo 2.7°de
gosterildigi gibi Alizarin kirmizist ile boyandi (McGee-Russel, 1958). Boyama
isleminden sonra kesitler entellan damlatilara kapatildi. Alizarin Kirmizist S ile boyanan
kesitlerdeki Ca+2 iyonu kirmizi/turuncu renkte gdzlemlendi.

Tablo 2.7. Alizarin Kirmizis1 yontemi (McGee-Russel, 1958).

Yontem Cozelti Siire

Alizarin Kirmizisi %?2 Alizarin Kirmizisi 5dk
Aseton 1dk
Aseton:Ksilol (1:1) 1dk
Ksilol 5dk
Entellan ile kapama

%2 Alizarin kirmzisi hazirlamisi: 2 gr Alizarin kirmizisi distile suda ¢oziliir ve %10luk

amonyum hidroksit ile pH’1 4.2’ye ayarlanir.

2.2.1.7. DAPI
Anter ceper tabakalarindaki hiicre 6liimiiniin tespiti i¢in kesitler floresans boya

DAPI (Schweizer, 1976) ile boyandi. Kesitler goriintiilemeden 6nce 0.05 M pH 7.4 fosfat
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taponuyla yikandi. Boyama isleminden sonra hiicre

nukleuslarinda mavi 1g1malar gozlemlendi.

Tablo 2.8. DAPI boyamasi (Schweizer, 1976).

Olimii gosteren hiicrelerin

Yontem Cozelti Siire
DAPI Iug/1ml DAPI 30 dk karanlik ortamda
0.05 M pH 7.4 Fosfat Calkalama

tamponu

Lamel ile kapama

365 nm dalga boyunda

inceleme

1pg/1ml DAPI hazirlamisi: 1 mg/1ml olan stok ¢ozelti, pH’1 7.4 olan 0.05M fostat
tamponu kullanilarak sulandirilarak hazirlandi.

2.2.1.8. TUNEL

Bir in situ ug isaretleme yontemi olan TUNEL, hiicre 6liimii sirasinda kirilan

DNA’nin serbest 3’0OH uclariin isaretlenmesi prensibine dayanir. Bu yontem igin

CHEMICON marka “ApopTage Plus Fluorescein In situ Apoptosis Detection kit”

kullanildi. Tablo 2.9°da gosterildigi gibi isaretleme sonucunda 3’OH igeren kiriklar yesil

renkte gozlemlendi.

Tablo 2.9. TUNEL Yontemi

Yontem Cozelti Siire

Deparafinizasyon Ksilol 5 dk x3
%100 Etanol 5 dk x2
%96 Etanol 3dk
%70 Etanol 3dk
0.05 M pH 7.4 Fosfat tamponu | 5 dk

Proteinlerin sindirilmesi | 20 pg/ml Proteinaz K 15 dk
PBS 2 dk x2
75 ng/Scm? dengeleme 30 dk
tamponu

Digoksigenin isaretli 55 pg/Scm? TdT enzimi 60 dk 37°C’de etiivde

dUTP baglama
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Durdurma — Yikama tamponu | 10 dk
0.05 M pH 7.4 Fosfat tamponu | 1 dk x3
65 ng/5cm? antidigoksigenin 30 dk karanlikta

konjugati
0.05 M pH 7.4 Fosfat tamponu | 2 dk x4
Lamel ile kapama 490 nm dalga boyunda

inceleme

2.2.2. Biyokimyasal ve Molekiiler Yontemler

Biyokimyasal ve Molekiiler Yontemlerin analizi i¢in kullanilacak anterlerin anter
ceper tabakalar1 ve sporogen doku/polen tanelerinden ayrilmasi Aquali et al. (2001)’e
gore gergeklestirildi. -80°C’de saklanan tomurcuklar buz tizerinde gelisim evrelerine gore
ayrildi. Stereomikroskop altinda, enjektdr ignesi ile anterler c¢ikartildi ve 4 parcaya
ayrildi. Pargalanan anterler 0.1 gr olacak sekilde 50 ml’lik santrifiij tliplerine aktarildi ve
5 dk boyunca vortekslendi. Tiiplerdeki homojenat, por genisligi 150 um olan filtreden
gecirildi. Filtrenin iizerinde kalan parcalar 2 dakika boyunca distile su ile yikanarak
polenlerden arindirildi. Anter g¢eper tabakalarini iceren homojenat biyokimyasal ve

molekiiler analizler i¢in kullanildu.

2.2.2.1. Kaspaz-1 Benzeri Enzimlerin Aktivasyonlarinin Belirlenmesi

Kaspaz-1 benzeri enzim aktivitesinin belirlenmesi i¢in Kaspaz-1/ICE
Kolorimetrik Proteaz Analiz Kiti (ENZO) kullanildi. Bu kitin ¢alisma prensibi, igerisinde
bulundurdugu chromophore p-nitroanilide (PNA) ile isaretlenmis substrat olan YVAD’1n
Kaspaz-1 enzimi ile par¢alanmasi sonucu serbest kalan pNA bdlgesinin miktarinin
spektrofotomektik yontemlerle tespitine dayanir.

Bu yéntem igin 0,1 gr anter dokusu santrifiij tiiplerine koyuldu. Ustlerine 1 ml
ekstraksiyon tamponu eklendi ve homojenizatérde homojenize edildi. 14.000 rpm’de 10
dakika boyunca +4°C’de santrifiij edildi ve slipernatantlari alindi. Stipernatanttaki protein
miktari nanodrop kullanilarak tespit edildi. Tiiplerdeki protein miktarinin esitlenmesi igin
gerekli olan sulandirmalar yapildi. Tablo 2.9°da gosterildigi gibi mikroplaka
kuyucuklara 50’ser ul 6rnek koyulduktan sonra iistlerine 50’ser ul DTT-2X reaksiyon
tamponu ve 5’er pl substrat YVAD eklendi. Kor olarak 50 pl distile su kullanildi.
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Cytation marka mikroplaka okuyucusunda 400 nm’de 6l¢iim yapildi. Absorbans degerleri
standart egride (Sekil 2.2) yerine konularak Kaspaz-1 enziminin aktivitesi belirlendi.

Tablo 2.10. Kaspaz-1 testi i¢in ¢6zeltilerin hazirlanmasi

Cozelti Cozelti Icerigi Hazirlamisi
50 mM HEPES-KOH (pH 7) 11,9 gr HEPES bir miktar su

i¢inde ¢oziildiikten sonra 10 N

%10 siikroz

Ekstraksiyon KOH ile pH’1 ayarlandi. Uzerine,
0
Tamponu #0.1 CHAPS 0,037 gr EDTA, 10 gr siikroz ve
5mMDTT 0,1 gr CHAPS 0,077 gr DTT
1 mM EDTA eklenerek 100 ml’ye tamamlandi
ve +4°C buzdolabinda saklandi.
DTT-2X 2X reaksiyon tamponu 1 ml 2X reaksiyon tamponunun
reaksiyon tistiine 10 pl DTT eklendi ve +4°C
tamponu 10mM DTT buzdoladinda saklandi.
0.5
E o0s , >
c
g 03 "
g #
O 02 V&
A Y= 0.0435x
011 & R*=0.9963
0 T T 1
0 4 8 12

Kaspaz-1 (nmol/L protein)

Sekil 2.2 Kaspaz-1 testi i¢in standart egri

2.2.2.2. Genomik DNA izolasyonu
Genomik DNA izolasyonu i¢cin Hameed ve ark. (2004) tarafindan kullanilan
yontem kullanildi. Anter ¢eper tabakalarini iceren homojenat 0,1 g olacak sekilde tartildi
ve 1,5 ml’lik santrifiij tiiplerine alindi. Tablo 2.10°da belirtildigi gibi tiiplere 600 pl
ekstraksiyon tamponu eklenerek 65°C’lik 1sitma tablasinda 10 dakika bekletildi. Her 3
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dakikada bir yavasca alt iist yapildi. Isitma tablasindan alindiktan sonra tiiplere yeni
hazirlanmis 600 pl kloroform:izoamil alkol (24:1) eklendi ve birka¢ kez alt st edildi.
Tipler 4000 rpm’de 5 dakika santrifiij edildikten sonra silipernatant, ucu kesilerek
genisletilmis pipetlerle alinip yeni santrifiij tliplerine aktarildi. Tiiplere, siipernatantin
hacimsel olarak 2 kati1 kadar miktarda -20°C’de bekletilmis etil alkol eklendi. DNA nin
tiipiin i¢inde toplanmasi i¢in tlipler 2-3 dakika boyunca yavasca alt {ist edildi. DNA gozle
goriilmeye baslandiktan sonra tiipler 10.000 rpm’de 10 dakika boyunca santrifiijlendi.
Santrifiijleme isleminden sonra siipernatant dikkatli bir biginde dokiildii. Dipte kalan
DNA’nin kurumasi i¢in 6rnekler vakum konsantratorde 30 dakika bekletildi. Kurutma
isleminden sonra tiiplere 20 pl TE tamponu eklenerek sulandirma yapildi. Orneklerin
icindeki RNA kontaminasyonunu gidermek i¢in 2 ul DNase-free ribonuclease A (50
pg/mL) eklenerek 25 dakika boyunca 37°C’deki 1sitma tablasinda bekletildi. Tiiplere
hacimce 3 kat1 olacak sekilde yani 60 pl -20°C etil alkol eklendi ve 10.000 rpm’de 10
dakika santrifiij edildi. Santrifiijden sonra tiipler DNA nin toplanmasi i¢in yavasga alt tist
edildi. DNA gozle goriilmeye baslandiktan sonra alkol dikkatlice dokiildii ve 6rnekler
kurumasi igin vakum konsantratdre koyuldu. Ornekler kuruduktan sonra 40 pl TE

tamponu eklenerke sulandirildi ve -20°C bozdolabinda saklandi.

Tablo 2.11. Genomik DNA ekstraksiyonu i¢in ¢ozltilerin hazirlanmasi

Cozelti Céozelti Icerigi

100 mM Tris-HCI (pH 8.0)

1.5 M NaCl

20 mM EDTA

%1 Sodium Dodecyl Sulphate (SDS)
%0.2 2-Mercaptoetanol

TE tamponu 0.5mMEDTA

10 mM Tris-HCI

Ekstraksiyon Tamponu

2.2.2.3. Agaroz Jel Elektroforezi
Jel elektroforezi igin 1,5 gr toz agaroz, Tablo 2.12°de belirtildigi gibi 100 ml 0.5X
TBE i¢ine ekledi ve mikrodalga firinda 1sitilarak ¢oziildii. Cozleti, akan su altinda yavasca
sogutulup oda sicakligina getirildikten sonra i¢ine 2 pl Red Safe DNA boyas1 eklendi.

Iginde hava kabarcigi kalmamasimna dikkat edilerek, taraklari yerlestirilmis elektrorez
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kasedine dokiildii ve polimerize olmasi beklendi. Jel tamamen soguyup polimerize
olduktan sonra taraklar ¢ikartildi. Kaset, icinde 0.5X TBE tamponu bulunan elektroforez
tankina yerlestirildi. DNA ornekleri 9 pl olacak sekilde sulandirildi ve iizerlerine 3 pl
bromofenol mavisi eklendi. Son hacmi 12 ul olan drnekler kuyucuklara yiiklendi. Ilk
kuyucuga 100bg¢’lik DNA markirt yiiklendi. Ornekler 100 Volt’ta 2 saat yiiriitiildii.
Yiiriitme islemi bittikten sonra jel, Genoplex UV goriintiileme sisteminde goriintiilenip

Genocapture yazilimiyla fotograflandi.

Tablo 2.12. Agaroz Jel hazirlanmasi

Cozelti Cozelti Icerigi

Trisma Base 54 gr
EDTA 7,44 gr

TBE Tamponu

(10X Stok ¢ozelti) Corik S9F27.,5 of
Distile su ile 100 ml’ye tamamlanir
50 ml 10X TBE

0,5X TBE 950 ml disitle su
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3. BULGULAR ve TARTISMA

3.1. Morfolojik ve Embriyolojik Bulgular
3.1.1. Anter Ceper Tabakalarinin Gelisimi
B. oleracea anterleri gelisim evrelerinin basinda epidermis tabakasiyla g¢evrili
haldedir. Anterler, kiiresel-eliptik sekilde ve homojen bir durumdadir. Gelisim ilerledikce
anter hacminde artis gozlemlenir. Olgunlasan anterler stomium adi verilen noktalardan

acilir ve olgunlasmis polenler disartya salinir.

Calismamizda B. oleracea anterlerinin gelisimi asagidaki evrelere ayrilarak

incelendi:
1- Profaz-I
2- Tetrat

3- Geng polen
4- Vakuollii polen
5

Olgun polen

B. oleraceae’nin anter gelisiminin incelenmesi igin belirtilen gelisim
evrelerindeki anter 6rneklerinden alinan 5-6 pm kalinligindaki kesitler hematoksilen ile
boyandi. Boyama sonucunda gelisminin basinda B. oleraceae anterlerinin distan ice
dogru tek sirali epidermis, endotesyum, ara tabaka ve tapetum hiicrelerinden meydana
geldigi gozlemlendi. Erken evrelerde mitoz bdliinmeler geciren tapetum tabakasinda 2
nukleuslu hiicreler de belirlendi (Sekil 3.1b). Gelisimin geng polen evresinden itibaren
tapetum ve ara tabaka hiicreleri degisiklige ugramaya, vakuollii polen evresinden itibaren
de korelmeye basladi. Endotesyum ve epidermis tabakalari ise gelisimin sonuna kadar
gozlemlendi. Endotesyum tabakasinin g¢eperleri kalinlasti. Olgun anterler, anter
lokuslarinin birlestigi stomium adli noktadaki hiicrelerin 6lmesiyle anterler agildi ve

olgun polen taneleri salind1 (Sekil 3.1).
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Sekil 3.1. B. oleracea anterlerinin parafin kesitlerinde Hematoksilen boyasi ile genel
yapinin gosterilmesi. a. Profaz-I evresi. b. Tetrat evresi c. Geng Polen evresi d. Vakuollii

polen evresi e. Olgun Polen evresi f. Olgun polen tanesi

B. oleracea anterlerindeki protein varligini belirlemek i¢in yaptigimiz Coomassie
parlak mavisi (CBB) boyamasi sonucunda elde ettigimiz verilere gore, gelisimin erken
evrelerinde anter ¢eper tabakalarinin protein varligi agisindan daha zayif oldugu
belirlendi. Tetrat evresinde 6zellikle tapetum hiicrelerinin protein yogunlugunun giderek
artt11 tespit edildi. Gelisimin ilerleyip tapetum hiicrelerinin kdrelmesiyle beraber protein
miktar1 tekrar azaldi. Olgun polen evresinde geriye kalan endostesyum ve epidermis
tabakalarinda yok denecek kadar az boyama belirlendi. Bunun yaninda olgun polen

tanelerinin sitoplazmasinda yiiksek miktarda protein oldugu saptandi (Sekil 3.2).
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Sek1132 Cooma53|e parlak mavisi boyamasi a. Profaz-1 evresi. b. Tetrat evresi c. Gen(;

Polen evresi d. Vakuollii polen evresi e. Olgun Polen evresi f. Olgun polen tanesi

Anter c¢eper tabakalarindaki nisasta, seliloz gibi suda ¢Oziinmeyen
polisakkaritlerin varligini belirlemek amaciyla yaptigimiz Periyodik Asit & Shiff (PAS)
boyamas1 sonucunda tapetum dokusu digindaki anter ¢eper tabakalarindaki polisakkarit
miktarinin az oldugu goriildii. Tapetumda ise profaz-I evresinde yiiksek miktarlarda
oldugu goriilen polisakkarit miktarinin gelisimin ilerleyen evrelerinde giderek azaldigi
belirlendi. Tetrat evresinde ara tabaka hiicrelerinin ve kalloz g¢epere sahip mikrospor
tetratlarinin da PAS pozitif sonug verdigi tespit edildi. Olgun polen evresinde endotesyum
hiicrelerinin ¢eper kalinlagmalarinda PAS pozitif reaksiyona rastlandi. Bunun yaninda
polen tanelerinin sitoplazmasinda da yiliksek miktarda polisakkarit oldugu belirlendi

(Sekil 3.3).
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Sekil 3.3. Periyodik Asit-Shiff reaktifi boyamas1 a. Profaz-l evresi. b. Tetrat evresi c.

Geng Polen evresi d. Vakuollii polen evresi €. Olgun Polen evresi f. Olgun polen tanesi

Anter ceper tabakalarindaki lipit varliginin belirlenmesi amaciyla yaptigimiz
Sudan siyah1 B (SBB) boyamasi sonucunda anter g¢eperler tabakalarmin lipit varlig
acisindan oldukga fakir oldugu tespit edildi. Ancak bu boyama sonucunda B. oleracea

polen tanelerinin ekzin ¢eperlerinin boyandig1 gozlendi (Sekil 3.4).
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Sekil 3.4 Sudan siyah1 B boyamasi a. Profaz-1 evresi. b. Tetrat evresi c. Geng Polen evresi

d.Vakuollii polen evresi e. Olgun Polen evresi f. Olgun polen tanesi

Programli hiicre 6liimii sirasinda hiicrede artis gosterdigi bilinen Ca*™? iyonunu
belirlemek amaciyla kesitlere Alizarin kirmizist boyasi uygulandi. Boyama sonuglarina
gore tapetum hari¢ diger anter ceper tabakalarinda negatif sonuglar gézlemlendi. Ancak
tapetum tabakasinda korelmeye kadar hiicre icinde Ca*? iyonunun artis gosterdigi
belirlendi. Ozellikle vakuollii polen evresinde, tapetumda Ca*? iyonunun yogun oldugu
gdzlemlendi. Ayrica polen tanelerinin sitoplazmasinda da yogun Ca*? bulunmasi dikkat

cekti (Sekil 3.5).
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Sekil 3.5. Alizarin kirmizist S boyamasi a. Profaz-1 evresi. b. Tetrat evresi c. Geng Polen

evresi d.Vakuollii polen evresi €. Olgun Polen evresi f. Olgun polen tanesi

B. oleraceae’de yaptigimiz sitokimyasal boyamalar sonucunda elde ettigimiz
verilere gore tapetum dokusunun bol sitoplazmali oldugunu; protein, ¢oziinmeyen
polisakkaritler ile beraber Ca*? iyonlar1 agisindan zengin oldugunu tespit ettik. Ayrica
PAS boyamasiyla endotesyum ve ara tabakada suda ¢oziinmeyen polisakkaritlere
rastlandig1 da goriildii. Xie ve arkadaslar1 (2005) Brassica campestris’te steril ve verimli
anterleri karsilagtirmiglardir. Tetrat evresindeki tapetum hiicrelerinde nisasta taneleri
gordiiklerini  ancak steril anterlerdeki tapetumda nisastaya rastlamadiklarini
bildirmislerdir. Sharma ve arkadaslar1 (2015) Brachypodium distachyon’da yaptiklari
aragtirmalarda endotesyumda kalinlasmalar ve PAS pozitif sonuglar gordiiklerini
bildirmislerdir. Gupta ve Nanda (1978) Techoma stans anterlerinde yaptiklar1 ¢alismada
endotesyumda kalinlagsmalara, ara tabakada nigasta tanelerine rastladiklarin1 ve PAS
pozitif sonuglar elde ettiklerini belirtmiglerdir.

Evans ve arkadaslari (1991) Brassica napus anterlerindeki gelisimi ve lipit

varligini incelemislerdir. Olgun polen tanelerindeki lipitlerin gelisimin erken sathalarinda
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birikmeye basladigini ve tapetumdan kdkenlendiklerini belirtmislerdir. Ruiter (1997) B.
oleraceae’de yaptig1 arastirmada, polen yiizeyindeki oleosin adli, lipit govdesine ve
protein kuyruguna sahip lipoidal molekiillerin varligini tespit etmis ve bu lipitlerin
polenlerin stigmaya tutunmasinda gorev yaptigini belirtmistir.

B. oleracea’de tapetum disindaki anter c¢eper tabakalari protein igerigi
bakimindan zayif bir igerige sahiptir. Tapetum hiicreleri gelisimin basindan tetrat
evresine kadar yiiksek protein igerigine sahiptir. Geng polen evresinde tapetum dokusu
protein igerigini anter lokusuna birakir. Heslop-Harrison ve ark. (1973) Iberis amara’da
yaptiklar1 calismada, polenlerin eksin g¢eperindeki proteinlerin tapetum hiicrelerinin
endoplazmik retikulumlarindan salgilandigini belirtmislerdir.

Ca*? iyonlarinin hem programli hiicre liimiinde gérev yapan bir sinyal molekiilii
oldugu hem de polen tiiplerinin stigma ylizeyinde c¢imlenmesinde rol oynadigi
bilinmektedir. Okada ve arkadaslar1 (1999) Brassica rapa polenlerinin yiizeyinde Ca*2
baglayict proteinlerin tapetumdan salgilandigimi1 tespit etmislerdir. Eaves ve
arkadaslarinin (2014) Papaver rhoeas’da yaptiklari calismada Ca*? iyonunun, polen tiipii
olusumu i¢in gerekli olan sinyal molekiillerini aktive ettigini bildirmislerdir. Ayni
calismada Ca*? iyonunun programli hiicre dliimiinde gorev yapan p56 proteinini aktive
ettigini ve aktin depolarizasyonunu baslattigin1 belirtmislerdir. Vardar ve Unal (2011)
Lathyrus undulastus’un geng polen evresindeki tapetum hiicrelerinde Ca*2 iyonunu

bulundurdugunu tespit etmislerdir.

3.1.2. Anter Ceper tabakalarindaki Programh Hiicre Oliimii

DAPI (4',6-diamidino-2-phenylindole), hiicre zarindan gegme kabiliyetine sahip,
DNA afinitesi yliksek olan floresan bir boyadir. DNA’nin adenin-timin baglarinca zengin
bolgelerine baglanarak mavi 1simalar verir.

Calismamizda DAPI ile elde ettigimiz sonuglara gore, geng polen evresine kadar
tapetum hiicrelerinin nukleuslart normal ve kiiresel sekildedir. Erken gelisim
evrelerindeki tapetum hiicrelerinin ¢ogunlugu iki nukleusludur. Ilerleyen evrelerde dort
nukleuslu hiicreler de belirlendi. Tetrat evresinde tapetum nukleuslarmin kiiresel ve
kalitsal materyalin nukleusa normal sekilde yayildigi goriilmiisiir. Geng polen evresinden

itibaren tapetum nukleuslarinin kiiresel sekillerini kaybettikleri ve DNA’nin nukleusta
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diizgiin dagilmadig1 gézlemlendi. Ara tabakada bu evrede nukleuslarda sekilsel bozulma

saptand1. Olgun polen evresinde tapetum ve ara tabaka tamamen koreldi (Sekil 3.6).
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Sekil 3.6. DAPI boyamasi a,b. Profaz-I evresi. c,d. Tetrat evresi e,f. Geng Polen evresi
g. Olgun Polen evresi h. 3 nukleuslu olgun polen taneleri

TUNEL isaretlemede elde ettigimiz bulgulara gore profaz-1 ve tetrat
evrelerinde negatif isaretlenme gdzlendi. Geng polen ve vakuollii polen evresinde ise
tapetum hiicrelerinde yogun olmak {izere tiim anter geper tabakalarinda pozitif 1g1malar
belirlendi. Bunun yaninda o6zellikle vakuollii polen evresinde konnektif dokuda da
TUNEL pozitif 1simalar tespit edildi. Olgun polen evresinde ise tapetum ve ara tabaka
tamamen koreldi. Geriye kalan tabakalarda ise TUNEL negatif isaretlenme saptandi.

Polenlerin ekzin ¢eperlerindeki 1simalar ise sekonder 1gimalardir (Sekil 3.7).
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Sekil 3.7. TUNEL yo6ntemi a. Profaz-1 evresi. b. Tetrat evresi ¢. Geng Polen evresi d.

Vakuollii Polen evresi e. Konektif doku hiicreleri f. Olgun polen evresi
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Baz1 dokulardaki programli hiicre 6liimiiniin saglikli iireme hiicrelerinin olugmasi
icin gerekli oldugu bilinmektedir. Polen i¢in gerekli olan besin ve sinyal molekiillerinin
anter lokusuna dagilmasi i¢in tapetum hiicrelerinin dogru zamanda 6lmesi verimli
polenler olusabilmesi agisindan kritiktir. Bu hiicrelerdeki PHO’ niin belirlenmesi igin
DAPI ve Feulgen gibi nukleus boyalar1 ve TUNEL gibi DNA iseretleme yontemleri
kullanilmaktadir.

Vardar ve Unal’m (2011) Lathyrus undulatus anterlerinin gelisimi sirasinda
gerceklesen hiicre 6limiinii belirlemede DAPI ve TUNEL yontemlerini kullanmislardir.
Arastiricilar DAPI ile boyanan hiicrelerin gen¢ polen evresinde DNA’nin graniiler bir
yapida oldugunu, vakuollii polen evresinde ise DNA’da deformasyonlar, bozulmalar ve
diizensiz bir dagilim gosterdigini belirtmislerdir. TUNEL reaksiyonunun gen¢ polen
evresine kadar negatif oldugunu ancak bu evreden sonra anter ¢eper tabakalarinin giicli
bir sekilde boyandigini ve TUNEL pozitif sonuglar aldiklarini belirtmislerdir.

Niu ve arkadaslar1 (2012) Oryza sativa’da yaptiklar1 arastirmada mikrosporlar
mikrospor tetratindan salindiktan sonra tapetum da TUNEL pozitif sonuglar aldiklarini
bildirmislerdir.

Papini ve arkadaslar1 (1999) Lobivia rauschii ve Tillandsia albida’da yaptiklar
calismada tapetum hiicrelerindeki PHO niin sitoplazmik azalma ve niikleuslardaki sekil
bozukluklar1 seklinde goriildiigiinii kaydetmislerdir.

Wan ve arkadaslar1 (2010) Brassica napus’ta yaptiklar arastirmada steril ve
verimli anterlerin gelisimini incelemislerdir. Steril anterlerdeki tapetum hiicrelerinin
tetrat evresinin baginda oldiiklerini ve bu sebeple polenlerin mikrospor tetratindan
salinamadiklarini tespit etmistir. Verimli anterlerde ise tapetum hiicrelerinin geng polen
evresinde baslayip vakuollii polen evresinde siddetlendigini gézlemlemislerdir.

Wang ve arkadaslar1 (2015) Triticum aestivum’da hibridizasyon i¢in kullanilan
bazi kimyasal ajanlarin erken tapetum Oliimiine yol ac¢tigim1i ve bunun da polen
sterilitesine sebep oldugunu belirlemislerdir.

Bu bilgiler 15181nda, literatiirdeki bulgularin calismamizda elde ettigimiz bulgular:

destekler nitelikte oldugu belirlenmistir.
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3.2. Anter Ceper Tabakalarinda Kaspaz-1 benzeri enzimlerin aktiviteleri

Calismamizda anter ¢eper tabakalarindaki PHO’niin tespiti i¢in kullandigimiz
Kaspaz-1/ICE Kolorimetrik Proteaz Analiz Kiti (ENZO) sonuglarina gore Brassica
oleracea anter gelisimi sirasinda goriilen kaspaz 1-benzeri aktivite sekil 3.8’de
gosterildigi gibidir. Elde ettigimiz sonuglara gore tetrat ve olgun polen evrelerinde enzim
aktivitesinin ¢ok diisiik oldugu goriilmektedir. Olgun Polen evresinde 151k mikrosbu
caligmalarinda da gordiigiimiiz ilizere ara tabaka ve tapetum hiicrelerinin 6lmiis olmasi
dolayisiyla Kaspaz-1 benzeri enzimlerin aktivitelerinin diisiik oldugu tespit edilmistir.
Geng polen evresinde kaspaz-1 aktivitesinin tetrat evresine gore %20, vakuollii polen

evresinde %52 artis gosterdigi gdzlemlenmistir.

Kaspaz 1-BenzeriAktiviteler
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Sekil. 3.8. B. oleracea tapetum hiicrelerindeki kaspaz-1 benzeri aktiviteler

3.3 Anter Ceper Tabakalarinda DNA Fragmentasyonlari
DNA analizi ve Agaroz Jel Elektroforezi sonuglarimiza gore gelisim evrelerine
gore DNA fragmentasyonu sekil 3.9°daki gibi goriintiilenmistir. Geng ve vakuollii polen
evresinde anter ceper tabakalarinda belirgin oranda genomik DNA fragmentasyonu

gozlemlenmektedir. Elde ettigimiz mikroskobik goriintiiler ve Kaspaz-1 testi de agaroz

jel sonuglarimizla uyusmaktadir.
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Sekil 3.9. DNA fragmentasyonlarinin agaroz jel elektroforezinde gosterimi.

Bilindigi iizere bitkilerde PHO sirasinda aktivite gésteren VPE’ler, hayvanlardaki
kaspaz-1 enzimine benzer aktiviteler gostermektedir. VPE’lerin biyotik stres, abiyotik
stres ve yiiksek aktivite gosterdigi gesitli aragtirmalarla kanitlanmistir (Rojo ve ark., 2004,
Hatsugai ve ark., 2004, Li ve ark., 2012). Cheng ve ark. (2020) Arabidopsis thaliana
anterlerindeki VPE’lerin aktivitelerini ve tapetum gelisimini arastirmiglardir.
Sonuglarimiz1 destekleyecek sekilde BVPE’nin normal gelisim sirasinda ¢icek disinda
bitkinin baska bir noktasinda goriilmedigini, bu enzimin geng polen ve vakuoler polen
evresinde yiiksek derecede aktif oldugunu belirtmislerdir. Bununla birlikte ayni evrelerde
TUNEL pozitif reaksiyon aldiklarini belirtmiglerdir. Tran ve arkadaglari (2014) Hordeum
vulgare tohumlarinin ¢gimlenmesi sirasinda endospermada kaspaz-1 aktivitesinin arttigini
belirtmislerdir.

Literatiir arastirmasi yapildiginda Brassica oleracea L. var. acephala DC. subvar.
viridis’in anter tapetumunda meydana gelen PHO sonucunda gozlemlenen kaspaz-1
benzeri enzim aktivasyonu ve DNA fragmantasyonunun agaroz jel elektroforezi ile
gosterilmesiyle ilgili bir ¢alismaya rastlanmamistir. Calismamizi destekler nitelikte Wang
ve arkadaslar1 (1999) Hordeum vulgare’de yaptiklar1 ¢alismada gelismekte olan anter
ceper tabakalarinda DNA fragmentasyonu oldugunu ancak olgun anterlerde
fragmentasyonun olmadigimi belirtmislerdir. Bununla birlikte Varnier ve arkadaslari
(2005) Lilium’un anter gelisimi sirasinda geng polen ve vakuollii polen evresinde tapetum

hiicrelerinde ytliksek miktarda DNA fragmentasyonu oldugunu belirtmistir.
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4. SONUCLAR

Brassicaceae familyasi, Brassica cinsine ait Brassica oleracea L. var. acephala
DC. subvar. viridis anterlerinin gelisimi ve gelisim sirasinda anter dokularinda
gerceklesen programli hiicre 6liimii morfolojik, biyokimyasal ve molekiiler yontemler ile
incelendi. B. oleracea anterleri ¢cogu angiosperm gibi 4 loblu, distan i¢e dogru epidermis,
endotesyum, ara tabaka ve tapetum tabakalarindan olusur. Epidermis ve endotesyum
gelisimin basindan sonuna kadar varligimi siirdiiriir. Endotesyum ¢eperleri gelisimin
sonunda kalinlagarak karakteristik U seklini alir. Gelisimin sonunda anterler stomium
noktalarindan agilir ve olgun polen taneleri disariya salinir. Calismamizda uyguladigimiz
DAPI ve TUNEL yontemi gelisimin geng ve vakuollii polen evresinde epidermis ve
endotesyumda programli hiicre 6liimii gerceklestigini gostermektedir. Bunun yaninda
programli hiicre 0liimiiniin ara tabaka ve tapetum hiicrelerinde geng¢ polende baslayip
vakuollii polen evresinde siddetlendigi goriildii. Isik ve floresans mikroskobu sonuglarina
gbre tapetum hiicrelerinin protein, Ca*? iyonu ve suda ¢dziinmeyen polisakkaritler
acisindan zengin oldugunu belirlendi. Tapetum hiicrelerinin sitoplazmasindaki Ca*?
iyonu derisiminin geng ve vakuollii polen evresinde arttigr goriilmiistiir. Hiicre iginde
artan Ca*? iyonun otolitik enzimleri igeren vakuollerin yikimindan sorumlu oldugu ve
PHO’nii hizlandirdig: bilinmektedir (Jones., 2001; Mattson ve Chan., 2003). Geng ve
vakuollii evrede hiicre icinde yogunlugu artan Ca™ iyonunun Ca'? bagimh
endoniikleazlar1 aktiflestirerek bu evrelerde  TUNEL pozitif sonuglar almamizi
sagladigin1 diistinmekteyiz. DAPI boyamasiyla erken evrede kiiresel olan tapetum
nukleuslarinin ilerleyen evrelerde kiiresel sekillerini kaybetti. Bununla beraber ileri
evrelerde tapetum kromozomlarinin nukleusda homojen dagilmadig: da dikkat gekti.
VPE’ler bitkilerde PHO’de rol oynayan sistein proteinaz enzim ailesinin bir
tiyesidir. Bu enzimler substratlarini aspartik asitten sonraki aminoasitten keser. VPE’ler
hem 3 boyutlu yapilar1 hem de etki ettikleri substrat bakimindan hayvanlardaki kaspaz-1
ile benzerlik gostermektedir. Kazpaz-1 testi sonuglarina gore anter ¢eper tabakalarindaki
kaspaz-1 benzeri enzimlerin aktivitelerinin geng polen evresinde %20, vakuollii polen
evresinde %352 arttig1 belirlendi.
Programli hiicre Oliimiiniin gostergelerinden birisi de 180-200 b¢’lik DNA
fragmentasyonunun ger¢eklesmesidir. Fragmante olan DNA, agaroz jel elektroforezine

tabi tutuldugunda farkli biiyiikliikteki DNA pargalar1 farki hizlarda jelde ilerleyerek
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merdiven basamagi goriintiisti (ladder) olustururlar. Gelisim sirasinda jel elektroforezi
ile gen¢ ve vakuollii evrelerdeki programli hiicre 6limii neticesinde olusan DNA
fragmentasyonu tespit edildi. Tetrat ve olgun polen evresinde anterde DNA
fragmentasyonu olmadigi goriildii.

Konuyla alakali literatiir arastirmasi yapildiginda Brassica oleracea’nin anter
gelisimi ve anter dokularindaki PHO hakkinda ayrintili bir ¢alismaya rastlanmamustir.
R.C. Thompson (1933) Brassica oleracea’nin tohum ve ¢igek gelisimini arastirmistir
ancak bu arastirma gilintimiizde giincelligini kaybetmistir.

Bitkilerde anter gelisimi sirasinda goriilen programli hiicre Glimi
mekanizmalarinin aydinlatilmast verimli polenler elde edilmesi agisindan Onem
tagimaktadir. Caligmamizda elde edilen sonuglarin anter gelisimi ve programli hiicre

Oliimiine iliskin ¢alismalara 1s1k tutmasi beklenmektedir.
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