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OZET

YUKSEK LISANS TEZI

Arabidopsis thaliana’ DA SILIKONUN UV-B STRESI UZERINE HAFIFLETICi
ETKISININ ARASTIRILMASI

Tugce CELAYIR

istanbul Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii

Molekiiler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dah

Damisman : Prof. Dr. Neslihan TURGUT KARA

Giliniimiizde kiiresel 1sinma ve beraberinde getirdigi problemlerin bir sonucu olarak tarim
arazileri ve diinya iizerindeki dogal bitki ortiisli gesitli biyotik ve abiyotik stres faktorlerine
maruz kalmaktadir. Tarim arazileri, artan diinya niifusuyla birlikte agiga ¢ikan gida ihtiyacinin
karsilanmasi i¢in temel olusturmakla birlikte, yalnizca gida alaninda degil; saglik, kozmetik ve
cesitli endiistriyel alanlarda da kritik bir rol oynamaktadir. Bitkilerin stres kosullarina
adaptasyonunun saglanmasi ve bu adaptasyonun altinda yatan molekiiler mekanizmalarin
aydinlatilmasi biiylik 6nem tagimaktadir. Kiiresel 1sinmanin ve ozon tabakasindaki incelmenin
getirdigi en biiyilik etkenlerden bir tanesi yer yiiziine ulasmakta olan ultraviyole-B (UV-B) tipi
radyasyondur. 280-320 nm araliginda dalga boyuna sahip UV-B tipi radyasyonun bitkiler
tizerinde olumsuz etkileri oldugu dnceden yapilan ¢aligmalarda gosterilmistir.

Calismada model organizma olarak Arabidopsis thaliana Columbia (Col-0) yabanil tip bitki
kullanilmistir. UV-B radyasyon uygulamasi 17 giinliik A. thaliana tizerinde 60 dakika boyunca
800 pWatt/cm? olacak sekilde optimize edilmistir. Bu tez ¢alismasinda, silikon molekiiliiniin
UV-B radyasyonuna maruz birakilan A. thaliana tizerindeki etkileri fizyolojik, gen anlatim1 ve
epigenetik seviyesinde analizler yapilarak arastirilmistir. Silikon molekiiliiniin bitkiler
tizerinde, ¢oklu stres direnci ve 6zellikle UV-B radyasyon direnci konusundaki etkileri dnceden
yapilan ¢aligsmalarda gosterilmistir. Ancak bu etkinin altinda yatan molekiiler mekanizmalar
heniiz aydinlatilmamastir.
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Bu nedenle tez kapsaminda ozmolit birikimi ve hiicre zar1 iyon sizintis1 analizi
gerceklestirilmistir. Ayrica, bitkilerde abiyotik stres yanit1 ile iliskili oldugu bilinen DGK2,
CHS, FLC, Rad51 ve UVR8 genlerinin anlatim seviyeleri ger¢ek zamanli polimeraz zincir
reaksiyonu kullanilarak belirlenmistir. Bu sayede, silikonun UV-B uygulamasi karsisinda
verdigi stres yanitinin belirtilen genlerin anlatimi ile olan iliskisi ortaya konmustur. Ayrica,
bitkilerde epigenetik diizenlemelerle iliskisi oldugu bilinen UV-B stres cevabinin daha iyi
anlagilabilmesi adina genom diizeyinde DNA metilasyon yiizdeleri karsilastirilmistir.

Gergeklestirilen tez ¢alismasinin sonucu olarak, in vitro 1 mM silikon uygulamasinin, 800
nWatt/cm? UV-B radyasyon stresi altinda A. thaliana Col-0 iizerinde fizyolojik, gen anlatimi
ve epigenetik seviyesinde etkisi oldugu gosterilmistir. Sadece silikon uygulanan deney
gruplarinda kontrole gore ozmolit birikimi yiliksek bulunurken; hiicre zar1 iyon sizintis1 diisiik
olarak olgiilmiistiir. Gen anlatim analizlerinde ise hedef genlerin anlatimlarinda silikonun stres
cevabinda destekleyici rol oynadigin1 gdsteren anlamli degisikler kaydedilmistir. Son olarak,
genom diizeyinde DNA metilasyonu yiizdeleri dl¢imiinde, silikon ve UV-B uygulanan deney
gruplarinda genomik DNA metilasyon yiizdesi kontrol grubuna gore artis gdstermektedir.

Yapilan ¢alisma kapsaminda silikon molekiiliiniin bitkilerde molekiiler seviyede degisikliklere
yol actig1 gosterilmistir. Bu ¢alisma, silikonun bitki stres cevabinda bir ajan olarak kullanimi1
ile ilgili literatiire katki saglamakla birlikte benzer molekiillerin biyotik ve abiyotik stresler
karsisinda kullanimi ve test edilmesi i¢in bir 6rnek olarak sunulmaktadir.

Ekim 2022, 104 sayfa.

Anahtar kelimeler: Arabidopsis thaliana, UV-B, silikon, ozmolit, iyon sizintisi, gen anlatimi,
DNA metilasyonu.
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SUMMARY
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INVESTIGATION OF THE ALLEVIATING EFFECT OF SILICON
AGAINST UV-B STRESS in Arabidopsis thaliana
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Supervisor : Prof. Dr. Neslihan TURGUT KARA

Today, due to global warming and the problems it brings, agricultural lands and natural
vegetation in the world are exposed to various biotic and abiotic stress factors. Agricultural
lands are the basis for meeting the food needs that arise with the increasing world population,
but not only in the field of food; it also plays a critical role in healthcare, cosmetics, and various
industrial fields. Ensuring the adaptation of plants to stress conditions and elucidating the
molecular mechanisms underlying this adaptation are of great importance. One of the biggest
factors brought by global warming and the depletion of the ozone layer is ultraviolet-B (UV-B)
type radiation reaching the Earth's surface. It has been shown in previous studies that UV-B-
type radiation with a wavelength in the range of 280-320 nm has adverse effects on plants.

In the study, the wild-type plant Arabidopsis thaliana Columbia (Col-0) was used as a model
organism. UV-B radiation application was optimized to 800 pWatt/cm? for 60 minutes on 17-
day-old A. thaliana. In this thesis study, the effects of the silicon molecule on A. thaliana
exposed to UV-B radiation were investigated by performing physiological, gene expression,
and epigenetic level analyses. The effects of silicon molecule on plants on multi-stress
resistance and especially UV-B radiation resistance have been shown in previous studies.
However, the molecular mechanisms underlying this effect have not yet been elucidated.
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For this reason, osmolyte accumulation and cell membrane ion leakage analysis were performed
within the scope of the thesis. In addition, expressions of DGK2, CHS, FLC, Rad51, and UVR8
genes, which are known to be associated with abiotic stress response in plants, were determined
using real-time polymerase chain reaction. In this way, the relationship between the stress
response of silicon to UV-B application and the expression of the specified genes has been
demonstrated. In addition, DNA methylation percentages at the genome level were measured
and compared in order to better understand the UV-B stress response, which is known to be
associated with epigenetic regulation in plants.

As a result of the thesis study, in vitro 1 mM silicon application has been shown to have
physiological, gene expression, and epigenetic level effects on A. thaliana Col-0 under 800
nWatt/cm? UV-B radiation stress. While osmolyte accumulation was found to be higher in the
experimental groups to which only silicone was applied, compared to the control, cell
membrane ion leakage was measured as low. In gene expression analyzes, significant changes
were recorded in the expression of target genes, indicating that silicon plays a supportive role
in the stress response. Finally, in measuring DNA methylation percentages at the genome level,
the percentage of genomic DNA methylation increased in silicon-treated experimental groups
compared to the control group.

Within the scope of the study, it has been shown that the silicon molecule causes changes at the
molecular level in plants. While this study contributes to the literature on the use of silicon as
an agent in plant stress response, it is presented as an example of the use and testing of similar
molecules against biotic and abiotic stresses.

October 2022, 104 pages.

Keywords: Arabidopsis thaliana, UV-B, silicon, osmolyte, ion leakage, gene expression, DNA
methylation.
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1. GIRIS

Diinya genelinde insan popiilasyonun her gegen giin artmasi saglikli gidaya erisim problemini
beraberinde getirmektedir (Crist ve dig., 2017; Bloom, 2020). Temel gida kaynaklarindan biri
olan tarimsal bitkilerin iretim verimliligi bu nedenle biiyiik 6nem tasimaktadir. Bitkilerin
maruz kaldig1 biyotik ve abiyotik kaynakli stres faktorleri dogrudan iiretim verimliligini
etkilemektedir. Bu noktada bitkilerde biyotik ve abiyotik stres yanitlarinin molekiiler seviyede
anlagilmas1 biiyilkk 6nem tasimaktadir. Bu konuda yapilmis arastirmalar bitkilerin stres

direncinin arttirllmasina katki saglayabilir.

Bitkilerde abiyotik stres faktorlerinden bir tanesi olan ultraviyole-B (UV-B) radyasyonu
ozellikle ozon tabakasinda meydana gelen incelme ve hasar nedeniyle ciddi bir problem teskil
etmektedir (Sharma ve dig., 2017). 2020 yilindan sonra gergeklestirilen analizlerde, gesitli
onlemler ve uygulamalar ile ozon tabakasindaki incelme hizinin azaltilabilecegi ortaya konmus
olsa da dnerilen uygulamalarin gerceklestirilebilirligi tartismaya agiktir (Madronich ve dig.,
2021). UV-B, 280 ve 315 nm dalga boyu araliginda 1is1ma yapan iyonize radyasyon tiiriidiir ve
en bllylik kaynagi Glines’tir (NASA, 2022). Yalnizca yer yiiziindeki tarimsal alanlarda degil,
biyorejeneratif yagsam destek sistemlerinin kullanildig1 uzun siireli uzay gorevlerinde de bitkiler
tizerinde UV-B radyasyon stresinin etkileri ¢calisilmaktadir. Ciinkii, uzay gorevlerinde bitkilerin
maruz kaldigi stres faktorlerinin basinda UV-B radyasyonu gelmektedir (Takahashi ve Ohnishi,
2004). Bu nedenle, UV-B stresinin etkilerinin molekiiler seviyede anlagilmasi ve olumsuz
etkilerinin Oniine gecilmesi yer yliziindeki tarimsal bitki tretim verimliliginden uzay

caligmalarinin gelecegine kadar genis bir spektrumda etki yaratacaktir.

Bu calismada, bitkilerde UV-B stresinin etkisini anlamak i¢in model organizma olan
Arabidopsis thaliana (fare kulagi teresi) bitkisi se¢ilmistir. Model organizmalar; hakkinda genis
spektrumda bilgi bulunan, siklikla calisilmis ve bilimsel caligmalar yapmaya elverisli
canlilardir (Fields ve Johnston, 2005). A. thaliana, tim genomunun dizilenmis olmasi, kisa
¢imlenme ve lireme siiresine sahip olmasi ve 5-6 haftalik yasam dongiisiiyle ¢aligsma kolayligi

saglayan bir bitkidir (Graham ve dig., 2008b).

Bitkilerde stres cevabinda etkili oldugu One siiriilen bir molekiil olan silikon, 6zellikle

ortosilisik asit (H4sSi04) formunda bitkiye uygulandiginda bitki biiyiimesinde verimlilik ve stres



direncinde artis gozlemlenmektedir (Liang ve dig., 2015f; Tripathi ve dig., 2017a). Silikonun
ozellikle UV-B direnci iizerindeki etkileri ile ilgili de gesitli caligmalar mevcuttur (Liang ve
dig., 2015¢). Bunlardan farkli olarak, gergeklestirilen ¢alisma kapsaminda in vitro ortosilisik
asit uygulamasi ile A. thaliana bitkisinin UV-B stresi altinda verdigi tepki fizyolojik,

transkriptomik ve epigenetik agilardan kapsamli olarak analiz edilmistir.

Fizyolojik agidan meydana gelen degisimlerin anlamlandirilabilmesi i¢in segilen yontemler
hiicre i¢i ozmolit birikimi ve hiicre zar1 iyon sizintisi analizidir. Bu yontemler fizyolojik
parametreler saglayarak bitkinin durumunu yorumlamak amactyla siklikla kullanilirlar. Hiicre
icerisinde biriken ozmolitler ¢esitli stres faktorlerine kars1 ozmotik koruma saglayarak hiicre
biitiinliiglinli desteklemektedir (Ahmad ve dig., 2013). Bu nedenle, gergeklestirilen ¢alismada
A. thaliana bitkisinin UV-B stresi ve silikon uygulamasi altinda ozmolit birikim miktari
Ol¢iilmiistiir. Hiicre zar1 iyon sizintisinin 6l¢iilmesi ise dolayli olarak hiicre zar1 hasarinin tespit
edilmesine olanak saglamaktadir (Ugarli, 2016). Sizint1 miktarinin yiiksekligi hiicre zarinda

meydana gelmis olan hasarla dogru orantilidir.

Biyotik ve abiyotik stresler bitkilerde gen anlatimini dogrudan ve dolayl olarak etkilemektedir.
Bu nedenle UV-B stresinin etkilerini anlamak adina gen anlatim Seviyesinde stres cevabiyla
iligkili olarak belirlenen hedef genlerin analizi yapilmistir. Bu ¢aligma kapsaminda belirlenen
DGK2, CHS, FLC, Rad51 ve UVR8 genlerinin anlatimlarindaki degisiklikler gercek zamanli

polimeraz zincir reaksiyonu (GZ-PZR) ile tespit edilmistir.

Epigenetik olarak meydana gelen degisimlerin tespit edilmesi de stres cevabinin biitiiniiyle
anlasilmas: adma olduk¢a Onemlidir. Bitkilerde stres yaniti ve direncinin epigenetik
diizenlemelerle iligkisi oldugu bilinmektedir (Boyko ve Kovalchuk, 2008). Gergeklestirilen tez
calismasinda, bitkilerde silikon uygulamasinin UV-B stres yanit1 lizerindeki etkisinin daha 1yi

anlagilabilmesi adina genom diizeyinde DNA metilasyon seviyeleri ol¢iilmiistiir.

Proje kapsaminda, UV-B uygulama kosullar1 optimizasyon ¢aligmalari ile belirlenmistir. Sonug
olarak, 17 giinliik A. thaliana bitkisine Philips marka, PL-L 36W/01/4P 1CT/25 model 167 mm
toplam uzunluga sahip UV-B Dar-bant lamba ile 800 pWatt/cm? UV-B radyasyon uygulanmis
ve uygulama sonrasinda stres cevabinin olusmasi i¢in 28 giin gelisimine devam eden bitki
analiz i¢in hasat edilmistir. Ardindan, ozmolit birikimi ve hiicre zar1 iyon sizintis1 degerleri

Ol¢iilmiistiir. Hedef genler lizerinde GZ-PZR yontemi ile gen anlatim degisiklikleri analiz



edilmistir. Son olarak, genomik DNA metilasyon seviyesi belirlenerek, UV-B ve silikon

uygulamasinin bitki tizerinde epigenetik a¢idan etkileri incelenmistir.

Yapilan tiim analizler, istatistiksel olarak iki yonlii (“Two-Way-ANOVA”) ve/veya tek yonlii
varyans analizi (“One-Way-ANOVA”) ile degerlendirilmistir. Varyans analizleri Geisser-
Greenhouse ve Tukey HSD testi uygulanarak gergeklestirilmistir. Grafiklerin diizenlenmesi ve
istatistiksel analizler i¢cin GraphPad Prism® 9.3.1 bilgisayar programi kullanilmistir. Her bir
deney grubu, diger gruplarla kendi igerisinde karsilagtirilmis olup, P<0.05 diizeyindeki sonuglar

istatistiksel agidan anlamli kabul edilmistir.

Sonug olarak, in vitro 1 mM silikon uygulamasinin, UV-B radyasyon stresi altinda A. thaliana
Col-0 tizerinde fizyolojik, gen anlatimi1 ve epigenetik seviyesinde etkisi oldugu gosterilmistir.
Gergeklestirilen arastirma bitkilerde silikonun UV-B stres yaniti iizerindeki etkilerinin
molekiiler seviyede ¢alisilmast konusunda literatiirde mevcut olan agigin kapatilmasina katki
saglamaktadir. Bu c¢alisma, silikonun bitki stres cevabinda bir ajan olarak kullanim ile ilgili
literatiirli desteklemekte ve ayn1 zamanda diger aday molekiillerin biyotik ve abiyotik stresler

karsisinda kullanimi ve test edilmesi igin bir 6rnek olarak sunulmaktadir.



2. GENEL KISIMLAR

2.1. MODEL ORGANIZMALAR

Canlilar hakkinda bugiine kadar bildigimiz bilgilerin biiyiik cogunlugu model organizmalar
tizerinde yapilan c¢alismalardan elde edilmistir. Her canli sinifin1 temsilen arastirilan model
organizmalara Ornek olarak; bir maya olan Saccharomyces cerevisiae, bir nematod
(mikroskobik solucan) olan Caenorhabditis elegans ve meyve sinegi Drosophila melanogaster
verilebilir. Model organizmalar, biyolojik olay ve olgularin anlagilmasi i¢in siklikla {izerinde
calisilan, hakkinda ¢ok sayida ve detayli bilgi bulunan tiirlerdir. Bu organizmalarin hiicre
dongiileri, hiicresel bilesenlerinin isleyisi, DNA (deoksiriboniikleik asit) tamir mekanizmalari,
hiicre sinyal yolaklar1 gibi biyolojik aktiviteleri model olmayan organizmalara gére daha iyi
bilinmektedir. Model organizmalar genomik, transkriptomik, proteomik ve epigenetik seviyede
detaylica calisilmigtir. Bu nedenle bu organizmalar bilimsel caligmalarda yaygin sekilde
kullanilmaktadir (Fields ve Johnston, 2005). Baz1 model organizmalar ve kullanim alanlar

Tablo 2.1 igerisinde listelenmistir.

Model organizmalarin kullanim alanlarina 6rnek vermek gerekirse, bunlardan bir tanesi gen
diizenleme calismalaridir. Gen diizenleme araglariyla gerceklestirilen calismalarda model
organizmalar siklikla kullanilmaktadir (Ma ve Liu, 2015). Ornegin, gen diizenlemede kullanilan
¢inko parmak niikleazlar1 (ZFN, “Zinc-finger nucleases”) 1996 yilinda Drosophila
melanogaster iizerinde yapilan g¢alismalar sirasinda kesfedilmistir (Kim ve dig., 1996).
Giliniimiizde, diizenli araliklarla boliinmiis palindromik tekrar kiimeleri (CRISPR, “Clustered
Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats™) ve Cas proteinleri (“CRISPR associated”)
ile gerceklestirilen gen diizenleme ¢alismalarinda 6zellikle Arabidopsis thaliana ve Solanum
tuberosum L. gibi model organizmalar tercih edilmektedir (Jinek ve dig., 2012). Model
organizmalar sahip olduklar1 genis veri havuzu sayesinde bu gibi yenilikei tekniklerin dogrudan
anlasilmasi1 ve detaylica incelenmesine olanak tanimaktadir. Kisacasi, model organizmalar

bilimsel ve teknolojik caligmalar i¢in olduk¢a uygundur.



Tablo 2.1: Ornek model organizmalar ve yaygin kullanim alanlari.

Ornek Model Organizma

Escherichia virus Lambda
(Casjens ve Hendrix, 2015)

Escherichia virus T4
(Yap ve Rossmann, 2014)

Escherichia virus ®X174
(Wright ve dig., 2020)

Aliivibrio fischeri
(Visick ve dig., 2018)

Bacillus subtilis
(Borriss ve dig., 2017)

Escherichia coli

(Idalia ve Bernardo, 2017)
Synechocystis sp. PCC
6803 (Yu ve dig., 2013)

Arabidopsis thaliana
(Meinke ve dig., 1998)

Caenorhabditis elegans
(Marsh ve May, 2012)

Chlamydomonas
reinhardtii
(Harris, 2001)

Danio rerio
(Gulias ve dig., 2019)

Mus musculus
(Perlman, 2016)

Neurospora crassa
(Nargang ve Rapaport,
2007)

Nicotiana benthamiana
(Goodin ve dig., 2008)

Populus trichocarpa
(Jansson ve Douglas, 2007)

Saccharomyces cerevisiae
(Karathia ve dig., 2011)

Zea mays
(Strable ve Scanlon, 2009)

Kullanim Alani

Viriisler

Viriisler iizerinde gergeklestirilen temel molekiiler calismalarda ve ozellikle
mikrobiyal genetik alaninda kullanilir.

Viriisler iizerinde gergeklestirilen temel molekiiler ¢alismalarda ve ozellikle
genetik mithendisligi alaninda kullanilir.

Sentetik biyoloji, evrim ve biyoteknoloji alanlarinda yaygin olarak kullanilir.

Prokaryotlar

Hiicreler arasi iletisim ve hayvan-bakteri simbiyotik iligkisinin incelenmesi igin
siklikla kullanilan bir model organizmadir.

Bakteri kromozom replikasyonu ve hiicre farklilagsmasi ¢calismalarinda kullanilir.

Temel molekiiler genetik ¢alismalarinda en model
organizmalardan bir tanesidir.
Fotosentez iizerine yapilan ¢aligmalarda ve 6zellikle biyo-yakit arastirmalarinda

kullanilir.

¢ok kullanilan

Okaryotlar

En sik kullanilan bitki model organizmadir. Tiim genomu dizilenmistir. Bitki
stres biyolojisi iizerine yapilan ¢aligmalarda da siklikla kullanilir.

Gelisim ve fizyolojinin genetik kontrolii calisilirken siklikla kullanilan nematod
model organizmadir.

Fotosentez, kamg¢i yapist ve hareketliligin incelenmesi, metabolizmanin
diizenlenmesi ve adezyon ve besin yetersizligine verilen yanitin arastirtlmasi
konularinda kullanilir.

Anatomi ¢aligmalari, toksikoloji, evrim, embriyoloji gibi ¢ok cesitli alanlarda
kullanilan bir hayvan model organizmadir.

Klasik model omurgali hayvan olarak hayvanlar iizerinde gerceklestirilen
calismalarda siklikla kullanilir.

Sirkadiyen ritim, mayoz ve metabolik regiilasyonlarin incelenmesi gibi alanlarda
kullanilir.

Siklikla bitki-patojen iliskisi ¢aligmalarinda kullanilir.

Odunsu bitkiler igin bir model organizma olarak genetik mithendisligi ve orman
biyolojisi ¢aligmalarinda kullanilir.

Maya molekiiler biyolojisi ¢alismalar1 ve canlilar iizerinde stresin etkilerinin
anlasilmasi gibi ¢esitli alanlarda kullanilir.

Genetik miihendisligi ve tarim biyolojisi alanlarinda kullanilan bir model
organizmadir.



Model organizmalar, canlilarda stresin etkilerinin ¢alisilmasinda 6zellikle tercih edilir.
Canlilarda stres, biyolojik (biyotik) ve biyolojik olmayan (abiyotik) stres olmak iizere ikiye
ayrilmaktadir. Biyotik ve abiyotik stresin canlilar {izerindeki etkisinin anlasilmasi amaciyla
yapilan ¢aligsmalarda, hakkinda ¢ok sayida veri bulunan model organizmalar kullanilmaktadir.
Ornegin, bitkilerde ¢oklu stresin etkilerinin anlasilmasi i¢in yapilan ¢alismalarda model
organizma olan A. thaliana bitkisi siklikla kullanilir. Bu tiir ¢alismalar sirasinda A. thaliana
tercih edilmesinin sebebi, bitkinin kisa yasam dongiisiinden dolayr kolaylikla iiretilip
yetistirilebilen bir yapida olmasi ve ayn1 zamanda ¢ok sayida dol vermesidir (TAIR, 2022).
Yine giincel caligmalara bakildiginda, oksidatif strese sebep olan inorganik arsenik gibi
toksisitesi yiiksek bilesenlerin canlilar tizerindeki etkisi ¢alisilirken Danio rerio (zebra baligi)

gibi model organizmalar tercih edilmektedir (Delaney ve dig., 2020).

Model organizmalarin kullanildig: bir diger bilimsel ¢aligma alani ise uzay biyolojisidir. Uzay
biyolojisi, uzun siireli uzay gorevleri sirasinda canlilarin maruz kaldiklar1 biyotik ve abiyotik
streslerin arastirilmasi agisindan stres biyolojisi ile yakindan ilgilidir. Uzay biyolojisinde her
tirden organizma iizerinde, uzay araci igerisinde maruz kaldiklar1 degisimleri inceleyen
arastirmalar yiiriitiilmektedir. Bu arastirmalar, uzay gorevlerinin sayist itibariyle kisitli olup,
gorevler i¢cin uzaya gonderilen canl tiirleri detayli 6n ¢aligmalar sonucunda sec¢ilmektedir. Uzay
gorevlerinin kosullart oldukca karmasik ve bilinmezliklerle dolu oldugu i¢in, bu gorevlerde
incelenen organizmalarin her anlamda ¢okg¢a calisilmis ve hakkinda bolca bilgi bulunan canlilar
olmast ¢cok onemlidir. Bu nedenle 6zellikle uzay calismalarinda ve uzay biyolojisinde model

organizmalar sik¢a tercih edilmektedir (Ferl ve dig., 2002).

Sonug olarak, giinlimiizde bilimsel arastirmalarin vazgegilmez bir parcast haline gelmis olan
model organizmalar, biyolojinin ve biyoteknolojinin her alaninda 6ncii olarak kullanilmakta,
temel bilimlerin ve teknolojinin gelismesine katki saglamaktadir. Model organizmalar hiicre i¢i
mekanizmalarin aragtiritlmasindan popiilasyon genetigi ¢caligmalarina kadar genis bir yelpazede

kullanilmaktadir.

Gergeklestirilen ¢alisma kapsaminda bitkilerde UV-B stresine karsi silikon uygulamasinin
etkilerini arastirmak amaciyla model organizma olan A. thaliana se¢ilmistir. Kisim 2.1.1.1

igerisinde A. thaliana hakkinda detayli bilgi verilmistir.



2.1.1.Model Organizma Olarak Bitkiler

Cok hiicreli okaryot canlilar olan bitkiler seliilozca zengin hiicre duvarina sahiptirler ve
icerdikleri klorofil ile fotosentez yaparlar. Bu tanim ile bitkiler bes ayr1 grupta siniflandirilirlar

(Graham ve dig., 2008a):

Briyofitler
Likofitler
Pteridofitler

Gimnospermler

a > w0 DN e

Angiospermler

Model organizma olarak bitkiler, genetik (Mittelsten Scheid, 2022), hiicre biyolojisi (Chen ve
Heidari, 2021) ve epigenetik (Cavalieri, 2020) gibi molekiiler biyolojinin farkli alanlarinda
siklikla kullanilmaktadirlar. Ozellikle bitki stres biyolojisinde kullanilan model organizmalara
ornek olarak Zea mays L. (misir), Hordeum vulgare L. (arpa) ve Arabidopsis thaliana verilebilir
(Arikan ve dig., 2018; Tiwari ve Yadav, 2019; De Castro ve dig., 2022).

Bilimsel ¢alismalarda kullanilan bir diger model organizma Physcomitrella patens (yosun)
bitkisidir. Uluslararas1 Uzay Istasyonu’nda gerceklestirilen ¢alismalarda &ncelikli olarak
kullanilmaktadir. Japonya Hokkaido Universitesi'nden Prof. Fujita Tomomichi tarafindan
Uluslararas1 Uzay Istasyonu’nda yiiriitilen “Yosunlarin cevresel tepkileri ve uzayda
kullanimlar1” adli ¢alisma ornek verilebilir (JAXA, 2021). Uzay gorevlerinde birden fazla
bilinmeyen ¢evresel faktor bulunmaktadir. Bu faktorlerin bitkiler {izerindeki etkisini
anlamlandirabilmek i¢in oOnceden ¢alisilmis ve Ozellikleri iyi bilinen organizmalarin
kullanilmasi gerekmektedir. P. patens gibi model bitkiler bu nedenle 6zellikle uzay ¢aligsmalar:

i¢in se¢ilmektedir.
2.1.1.1. Arabidopsis thaliana (L.) Heynh.

Yaygin adi ile “fare kulag: teresi” olarak bilinen Arabidopsis thaliana, bilimsel ¢aligmalarda
siklikla kullanilan kiiclik ¢igekli bir bitkidir (Sekil 2.1). 16.yy’da Johannes Thal tarafindan
Almanya’da Harz daglarinda kesfedilmistir (Wixon, 2001). Kuzey Amerika, Asya ve
Avrupa’da genis bir dagilima sahip Brassicaceae ailesi tiyesidir. Cesitli d6zelliklerinden dolay1

A. thaliana bilimsel c¢alismalarda siklikla tercih edilmektedir. Bunlardan biri, tim genomu



dizilenmis ilk bitki olmasidir (Arabidopsis Genome Initiative, 2000). DNA dizisinin biliniyor
olmasi yapilan tiim calismalara hiz kazandirmakta ve daha karmasik seviyelerde bilimsel
incelemeler yapilmasina olanak vermektedir. Diger Ozellikleri arasinda gorece az DNA’ya
sahip olmasi, fiziksel ve genetik haritalar1 belirlenmis olan 5 kromozomunun olmast, kisa boylu
olmasi, tireme siliresinin kisa olmasi, 5-6 haftalik bir yasam dongiisiine sahip olmasi, ¢aprazlama
deneylerinde kullanim kolaylig1, ¢ok sayida mutantinin ve genetik kaynaginin olmasi ve yiiksek
tohum ftiretim verimi sayilabilir. Bu nedenle, A. thaliana bilimsel ¢aligmalarda en sik tercih
edilen bitki model organizma haline gelmistir (Graham ve dig., 2008b). A. thaliana igin ¢esitli
veri bankalar1 kurulmustur. Arabidopsis Bilgi Merkezi (TAIR, 2022) A. thaliana igin genetik

ve molekiiler seviyede bilgi sunan bir veri merkezidir.

Bir model organizma olarak A. thaliana’nin kullanildig1 birgok kapsamli ¢alisma mevcuttur.
Omegin, 2011°de Arabidopsis thaliana bitkisinin P. ramosa ve tuz stresine karsi verdigi
fizyolojik ve transkriptomik yaniti arastiran bir ¢alismada ozmotik koruma yolaklarinin su
kaybin1 dnledigi ve ayn1 zamanda bitkide oksidatif stres cevabi olusturdugu gosterilmistir
(Demirbas, S., 2011). Bir model olarak A. thaliana boyle bir ¢alisma i¢in olduk¢a uygundur.
Benzer genleri ve sinyal yolaklarini igeren farkli bitkilerde bu deney tasarimi kullanilarak
benzer calismalar gelistirilebilir. Bu gibi caligmalarda spesifik genlerin anlatimlar1 ve
enzimlerin bu genlerin anlatimlari izerindeki etkileri incelenerek hangi sinyal yolaklarinin aktif
edildigi ve bitkinin savunma sisteminin altinda yatan molekiiler mekanizmalar aydinlatilmaya
calisilmaktadir. Yine A. thaliana ile silika stresi (Gokmen, S., 2013) ve ABA (absisik asit) stresi

(Arikan, B., 2016) gibi farkl1 abiyotik stres tiirlerinin incelendigi ¢aligmalar mevcuttur.

A. thaliana, bir model organizma olarak, bitki uzay biyolojisi alaninda da siklikla
kullanilmaktadir. Ornegin, STS-84 uzay mekigi ile uzaya gonderilen 6ncii arastirmalardan bir
tanesi farkli ekotiplerdeki A. thaliana bitkilerinin mikro-yergekimi altinda gelisiminin
arastirilmasi tizerinedir (Kiss ve dig., 2000). Wassilewskija (Ws), Landsberg erecta (Ler),
Columbia (Col) ve C24 ekotiplerinin uzay gorevi kosullarina uygunlugu acgisindan
degerlendirildigi bu calismada Ler ve C24 ekotipleri uzay gorevi kosullarina daha uygun olarak

belirlenmistir.

Bu gibi ¢aligmalardan yola ¢ikilarak, gerceklestirilen yiiksek lisans tezi kapsaminda model

organizma olarak A. thaliana bitkisinin kullanim1 uygun gériilmistiir.



Polen Kesesi

Sekil 2.1: Arabidopsis thaliana bitkisinin yasam dongiistinde farkli asamalar
goriilmektedir (Jasinski ve dig., 2018).

2.2. RADYASYON

Radyasyon, dalgalar veya pargacik akislar1 seklindeki enerjidir. Radyasyonun ultraviyole,
mikrodalga ve radyo dalgalar1 gibi birgok farkli tiirii bulunmaktadir (Sekil 2.2). Radyasyon
elektromanyetik spektrumda frekans biiytikliigline gore siniflandirilir. Goriiniir 1s1ktan daha
yiiksek frekansa sahip olan radyasyon iyonize radyasyon olarak adlandirilirken, gériiniir 151ktan
daha diisiik frekansa sahip olan radyasyon ise iyonize olmayan radyasyon olarak isimlendirilir.
Iyonize olmayan radyasyon oldukca diisiik enerjiye sahip oldugu i¢in canlilar {izerinde ciddi
olumsuz etkileri bulunmamaktadir. Iyonize radyasyon ise atomlarin ydriingelerinde donen
elektronlar1 kopartabilme yetenegine sahiptir. Bu nedenle, iyonize radyasyonun oldukg¢a zararli

turleri mevcuttur.
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Iyonize radyasyon kendi igerisinde cesitlere ayrilir (Canadian Nuclear Safety Commission,
2012):

1. Ultraviyole (UV) Radyasyon
2. Alfa Radyasyonu (¢ok yiiksek hizlarda hareket eden bir helyum atom ¢ekirdegi)
3. Beta Radyasyonu (yiiksek hizli bir elektron veya pozitron)
4. Foton Radyasyonu (Gama ve X-ray)
5. Notron Radyasyonu
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Sekil 2.2: Elektromanyetik spektrum ve radyasyon ¢esitleri (Sullivan ve dig., 2017).

Radyasyon, belirli dalga boylarinda, bir stres faktorii olarak canlilar {izerinde ciddi problemlere
yol a¢maktadir. En biiylik radyasyon kaynaklarindan biri olan Gilines, elektromanyetik
spektrumda (EM) tiim dalga boylarin1 yaymaktadir. Bu radyasyon ¢esitleri ¢ogunlukla goriiniir
151k, kizilotesi ve ultraviyole radyasyon (UV) seklindedir. Bazen, Giines patlamalar1 ad1 verilen
dev patlamalar Giines yiizeyinde meydana gelir ve x-1sinlar1, gama 1sinlar1 ve proton-elektron
akislar1 seklinde uzaya biiyiik miktarda enerji salinir. Buna Giines partikiilii sagilim1 olay1 (SPE,
“Solar Particle Event”) denir. Giines kaynakli radyasyonun disinda, uzaydan gelen galaktik
kozmik radyasyon (GCR, “Galactic Cosmic Radiation”) bulunur (NASA, 2022).
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2.2.1.Ultraviyole (UV) Radyasyon

Diinya {izerinde canlilar, stratosfer tabakasi sayesinde Gilines’ten ve uzaydan gelen radyasyona
karst onemli Olgiide korunmaktadir (Mars, 2021). Stratosfer, Glines riizgarinin diinyanin
manyetik alaniyla etkilesimi sonucu olusur (SWPC, 2021). Stratosfere ragmen Diinya’ya ulasan
radyasyon tiirlerinden bir tanesi ultraviyole (UV) radyasyondur. UV radyasyon, UV-C (100—
280 nm), UV-B (280315 nm) ve UV-A (315-400 nm) olmak iizere dalga boylarina gore ti¢
farkli sekilde smiflandirilir. UV-A radyasyonu stratosfer tabakasini gegerek yeryiiziine
ulagirken, UV-C stratosferik oksijen/ozon tarafindan tamamen filtrelenmektedir. UV-B ise
ozon tabakasinin yogunluguna bagl olarak kismen yeryliziine ulasmaktadir. 2000’11 yillara
dogru sera gazlarinin atmosferik konsantrasyonlarinda meydana gelen artis, kiiresel yiizey
sicakliklarmin yiikselmesinde rol oynamistir (Karl ve Trenberth, 2003). Giiniimiizde kiiresel
1sinmanin bir sonucu olarak, ozon tabakasinda meydana gelen incelme ile diinya yilizeyine
ulasan UV-B radyasyon miktarinda artis goriilmektedir ve bu durum canlilar iizerinde zararl
etkiler gostermektedir (Sharma ve dig., 2017). insanlar iizerinde cilt kanseri, Giines yaniklari
ve goz hasarlari bu zararh etkiler arasinda sayilabilir (UK AIR, 2022). UV-B radyasyon
insanlarla birlikte, yeryiiziindeki diger tiim canlilar1 etkilemektedir. Montreal protokoliine gore
ozon tabakasinin yenilenmesi 2070 yilina kadar beklenmemektedir (Caldwell ve dig., 2007).
1980°den itibaren yerkiireye ulasan UV-B radyasyon miktarinda %4 ile %16 araliginda bir artis
gorilmektedir (Forster ve dig., 2011). 2020 yilindan sonra yayinlanan c¢aligmalarda, 6nerilen
sekilde Montreal protokoliiniin uygulanmast ile ozon tabakasindaki incelme hizinin
azaltilabilecegi ortaya konmus olsa da (Madronich ve dig., 2021), UV radyasyonundaki
ongoriilen degisikliklerin stratosferik ozonda incelme disinda, bulut hareketlilikleri gibi,
iklimsel faktorlerden kaynaklanmasi da muhtemeldir (Bais ve dig., 2015). Bu nedenle abiyotik
stres faktorii olarak UV-B radyasyonun bitkiler tizerindeki etkilerinin arastirilmasi biiyiik 6nem

tasimaktadir.
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2.3. BITKILERDE STRES

Tim canlilar, yasamini devam ettirmek ve iiremek i¢in siirdiiriilebilir bir sekilde, farklh
organizasyon seviyelerinde (tek bir hiicreden organizmalar aras1 etkilesim seviyesine kadar)
kontrol saglamak ve optimum yasamsal degerlerini korumak zorundadir. Homeostazi, yani i¢
denge, adi verilen sistemin dogru islemesi ile bu miimkiindiir. Canlilarda ¢evresel sicakliga
kars1t verilen tepki ve sicaklik kontrolii, omurgalilarda kan basincinin dengelenmesi igin
gelistirilen mekanizmalar ve ayn1 zamanda kanda glikoz degerinin ayarlanmasi bu sistemlere
ornek olarak verilebilir. Biyolojik sistemler {lizerinde homeostaziyi bozacak igsel ve/veya

cevresel kaynakli etkenlere stres faktorleri adi verilmektedir (Del Giudice ve dig., 2018).

Canlilar stres kosullarina uyum saglamak icin ¢esitli adaptasyonlar gegirecek yonde dogal
secilim yolu ile evrimlesmektedirler. Yapilan arastirmalar, Hooke yasasinin stres ve canlilar
arasindaki iligkiyi anlamlandirmakta kullanilabilecegini gostermektedir. Hooke yasasina gore,
strese neden olan etkenin siddeti ile stres sonucu meydana gelecek tepki dogru orantili olacaktir.
Canlilarda ise bu durum stresin elastik limitine ve kirilma noktasina gore degiskenlik
gostermektedir. Stresin etkileri ile canlinin tepkisinin dogru orantili oldugu evre Hooke
yasasina uyarken, stresin etkilerinin daha hizli gériilmeye basladig1 noktaya elastik limit ad1
verilir. Elastik limiti astiktan sonra kirilma noktasi, yani canlinin dliimiine kadar olan siirecte
stresin etkileri hizla artig gosterecektir (Kiiltz, 2020). Bu iliskiyi temsili olarak gosteren gorsel

Sekil 2.3 ile verilmistir.

Genel olarak bitkilerin maruz kaldiklar1 stresler biyotik ve abiyotik olarak ikiye ayrilir (Qin ve
dig., 2011). Biyotik stresler biyolojik kokenliyken, abiyotik stresler biyolojik olmayan
kaynaklardan koken alir. Viriisler, bakteriler, mantarlar, nematodlar, bocekler ve zararl diger
bitki tiirleri biyotik stres kaynaklari arasinda sayilabilir. Abiyotik stres ise tuzluluk, yiiksek
sicaklik, distik sicaklik, agir metal kirliligi, radyasyon, kuraklik, kimyasal ajanlar ve yetersiz
oksijen gibi etkenlerden kaynaklanir. Ozellikle kiiresel 1sinma ve beraberinde getirdigi iklim
degisikliginin tarim arazileri lizerindeki etkisi abiyotik strese sebep olmaktadir. Ayn1 zamanda
sanayi devrimi ve sonrasinda artan kirlilik, agir metal birikimi, zararli kimyasal ajanlar gibi
etkenler abiyotik strese yol agmaktadir. Tarim arazilerinde stres kokenli olarak ciddi mahsul
kayiplar1 olmakta (Sekil 2.4) ve hem bitkilerin kendi igerisinde gelistirdigi mekanizmalarin
anlasilmas1 hem de disaridan miidahale ile bu stresler karsisinda etkili cevabin olusturulmasi

yoniinde diinya genelinde calismalar gergeklestirilmektedir (Pereira, 2016).
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Sekil 2.3: Stresin etkilerinin Hooke Yasasina gore agiklanmasi
(HSC: Hiicresel Stres Cevabi, HHC: Hiicresel Homeostazi
Cevabi) (Kiiltz, 2020).
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Sekil 2.4: Farkli bitki tiirleri iizerinde abiyotik ve biyotik stres kaynakli
kayiplarin miktar1 (Bayer CropScience Editorial, 2008).
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2.3.1.Bitkilerde Stres Yanitlari

Bitkiler biyotik ve abiyotik stres faktorlerine karsi ¢esitli stres yanitlart olusturarak bu
faktorlerin sebep oldugu zararli etkileri en aza indirmeye ve adaptasyon saglamaya calisirlar.
Bitkilerde meydana gelen stres cevabinin anlasilmasi absisik asit reseptorlerinin kesfedilmesi,
stres cevabiyla iligkili genlerin transkripsiyon ve transkripsiyon sonrasi diizenlenmelerinin ve
hormon iligkili stres cevabinin incelenmesi ile miimkiin olmustur. Bitkilerde stres cevabi; belirli
genler, kodlama yapmayan RNA’lar ve bunlarla iligkili sinyal yolaklar1 tarafindan kontrol
edilmektedir. Cesitli sinyal mekanizmalar1 ile stres altinda uyarilan bitkiler, niikleus
proteinlerinin translasyon sonrast modifikasyonundan, kodlamayan RNA molekiillerinin etki
etmesine kadar farkli yollar ile strese karsi cesitli yanitlar olustururlar. Bu yanitlar genellikle
farkli yolaklar iizerinden olussalar bile dolayli olarak iliskilidirler. Ornegin sinyal yolaklar:
stresle iligkili transkripsiyon faktorlerini uyarirken, bu transkripsiyon faktorleri de stres
direncinde rol alan genleri aktive eder veya anlatimini arttirir (Shanker ve Venkateswarlu,

2011).

Stres cevabinin olusmasinda ilk basamak, stres sinyallerinin hiicre zarinda yer alan reseptor
molekiiller yardimiyla tanimmmasidir. Bu reseptor molekiillere; OSCA1 (Azaltilmis
Hiperozmolaliteye Baglh Kalsiyum Artis1 1), COLD1 (Sogutma-Tolerans Uyusmazhigr 1),
MSL’ler (MscS Benzeri Proteinler), GLR (Glutamat Benzeri Reseptor) kanallari, histidin
kinazlar, GPCR’ler (G-Protein Bagli Reseptorler) ve kalsiyum kanallar1 6rnek olarak verilebilir
(Yesildirek, 2021). Stres sinyal yolaklar1 ¢esitli iyon kanallarini aktive eder; reaktif oksijen
tiirlerinin iiretimine yol agar; salisilik asit, etilen, jasmonik asit ve absisik asit gibi hormonlarin
birikimini saglar. Kalsiyum iyonu ve reaktif oksijen tiirlerinin stres faktorlerine karsi verilen
yanitta ikincil mesajc1 olarak gorev yaptiklar ortaya konmustur. Stres altinda artan kalsiyum
miktari, kalsiyum 1ile iligkili proteinler araciliiyla cesitli stres cevabr mekanizmalarini aktive
eder. Bu proteinlere 6rnek olarak; kalsiyum bagimli protein kinazlar (CDPK ’lar), kalsindrin B-
tipi proteinler (CBL’ler) ve kalmodulin proteinleri verilebilir (Fraire-Velazquez ve dig., 2011).
Reaktif oksijen tiirlerinin iiretimi ise kalsiyum bagimli fosforilleme mekanizmalar ile iliskili
olarak caligmaktadir (Ogasawara ve dig., 2008). Ayrica, bitkiler biyotik streslere kars1 patojen-
iliskili molekiiler oriintiiler (PAMPs, “Pathogen-associated Molecular Patterns”) gibi cesitli
yolaklar tizerinden savunma mekanizmalar1 gelistirmislerdir. Bu gibi sinyal yolaklar1 bitkilerde

savunmada faydali proteinlerin sentezini uyarmaktadir.
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Okaryotlarda CDPK’lar, CIPK (CBL ile etkilesen protein kinaz) ve mitojenle aktive olan
protein kinazlar (MAPK) biyotik ve abiyotik stres cevabinda aktive olan sinyal yolagi
proteinleridir. MAPK lar Ser/Thr protein kinaz ailesi iiyesidir. Hem CDPK’lar hem MAPK’lar
hiicre dis1 sinyallere ve gen anlatimi, mitoz, farklilasma, hiicre 6liimii gibi hiicresel aktivitelere
yanit olugturmakta gorevlidirler. Cesitli tipleri bulunan ve farkli metabolik yolaklarda gorev
yapan MAPK genleri, 6karyotik canlilarda evrimsel olarak korunmus durumdadir (Giliney,
2021). Farkli protein kinazlar ve protein fosfatazlar biyotik ve abiyotik stres yanitinin olugsmasi

icin fosforilleme ve defosforilleme mekanizmalarini tetikleyerek ¢alismaktadir.

Bitkilerde stres cevabinda etkili olan diger bir faktor de fitohormonlardir (Qin ve dig., 2011).
Fitohormonlar reseptdrler tarafindan algilanan stres sinyallerini, kalsiyum iyonu ve reaktif
oksijen tiirlerinin yaptig1 gibi protein kinazlara ve protein fosfatazlara aktararak sinyal iletimini
saglar. Fitohormonlar gen anlatim motiflerini dogrudan etkileyebilecegi gibi genomik kdkenli
olmayan stres cevaplarina da yol agabilir. Genel olarak etilen, jasmonik asit ve salisilik asit
biyotik stres cevabinda rol alirken, absisik asit (ABA) abiyotik stres cevabinda oldukga etkin
bir fitohormondur (Fraire-Velazquez ve dig., 2011). ABA, bekgi hiicrelere olan iyon akisini
kontrol ederek stomanin ag¢ilip kapanmasina miidahale eder. Ayrica ABA ¢esitli gen anlatim
modifikasyonlari ile abiyotik strese kars1 verilen cevapta etkili olmaktadir (Leung ve Giraudat,
1998). ABA ve abiyotik stres cevabi iliskisini molekiiler diizeyde inceleyen caligsmalar

mevcuttur (Park ve dig., 2009; Ma ve dig., 2009).

Ayrica, yapilan ¢aligmalara gore bitkilerde mitokondrinin biyotik stres cevabinda aktif rol
oynadig1 ortaya konmustur. Bu cevabin olugmasinda 6zellikle mitokondri kokenli reaktif
oksijen tiirleri nedeniyle mitokondri organelinin islev dis1 kalmasi ve bu sayede programlanmis
hiicre 6liimiiniin ger¢eklesmesi gibi hiicresel savunma sinyal yolaklarinin uyarilmasi gorev

almaktadir (Amirsadeghi ve dig., 2007).

Bitkilerde ¢esitli biyotik ve abiyotik stres tiirlerine kars1 verilen cevapta etkinlik gdsteren bir
diger etken de 14-3-3 gen ailesi liyeleri GF14b ve GF14c’dir. Bu genler ¢esitli transkripsiyon
faktorleri ile kontrol edilir (Chen ve dig., 2006). 14-3-3 proteinleri fosforile olmus proteinlere
baglanip aktivitelerini kontrol ederek stres cevabinin olusmasinda gorev alir (Zhao ve dig.,
2021). 14-3-3 protein ailesi iiyeleriyle cis aktivasyonunda rol oynamalari sebebiyle benzer
ozellik gosteren cytochrome P450 genleri de bitkilerde biyotik ve abiyotik stres cevabinin

olusmasinda etkilidir. Ayrica bu genlerin, ultraviyole radyasyon stres cevabinin olusmasinda
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da gorev aldig1 bilinmektedir (Narusaka ve dig., 2004). Coklu stres cevabinda etkili bir diger
gen olan chalcone synthase (CHS) flavonoid biyosentez yolaginin ilk adimini

katalizlemektedir. CHS geni hakkinda detayli agiklama kisim 2.6.2.2. igerisinde verilmistir.

Bitkilerde abiyotik stres direncinde transkripsiyon faktorleri de biiylik rol oynamaktadir.
Ornegin, A. thaliana’da, CBF/DREBI1 (“C-repeat-binding factor/dehydration responsive
element-binding protein 1) transkripsiyonel aktivatorleri, cis elementlerine baglanarak stresle
iligkili gen ifadesini kontrol etmektedir ve 6zellikle bitkilerde diisiik sicaklik stresine karsi
etkinlik gosterdikleri tespit edilmistir (Qin ve dig., 2011). Transkripsiyon faktorleri (TF)
genlerin yukar1 okuma bdlgesinde bulunan promotor iizerinde mevcut cis-elementleri ile
etkilesime girerek bu genlerin anlatimlarini diizenleyen proteinlerdir (Marand ve Schmitz,
2022). Stres cevabinda 6zel olarak gorev alan transkripsiyon faktorlerine, AtMY C2 [basit helix-
loop-helix (bHLH) domaini igeren transkripsiyon faktorii], ATAF1 ve 2 (Arabidopsis
transkripsiyon aktivator faktér 1 ve 2), RD26 (dehidrasyon 26), OsNAC6 (piring NAC6),
OsMPKS5 (piring MPK5) ve WRKY o6rnek olarak verilebilir (Fraire-Velazquez ve dig., 2011).
WRKY bitkilerde stres cevabi olusturan savunma genlerinin promotor bolgesinde bulunan
TTGAC(C/T) W-kutusu elementlerini tantyarak DNA yapisina baglanan bir grup proteindir
(Dong ve dig., 2003). WRKY grubu proteinlerin hem biyotik hem abiyotik stres cevabinda rol
oynadig1 bilinmektedir. Ornegin piring WRKY45 (OsWRKY45) hem su kithg hem de patojen
istilasina kars1 etkinlik gostermektedir (Qui ve Yu, 2009). Ayrica WRKY36 transkripsiyon
faktoriiniin 6zellikle UV-B stres cevabinda goriilen fotomorfojenik sinyal yolaklarinda gérev

aldig1 bilinmektedir (Tossi ve dig., 2019).

Transkripsiyonel ve transkripsiyon sonrasi diizenlemelerde biiytik rolii olan kodlanmayan RNA
(ncRNA, “non-coding RNA”) molekiillerinin bitkilerde stres cevabinin olusmasinda da etkili
oldugu bilinmektedir. Ornegin, ¢esitli miRNA tiirlerinin besin kitlig1 ve sicaklik stres yaniti
yolaklarinda gorev aldig1 ortaya konmustur (Wang ve dig., 2017). Yine son yillarda iizerinde
siklikla calisilan miRNA ve bitki stres iliskisi konusunun arastirildig bir tez ¢alismasinda,
cesitli miRNA’larin Arabidopsis thaliana yabanil tip Col-0 bitki kallusunda azot aghigi ve
kuraklik stresleri altinda anlatimlarinin de8isimi incelenmistir. Bu ¢alismanin sonucunda stres
uygulama siiresinin stres yanit1 olusumunu etkiledigi ve miRNA anlatimi miktarinin ¢oklu stres
kosullarinda da farkli oldugu goriilmistiir (Yasar, 2021). Abiyotik stres cevabinin olugmasinda

gorev alan temel mekanizmalarin 6zeti Sekil 2.5 igerisinde verilmistir.
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Sekil 2.5: Abiyotik stres cevabinin olugsmasindaki genel mekanizma (Wang ve dig., 2016).

Bitkilerin kendi savunma mekanizmalarinin yetersiz kaldig1 durumlarda ise disaridan miidahale
ile strese kars1 korumanin artirilmasi hedeflenmektedir. Ekolojik agidan faydali bir ¢6ziim olan
melatonin kullanimi bu duruma 6rnek olarak verilebilir. Melatoninin bitki zararlis1 viriisler,
bakteriler ve mantarlar iizerinde etkili oldugu yapilan ¢aligmalarda gosterilmistir (Moustafa-
Farag ve dig., 2019). Ayrica ilerleyen boliimlerde detaylica deginilecek olan silikon
molekiiliiniin de stres cevabi iizerindeki etkisi ortaya konmustur. Ornegin, silikon bitki
hastaliklarina ve pestisitlere karst kiitikiila tabakasinin altinda fiziksel bir bariyer olusturur

(Bakhat ve dig., 2018).
2.3.1.1. Bitkilerde UV-B Radyasyon Stresi ve Stres Yanitlart

UV-B radyasyonun bitkiler tizerindeki etkileri sonucu bitkilerde gesitli stres cevaplart meydana
gelir. Bitkiler fotosentetik olarak aktif radyasyonu (PAR, “Photosynthetically active radiation”)
absorbe ederken ayni zamanda UV-B radyasyonuna karsti da kendilerini savunmak
zorundadirlar (Jordan, 2002). UV-B stresi karsisinda verilen yanitlar UV-B kokenli DNA
hasarmin tamiri ve UV-B kokenli oksidatif stres yaniti olugsmasi gibi farkli mekanizmalar

icermektedir.
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Bitkilerde UV-B hasarina kars1 koruyucu mekanizmalardan bir tanesi UV-absorbe edici fenolik
bilesiklerin epidermal doku altinda birikmesidir (Bornman ve dig., 1998). Ayrica kiitikiila
tabakasini kaplayan mumsu yap1 ve tiiylenme gibi ekstra koruyucu mekanizmalar ve hiicresel
antioksidan sistemlerinden de s6z edilebilir (Steinmiiller ve Tevini, 1985; Liakopoulos ve dig.,

2006).

UV-B radyasyonuna karsi stres yanitinin meydana gelmesi i¢in Oncelikle radyasyonun
bitkilerde bulunan UV-B reseptorleri ile algilanmasi gerekmektedir. Burada UV Resistance
Locus 8 (UVR8) gen iiriinii olan UVRS’in UV-B hassasiyeti yiikksek mutant bitkilerde yapilan
caligmalar ile tanimlanmasindan (Kliebenstein ve dig., 2002) bu yana, bu genin tek basina UV-
B ile iliskili yiizlerce geni kontrol ettigi ortaya konmustur (Brown ve dig., 2005). UVR8 geni
ve UV-B fotoreseptorii UVRSE proteini hakkinda detayli bilgi kisim 2.6.2.5 igerisinde

verilmigtir.

UV-B stres sinyallerinin UVRS8 fotoreseptdrii tarafindan algilanmasinin ardindan devreye
sinyal yolaklar1 girmektedir. DNA hasar tamiri, reaktif oksijen tiirlerinin olusmasi,
yaralanma/savunma sinyal molekiillerinin olugmasi gibi UV-B spesifik olmayan sinyal
yolaklarinin yan sira; UV-B’ye spesifik olarak fotomorfojenik yanit olusturan sinyal yolaklar1
da mevcuttur. Fotomorfojenik yanitta gorev alan UVR8 ve “Constitutive Photomorphogenic 1”
(COP1), UV-B ile indiiklenen basit losin-fermuar transkripsiyon faktorii Constitutive
Elongated Hypocotyl 5 (HYS) ekspresyonunu saglayarak UV-B stres cevabinda rolii olan diger
genlerin regiilasyonunu kontrol etmektedir (Jenkins, 2009). Bitkilerde DNA hasarinin tamiri
ise diger organizmalara benzer sekilde DNA fotoliyazlar aracilifiyla olur (Sancar, 2004).
Yiiksek dozda ve kisa dalga boyundaki UV-B uygulamasi genel stres yanitini uyarirken, diisiik
dozda ve uzun dalga boylarindaki UV-B, UV hasar tamir mekanizmalarinda gorev yapan

spesifik genleri uyarmaktadir (Jenkins, 2014).

Fotomorfojenik yanitin olugsmasinda, UV-B reseptorii UVRS8, UV-B varliginda kuarterner
protein yapisini homodimerden aktif monomer haline gegerek degistirir. UV-B etkeni
yoklugunda halka seklindeki protein yapt homodimer halindedir. UVRS, UV-B radyasyonla
indiiklenip monomer haline geldiginde sitoplazmadan niikleus igerisine gegtikten sonra COP1
proteini ile etkilesime girerek fotomorfojenik sinyal yolagimi g¢alistirir (Gardner ve Correa,
2012). Ortamda UV-B radyasyonu olmadigi durumda, E3 ubikiitin ligaz kompleksinin bir
pargasi olan COP1, Suppressor of PHY A (SPA1) ile etkilesime gecerek HY5 ve HY5S Homolog
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(HYH) transkripsiyon faktorlerini poli-ubikiitine eder (Huang ve dig., 2014; Lau ve Deng,
2012). UV-B radyasyon varliginda UVR8 monomeri COP1-SPA yapisim1 E3 ubikiitin ligaz
kompleksinden ayirir ve poli-ubikiitine olmayan HYS ve HYH transkripsiyon faktorlerinin
miktarinda artis meydana gelir (Tossi ve dig., 2019). HY 5 pozitif geri bildirim mekanizmast ile
kendisinin ve diger UV-B cevabi genlerinin anlatimini arttirir (Binkert ve dig., 2014). HY'S
tarafindan indiiklenen bir gen, UVRS8’in yeniden dimerlesmesini saglayan “Repressor of UV-B
Photomorphogenesis” (RUP) proteinlerini kodlamaktadir. Bu sekilde negatif geri bildirim
mekanizmasi ile UV-B cevabinda rol alan bazi1 proteinlere Salt Tolerance/BBX24
(STO/BBX24), Radical-Induced Cell Death 1 (RCD1) DWD Hypersensitive To UV-B 1
(DHU1) 6rnek verilebilir. Ayrica UVR8 monomerlerinin WRKY DNA-Binding Protein 36
(WRKY36), BRI1-Emssuppressor 1 (BES1) ve BESIl-InteractingMyc-Like 1 (BIM1)
transkripsiyon faktorleri ile etkilesime girdigi bilinmektedir. Serbest WRKY36, HYS5
promotoruna baglanarak onun transkripsiyonunu baskilar. BES1 ve BIMI, Brassinosteroid
(BR) sinyal yolaginin bir parcasidir. BES1, BIMI ile etkilesir ve DNA’ya baglanarak BR’den
sorumlu genleri indiikler (Tossi ve dig., 2019). Fotomorfojenik sinyal yolaginin temsili gorseli

Sekil 2.6’da verilmistir.

Son olarak, bitkilerde UV-B cevabi ile olusan morfolojik degisiklikler; kalinlasan yapraklar,
kisalan petiol, kisalan kokler, artan yanal dallanma ve kok/gbvde oranindaki degisiklikler
seklinde Ozetlenebilir. Elbette bitki morfolojisine yansiyan bu degisikliklerin kokeninde
molekiiler ve hiicresel olaylar yatmaktadir ve yukarida anlatilan UV-B stres cevabi sinyal

yolaklar1 bu tepkilerin olusmasinda biiyiik rol oynar (Robson, 2015).
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Sekil 2.6: Sol tarafta (A) beyaz 151k varliginda UVR8 temelli fotomorfojenik yanitin olusmasinda gérev
alan mekanizmalar goriilmektedir. Beyaz 151k varliginda UVR8 homodimer halinde bulunmaktadir.
SPA, COP1, DDB1 ve CUL4 kompleks halinde (E3 ubikiitin ligaz kompleksi) bulunur ve HYS ve HYH
deaktivasyonunu kontrol eder. Niikleus igerisinde BIM1, BES1, WRKY36 ve HYS5 varligim
siirdiirmektedir. WRKY36, HYS transkripsiyonunu inhibe etmektedir. BIM1 ve BES1 BR sinyal
yolagindan sorumlu genleri aktive etmektedirler. Sag tarafta (B) ise beyaz 11k ve UV-B radyasyonu
varliginda UVRSE temelli fotomorfojenik yanitin olusmasinda gorev alan mekanizmalar goriilmektedir.
UV-B ile aktiflesen UVRE homodimeri aktif monomer haline gecerek COP1 ve SPA molekiillerini E3
ubikiitin ligaz kompleksinden ayirarak kendisine baglar ve ardindan niikleusa giris yapar. Monomer
UVRS, WRKY36’ya baglanarak, HY5’in aktiflesmesini saglar. Ayrica monomer UVRS, BIM1 ve
BESI molekiillerine baglanarak onlarm BR sinyal yolaginda, BR sorumlu genleri aktive etmelerinin
oniine geger (Tossi ve dig., 2019).
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2.4. SILIKON VE BIiTKILER UZERINDEKI ETKISI

Silikon yer kabugunda en bol bulunan ikinci elementtir. Silikon bol bulunmasina karsin,
oksijenle olan giiclii afinitesi nedeniyle ¢oziinebilirligi oldukea diisiiktiir. Dolayisiyla silikon,
silika veya silikat formunda ve ¢esitli metallerle birlikte bulunur. Toprakta ortalama olarak 0.1
ile 0.6 MM/L arasi silikon bulunur (Sommer ve dig., 2006). pH 8.0 ve altinda silikon silisik asit
(H4Si04) formundadir. Daha yiiksek pH'larda negatif yiiklii silikatlar seklinde bulunur (Snyder
ve dig., 2016).
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Sekil 2.7: Farkli bitki tiirlerinde dl¢iilen silikon birikim oranlari (Snyder ve dig., 2016).

Farkl1 bitki tiirlerinde degisen miktarlarda silikon birikimi goriilmektedir (Sekil 2.7). Bu
durumun sebebi, bitki koklerinin silikon alim mekanizmalarindaki birtakim farklilar olarak
gosterilmektedir (Ma ve Yamaji, 2006). Bitkiler silikonu ortosilisik asit formunda
biriktirmektedirler (Raven ve dig., 2001). Silikonun koklerden alimindan Lsil geni
sorumluyken, simplasttan apoplasta silikon salinimindan LSi2 sorumludur. Ayrica silikonun
ksilem tizerinde tasinmasinin LSi6 ile kontrol edildigi bilinmektedir (Liang ve dig., 2015a). A.
thaliana diistik silikon biriktiricisi olarak bilinmektedir ve Lsil ya da Lsi2 homologlari heniiz
A. thaliana genomunda kesfedilmemistir (Deshmukh ve dig., 2013). Lsil geni ilk olarak piring
bitkisinde tanimlanmistir (Ma ve dig., 2002). Lsil geninin “aquaporin” benzeri bir membran
proteinini kodladig1 distiniilmektedir. Ciinkii bu protein, aquaporinlerde korunmus olan
transmembran domainleri ve 2 adet Asn-Pro-Ala motifi igermektedir (Ma ve Yamaji, 2006).
Yiiksiiz silisik asit molekiillerinin taginmasinda gorev alan Lsil, NIP 11l (nodulin 26-benzeri

intrinsik proteinler) grubuna aittir (Mitani-Ueno ve dig., 2011).
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Lsil’in kesfedilmesinden bir yil kadar sonra yine mutagenez yontemi kullanilarak kesfedilen
Lsi2’nin de tanimlanmasiyla birlikte bitkilerde koklerden silikon alim molekiiler mekanizmalari
biiyiik 6lgiide aydmlatilmistir (Ma ve dig., 2007). Ornegin piring bitkisinde monosilisik asit
formunda bulunan silikon, ekzodermin merkezden uzak kisminda yer alan Lsi1 {izerinden alinir
ve hiicrelerin proksimal kisminda yer alan LSi2 araciligiyla acrenkimaya pompalanir. Burada
silisik asit aerenkimayi apoplast tizerinden gecer. Endodermiste apoplastik yolak Kaspari seridi
tarafindan engellenir ve simplastik yolak kullanilir. Koklerden ksileme aktarilan silikon, Lsi6
aracilifiyla bitkinin farkli dokularina dagitilir (Mandlik ve dig., 2020). Ayrica piringte sonralari
kesfedilen Lsi2 homologu Lsi3 de silikon taginmasinda gorev almaktadir (Yamaji ve dig.,

2015).

Silikonun bitki biiylimesini ve verimliligini arttirdigina dair bir¢ok ¢alisma mevcuttur (Guntzer
ve dig., 2012; Liang ve dig., 2015e). Ozellikle yiiksek silikon biriktiricisi olarak bilinen piring,
bugday, misir, arpa, seker kamis1 ve soya fasulyesi gibi tiirlerde silikonun verim artigina dair
detayli morfolojik ve fizyolojik caligsmalar mevcut olmasina karsin bu durumun altinda yatan
molekiiler mekanizma bilinmemektedir. Bu grup bitkilerde silikon ile giibrelemenin verim

artisina olan etkisi Sekil 2.8 icerisinde verilmistir.
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Sekil 2.8: Tarimsal 6neme sahip bazi bitkilerde silikon ile giibrelemenin verimlilik artigindaki etkisi
(Liang ve dig., 2015b).
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Silikon bitkilerde siklikla stres yaniti mekanizmalariyla iliskilendirilir (Ma, 2004). Bitkilerde
gorilen farkli tiirde patojen kaynakli hastaliklarla, yani biyotik stresler ile bag etme konusunda
etkili oldugu da ortaya konmustur (Liang ve dig., 2015¢c). Aym1 zamanda silikonun farkli
abiyotik stres tiirleri karsisinda bitkilerin gelistirdigi savunma mekanizmalarinda etkili oldugu
bilinmektedir. Ornegin, bir abiyotik stres tiirii olan tuzluluk stresi karsisinda silikonun etkileri
incelendiginde, silikonun stres cevabini iyilestirici etkisi oldugu goriilmiistiir. Burada SiO2
fitoliti olarak apoplastta depolanan silikon su kaybini onlemede gorev alirken, simplastta
¢Ozlinir halde bulunan silikon stres cevabiyla iligkili genlerin anlatimlarini kontrol ederek
tuzluluk stresine kars1 etkili olmaktadir (Liang ve dig., 2015d). Yine silikon; manganez, demir,
aliminyum, kadmiyum, bakir, ¢inko ve arsenik gibi farkli metaller karsisinda gelisen metal
toksisitesi stres cevabinda rol oynamaktadir. Ayrica, kuraklik ve dislik sicaklik, boron
toksisitesi, mineral eksikligi ve UV radyasyon gibi abiyotik stres tiirlerine karsi da etkinligi

gosterilmistir (Liang ve dig., 2015e).
2.4.1.Silikonun Bitkilerde Radyasyon Stresi ile iligkisi

Pek ¢ok caligsmada, bitkiler iizerinde zararli etkileri bulunan UV-B stresi ile silikon uygulamast
kullanilarak miicadele edilebilecegi vurgulanmaktadir (Fang ve dig., 2006; Tripathi ve dig.,
2017a; Pei ve dig., 2010). Goto ve arkadaslarinin 2003 yilinda yaptig1 calismaya gore silikon
ile giibreleme, piring bitkisinde antioksidan biyosentezini azaltmaktadir (Goto ve dig., 2003).
Ayrica, silikonun soya fasulyesinde klorofil miktarini ve fotosentezi arttirarak UV-B radyasyon
yanitinda rol oynadig1 gosterilmistir (Shen ve dig., 2014). Bugday (Triticum aestivum L. cv
Hengmai5229) bitkisinde de silikon uygulamasmin toplam biyokiitle ve total klorofil
miktarlarinda artig saglayarak, malondialdehit (MDA) iiretimini azalttifi ve bdylece UV-B
cevabinda pozitif rol oynadigi ortaya konmustur (Yao ve dig., 2011). Silikonun bitkilerde UV-
B stres cevabinda etkili oldugunu gosteren benzer ¢alismalar mevcuttur (Fang ve dig., 2006;
Pei ve dig., 2010; Balakhnina ve Borkowska, 2013; Malcovska ve dig., 2014; Chen ve dig.,
2016). Buna ragmen, silikonun bu etkilerinin genetik ve epigenetik mekanizmalar1 tam olarak

bilinmemektedir.
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2.5. FIZYOLOJIiK ANALIZLER

Bitki fizyolojisi, bitkilerde organlarin islevlerini ve metabolik faaliyetleri fizyolojik acidan
inceleyen bir bilim dalidir. Bitkilerin stres faktorlerine karsi verdikleri fizyolojik yanitlar,
stresin etkilerinin anlamlandirilmasi i¢in siklikla aragtirllmaktadir. Gergeklestirilen tez
kapsaminda; klorofil miktari, ozmolit birikimi ve hiicre zar1 iyon sizintis1 analizleri

gergeklestirilmistir.
2.5.1. Klorofil Miktar1 Analizi

Klorofil, stres faktorlerinin varliginda feofitin molekiiliine pargalanmaktadir (Boonpragob,
2002). Ayrica farkli bitki tiirlerinin biiylime orani ile total klorofil miktarlar1 arasinda anlamli
bir korelasyon bulunmustur (Brougham ve dig., 1960; Hawkins, 1982; Eagles ve Wilson, 2018).
Klorofil miktar analizi bu nedenle bitkilerin stres faktorleri karsisinda fizyolojik olarak ne
Ol¢iide etkilendigini ve biiylime verimliligini kantitatif olarak ortaya koyan bir yontemdir.
Klorofil, siyanobakterilerin mezozomlarinda ve bitkilerle alglerin kloroplastlarinda bulunan ve
bu canlilarin fotosentez yapmasina olanak taniyan yesil pigmenttir (May, 2021). Yesil bitkilerin
fotosisteminde klorofil a ve b mevcuttur (Speer, 1997). Kirmizi ve uzak kirmizi 151k spektrumu
bolgelerinde 15181n absorbansi spektrofotometre ile dlciilerek bitki dokusunda klorofil miktari
tayin edilebilir (Cate ve Perkins, 2003). Ayrica yiiksek basingli sivi kromotografi yontemi
(HPLC, “High Pressured Liquid Chromatography”) kullanilarak da total klorofil analiz edilir
(Federation ve Aph Association, 2005). Klorofil miktar analizi cografi bilimlerde bolgesel bitki
ekolojisi hakkindaki degisimlerinin incelenmesi, su bilimlerinde su kaynaklarindaki canlilik
oraninin tayini ve molekiiler biyolojide canlilarin stres faktorleri karsisinda verdigi stres
cevabinin sayisal olarak anlamlandirilmasi gibi g¢esitli amaglarla kullanilmaktadir.
Gergeklestirilen tez calismasinda da klorofil miktar analizi UV-B uygulamasinda optimizasyon

asamasinda, stres hasarinin derecesinin belirlenmesi i¢gin kullanilmastir.
2.5.2.0zmolit Birikimi Analizi

Ozmolitler, canlilarda hiicre i¢i ozmotik basinci dengelemek i¢in aktif olarak gorev yapan
organik molekiillerdir (Yancey, 2005). Yiiksliz ve polar yapida organik bilesikler olan
ozmolitler, farkli bitki tiirlerinde farkli miktarlarda iiretilirler ve depolanirlar. Ozmolitler
biyotik ve abiyotik stres faktorlerine karsi hiicre i¢i ozmotik koruma saglayarak hiicre

biitiinliglinii desteklerler (Ahmad ve dig., 2013). Bu nedenle bitkilerde ozmolit birikimi stres
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faktorlerinden etkilenmektedir (Kosar ve dig., 2019). Ozmolit birikiminin yiiksek olarak
Olclilmesi, bitkide strese karsi koruma mekanizmalarmin aktif olarak isleyiste oldugunu
gosterirken, diisiik ozmolit birikimi stres altinda bitkilerde yeterli yanitin olusmadig1 anlamina
gelebilir. Ayrica strese maruz kalmamis bir bitkide, strese maruz kalan gruplara gore daha
diisiik miktarda ozmolit birikimi goriilmesi de beklenmektedir (Ugarli, 2016). Gergeklestirilen
tez ¢alismasinda bu nedenle ozmolit birikimi Ol¢iilerek, A. thaliana bitkisinin UV-B stresi ve

silikon uygulamasi karsisinda verdigi ozmotik yanit arastirilmistir.
2.5.3.Hiicre Zar1 Iyon Sizintis1 Analizi

Biyotik ve abiyotik stresler karsisinda meydana gelen hiicre zar hasar1 ve programli hiicre
Olimleri hakkinda sayisal veri, siklikla hiicre zar1 iyon sizintis1 analizi yapilarak elde edilir
(Jambunathan, 2010). Bitki hiicreleri stres faktorleri karsisinda aldiklar1 hasara bagli olarak
hiicre zarindan iyon sizdirmaktadir. Bu nedenle hiicre disindaki iyon miktar1 ve total iyon
miktar1 karsilastirilarak hiicre zar hasar1 sayisal olarak anlamlandirilabilir (Ugarl, 2016).
Calisma kapsaminda, UV-B ve silikon uygulamasi altinda hiicresel seviyede hasarin tespit
edilmesi amaciyla hiicre zar1 iyon sizintisit analizi gergeklestirilmistir ve bdylece hiicre

blitlinliigii arastirilmistir.
2.6. BITKILERDE GEN ANLATIM ANALIiZLERIi

Gen anlatimi, DNA molekiiliinde mevcut olan kalitsal bilginin transkripsiyon ile mRNA
seviyesinde ifade edilmesidir (Matters ve Scandalios, 1986). Gen anlatimi belirli bir kosul ve
zaman icerisinde degiskenlik gosterecek sekilde meydana gelir. Gen anlatiminin analiz edilmesi
organizma seviyesinde biyolojik fenomenlerin anlasilmasi icin gerekli altyapisal veriyi
saglamaktadir (Arikan, 2016). Gen anlatimini etkileyen kosullar, canlinin igsel kosullar1 ve
cevresel kosullardir. Gen anlatimimi belirlemek igin gesitli yontemler mevcuttur. Ornek olarak

asagidaki yontemler sayilabilir:

1. Northern Melezleme (“Northern blotting”)

2. Gergek Zamanli PZR (“Real-time PCR”)

3. Gen Anlatimimin Seri Analizi Yontemi (“SAGE”)
4. Yeni Nesil Dizileme Yontemi (“NGS”)
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Gergeklestirilen tez ¢alismasinda kullanilan yontem, hibridizasyon problar1 veya ¢ift zincirli
DNA’ya baglanabilen ve floresan 1s1ma yapan boyalar yardimiyla baslangictaki DNA miktarini
Olgerek gen anlatim seviyesini anlamlandiran gercek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu

yontemidir ve detaylar kisim 2.6.1. igerisinde anlatilmistir.
2.6.1.Gercek Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Gergek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu (GZ-PZR), polimeraz zincir reaksiyonu
dongiilerinden elde edilen floresan sinyallerinin kaydedilmesi ve bu sinyallerin gercek zamanl
olarak sayisal degerlere ¢evrilmesi ile ¢alismaktadir (Dorak, 2007). Kinetik tabanli bir analiz
yontemi olan GZ-PZR ilk olarak 1992°de gelistirilmistir (Higuchi ve dig., 1992). GZ-PZR; gen
anlatim analizleri, hastalik tanilama, mikrobiyal ¢calismalar ve genotipleme gibi farkli amaclarla

yaygin olarak kullanilmaktadir.

GZ-PZR’nin ilk basamagi daha oOnceden izole edilmis olan kalip mRNA {izerinden
komplementer DNA (cDNA) sentezlemektir. Bu islemde Avian myeloblastosis viriisii (AMV)
veya Moloney murine leukemia viriisiinden (MMLYV) elde edilen ters-transkriptaz (“reverse
transciptase”) enzimleri kullanilmaktadir (Gerard ve dig., 1997; Peters ve dig., 2004). Elde
edilen komplementer DNA kullanilarak GZ-PZR islemi gergeklestirilir. Klasik polimeraz zincir
reaksiyonundan farkli olarak es zamanl sekilde dongii basina ¢cogalan DNA miktarini nicel
olarak gbzlemleme imkani tanir. Bu islem ¢ift zincirli DNA iizerine baglanarak floresan 1s1ma
yapan SYBR Green boyasi ile veya hibridizasyon probu olan TagMan problar1 kullanilarak
gerceklestirilir. Burada kullanilan SYBR Green daha yiiksek oranda baglanma yaparken,
TagMan ise iriine spesifik tasarlandigi i¢in daha hassas sonu¢ vermektedir. SYBR Green ile
GZ-PZR calisilirken erime egrilerinin (“melting curve”) sayisina dikkat edilmelidir. Ciinkii
SYBR Green spesifik baglanma yapmamaktadir. Bu nedenle iirlin dis1 bir okuma yaptiginda
birden fazla erime egrisi olusmaktadir (Arikan, 2016). SYBR Green ile okuma yaparken
yaklasik ilk 15 dongiide floresan 151ma arka plan 1s1masinin 6niine gegemez. Bu esigin asildigt
noktaya esik dongiisii (“cycle treshold, Ct”’) denmektedir. Bu dongiiden sonra hedef DNA dizisi
cogaltilmaya baslar. Esik dongiisii degeri diisiikse bu durum baslangic DNA miktarinin fazla
oldugu ve hizlica arka plan 1s1masin1 gectigi anlamina gelmektedir. PZR dongiileri sirasinda
artan DNA miktar1 ile floresan 1s1ma da artacaktir. Burada PZR bilesenlerinin tiikkenmeye
basladig1 ve artan floresan 1s1manin da nicel olarak degerlendirilemez hale geldigi noktaya plato

faz1 denmektedir (Dorak, 2007). GZ-PZR ’nin isleyis grafigi Sekil 2.9 icerisinde verilmistir.
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Gergeklestirilen tez ¢calismasinda kullanim kolaylig1 ve uygun maliyeti nedeniyle SYBR Green

kullanilmustir.
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Sekil 2.9: GZ-PZR grafigi. CT degeri floresan 1simanin arka plan 1s1masini gegmesiyle elde edilir.
Floresan miktari sabit bir degere ulasinca plato fazina girilir (Kubista ve dig., 2006).

2.6.2.Bitkilerde Stresle iliskili Hedef Genler

Tez c¢alismas1 kapsaminda, UV-B radyasyon ve silikon uygulamasi altinda gen anlatim

seviyeleri incelenecek olan stres yaniti ile iligkili hedef genler sunlardir:
2.6.2.1. Diagilgliserol kinaz 2 (DGK2, “Diacylglycerol kinase 2”)

Diagilgliserol kinaz gen ailesinin bir liyesi olan DGK2 geni bitkide gelisim ve kok uzamasinin
kontroliinde gorev alir. Bitkilerde ¢evresel sinyallere cevap olusturmakla gorevli fosfatidik asit
(PA) sentez yolaklarinda fosfolipaz D (PLD) aktivitesinin yaninda Diagilgliserolkinaz da
(DGK) aktif rol oynamaktadir. A. thaliana 7 DGK izozimine sahiptir ve DGK2 bunlardan bir
tanesidir (Arisz ve dig., 2009). DGK, diagilgliserol (DAG) molekiiliinii fosforile ederek PA
meydana getirir. Sinyal iletim yolaklarinda gorevli DGK izozimlerinden biri olan DGK2

yaklagik 79.4 kDa molekiiler agirlhiga sahiptir. Rekombinant DGK2 Escherichia coli’de
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klonlanmis ve biyokimyasal karakterizasyonu yapilmistir. DGK2 A. thaliana bitkisinde;
yaprak, kok ve lireme organlar1 gibi ¢esitli dokularda ifade edilmektedir. Ayrica DGK2’nin
diisiik sicaklik altinda anlatiminin indiiklendigi bulunmustur ve soguk stresi cevabinin
olugmasinda etkili oldugu diisliniilmektedir (Gémez-Merino ve dig., 2004). Bu nedenle,
abiyotik stres yanitiyla olan iliskisi bilinen DGK2, gergeklestirilen ¢alisma i¢in seg¢ilmistir.
Calismada, DGK2 gen anlatiminin, UV-B radyasyon stresinden ve silikon uygulamasindan ne
derecede etkilendigi arastirilmistir. Bu noktada, 6zellikle hiicre zarinda stresin algilanmasinda
gorev alan PA sentez yolaklarinin UV-B ve silikonla olan iligkisi molekiiler seviyede

gosterilmistir.
2.6.2.2. Kalkon Sentaz (CHS, “Chalcone synthase”)

Bitkiler biyotik ve abiyotik stresler karsisinda ¢esitli ikincil metabolitler sentezleyerek stres
cevabi olustururlar. Bu tip stres cevabi, dnceden yapilan calismalarda da gosterilmis ve 6zellikle
UV-B stresi altinda flavon ve flavanol glikozitlerin biriktigi gosterilmistir (Dao ve dig., 2011).
Flavon, flavanol ve izoflavonoid bilesenlerinin birikimi bitkilerde CHS geninin transkripsiyonu
ile iliskilendirilir. CHS’nin 6zellikle UV-B radyasyon stres cevabinda etkili oldugu c¢esitli
arastirmalarda gosterilmistir (Jenkins ve dig., 2001). Yapilan son ¢alismalardan birinde de
CHS’nin anlatimindaki artisin A. thaliana bitkisinde antosiyanin birikimine yol agarak bitkinin
yiiksek 15182 (YI: =2000 pmol m2s™Y) kars1 daha direngli olmasm sagladig1 gdsterilmistir
(Kreslavski ve dig., 2013). Gergeklestirilen tez galismasinda, silikonun CHS gen anlatimi
tizerindeki etkisi arastirilarak, silikon uygulamasimnin UV-B stres yanitindaki destekleyici

etkisinin molekiiler diizeyde aydinlatilmas1 amaglanmistir.
2.6.2.3. Ciceklenme Bolgesi C (FLC, “Flowering Locus C”)

FLC genleri, MADS-kutusu transkripsiyon faktorleri sinifindandir. Bitkilerde vernalizasyon ile
indiiklenen ¢i¢eklenmenin yani sira tohum dormansisinde, ¢imlenmede ve sirkadiyen ritmin
diizenlenmesinde rol oynamaktadir (Kennedy ve Geuten, 2020). FLC A. thaliana’da
ciceklenmeyi diizenleyen ana etkenlerden biridir. FLC gen anlatimi sogukla indiiklenen
vernalizasyon yolagi tarafindan baskilanir. FLC’nin varlig ise florigen-encoding gen (FT) ve
Squamoda Promoter Binding-Like Protein 15 (SPL15)’i baskilar. SPL15, giberellin yolaginda
gorevli DELLA proteinleri ve post-transkripsiyonel seviyede miR156 tarafindan

diizenlenmektedir. MADS-domain proteini Suppressor Of Overexpression Of Constant 1
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(SOC1) yine FLC’nin dogrudan bir hedef geni tarafindan kodlanir. SOCI1, SPL15 ile birlikte
FRUITFULL ve MIR172B hedef genlerini aktive eder (Madrid ve dig., 2021). FLC, gi¢ceklenme
stirecini kontrol ederken biyotik ve abiyotik stres faktdrlerinin etkinlestirdigi sinyal yolaklarini
takip eder ve bitkinin optimum kosullarda ¢igeklenmesini saglamak i¢in ¢alisir. Kisa donemli
soguk stresinin FLC’nin aktivasyonuna yol agarak bitkide ¢igeklenmeyi geciktirdigi yapilan bir
calismada da gosterilmistir (Jung ve dig., 2013). Yapilan tez calismasinda ise, 6zellikle UV-B
stresinin ¢igeklenme periyodu ile olan iligkisinin anlasilmasi ve silikonun bu iligkiyi nasil

etkilediginin ortaya konmasi amaciyla FLC gen aktivitesi dl¢tilmiistiir.
2.6.2.4. RAS iliskili diyabet protein 51 (Rad51, “RAS associated with diabetes protein 51”)

Aragtirmalar, Rad51’in DNA tizerindeki ¢ift zincir kiriklarini homolog rekombinasyon yoluyla
onardigint gostermistir (Hinch ve dig., 2020). Rad51’de islev kaybi goriilmesi durumunda
mayoz boliinme hasarlar1 meydana gelmekte ve A. thaliana dahil bir¢ok bitkide kisirlik
goriilmektedir (Chen ve dig., 2021). Bu nedenle Rad51 geni UV-B stres cevabinda incelenmeye
aday goriilmiistiir. Escherichia coli (Cox, 1991) ve Deinococcus radiodurans (Wang ve dig.,
2019) bakterilerinde goriilen ve ultraviyole radyasyon stres cevabinin olusmasinda rol oynayan
RecA genlerinin 6karyotik homologu olan (Ogawa ve dig., 1993) Rad51 geni A. thaliana Col-
0’da ilk kez 1988 yilinda izole edilmis ve karakterizasyonu gergeklestirilmistir (Doutriaux ve

dig., 1998).
2.6.2.5. UV Direnci Bolgesi 8 (UVRS, “UV Resistance Locus 8”)

Bitkilerde UV-B radyasyonuna kars1 stres cevabi olusturdugu bilinen UVR8 gen iiriinii olan
UV-B fotoreseptorii UVRS proteini, ilk olarak UV-B stresi karsisinda yiiksek hassasiyet
gosteren bitkilerin incelenmesi sonucu bulunmustur (Kliebenstein ve dig., 2002). UVRS8’in 1.8
A ¢oziiniirliikteki kristal yapisi, B-pilili simetrik homodimer yapiy1 gosterecek sekilde rapor
edilmistir (Wu ve dig., 2012). UVR8 molekiiler yolaklarinin ve fizyolojisinin anlagilmasi adina
yapilan ¢aligmalar oldukca giinceldir. Bu ¢alismalardan birinde UV-B radyasyonun, A.thaliana
uvr8-1 mutantlarinda UV-absorbe edici pigment birikimini etkiledigi gosterilmistir. Tiim y1l
boyunca degisen UV-B miktarina baglh olarak UVR8’in pigment diizenlenmesinde aktif rolii
oldugu ortaya konmustur (Coffey ve dig., 2017). UVRS8 yolaklarinin anlasilmasi adina
gerceklestirilen calismalardan birinde, “Repressor of Photomorphogenesis1” (RUP1) ve RUP2
proteinlerinin UVR8’1 negatif regiile edecek sekilde etkiledigi ortaya konmustur (Cloix ve dig.,
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2021). UVRS tarafindan diizenlenen genler arasinda flavonoid biyosentezinde gorevli genler,
Fotoliyaz 1 geni (UVR2 olarak da bilinir) geni ve oksidatif stres cevabinda gorevli baz1 genler
sayilabilir (Sharma ve dig., 2017). Gergeklestirilen tez ¢alismasinda, DNA hasar tamirinde
gorev alan ve stres cevabi ile iligkili olan UVR8 gen anlatiminin, silikon ve UV-B

uygulamasindan etkilenme diizeyi arastirilmistir.
2.7. BITKILERDE EPiGENETIK ANALIZLER

DNA tizerindeki kalitsal bilginin disinda, hiicreler DNA dizisinde kodlanmayan bazi bilgileri
de yeni nesillere aktarmaktadir. Bu mekanizma epigenetik olarak adlandirilan bir diizenleme
sayesinde gerceklesir. Epigenetik bilgi, DNA’nin niikleotid dizisinde bir degisiklige neden
olmaksizin gen anlatim diizeylerini etkilemektedir. Son yillarda yapilan caligmalara gore,
bitkilerin biyotik ve abiyotik streslere karsi gelistirdigi adaptasyonlarda epigenetik
degisikliklerin biiylik rol oynadig1 ortaya konmustur (Rapp ve Wendel, 2005). Epigenetik
degisikliklerin en ¢ok arastirilmis olanlar1 temelde ii¢ ¢esittir (Gibney ve Nolan, 2010):

1. Translasyon sonrasi modifikasyonlar (Histon modifikasyonlar1)
2. RNA-tabanli mekanizmalar (Kodlama yapmayan RNA’lar ile diizenleme)

3. DNA iizerinde sitozin metilasyonu

Translasyon sonrast modifikasyonlarla iligkili epigenetik diizenlemeler, histon proteinleri
tizerinde meydana gelmekte veya kromatin yeniden modellenmesi seklinde ortaya ¢cikmaktadir.
Okaryot hiicrelerde, nucleus igerisinde bulunan kromatin yapis1 histon proteinleri ile DNA’nin
paketlenmesi sonucu olusur. Her bir histon proteini H2A, H2B, H3 ve H4 olmak {izere 4 ayr1
alt birimden olusarak 147 baz ¢ifti kadar DNA’y1 sarmakta ve niikleozom yapisini
olusturmaktadir. Ayrica H1 tipi histon alt birimi de niikleozomlar arasinda DNA’y1 baglamak
i¢cin gorev yapmaktadir (Alberts ve dig., 2015a). Burada DNA ’nin sarildig1 histon kuyruklari;
metilasyon, asetilasyon, fosforilasyon, ubikiitinasyon ve sumolasyon gibi translasyon sonrasi
modifikasyonlar gegirerek epigenetik olarak diizenlenmektedir (Alberts ve dig., 2015b). Histon
proteinlerinde meydana gelen kovalent modifikasyonlar disinda, ATP hidrolizine bagimli
olarak calisan enzim aileleri tarafindan kontrol edilen niikleozom diizenlenmesinden siz
edilebilir. Bu enzimlere kromatin yeniden modelleme kompleksleri denir. Bu kompleksler

histon modifikasyonlar1 ile uyumlu olarak calismaktadir (Felsenfeld, 2007).
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RNA-tabanli epigenetik mekanizmalar ise 6zellikle X-kromozomu inaktivasyonu Orneginde
oldugu gibi, kodlama yapmayan RNA molekiillerinin diizenlemeleri ile ¢calismaktadir. Kisa ve
uzun kodlama yapmayan RNA’lar farkli mekanizmalarla kapsamli olarak epigenetik
diizenlemelerde gorev alirlar ve kromatin yeniden modelleme kompleksleri ile uyumlu
calisirlar (Gibney ve Nolan, 2010).

Bir diger epigenetik diizenleme araci ise DNA iizerinde gerceklesen sitozin metilasyonu
olayidir. DNA metilasyonu konusu, gerceklestirilen tez ¢alismasinin bir parcasi oldugu igin

Kisim 2.7.1°de detayli olarak verilmistir.
2.7.1.DNA Metilasyonu

Epigenetik bir diizenleme olan DNA metilasyonu canlilarda sik goriilen bir olaydir. Bazi
tirlerde  DNA metilasyonu hiicre farklilasmasin1 kontrol ederek uzun siireli gen
inaktivasyonunu diizenler. Buna bir 6rnek, A. thaliana'daki yetersiz DNA metilasyonunun
embriyonun anormal gelisimine neden olmasidir (Reece ve dig., 2013). Metilasyon, sitozin
rezidiilerinin 5’-pozisyonunda metillenmesi sonucu 5-metil-sitozin olusmasi ile meydana gelir.
Metilasyon, DNA metiltransferaz (DNMTs, “DNA Methyl Transferases”) enzimleri tarafindan
gerceklestirilir.

Okaryotlarda histon kuyruklarinda arginin ve lizin amino asitlerinin metilasyonu gen aktivitesi
ile dogru orantiliyken, sitozin bazinin 5-metil sitozin olusturmak iizere metilasyonu gen
aktivitesi ile ters orantili olabilmektedir (Klug ve dig., 2011). Bitki stres calismalarinda
metilasyonun incelenmesi biiyiik 6nem tasimaktadir. Bitkilerde DNA metilasyonu CG, CHG
ve CHH (H burada A, T veya C olabilir) sitozin dizilerinde goriiliir. A. thaliana’da genom
tizerinde DNA metilasyonu heterokromatinde ileri diizeyde goriiliir. DNA metilasyonunun gen
regiilasyonu, transpozon susturma ve kromatin interaksiyonlari islevleri bulunmaktadir. Ayrica
DNA metilasyonu bitkilerin biyotik ve abiyotik stres yanitlarinda da rol oynar (Zhang ve dig.,
2018a).
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2.7.1.1. DNA Metilasyonu Tespit Yontemleri

DNA metilasyonunun tespit edilmesi i¢in ¢esitli yontemler kullanilmaktadir. Bunlardan bazilari

su sekildedir (Syedmoradi ve dig., 2016):

10.

Enzim-iligkili Immiinosorbent Deneyi (ELISA, “Enzyme-linked immunosorbent
assay”)

Yiksek performansli sivi  kromotografisi (HPLC, “High-performance liquid
chromatography”)

Yiiksek performanshi kapilar elektroforez (HPCE, “High Performance Capillary
Electrophoresis™)

Metilasyon Spesifik Polimeraz Zincir Reaksiyonu (MS-PZR)

Piro-dizileme

Kombine bisiilfit restriksiyon analizi (COBRA, “Combined bisulfite restriction
analysis™)

Metilasyon Hassasiyetli Yiiksek Coziiniirlikli Erime Yontemi (MS-MLPA,
“Methylation-specific multiplex ligation-dependent probe amplification”)

Tiim genom bisiilfit sekanslama

MethylCap Sekanslama

Gercek zamanli tek molekiil sekanslama (SMRT, “Single molecule real time

sequencing”)

Ayrica, metilasyon tespitinde yenilik¢i bir yontem olarak biyosensorlerin ve nano teknolojinin

kullanilmas1 zamanla yayginlagsmaktadir (Maki ve dig., 2008; Liu ve dig., 2021).

DNA metilasyonu tespit yontemleri arasinda 6zellikle ELISA, uygulama kolaylig1 ve diisiik

maliyetiyle 6ne ¢ikmaktadir (Tighe ve dig., 2015). ELISA yontemi, antijen-antikor

reaksiyonlarmin enzim-substrat iligkisi sonucu renk degisimi ile saptanmasini ve dolayisiyla

istenen molekiillerin tespitini saglar (Clark ve dig., 1986). ELISA yonteminin 4 ayr1 uygulama

yontemi mevcuttur. Bunlar dogrudan, dolayli, “sandwich” ve yarigsmali ELISA olarak bilinirler

(Aydin, 2015).
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Sekil 2.10: Farkli ELISA yontemi uygulamalari sembolik olarak gosterilmistir (Crowther, 2001;
Yesildirek, 2021). (Gorsel “biorender.com” iizerinde tasarlanmustir.)

Gergeklestirilen tez calismasinda dolayli ELISA yontemine dayali olarak calisan
“MethylFlash™ Global DNA Methylation (5-mC) ELISA Easy” kiti kullanilmigtir. Bu yontem
kapsaminda antijen belirleyici ikincil bir antikor kullamildigi i¢in dolayli ELISA olarak
adlandirilir (Sekil 2.10). Izole edilen genomik DNA, antijen ile kapli kuyucuklar igerisine
eklendikten sonra gergeklestirilen inkiibasyonda plak tizerindeki antijenlere karsi olusturulan
antikorlar, bir antijen-antikor kompleksi meydana getirir. Bu kompleks, birincil antikoru
tantyan ikincil antikorun spektrofotometrik yontem ile goriintiilenmesi sayesinde analiz edilir.
Test igerisinde kullanilan standart pozitif kontroller ile bu yontem diger birgok yonteme gore
daha kesin sonuclar vermektedir. Sonuglar, farkli 6rneklerdeki metilasyon oranlarini ytizdelik

dilim olarak ortaya koymaktadir (Epigentek, 2019).
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3. MALZEME VE YONTEM

3.1. BITKi MATERYALI

Tez ¢alismasinda kullanilan Arabidopsis thaliana, yabani tip Columbia-0 (Col-0) Brassicaceae
familyasi, Arabidopsis cinsi altinda siniflandirilmaktadir. Tohumlar Dr. Ralf Stracke tarafindan

Bielefeld Universitesi, Almanya’dan temin edilmistir.
3.2. ULTRAVIYOLE-B UYGULAMA OPTIiMiZASYONLARI

Bu tez caligmasinda UV-B radyasyon kaynagi olarak Philips marka, PL-L 36W/01/4P 1CT/25
model 167 mm toplam uzunluga sahip UV-B Dar-bant lamba kullanilmigtir. Bu lamba 311 nm
dalga boyunda dar bantta pik vermektedir. Uygulanan radyasyon miktar1 Amtast marka,
UV340B Radyometre cihaziyla dl¢iilmiistiir. Radyometre cihazi uWatt/cm? birimi ile 8l¢iim
sonuglarin1 gostermektedir. Lamba 6zel olarak tasarlanan UV-B uygulama kabini igerisine
yerlestirilmistir (Sekil 3.1). Kabinin icerisi aliiminyum folyo ile tamamen kaplanarak 6rneklerin

maruz kalacagi UV-B radyasyon miktari arttirillmistir. Kabinin igerisinde ornekler ile lamba

arasindaki mesafeyi ayarlamak i¢in bir plaka yerlestirilmistir.

Sekil 3.1: UV-B uygulama kabini (A) ve uygulama sirasinda drnekler (B) goriilmektedir.
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3.2.1.Uzakhk ve UV-B Doz Optimizasyonu

[k olarak farkli uzakliklardan 6lgiim alinarak UV-B dozlari belirlenmis ve uygulamanin
yapilacagi uzaklik ve doz i¢in optimizasyon ¢alismalart baglatilmistir. Bu amagla 5, 10, 15, 20,
25, 30, 35, 40, 45 ve 50 cm uzakliklardan 6lgiim yapilmustir. Olgiimler bos bir Petri kabi
icerisine, kapagin altina radyometre alicis1 yerlestirilerek gergeklestirilmistir. Olgiimlere
baslamadan O6nce lamba en az 5 dakika acik birakilmistir. Ardindan farkli uzakliklardaki
Olctimler i¢in radyometre alicist en az 5 dakika sabit sekilde bekletilmis ve 6l¢lim ekranindaki

deger sabitlendiginde kaydedilmistir.
3.2.2.Uygulama Sikhig: ve Siiresinin Optimizasyonu

Uygulama siklig1 ve siiresinin optimize edilmesi i¢in, A. thaliana tizerinde UV-B hasarinin
morfolojik ve fizyolojik olarak gozlemlenmesi gerekmektedir. Bu amagla, total klorofil
miktarindaki degisim (Kisim 3.4.1) ve hiicre zar1 iyon sizintist (Kisim 3.4.3) analiz edilmistir.
3 biyolojik tekrar grubu ile ¢alisilmistir. Optimizasyonlar sirasinda bitki doku kiiltiirlinde MS
besiyeri kullanilmis ve hazirlanmasi ile ilgili tiim detaylar 3.3 Besiyeri ve Kiiltiirleme Kosullar
Boliimii’nde verilmistir. Bitkiler ekildikten 12, 17 ve 22 giin sonra, ayr1 deney gruplarinda
olacak sekilde, belirlenen ii¢ farkli dozda (574 pWatt/cm?, 800 pWatt/cm?, 1030 uWatt/cm?)
UV-B uygulamasi gerceklestirilmistir. Ayrica uygulama siiresi, 0, 30, 60 ve 120 dakika olarak
degiskenlik gostermektedir (Tablo 3.1). Bu g¢alismalar ayn1 zamanda uzaklik ve UV-B doz
optimizasyonuyla birlikte ylriitilmiistiir.

Tablo 3.1: Uzaklik ve uygulama siiresi optimizasyonunda 6l¢iim alinan degerler.

UV-B Uygulama Siiresi (dk) 0, 30, 60, 120

UV-B Uygulama Dozu (pWatt/cm?) 574, 800, 1030
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3.3. BESIYERI, KULTURLEME KOSULLARI VE UV-B UYGULAMASI

A. thaliana bitkisi, Murashige ve Skoog tarafindan gelistirilmis olan bitki besi ortaminda (MS)
kiiltiire alinmigtir (Murashige ve Skoog, 1962). Besiyeri dokerken kullanilacak meziirler
WiseTherm marka HB-48P model Pastor firini igerisinde 200 °C’de 3 saat boyunca tutularak
steril edilmistir. Besiyeri dokerken kullanilan 9 cm ¢apli Petri kaplar1 6nceden steril sekilde
temin edilmistir. 250 ml besiyeri hazirlig1 sirasinda 7,5 gram sukroz (LOT: 800081019,
MULTICELL) 500 mI’lik sigelere eklenmistir. Ardindan 1,1 gram toz halinde bulunan MS
mikro ve makro element karisimi (LOT: P14705.01, Duchefa Biochemie Marka) eklenmistir.
Ek olarak bu asamada, eger besiyeri silikonlu olarak hazirlaniyorsa 1 mM silikon karisima
eklenmistir. Ardindan 240 ml distile su meziir yardimiyla siseye eklenip homojen hale gelince
pH metre (Hanna Instruments, HI 221) yardimiyla ¢ozeltinin pH degeri 5,6-5,8 araliginda
ayarlanmigtir. Bu islemde 1 ve 5 N NaOH (Merck, 1.06462.1000) kullanilmigtir. Ardindan,
besiyeri distile su ile 250 ml’ye tamamlanmistir. Sonrasinda besiyerinin igerisine 2,25 gram
agar (LOT: BCBWO0385, Sigma-Aldrich Marka) eklenmistir. Besiyeri 121 °C’de 15 dakika
boyunca 1,2 atmosfer basingta otoklavda (Niive, OT 012) steril edilmistir. Besiyerleri, laminar
hava akimli biyogiivenlik kabini (Telstar Bio Il Advance, EN-12469) igerisinde ve ates
kaynaginin yakininda sogumaya birakilmistir. 55 °C’ye ulasan besiyeri igerisine 250 pL (1
mg/ml) MS vitamin soliisyonu (LOT # RNBH9430, Sigma-Aldrich) eklenmistir. Ardindan
Petri kaplari icerisine 20°ser ml besiyeri dokiilmiis ve agz1 acik sekilde donmasi i¢in 15 dakika
kabin icerisinde ates yakininda bekletilmistir. Petri kaplar ¢ift kat parafilm ile sarilarak +4

°C’ye buzdolabina kaldirilmistir.
3.3.1. Tohumlarda Yiizey Sterilizasyonu, Cimlendirme ve UV-B Uygulamasi

A. thaliana tohumlarinin yiizey sterilizasyonu igin oncelikle 5 mg (1 mg/50 tohum) tohum
hassas terazi ile tartilarak belirlenmistir. Ardindan tohumlar, tiip bagina 1 mg tohum diisecek
sekilde filtreli tliplere aktarilmistir. Filtreli tiiplerin icerisine 3 kez 1 ml %70’lik etil alkol
eklenerek her seferinde 7500 rpm kuvvetinde 2 dakika santrifiij (ScanSpeed Mini) edilip
kolonda biriken alkol uzaklastirilmistir. Sonrasinda bir kez 1 ml %100’lik etil alkol eklenmis
ve santrifiij islemi tekrarlanmistir. En son, alkoliin tamamen uzaklasmasi i¢in 2 dakika boyunca
yine 7500 rpm (ScanSpeed Mini) kuvvetinde santrifiij yapilmstir. Tiipler igerisindeki tohumlar
laminar hava akimli biyogiivenlik kabininde agizlar acik sekilde ates yakininda 15 dakika

bekletilmistir. Kuruyan tohumlar, MS besiyerlerine ¢imlenmek iizere ekilip ve Petri kaplar
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tekrar iki kat parafilm ile sarildiktan sonra bitki biiylitme kabinine [25+1°C, %75 nem, 16/8
saat (aydinlik/karanlik), 105 pmol m? s* (Panasonic FL40SS.ENW/37)] yerlestirilmistir.
Tohumlar ¢cimlenme sonrasi, dnceden hazirlanmig uygulama besiyerlerine aktarilmistir. 20 Petri
MS ve 20 Petri Silikonlu MS besiyeri igceren toplamda 40 petriye, Petri kab1 basina 5 bitki
diisecek sekilde steril pensler yardimiyla hava akimli laminar kabin igerisinde aktarim
gergeklestirilmistir. Bitkiler ekildikten tam 17 giin sonra, 60 dakika boyunca 800 pWatt/cm?
UV-B uygulamas1 gergeklestirilmistir. Hasat dncesinde deney gruplarinda ¢igeklenme oranini
belirlemek adina ¢igek sayimi yapilmistir. Ardindan 28 giinliik bitkiler analizler i¢in hasat

edilmistir.
3.4. FIZYOLOJIiK ANALIZLER

Optimizasyon asamasinda ve deney gruplarina UV-B stresinin uygulanmasinin ardindan,
stresin etkilerinin anlagilmasi ve silikonun stres cevabindaki roliiniin belirlenebilmesi igin

fizyolojik analizler yapilmistir.
3.4.1.Klorofil Miktarinin Analizi

Tartilan 100 mg taze yaprak dokusu steril havan ve havan eli yardimziyla siv1 nitrojen kullanarak
homojenize olana dek ezilmistir. Toz haline gelen 6rneklerin {lizerine 2 ml %80 (v/v) aseton
(Sigma, 24201) eklenmis ve elde edilen ¢ozelti 2 ml’lik Eppendorf tiiplerine aktarilmistir.
Ardindan hiicre kalintilarin1 uzaklastirmak i¢in 5 dakika 13000 rpm’de (ScanSpeed Mini)
santrifiij edilmistir. Elde edilen iist sivilardan 200’er puL, 96 kuyucuklu plakalara (Sarstedt,
83.3924) konularak 645 ve 663 nm dalga boyundaki absorbans degerlerinde spektrofotometre
cihaz1 (Eon, BioTek) ile 3 tekrarli olacak sekilde dlgiilmiistiir. Santrifiij sirasinda elde edilen
pellet 105 °C’de Pastor firm1 (WiseTherm marka HB-48P) igerisinde 2 saat kurumaya
birakilmistir. Ardindan pelletlerin kuru agirhigr tartilmistir. Elde edilen degerler ile asagida

verilen denklem 3.1 {izerinden total klorofil miktar1 hesaplanmistir (Wiedemann ve dig., 2007).

T = [(A663) x (0.00802) + (A645) x (0.0202)] x 2/ g kuru agirlik (3.1)
T: Total klorofil miktar1
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3.4.2.0zmolit Birikiminin Analizi

Ekim sonras1 28 giinliik bitkilerden elde edilen 30 mg tiim bitki dokusu alt1 delik 500 ul’lik
tiiplere aktarilmis ve bu tiipler 1,5 ml’lik Eppendorf tiipleri igerisine yerlestirilmistir. Bu tiipler
-20 °C’de gece boyunca doku igeriginin kolayca elde edilmesi i¢in bekletilmistir. Ertesi giin
ornekler +4 °C’de 30 dakika boyunca 15000 X g’de santrifiij edilerek bitki 6zsuyu elde
edilmistir. Elde edilen 6zsudan 15 pl alinarak tizerine 135 pl steril distile su eklenerek
karistirtlmistir.  Hazirlanan karisim  semi-ozmometre (Knauer K-7400) ile mOsmol/kg

cinsinden Ol¢iilmiistiir. Deneyler 3 biyolojik tekrar tizerinde gerceklestirilmistir (Ugarli, 2016).
3.4.3.Hiicre Zar1 iyon Sizintisinin Analizi

Hiicre zar1 iyon sizintis1 analizi i¢in Oncelikle, 28 giinliik bitkiden elde edilen 40 mg bitki
dokusu 15 ml’lik Falcon tiiplere aktarilmistir. Falcon tiipler igerisine 5 ml steril distile su
eklemis ve 16 saat boyunca etrafi 151k almayacak sekilde sarili olarak karanlikta 25+2 °C’de
bitki biiylitme kabini i¢erisinde bekletilmistir. 16 saatin sonunda tiiplerdeki sividan 1 ml alinip
1,5 mI’lik Eppendorf tiiplere aktarilmigtir. Ardindan Falcon tiipler 121 °C’de 15 dakika boyunca
1,2 atmosfer basingta otoklava alinmistir (Niive, OT 012). Otoklav 6ncesi ayrilan 6rnekler (E1)
iyon sizintis1 iletkenlik dlger (HORIBA B-137) kullamilarak 6lgiilmiistiir. Olgiim yaparken
cihaza 100 pl 6rnek yliklenmistir. Otoklav sonrasinda da ayni sekilde dl¢im yapilmistir (E2
degeri). Deneyler 3 biyolojik tekrar tizerinde gerceklestirilmistir. Zar hasar1 analizi Shi ve dig.,

(2006) calismasina gore yapilmis ve denklem 3.2’ye gdre hesaplanmistir.
Zar Hasar1 = E1/E2 x 100 (3.2)
3.5. GEN ANLATIM ANALIZLERI

UV-B stresi altinda silikonun etkisinin transkriptomik seviyede anlasilabilmesi amaciyla Tablo
3.2’de belirtilen, bitki stres cevabinda etkinligi olan, hedef genlerin anlatim analizleri
gerceklestirilmistir. Bu analizler i¢in oncelikle 28 giinliik taze bitki 6rneklerinden total RNA
izolasyonu yapilmistir. Ardindan izole edilen RNA molekiillerinden komplementer DNA
(cDNA) sentezi gergeklestirilmistir. Calismada DGK2 (Diacilgliserol kinaz 2), CHS (Chalcone
synthase), FLC (Flowering Locus C), UVR8 (UV-B Resistance 8) ve Rad51 (RAS associated

with diabetes protein 51) genlerinin anlatimlar1 incelenmis (Tablo 3.2) ve referans gen olarak
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A. thaliana Aktin-2 kullanilmistir. Bu genlere 6zel olarak Primer3 (https://primer3.org/)

programt ile tasarlanan primer dizileri ise Tablo 3.3’te verilmistir.

Tablo 3.2: Hedef genler ve ozellikleri.

GENLER OZELLIKLERI REFERANS

Evrimsel siire¢ boyunca en ¢ok korunan genlerden biri olmasi

AKTIN-2 nedeniyle GZ-PZR’de genellikle referans gen olarak kullanilir.

Gunning ve dig.,
Biitiin 6karyotik hiicrelerde bulunmaktadir. 2015

Bitkilerde ikincil metabolitlerin, flavonol, flavon, izoflavonoid Feinbaum ve
CHS molekiillerinin biyotik ve abiyotik stres cevabindaki artiginda rol Ausubel, 1988

oynadigi ortaya konmustur. Ozellikle UV radyasyon stresi altinda

artis gosterdigi belirtilmektedir.

Bitkilerde radyasyon stres yamitinda gorev aldigi bilinmektedir. Serra ve dig.,
RADS51 Ayrica, DNA ¢ift zincir kiriklarimin onarmminda ve bagisiklik 2013

yanitinin olugmasinda etkilidir.
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Tablo 3.3: Primer dizileri.

GENLER PRIMERLER DiZzZi UROUN REFERANS
BOYU
fleri primer 5" TGCTGACCGTATGAGCAAAZ’ (Arikan ve
. dig., 2021)
AKTIN-2 101 Baz
Geri primer 5’ CTCCGATCCAGACACTGTA3’ Cifti (Arikan ve
dig., 2021)
Tleri primer S’TTCTTGGTCTCCGTCCTTCC3’ Primer3 ile
96 Baz tasarlandi.
CHS Geri primer 5’CGGCGAGATCCTTAGCGATAZ3’ Cifti

Ileri primer 5’ GGATCACGGGAGCTCGATAA3’ Primer3  ile
99 Baz tasarlandi.
RAD51 Geri primer 5’GCACAGCTGAGTCTTTCCAG3’ Cifti

3.5.1.RNA Izolasyonu

RNA izolasyonu i¢in, 28 giinliikk bitki 6rneklerinden yaklasik 100 mg alinarak izolasyon
yapilmistir. Bitki 6rnegi, steril edilmis havan ve havan eli yardimiyla sivi azot ile tamamen
homojenize bir toz haline gelinceye kadar ezilmistir. Ardindan tizerine 1 ml Hibrizol (Hibrigen,
Tiirkiye) eklenmistir ve ezilmis ve 2 ml’lik Eppendorf tiiplere aktarilmistir. Tiipler icerisinde
stv 5 dakika oda sicakliginda inkiibe edilmistir. Inkiibasyonun ardindan 0,2 ml kloroform
eklenmis ve 15 saniye boyunca yavasca tiipler ters diiz edilerek karistirilmistir. Ardindan yine
oda sicakliginda 3 dakika inkiibasyona birakilmistir. Sonrasinda 6rnekler 4°C’de ve 12000 X
g’de 20 dakika santrifiij edilmis ve iist faz yeni bir 2 ml’lik Eppendorf tiipe aktarilmistir.

Baslangicta eklenen her 1 ml Hibrizol i¢in 0,5 ml izopropanol eklenmis ve drnekler 10 dakika

oda sicakliginda inkiibe edilmistir. Ornekler 4°C’de ve 12000 x g’de 10 dakika santrifiij
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edilmistir. Santrifiijiin ardindan silipernatant atilmis ve pellet ile ¢alismaya devam edilmistir.
Pellet 1 ml %75°lik soguk ultra saf etil alkol ile yikanmstir. Ornekler 4°C’de ve 12000 X g’de
5 dakika santrifiij edilmistir. Ardindan iist fazdaki alkol uzaklastirilmis ve 15 dakika boyunca
tamamen u¢masl icin 1sitict blokta (Biosan, TS-100C) 55 °C’de bekletilmistir. Son olarak RNA
pelletlerinin iizerine 25 pl niikleaz igermeyen steril distile su eklenmis ve pelletler 1sitic1 blokta

37 °C’de 30 dakika boyunca ¢oziindiirilmiistiir.
3.5.2. RNA’nin Analizi

izole edilen RNA’larin biitiinliigii Agaroz Jel Elektroforezi yontemiyle kontrol edilmistir. 1x
TAE tamponu ile hazirlanan %1°lik (w/v) agaroz jelde ornekler 90V ile 30 dakika boyunca
yiirlitiilmiis ve goriintiileme cihazinda analiz edilmistir (Avegene-Xlite 30R). Ayni zamanda
izole edilen RNA molekiillerinin saflig1 ve konsantrasyonu nanodrop cihazi (Thermo scientific,
nanodrop 2000) ile 6l¢iilmiistiir. A260/A280 orani ~ 2.0 olan RNA 6rnekleri saf olarak kabul
edilmistir (Manchester, 1996).

RNA (pg/ml) = A260 x sulandirma katsayisi x 40 (3.3)
3.5.3.cDNA Sentezi

Izolasyonu gergeklestirilen RNA molekiillerinden komplementer DNA sentezi islemi, cDNA
sentez kiti (Applied Biosystems High Capacity cDNA Synthesis Kit, 4368814) kullanilarak
tiretici firmanin 6nerdigi protokole gore gergeklestirilmistir. Uygulama PZR cihazinda (BIO-
RAD, T100 Thermal Cycler) gerceklestirilmistir. Tablo 3.4. {izerinde sentez bilesenleri ve

Tablo 3.5. lizerinde sentez kosullar1 verilmistir.
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Tablo 3.4: cDNA sentez bilesenleri.

Bilesen Hacim
10X RT Tamponu 4l
10X Random Primer 4l
Kahp RNA 2000 ng

Tablo 3.5: Sentez kosullar.

Asama Sicakhk Zaman
Primerlerin Baglanmasi 25°C 10 Dakika
Enzimin Inaktivasyonu 85°C 5 Dakika

3.5.4.GZ-PZR Uygulamasi

GZ-PZR “2X SYBR Green master mix” (Hibrigen, 0220-UB-775) kullanilarak “LightCycler
Nano” (Roche) cihazinda gergeklestirilmistir. Ortaya cikan Ct degerleri, rdlatif olarak, 24¢
yontemiyle degerlendirilerek gen anlatim katsayilari belirlenmistir (Schmittgen ve Livak,
2008). GZ-PZR bilesenleri Tablo 3.6. lizerinde verilmistir. Sentez kosullari ise Tablo 3.7°de

belirtildigi gibidir.

Tablo 3.6: GZ-PZR sentez bilesenleri.

Bilesen Hacim
2X SYBR Green master mix 12,5l

cDNA 1 ul (sadece DGK2 igin 3 pl)

Tablo 3.7: GZ-PZR sentez kosullari.

Asama Sicakhk Zaman
Bekleme Asamasi 50°C 60 saniye

Primer Baglanma 65 °C (Aktin-2, DGK2)
63,5 °C (CHS,FLC,UVR8,Rad51)
Uzama 72°C 30 saniye

30 saniye
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3.6. GENOM DUZEYINDE DNA METIiLASYONUNUN BELIiRLENMESI

Genom diizeyinde DNA molekiilii lizerinde meydana gelen metilasyonun belirlenmesi
amaciyla ¢imlenme sonrasi 28 giinliik taze bitki dokusundan her deney grubu ve biyolojik tekrar
icin DNA izolasyonu yapilmustir. izole edilen DNA’nin saflig1 ve konsantrasyonu dl¢iilmiistiir.

DNA izolasyonun ardindan DNA metilasyon diizeyleri 6l¢iilmiistiir.
3.6.1. Genomik DNA Izolasyonu

“GeneJET Plant Genomic DNA Purification” kit (Thermo Scientific, K0792) ile, iiretici
firmanin 6nerdigi deney protokolii kullanilarak DNA izolasyonu gerceklestirilmistir. Baglangig
olarak, 28 giinliik taze bitkiden 100 mg &rnek almmustir. Ornekler, steril havan ve havan eli
yardimaiyla, sivi azot ile homojen bir toz haline gelinceye kadar ezilmis ve tizerine 350 ul "Liziz
Tamponu A" eklenerek 1,5 ml'lik Eppendorf tiiplere kaldirilmistir. Ardindan 50 pl "Liziz
Tamponu B" ve 20 pl "RNase A" enzimi eklenmistir. Hemen ardindan 20 saniye vorteks ile
karigtirllmigtir. 10 dakika 65°C'de inkiibasyonun ardindan 130 pl “Coktiirme Soliisyonu”
eklenmis ve tiipler alt st edilerek karistirilmistir. Ardindan, ornekler 5 dakika buzda
bekletilmistir. Inkiibasyonun ardindan 14000 rpm’de 5 dakika santrifiij (ScanSpeed Mini)
1slemi uygulanmis ve siipernatant yeni 1,5 ml'lik Eppendorfa aktarilmistir. Soliisyona 400 pl
“Bitki gDNA Baglama Soliisyonu” ve 400 pl %96'lik etil alkol eklenmis ve iyice
karistirilmistir. Cozeltinin 700 pl kadari kit icerisinde temin edilen filtrelere yiiklenmis ve 8000
rpm'de 1 dakika santrifiij edilerek (ScanSpeed Mini) filtreden gecirilmistir. Bu islem ¢ozelti
tamamen bitine kadar tekrarlanmistir. Filtrenin iizerine 500 pl "Yikama Tamponu [" eklenmis
ve 10000 rpm'de 1 dakika santrifiijj (ScanSpeed Mini) edilmistir. Kolonda biriken sivi
uzaklagtirllmistir. Ardindan, filtrenin tizerine 500 pl "Yikama Tamponu II" eklenmis ve 14000
rpm'de 3 dakika santrifiij (ScanSpeed Mini) edilmistir. Ayn1 sekilde, kolonda biriken sivi
atilmistir. Filtre kolondan ayrilip yeni bir 1.5 ml'lik Eppendorfa yerlestirilmistir. Filtre izerine
50 ul “Eliisyon Tamponu (10 mM Tris-HCI, pH 9.0, 0.1 mM EDTA)” eklenmis ve 5 dakika
oda sicakliginda bekletilmistir. Son olarak, 10000 rpm'de 1 dakika santrifiij (ScanSpeed Mini)
edilerek DNA'nin filtreden geri kazanimi saglanmistir. Elde edilen DNA uzun siireli kullanim

icin -80°C 'de saklanmustir.
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3.6.2. DNA’nin Analizi

Izolasyonun ardindan elde edilen DNA molekiilleri kistm 3.5.2°de RNA’nin analizinde
belirtildigi sekilde Agaroz Jel Elektroforezi ile kontrol edilmis ve safliklar1 ve
konsantrasyonlar1t nanodrop cihazi (Thermo scientific, nanodrop 2000) ile Slgiilmiistiir. DNA
konsantrasyonlar1 denklem 3.4’¢ gore, DNA safliklar1 ise A260/A280 oranina gore
belirlenmistir. A260/A280 oran1 ~1.8 olan DNA Ornekleri saf olarak kabul edilmistir
(Manchester, 1996).

DNA (ug/ml) = A260 x sulandirma katsayist x 50 (3.4)
3.6.3.Genomik DNA Metilasyon Diizeyinin Olgiilmesi

DNA metilasyon miktarinin = 6lciilmesi  islemi  “MethylFlash™  Methylated DNA
Quantification” kit (P-1034-96, Epigentek) ile gerceklestirilmistir. Islem, iiretici firmanin
onerdigi protokole gore yapilmistir. Pozitif kontrol olarak kitin igerisinde bulunan ME4 (20
pg/ml) soliisyonu 0,5 ng/pL, 1,0 ng/uL ve 5,0 ng/uL konsantrasyonlarinda olacak sekilde TE
tamponu ile seyreltilmistir. Ilk olarak kit icerisinde bulunan ve deney i¢in kullanilacak her bir
kuyu igerisine 80 pL. ME2 baglama soliisyonu eklenmistir. Ardindan ikiser tekrar olmasi
amactyla iki kuyuya 1 pL ME3 negatif kontrol (20 pg/ml), 6 kuyuya 1’er uL ME4 pozitif
kontroller ve deney gruplari i¢in 24 kuyuya 100 ng kadar DNA eklenmistir. Ardindan kuyularin
lizeri parafilm ile sarilarak 37°C ‘de 90 dakika inkiibe edilmistir. Sonrasinda her kuyu 3 defa
150 uL MEI1 (10x Yikama tamponu) ile yikanmistir. Bu asamadan sonra sirayla kuyulara kit
tizerinde belirtilen miktarlarda MES [Yakalama antikoru (1000 pg/ml)], ME6 [Saptama
antikoru (400 pg/ml)] ve ME7 (Gliclendirici ¢6zelti) soliisyonlar1 eklenerek her defasinda da
MEI ile yikama iglemi tekrarlanmigtir. Son olarak sinyal belirleme asamasinda her kuyuya 100
uL MES (“Developer” ¢ozelti) eklenmis ve karanlik ortamda oda sicakliginda inkiibasyona
birakilmistir. Sollisyonlarin renginin maviye donmesi yeterli miktarda DNA baglandigi
anlamina gelmektedir. Mavi rengin tespit edilmesinin ardindan her kuyuya 100 pL ME9
(Durdurucu ¢ozelti) eklenerek tepkimenin durmasi saglanir. Protokole uygun olarak
tamamlanan islemin ardindan sar1 renk alan Ornekler 450 nm’de mikroplaka okuyuculu
spektrofotometrede (“BioTek™ Eon Microplate Spectrophotometer’) dl¢tilmiistiir. Elde edilen
verinin analizi i¢in kit {izerinde belirtilen sekilde pozitif kontrol standart c¢ozeltileri ile

hazirlanan egri ile DNA 6rneklerindeki metilasyon orani % olarak belirlenmistir.
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3.7. ISTATISTIKSEL ANALIZLER

Tim istatistiksel analizler ve grafik cizimleri GraphPad Prism® 9.3.1 bilgisayar programi
kullanilarak gerceklestirilmistir. Ham veri analiz edilirken Microsoft Excel 2016 siiriimii
kullanilmistir. Fizyolojik analiz ve genomik DNA metilasyon analizi, tek yonlii varyans analizi
(“One-Way-AVOVA”) ile degerlendirilmis ve analiz sirasinda Tukey HSD ve Geisser-
Greenhouse testi ¢alistirilmistir. Bu analizler yapilirken 3 biyolojik tekrar kullanilmistir. GZ-
PZR ile gen anlatim analizleri yapilirken iki yonlii varyans analizi (“Two-Way-AVOVA”)
kullanilmis ve yine analizler sirasinda Tukey HSD ve Geisser-Greenhouse testi ¢alistirilmistir.
Gen anlatim analizleri 3 biyolojik tekrar ve 2 teknik tekrar ile gerceklestirilmistir. Tiim
analizlerde, sonuglarin anlamli kabul edilmesi i¢in P<0.05 sarti1 saglanmistir. Testler
gerceklestirilirken her bir deney grubuna ait degerlerin ortalamasi diger grup ortalamalar ile

karsilastirilmistir. P degeri GP tiirtinde girilmis olup, %90 kesinlikte 6l¢tim alinmustir.
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4. BULGULAR

4.1. UV-B UYGULAMA OPTIiMiZASYONU

UV-B uygulamasinda 6nemli olan degisken uzaklik degil, belirli uzakliklarda uygulanan
radyasyonun siddetidir. Ancak farkli tiirde lambalarda bu siddet degiskenlik gdsterecegi igin
deney kosullarina gore optimizasyon c¢alismalart gergeklestirilmelidir. Glincel yayinlar
incelendiginde, UV-B radyasyon uygulama dozunun uzakliga bagl olarak degistigi goriilmiis

ve farkli uzakliklardan 6l¢tim alinarak doz miktarlar1 belirlenmistir.

Ozel tasarlanmis kabin igerisinde, deney sirasinda kullanilan UV-B lambanin sagladig
radyasyon diginda bir radyasyon kaynagi olmadigi, kabinde karanlik ortamda alinan kontrol

2 olarak

Olctimleri ile gosterilmistir. Beklendigi gibi degerler her olgiim icin 0 pWatt/cm
kaydedilmistir. 10 cm uzaklik degerinin altinda lamba ile Ornekler arasindaki mesafenin
sicaklik stresine yol agacak kadar yakin oldugu tespit edilerek bu mesafenin altindaki degerler
optimizasyon siirecinden cikarilmistir. Olgiimler sirasinda Petri kabi kapagmin UV-B
radyasyonu yaklasik %30 miktarinda filtreledigi belirlenmistir. Bu nedenle ilerleyen
deneylerde Petri kab1 kapagi olmadan alinacak Ol¢limler i¢in, kabin igerisinin her agsamada
sterilizasyonun saglanmasi adina bir protokol olusturulmustur. Kabin kapagi, kabine 6rnekleri
yerlestirme asamasi haricinde siirekli olarak kapali tutularak ve her kapak acilisinda kabin
igerisi %70’lik etil alkol ile temizlenip dezenfekte edilerek 6rneklerin kontaminasyona maruz

kalmast Onlenmigtir. Ayrica kabinin bulundugu laboratuvar ortaminin sterilizasyonu ve

temizligi saglanmistir.

Uygulama dozu ve stiresi i¢in gerceklestirilen optimizasyonlarda literatiirdeki farkli 6rnekler
{izerinden gidilmis (Mal¢ovska ve dig., 2014; Tripathi ve dig., 2017b) ve 100 uWatt/™2, 585
uWatt/cm? ve 800 pWatt/cm? dozlarinda farkli siirelerde uygulamalar gerceklestirilmistir.
Optimizasyon kapsaminda uygulama siireleri, 60 dk, 120 dk, 150 dk, 300 dk ve 450 dk olacak
sekilde belirlenmis, uygulamanin hemen ardindan ve 28 giin sonra bitki hasat edilmistir.
Optimizasyonlar 3 biyolojik tekrarli gergeklestirilmistir. Bitkilerin, UV-B radyasyon
uygulamasi karsisindaki tepkisini anlamlandirmak i¢in total klorofil miktarlarindaki degisim ve

hiicre zar1 iyon s1zintist degerleri kaydedilmistir.
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Ayrica UV-B uygulamasi sirasinda bitki yagini optimize etmek i¢in 12, 17 ve 22 giinliik bitkiler
kullanilmistir. 12. giin radyasyon uygulamasi bitkilerin 6liimii ile sonuglanmistir. 22 giinliik
bitkilerde gerceklestirilen uygulama ise yeterli stres cevabina yol agmamustir. 17. glin uygulama
yapilan bitkilerde stres yaniti morfolojik ve fizyolojik olarak gozlenip, bu grupta UV-B

uygulamasi yapilmasina ve analizlerin ise 28. giin ger¢eklestirilmesine karar verilmistir.

Bitkilerin yapraklarinda kivrilma, tiiylenme, bitkinin uzunlugu ve yaprak sayisi, ayrica
yapraklarda goriilen renk degisikligi gibi morfolojik parametreler géz oniine alindiginda 17.
giin 1 saat UV-B uygulamasinmn (800 uWatt/cm?) bu ¢alisma i¢in en uygun kosullara sahip
olduguna karar verilmis ve calisgmanin devaminda bu kosullar kullanilmistir. Uygulama

sonrasinda bitkiler 28. giinde hasat edilmistir.
Optimizasyon sonucunda deney gruplari su sekilde belirlenmistir:

e Kontrol: MS besiyerinde ¢imlendirilen ve 28 giinliik olana kadar biiyiitiilen A. thaliana
Col-0 kontrol grubu. Bu grupta silikon veya UV-B uygulamasi yapilmamustir.

e UV-B: MS besiyerinde ¢imlendirilen ve 28 giinliikk olana kadar biiyiitiilen A. thaliana
Col-0 deney grubu. Bu gruba silikon uygulamasi yapilmamis ancak 17 giinliikken 1 saat
boyunca 800 pWatt/cm? UV-B uygulamasi yapilmstir.

e Si: 1 mM silikon uygulanmis MS besiyerinde ¢imlendirilen ve 28 giinliik olana kadar
biiyiitiilen A. thaliana Col-0 deney grubu. Bu gruba UV-B uygulanmamustir.

e Sive UV-B: 1 mM silikon uygulanmig MS besiyerinde ¢imlendirilen ve 28 giinliik olana
kadar buyiitiilen A. thaliana Col-0 deney grubu. Bu gruba ayrica 17 giinlikkken 1 saat
boyunca 800 pWatt/cm? UV-B uygulamasi yapilmistir.

Bulgular sunulurken, deney gruplar1 burada belirtildigi sekilde; “Kontrol”, “UV-B”, “Si”, “Si
ve UVB” kisaltmalariyla ifade edilecektir. Uygulama yapilan deney gruplarimi temsil eden

gorsel Sekil 4.1 ile verilmistir.
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KONTROL

9cm

Sekil 4.1: Deney gruplarinin temsili gorseli.

4.2. STRES UYGULAMASININ FiZYOLOJIiK ETKILERI

A. thaliana Col-0 bitkisinde silikonun UV-B radyasyon stres yanitindaki etkilerinin fizyolojik
acidan anlagilabilmesi adina ozmolit birikimi ve hiicre zar1 iyon sizintis1 analizleri
gerceklestirilmistir. Analizlerden elde edilen bulgular kisim 4.2.1 ve 4.2.2 igerisinde verilmistir.
Analiz sonuglarmin istatistiksel yorumlamasi i¢in tek yonlii varyans analizi (“One-Way-
ANOVA”) testi, GraphPad Prism® 9.3.1 bilgisayar programi ile calistirllmigtir. Test
gerceklestirilirken her bir satirin tekrarli 6lgtimleri temsil ettigi belirtilmis, Geisser-Greenhouse
analizi ile calistirilmis ve Tukey HSD testi uygulanmistir. Her bir gruptaki degerlerin ortalamasi
diger gruplar ile karsilastiritlmistir. p degeri GP tiirlinde girilmis olup, %90 kesinlikte l¢iim

alinmistir.
4.2.1.0zmolit Birikim Analizi Bulgulari

A. thaliana’da silikon uygulamasinin UV-B stres cevabina olan etkisinin arastirtlmasi adina 28
giinliik bitki 6rnekleri {izerinde ozmolit birikim analizi ger¢eklestirilmistir. Her bir deney
grubundan ve biyolojik tekrardan elde edilen ozmolit birikimi miktarlar1 Sekil 4.1 igerisinde
karsilastirilmistir ve veriler standart hata degerleriyle birlikte Tablo 4.1°de verilmistir. Ozmolit
birikim degerlerinin UV-B uygulamas1 altindaki degisikliginin anlamlandirilmast igin
gerceklestirilen 3 biyolojik tekrardan elde edilen veriler incelendiginde, %65 ortalama ile en
yiiksek ozmolit birikiminin “Si” grubunda oldugu goriilmiistiir. “UV-B” grubunda ise ozmolit
birikimi %15,66 ile en diisiik olarak belirlenmistir. Kontrol grubu ile “UV-B” grubu arasindaki
farklilik istatistiksel agidan Tukey HSD testine gore p <0.05 diizeyinde anlamli kabul edilmistir.
Yalnizca silikon uygulanan gruplarin ortalama ozmolit birikim degeri %65 olarak goriilse de

standart hata degerinin yiiksek olmasi nedeniyle, diger gruplar ile istatistiksel agidan anlamli
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bir sonug verecek sekilde karsilastirilamamustir. Ancak “Si ve UV-B” grubu ile “UV-B” grubu
arasindaki farklilik oldukga yiiksek seviyede, p <0.0001 diizeyinde, anlamli bulunmustur. Her
bir grup birbiri ile karsilastirilmig olup, yalnizca anlamli bir degisim gosteren gruplar grafikte
yildiz isareti ile gosterilmistir. Sonug olarak, gergeklestirilen ¢aligmada UV-B radyasyon
stresinin A. thaliana Col-0’da ozmolit birikimini azalttig1 ve 1 mM in vitro silikon varliginda

UV-B’nin ise ozmolit birikimini istatistiksel olarak anlamli bir sekilde arttirdig: goriilmiistiir.

Ozmolit Birikimi Bulgular

* % % Kk ok

100

Osmolit Birikimi (mOsmol/kg)

50
0 T T
Kontrol UV-B Si Si ve UV-B
Deney Gruplan

Sekil 4.2: Deney gruplarinda ozmolit birikimi degerlerinin karsilastirilmasi.

Tablo 4.1: Ozmolit birikimi degerleri.

Deney Gruplari Ozmolit Birikim Degerleri (mOsmol/kg)
Kontrol 39,33+6,43

uv-B 15,66+7,79

Si 65+21,65

Si ve UV-B 48,33+7,51
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4.2.2.Hiicre Zar1 Iyon Sizintis1 Testi Bulgular

A. thaliana’da silikon uygulamasinin UV-B stres cevabina olan etkisinin fizyolojik seviyede
arastirilmasi adina hiicre zar1 iyon sizintisi testi gerceklestirilmistir. Her bir deney grubundan
ve 3 ayr1 biyolojik tekrardan alinan veriler Sekil 4.2 icerisinde karsilagtirilmistir ve elde edilen
veri Tablo 4.2°de verilmistir. Kontrol grubunda %87,559 olarak 6l¢iilen iyon s1zintis1 degerinin,
“S1” deney grubunda %79,234 degerine geriledigi goriilmiistiir. Tek yonlii varyans analizi
sonucunda kontrol grubu ile “UV-B” grubu arasindaki farklilik istatistiksel olarak p <0.05
diizeyinde anlamli goriilmiistiir. Ayn1 sekilde “UV-B” ile “Si ve UV-B” gruplar1 arasindaki
farklilik da p <0.05 diizeyinde anlamli olarak kaydedilmistir. Her grup kendi igerisinde
karsilastirilmis olup, sadece anlamli bir degisim gdsteren gruplar grafikte yildiz isareti ile
gosterilmistir. Elde edilen sonuglarda, UV-B stresinin hiicre zar1 iyon sizintisi miktarini

azalttigi ve 1 mM in vitro silikon varliginda UV-B uygulamasinin ise arttirdigi gozlemlenmistir.

Hiicre Zar1 Iyon Sizintis1 Bulgular
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Sekil 4.3: Deney gruplarinda hiicre zar1 iyon sizintist degerlerinin karsilagtirilmasi.

Tablo 4.2: Hiicre zar1 iyon sizintist degerleri.

Deney Gruplari Hiicre Zar1 Iyon Sizintis1 (%)
Kontrol 87,559+1,92
UV-B 80,809+1,29
Si 79,234+1,45

Si ve UV-B 83,416+1,08
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4.3. GEN ANLATIM ANALIZLERIi

UV-B stresi altinda silikon uygulamasi gergeklestirilen A. thaliana bitkisinde, abiyotik stres
cevabinda ve Ozellikle UV-B stres yanitinda rol oynadigi bilinen DGK2, CHS, FLC, Rad51 ve
UVRS8 genlerinin anlatim diizeyleri GZ-PZR ile analiz edilmistir.

4.3.1.RNA izolasyonu ve cDNA Sentezlenmesi

RNA izolasyonu kisim 3.5.1. icerisinde anlatildig1 sekilde gergeklestirilmistir. Elde edilen
RNA’nin biitiinliigii agaroz jel elektroforez ile kontrol edilmistir (Sekil 4.4). Ayrica RNA
safligit Thermo scientific, Nanodrop-2000 ile dl¢iilerek A260/A280 degeri yaklasik 2.0 olan
RNA’lar saf olarak degerlendirilmistir. Biitiinliigii ve safligi uygun olan RNA’lardan GZ-
PZR’de kalip olarak kullanilmak tizere cDNA sentezi gerceklestirilmistir. GZ-PZR’de
kullanilacak primerlerin baglanma sicakliklar1 Dereceli polimeraz zincir reaksiyonu ile
optimize edilmistir. Aktin-2 ve DGK2 igin optimum uzama sicaklig1 65 °C; CHS, FLC, UVR8
ve Rad51 i¢in ise 63,5 °C olarak belirlenmistir.

28S RNA
18S RNA

Sekil 4.4: A. thaliana bitkisinden izole edilmis total RNA’nin agaroz

jel elektroforezi ile goriintiillenmesi.
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4.3.2.GZ-PZR Bulgulan

GZ-PZR analizleri ile A. thaliana Col-0 bitkisinde DGK2, CHS, FLC, Rad51 ve UVR8
genlerinin Aktin’e gore rolatif gen anlatimi seviyeleri 6l¢lilmiistiir. Bulgular Sekil 4.5°de verilen
grafik iizerinde gosterilmistir. Ayrica hedef genlerin Aktin’e gore rolatif gen anlatimi kat
sayilari, 3 biyolojik tekrarin ortalamasi ve standart hata degerleriyle birlikte Tablo 4.3’te
verilmistir. Gen anlatim diizeylerinin istatistiksel yorumlamasi i¢in iki yonlii varyans analizi
(“Two-Way-ANOVA”) ve Tukey HSD testi, GraphPad Prism® 9.3.1 bilgisayar program ile
calistirilmistir. p degeri GP tiirtinde girilmis olup, %90 kesinlikte 6l¢iim alinmustir. p <0.05

diizeyinde degerler anlamli olarak kaydedilmistir.

%* %k
‘ * % Gen Anlatim Diizeyleri
E‘ 12— ¥* % % ok % %k
21141 | 1 mm Kontrol
E 10 % * * * * ok = UVB
= 9=
Z 8- 1 1 | | 11 = Si
i * *%k *k % * * )
S 6 =3 Sive UV-B
g 3
5 47
K
'
: ALl
..: 0= l.u'il:l
Lé" DGK2 CHS FLC Rad51 UVRS
Hedef Genler

Sekil 4.5: GZ-PZR analizleri sonucunda A. thaliana Col-0 bitkisinde hedef genlerin Aktin’e gore rolatif
gen anlatimi seviyeleri. Grafik {izerinde yalnizca istatistiksel olarak anlamli kabul edilen degisimler
yildiz isareti ile gosterilmistir.

DGK2 gen anlatimindaki degisiklikler goz oniine alindiginda, “UV-B” deney grubunda gen
anlatiminin kontrole gore yaklasik 2 kat arttig1 goriilmiistiir. “Si” grubunda ise kontrole gore
gen anlatimida 3 kat artig goriilmektedir. “Si” ile “Si ve UV-B” deney gruplar1 arasinda
istatistiksel agidan anlamli bir farklilik goriilmemistir. Sonug olarak hem silikon hem UV-B
uygulamasinin DGK2 gen anlatimini arttirdig1 ortaya konmus ancak bu etkinin sinerjistik

olmadig1 gosterilmistir. CHS geninde de “UV-B” grubunda gen anlatim1 kontrol grubuna goére
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yaklasik 2 kat artmistir. Ancak silikon uygulamasinin CHS gen anlatimimi kendi basina
etkilememesine ragmen UV-B ve silikonun birlikte uygulamasi sonucu gen anlatiminin
kontrole gore %80 azaldigi gosterilmistir. Silikonun CHS gen anlatimini direkt olarak etkiledigi
sOylenemese de UV-B uygulamasiyla birlikte silikon, gen anlatiminin azalmasina yol agmustir.
FLC geni i¢in durum CHS’de oldugunun tam tersidir. “Si ve UV-B” grubundaki gen anlatim
artis1 hem kontrole hem “Si” grubuna gore istatistiksel olarak anlamlidir. Yani burada, silikon
ile UV-B’nin birlikte uygulanmasi gen anlatiminin artmasina yol agmistir. Ancak benzer

sekilde yalnizca silikonun dogrudan etkisi goriilmemistir.

Rad51 gen anlatimlar1 degerlendirildiginde, “Si ve UV-B” grubunda gen anlatiminda hem
kontrole hem “Si” grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir azalma goriiliir. Diger gruplar
kendi igerisinde karsilastirildiginda degisimler iki yonlii varyans analizinde anlamsiz olarak
sonug vermistir. Rad51 gen anlatim diizeyleri de CHS ve FLC gibi silikon ve UV-B’nin birlikte

uygulanmasi durumunda etkilenmektedir.

Son olarak UVR8 gen anlatim diizeyleri degerlendirildiginde en biiyiik farkliligin “UV-B” ile
“Si ve UV-B” deney gruplari arasinda oldugu goriilmiistiir. UV-B uygulamasi tek basina gen
anlatimini arttirirken, silikon ve UV-B’nin birlikte uygulanmasi gen anlatim seviyelerini
kontrol grubunun gen anlatim seviyesine kadar geriletmistir. Ancak yalnizca silikon uygulanan

grupta da kontrole gore gen anlatiminda anlamli bir artig goriilmiistiir.

Tablo 4.3: GZ-PZR analizleri sonucunda A. thaliana Col-0 bitkisinde hedef genlerin Aktin’e gore rolatif
gen anlatimi kat sayilari.

Hedef Genler

Deney Gruplari DGK?2 CHS FLC Rad51 UVR8
UVv-B 2,07+0,13 1,87+0,03 1,73+0,66 2,87+0,37 1,37+0,06
Si 3,03+0,06 1,13+1,14 2,13+£0,23 2,53+0,24 1,90+0,11

Si-UVv-B 3,13+0,20 0,20£0,12 4,33£0,40 0,47+0,06 1,07+0,06



54

4.4. GENOMIK DNA METILASYON ANALIZLERIi

DNA izolasyon sonrasinda agaroz jel elektroforez iizerinde kontrol edilmistir (Sekil 4.6).
ArdindanA. thaliana’da UV-B silikon uygulamasimin UV-B stres cevabina olan epigenetik
olarak etkisinin arastirilmasi adina genomik DNA metilasyon miktarlar1 6l¢iilmiistiir. Her bir
deney grubundan elde edilen degerler Sekil 4.7 igerisinde karsilastirilmis ve ham veri Tablo
4.4’te sunulmustur. Deneyler 3 biyolojik tekrarli olarak gerceklestirilmistir. Istatistiksel
yorumlama i¢in GraphPad Prism® 9.3.1 bilgisayar programi ile tek yonlii varyans analizi
(“One-Way-ANOVA”) testi uygulanmistir. Her bir satirin tekrarli 6l¢iimleri temsil ettigi
belirtilerek, Geisser-Greenhouse analizi ve Tukey HSD testi ¢aligtiritlmigtir. Her bir siitundaki
degerlerin ortalamasi diger stitunlar ile karsilastirilmis ve p degeri GP tiirtinde girilerek %90

kesinlikte 6l¢iim alinmustir.

Sekil 4.6: A. thaliana bitkisinden izole edilmis genomik
DNA’nin agaroz jel elektroforezi ile goriintiilenmesi.
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Genomik DNA Metilasyon Analizi
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Sekil 4.7: Deney gruplarinda genomik DNA metilasyonu miktarlarinin karsilastirilmasi.

Tablo 4.4: Genomik DNA metilasyonu analizi sonucunda A. thaliana Col-0 bitkisinde yiizde olarak
metilasyon oranlari.

Genomik DNA Metilasyon Orami Ortalama Degerler (Standart Hata Degerleri ile
(%) Birlikte Verilmistir)

Kontrol 8,51+1,12

Si 11,72+1,54

Genomik DNA metilasyonu yiizdeleri incelendiginde, “Si” ile “Si ve UV-B” deney gruplarinda,
kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir artis oldugu goriilmiistiir. Yalnizca UV-B
radyasyon stresine maruz kalan gruptaki degisim ise anlamli olarak kabul edilmemistir. Sonug
olarak silikonun, UV-B varliginda veya tek basina uygulandiginda genomik DNA metilasyonu

yiizdesinde artisa neden oldugu ortaya konmustur.
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5. TARTISMA VE SONUC

Giincel bilimsel calismalar, silikonun bitkilerde biiyiimeyi ve gelismeyi indiikleyici ve ayni
zamanda biyotik ve abiyotik stres yanitlarinda destekleyici etkisi oldugunu gostermistir
(Balakhnina ve Borkowska, 2013; Liang ve dig., 2015¢). Silikonun bitki fizyolojisi ve stres
yanitlar1 lizerindeki etkisi aktif olarak calisilmaya devam edilen ve dikkat ¢eken bir konudur
(Souri ve dig., 2021). Giinlimiiziin en biiyiik tarimsal problemlerine dogrudan ve dolayli olarak
sebebiyet veren kiiresel 1sitnma ve beraberinde getirdigi ozon tabakasindaki incelme de pek ¢ok
aragtirmaya konu olmaktadir (Forster ve dig., 2011). Bu problem dolayisiyla atmosferin
stratosfer tabakasindan gegerek yeryiiziine ulasan UV-B radyasyon miktarindaki artis,
yeryliziindeki tlim canlilarla birlikte bitki ortiisiinii de tehdit etmekte ve yakin gelecekte ciddi
mabhsul kayiplarina neden olabilecegi ongoriilmektedir (Kakani ve dig., 2003; Caldwell ve dig.,
2007; Sharma ve dig., 2017). 2020’ den sonra yayinlanan bazi istatistik verilerine goére, Montreal
protokoliiniin Onerildigi sekilde uygulanmasi ile ozon tabakasindaki incelme hizinin
azaltilabilecegi ve ongoriilen felaket senaryolarinin oniine gecilebilecegi belirtilmis olsa da
(Madronich ve dig., 2021), yeryiiziine ulasan UV-B radyasyon miktarindaki artisin stratosferik
ozon tabakasindaki incelme diginda diger birtakim iklimsel faktorlerden de kaynaklanmakta
oldugu, ayrica 6nlem olarak sunulan Onerilerin uygulanma yiizdelerinin belirsiz kaldig: ortaya
konmustur (Bais ve dig., 2015). Bu nedenle, bir abiyotik stres faktorii olarak UV-B
radyasyonun bitkiler iizerindeki etkisi giincel bir aragtirma konusudur. Silikonun, UV-B
stresinin zararli etkilerini azaltici sekilde kullanilabilecegi daha 6nceden yapilan ¢aligmalarda
da gosterilmesine karsin (Liang ve dig., 2015e; Tripathi ve dig., 2017b; Mavri¢ Cermelj ve dig.,
2021), bitkiler tizerindeki etki mekanizmalar1 biitiiniiyle aydinlatilmamis olup, 6zellikle bu
mekanizmalarin altinda yatan molekiiler yolaklarin aydinlatilmasi ile ilgili az sayida calisma
bulunmaktadir. Bu noktada gerceklestirilen tez calismasi1 kapsaminda, literatiirdeki bu agigin
kapatilmasina katki saglamak ve silikon arastirmalarini desteklemek amaciyla silikonun
bitkilerde UV-B radyasyonu stres yanitinda oynadigi rol fizyolojik, transkriptomik ve

epigenetik seviyelerde calisiimistir.

Silikonun bitkilerde stres yanitin1 destekleyici bir etkisi oldugu ve bu etkinin reaktif oksijen
tiirlerinin elimine edilmesi, antioksidan mekanizmalarinin desteklenmesi ve fitohormon sinyal
yolaklarinin indiiklenmesi ile iligkili olarak meydana geldigi bilinmektedir (Souri ve dig.,

2021). Silikon ve stres iligkisi giincel olarak arastirilmakta ve cesitli biyotik (bitki patojeni
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bakteri, mantar, nematodlar vb.) ve abiyotik stresler (sicaklik, kuraklik, tuzluluk, agir metal,
UV-B vb.) karsisindaki etkisi incelenmektedir (Liang ve dig., 2015e). Ornegin, domates
bitkisinde (Solanum lycopersicum L.) silikon uygulamasinin biyotik stres faktorii Ralstonia
solanacearum enfeksiyonu karsisinda etkilerini molekiiler seviyede inceleyen bir ¢alismada,
silikonun 6zellikle fitohormon sinyal yolag iliskili genlerin anlatiminda artisa neden oldugu
gosterilmistir (Ghareeb ve dig., 2011). Diger bir calismada ise, yine domates bitkisinde sicaklik
stresinin zararli etkilerinin 1mM NaSiOz formunda silikon uygulamasi altinda azaldigi ve
bununla baglantili olarak, bitkinin toplam kiitlesinde ve fotosentetik pigmentlerinde artig
oldugu gosterilmistir (Khan ve dig., 2020). Bu c¢alismada da silikonun antioksidan
metabolizmasini, ABA sinyal yolaklarii ve 1s1 soku proteinlerini etkileyerek stres cevabini
destekledigi belirtilmistir. Ayrica, silikonun tuz stresi yanitiyla iliskisi bugday bitkisinde farkli
ekotipler iizerinde c¢alisilmis ve sonug olarak silikonun etkisinin farkli ekotiplerde anlaml
olarak degiskenlik gosterdigi bulunmustur (Tuna ve dig., 2008). Bitki tiirlerinin ve ekotiplerinin
silikon biriktirme kapasitelerinin degiskenlik gostermesi bu duruma en ¢ok sebebiyet veren
etken olarak gosterilmektedir (Snyder ve dig., 2016; Souri ve dig., 2021). Yapilan benzer
calismalarda yiiksek seviyede silikon biriktirme kapasitesine sahip piring (Goto ve dig., 2003;
Live dig., 2004), misir (Malcovska ve dig., 2014), bugday (Yao ve dig., 2011; Tripathi ve dig.,
2017b) ve soya fasulyesi (Shen ve dig., 2010a; Shen ve dig., 2010b) bitkileri iizerinde UV-B
ve silikonun etkileri incelenmis olup, gorece diisiik silikon biriktirme kapasitesine sahip bir
model organizma olan A. thaliana giincel olarak UV-B ve silikon konulu bir aragtirmada yer
almamigtir. Silikon alimi ve iletimi ile ilgili olarak A. thaliana’da yapilan bir ¢alismada
silikonun salisilik asit (SA)-bagimsiz yolaklar iizerinden bitkide koruma saglayabilecegi
gosterilmis ve ozellikle silikonun stres yanitiyla olan iligkisi konusunda ileri aragtirmalar
gerektigi belirtilmistir (Vivancos ve dig., 2016). Bu noktada, diisiik silikon alimina sahip bir
model bitkide silikonun UV-B stres direncine olan etkisini incelemek amaciyla bu ¢aligma

kapsaminda A. thaliana Columbia-0 (Col-0) secilmistir.

Silikon bir¢ok farkli formda bitkilere uygulanabilir. Yapilan ¢alismalarda silikonun, potasyum
silikat (Yao ve dig., 2011), silikon nanopartikiilleri (Tripathi ve dig., 2017b), sodyum silikat
(Malcovskd ve dig., 2014) ve silisik asit (Li ve dig., 2004) formlarinda uygulandig:
goriilmistiir. Silikon bitkiler tarafindan topraktan ortosilisik asit formunda alindig1 ve in vitro
calismalarda yaygin olarak bu formda kullanildig1 i¢in, tez ¢alismasinda da ortosilisik asit

formunda tercih edilmistir (Sivanesan ve Park, 2014). Ayrica, silikonun topraksiz yetistirme



58

kosullarinda da bitki biiyiimesini ve gelisimini olumlu yonde etkiledigi bilinmektedir (Lopez-
Pérez ve dig., 2018). Onceden yapilan ¢alismalarda, silikonun in vitro bitki doku kiiltiiriinde
uygulanmasi sonucunda da bitkilerin stres direnglerinde iyilesme oldugu goriilmiis ve bu
sonuclar bir derleme yayin igerisinde sunulmustur (Sahebi ve dig., 2016). Tez ¢alismasinda
hem c¢evresel degiskenlerin kontroliiniin saglanmas1 hem de topraksiz uygulamada silikonun

etkisinin arastirilmasi adina deneyler in vitro kosullarda gergeklestirilmistir.

UV-B radyasyonun etkilerinin arastirildigi bir¢ok ¢aligmada, UV-B’nin uygulama dozu ve
stiresi farkli olarak bildirilmistir. Farkli dozlarda ve stirelerde gergeklestirilen uygulamalarda
sonuclar degiskenlik goOsterecegi icin literatiir taramasinin ardindan tez kapsaminda
optimizasyon deneyleri yliriitiilmiistiir. Calisma kapsaminda, UV-B uygulamasi Philips marka,
PL-L 36W/01/4P 1CT/25 model 167 mm toplam uzunluga sahip UV-B Dar-bant lamba
kullanilmistir. Lamba ile 6rnekler arasindaki uzaklik ayarlanarak UV-B dozu 800 pWatt/cm?
degerine sabitlenmistir. Bu degerin tlizerinde bir doz elde etmek igin Grnekler ile lamba
arasindaki uzaklik 10 cm’nin altinda olmalidir ve bu durum ayrica yiiksek sicaklik stresine
neden olacag i¢in 800 uWatt/cm? degeri limit olarak belirlenmistir. Diger bir¢ok ¢alismada
UV-B uygulama dozu ozon hasari cinsinden verilmis olup, bu degerler deneylerin yapildigi
cografi bolgenin giinliik UV-B alimi1 ve 6ngoériilen ozon hasarina gore verildigi icin direkt bir
karsilastirma yapilamamistir (Shen ve dig., 2009; Shen ve dig., 2010a; Shen ve dig., 2010b;
Yao ve dig., 2011). Misir (Zea Mays L.) ile yapilan bir ¢alismada 10.27 Watt/m? (1027
uWatt/cm?) radyasyon 15 ve 30 dakika olacak sekilde uygulanmus ve iki farkli uygulama siiresi
de kendi arasinda karsilastirllmigtir. Lamba ile 6rnek arasindaki mesafeye bagl olarak degisen
UV-B dozu lambanin tiiriine gore farklilik gosterecegi icin, bu calismada 10.27 Watt/m? dozda
ayrica yiiksek sicaklik stresi olustugundan bahsedilmemistir (Malcovska ve dig., 2014). Bugday
(Triticum aestivum) ile gergeklestirilen bir diger ¢alismada daha diisiik dozlarda ve uzun siireli
olarak UV-B radyasyon uygulamasi ger¢eklestirilmis ve bu amagla 8 saat boyunca 0.4 W/m?
(40 pWatt/cm?) uygulama yapilmustir (Tripathi ve dig., 2017b). Bu gibi uygulama farkliliklari
nedeniyle, gerceklestirilen tez ¢alismasinin kapsamli bir optimizasyon stireci uygulanmis ve
uygulanan degerler bu optimizasyon siirecinde belirlenmistir. Ayrica UV-B uygulamasi
sonrasindaki degiskenlerinde hasat zamami elde edilecek degerleri etkileyebilecegi
bilinmektedir. Ornegin, bir calismada, kisa siireli yiiksek doz UV-B uygulamasinin ardindan 4
giin boyunca siirekli olarak karanliga maruz birakilan A. thaliana yapraklarinda, yine 4 giin

boyunca fotosentetik olarak aktif 1s18a maruz birakilan gruba gore, klorofil yikiminin UV-B’nin
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dozuna bagli olarak azaldigi ortaya konmustur (Sztatelman ve dig., 2015). Yine ayn1 ¢calismada,
fotosentezle iligkili genlerin anlatimlarinda ve total klorofil miktarinda artis goriilmiistiir. Bu
gibi degiskenlerin sonucu etkileyecegi diistiniilerek, gergeklestirilen tez ¢alismasinda UV-B
uygulamasinin ardindan bitkiler +25 °C’de derece bitki biiylime kabininde [25+1°C, %75 nem,
16/8 saat (aydinlik/karanlik), 105 pmol m? s * (Panasonic FL40SS.ENW/37)] 28 giinliik olana
dek biiytitiilmiistiir.

Gergeklestirilen tez ¢alismasinda, silikonun bitkilerde UV-B stresine kars1 etkilerini fizyolojik
olarak anlamlandirmak i¢in ozmolit birikimi 6l¢iilmiis ve sonug olarak “Si” deney grubunda
ozmolit birikimi %65 ortalama ile diger gruplara gore en yiiksek degerde sonug vermistir. “UV-
B” deney grubunda ise ozmolit birikimi %15,66 olarak kaydedilmistir. Ozmolitler, hiicre i¢i
ozmotik strese karsi, ozmotik basinct dengeleyerek stres yaniti olusturan organik molekiillerdir
(Yancey, 2005) ve stres cevabi olusturan bitkilerde ozmolit miktarinda anlamli seviyelerde artig
goriilmesi beklenmektedir (Ahmad ve dig., 2013; Kosar ve dig., 2019). Ozmolit miktarindaki
artig, stres yanitt mekanizmalarmin aktif olarak isleyiste oldugunu gostermektedir. Ornegin,
ozmotik strese yol agan tuzluluk karsisinda silikon uygulamasinin hiicre zarinda biitiinliigi
destekleyerek ve H+-ATPaz pompalarini yonlendirerek sodyum iyonlarinin seviyelerini
diistirdiigii tespit edilmistir (Luyckx ve dig., 2017). Diger bir ¢alismada UV-B stresi
uygulamasinin A. thaliana’da stres yanitini uyararak ozmolit birikimini arttirdigi gésterilmistir
(Schmidt ve dig., 2000). Elde edilen sonuclar UV-B uygulamasi sonucu bitkide ozmotik strese
kars1 cevap olusturacak mekanizmalarin yeterli ¢calismadigi yoniindedir. Silikon uygulamasi
yapilmis gruplar incelendiginde, “Si ve UV-B” grubunda ozmolit miktarinin “UV-B” grubuna
gore 3 kat arttig1 gosterilmistir. Bu durum, silikonun ozmolit miktarin1 arttirarak hiicre i¢i
ozmotik basincin dengelenmesi ve stres cevabinin olusmast konusunda destekleyici oldugunu
gostermektedir. Burada, farkli ekotiplerin ozmolit birikim oranlariin da degisecegi géz oniine
alinmalidir. Ornegin farkl arpa tiirlerinde tuz stresinin ozmolit miktarina olan etkisini inceleyen
bir caligmada, ozmolit miktarindaki degisimler ekotipler arasinda farklilik gdstermistir (Ugarls,

2016).

Silikonun, bitkilerde 6zellikle in vitro kiiltiirde iyilestirici 6zellik gosterdigi ortaya konmustur
(Sahebi ve dig., 2016). Diger ¢alismalarda, tuz stresinde silikon uygulamasinin iyon sizintisini
azalttig1 gosterilmistir (Wang ve dig., 2010). Ancak, elde edilen sonuglara gore, “Si ve UV-B”

grubunda hiicre zar1 iyon s1zintis1 degeri dlgiilerek belirlenen zar hasar1 “UV-B” grubuna gore
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istatistiksel olarak anlamli sekilde yiiksek bulunmustur. Ozmolit birikim analizi sonuglariyla
karsilastirildiginda bu beklenmeyen bir sonugtur. Bagka bir calismada, MS besiyerinde
yetistirilen yabanil tip A. thaliana’da iyon sizintis1 %20 olarak 6l¢iilmistiir (Wagner ve dig.,
2004). Bu ¢alisma ile karsilastirildiginda, tez calismasinda MS kontrol grubunun iyon sizintist
degeri %87 ile beklenenden oldukca yiiksek olarak Sl¢iilmiistiir. Bu durum hiicre zar1 iyon
sizintis1 analizinin yorumlanmasini gli¢lestirmektedir. Bu durum, bitki Orneklerinin
¢imlendirme sonrasinda aktarimlari sirasinda mekanik strese maruz kalmasindan
kaynaklanabilir. Ozellikle iyon sizintis1 analizi i¢in bitki 6rnegi secilirken de homojen bir se¢im
gerceklestirilmesi glictiir. Bu nedenle oldukca hassas bir analiz olan iyon sizintisi, diger

analizler ile tutarlilik géstermemistir.

Bugiine kadar yapilan ¢alismalarda silikonun bitkilerde abiyotik stres cevabina olan etkisi gen
anlatim diizeyinde de incelenmistir. Ornegin, A. thaliana’da bakir toksisitesi altinda silikonun
etkilerini arastiran bir ¢alisma kapsaminda, 3 farkli metallothionein (MT) geninin anlatimlar:
GZ-PZR ile incelenmis olup, silikon varliginda anlatim seviyelerinin yiikseldigi kaydedilmistir
(Khandekar ve Leisner, 2011). Ayrica silikon ve silikon nanopartikiillerinin yiiksek sicaklik
stresi lizerindeki etkilerini arastirmak adina bugdayda yapilan bir calismada, 1s1 soku
proteinleriyle iliskili “Plasma membrane intrinsic protein” (TaPIP1) ve “Nodulin 26-like
intrinsic protein” (TaNIP2) gen anlatim seviyeleri silikon uygulamasinin, silikon nanopartikiil
uygulamasina gore bu genlerin anlatimlarin1 ve dolayli olarak rélatif su miktari arttirdigi
gozlemlenmistir (Younis ve dig., 2020). Sonug olarak, Younis ve arkadaslari silikonun, yiiksek
sicaklik stresi karsisinda silikon nanopartikiillerine gore daha etkili olacagini gostermistir. Bu
gibi ¢aligmalar dogrultusunda, gerceklestirilen tez calismasinda da GZ-PZR kullanilarak stres
cevab1 ve UV-B iliskili hedef genlerin gen anlatim seviyeleri incelenmistir. Stres yanitlariyla
iligkili olarak belirlenen hedef genler; DGK2 (Diagilgliserol kinaz 2), CHS (Kalkon sentaz),
FLC (Cigeklenme Bélgesi C), Rad51 (RAS ile iliskili diyabet proteini 51) ve UVR8 (UV Direnci
Bdélgesi 8)’dir.

Diagilgliserol kinaz enzimleri (DGK), fosfatidik asit (PA) sentez yolaklarinda gorev almakta
ve bitkilerde fitohormon salinimi, stoma hareketleri ve hiicre zar1 gegirgenligi gibi biyolojik
siirecleri kontrol etmektedir (Arisz ve dig., 2009). PA, hiicre zarinda bulunan stres algilayici
sinyal yolaklarin en 6nemli bilesenlerinden bir tanesidir ve PA sentezinde rol oynayan DGK

enzimleri bu nedenle stres yanitiyla dogrudan iligkilidir. DGK' geninin anlatimmnin farkl
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abiyotik stres tiirleri karsisinda degisiklik gosterdigi kaydedilmistir (Yoon ve dig., 2016; Kue
Foka ve dig., 2020). A. thaliana’da bulunan ve DGK enzimini kodlayan 7 DGK izoziminden
biri olan DGK2 geninin, UV-B radyasyon stresi ve in vitro silikon uygulamasindan ne sekilde
etkilenecegi konusuna iligkin herhangi bir ¢calisma yapilmamistir. Bu nedenle gergeklestirilen
tez calismasinda DGK2 gen anlatimi incelenmistir. Elde edilen verilere gore, kontrole gore
rolatif DGK2 gen anlatim katsayis1 “UV-B” grubunda 2,07 olarak kaydedilirken, sirasiyla “Si”
ile “Si ve UV-B” gruplarinda 3,03 ve 3,13 olarak dl¢iilmiistiir. UV-B uygulamasi, stres sinyal
yolaklariyla iligkili DGK2 gen anlatimini indiiklerken, silikon uygulamasinin bu etkiyi daha da
arttirdigr agikg¢a gorlilmektedir. DGK2 gen anlatiminin UV-B stresi olan baglantisi BR
molekiiler yolaklar1 lizerinden agiklanabilir. UV-B sinyal yolaklarinda, UV-B’yi algilayarak
monomer hale gelen UVRS proteini BR sentezinden sorumlu genlerin aktivasyonunu dolayli
yoldan engellemektedir (Tossi ve digerleri, 2019). Wu ve arkadaglarinin 2014 ¢alismasina gore,
BR sinyallesmesini igeren bir transkripsiyon faktorii olan BZR1'in orani, fosfatidik asit (PA)
tedavisi ile azaltilmistir. PA'nin varliginin, BZR1 gen ekspresyonunu baskilayarak BR sinyal
yolunu baskilayabilecegi sonucuna varilabilir. Bu ¢alismada PA sentezinde yer alan genlerden
biri olan DGK2 incelenmistir. Elde ettigimiz DGK2 gen ekspresyon verileri, beklendigi gibi
UVRS8 gen ekspresyon verileri ile dogru orantilidir. Ek olarak, silikonun DGK2 gen
ekspresyonunu artirarak, PA sinyal yolu yoluyla bitkilerde UV-B stresine bir yanit

olusturabilecegi sonucuna varilabilir.

Kalkon sentaz (CHS) bitkilerde sekonder metabolitlerin biyosentezinden sorumlu genler
arasindadir. CHS’ nin anlatimi dogrudan UV-B radyasyon ve yiiksek seviyede 151k stresine kars1
artarak bitkide stres yanmitin1 tetiklemektedir (Kalbina ve Strid, 2006; Heijde ve Ulm, 2012;
Zhang ve dig., 2018b). CHS gen anlatimi, UV-B radyasyon reseptoriic UVRS proteini ile
iligkilidir (Rizzini ve dig., 2011). Dogrudan dogal Giines 15181 uygulamasi altinda CHS ve onun
1s1kla indiiklenen transkripsiyon faktorii HYS gen anlatimi artis gostererek yabanil tip A.
thaliana’da CHS proteini birikmesini saglar (Moriconi ve dig., 2018). Bu alandaki 6ncii
calismalardan birinde, UV-B uygulamasinin CHS geninin anlatimin1 3.5 kat arttirdig:
gosterilmistir (Fuglevand ve dig., 1996). UV-B radyasyon stresine karsi yanit olusturmada A.
thaliana’da bitki epigenetik hafizasini tetikleyerek oOnciil stres uygulamasinin (“priming”)
etkilerini aragtiran bir baska ¢aligmada (Xiong ve dig., 2021), kontrol grubuna gore, UV-B
hasar1 olusturacak sekilde uygulamaya maruz birakilan gruplarda CHS gen anlatiminin 9 kat

arttig1 goriilmiistiir. Ayn1 calismada daha diisiik dozda UV-B uygulanan “priming” gruplarinda



62

da CHS gen anlatimi 3 kat artmistir. Gergeklestirilen tez ¢alismasinda ise kontrole gore rolatif
CHS gen anlatim katsayis1 “UV-B” grubunda 1,87 olarak kaydedilirken, sirasiyla “Si” ile “Si
ve UV-B” gruplarinda 1,13 ve 0,20 olarak 6l¢iilmiistiir. UV-B uygulamasi sonucu CHS gen
anlatiminda istatistiksel olarak anlamli bir seviyede artis goriilmesine ragmen, Xiong ve dig.
(2021)’nin ¢alismasinda goriilen katsay1 artisina gore diisiik bir deger elde edilmistir. UV-B
dalga boyundaki degisiklikler bitkide olusan yanit1 etkilemektedir. Bu noktada, gerceklestirilen
tez ¢alismasinda 311 nm dalga boyunda pik veren dar bant bir lamba kullanildig1 ve diger
calismada ise 290-315 nm araliginda genis bantta pik veren lamba tercih edildigi géz 6niinde
bulundurulmalidir. CHS gen anlatiminin silikon uygulamasi altindaki degisimi ise direkt olarak
UV-B uygulamasinda g¢alisilmamis ancak Triticum aestivum L. (bugday) bitkisinde kuraklik
stresi ile olan iligkisi aragtirilmistir (Ma ve dig., 2016). Bu arastirmada CHS gen anlatimi
kuraklik stresi siddetinin ¢ogalmasiyla birlikte artmis, fakat silikon uygulandiginda gen
anlatim1 azalmistir. Diger bir calismada giil bitkisinin yapraklarinda silikon uygulamasi altinda
CHS gen anlatimi arastirilmis ve sonug¢ olarak uygulamadan 72 saat sonrasina kadar gen
anlatiminin 2.6 kat artis gosterdigi ancak 120. saat yapilan Ol¢limlerde bu degerin 2.2°ye
geriledigi goriilmistiir (Shetty ve dig., 2011). Gergeklestirilen tez c¢aligmasinda UV-B
uygulamasi CHS gen anlatimin arttirmis ve Ma ve dig. (2016)’nin ¢aligmasina benzer sekilde
“Si ve UV-B” grubunda gen anlatim kat sayis1 kontrole gore diisitk bulunmustur. CHS geninin
bitkilerde sekonder metabolit iiretimini indiikleyerek stres cevabi olusturdugu goz Oniine
alimirsa, UV-B stresi karsisinda bu yanitin uyarildigi ancak silikonun bu etkiyi tersine ¢evirdigi
sOylenebilir. Bu durumda silikon uygulamasi bitkide stresi tolere ederek stres cevabinin

tetiklenmesinin Oniine gegiyor olabilir.

Cigeklenme Bdélgesi C (FLC) geninin aktivitesi bitkilerde ¢igeklenmeyi diizenleyen ana
etkenlerden bir tanesidir (Kennedy ve Geuten, 2020). Cigeklenme periyotlarinin biyotik ve
abiyotik stres faktorlerinden etkilendigi bilinmektedir (Wada ve Takeno, 2010). Bu nedenle
FLC gen anlatiminin stres faktorlerinden etkilenmesi kaginilmazdir. Ornegin, kisa siireli soguk
stresi uygulamasinin A. thaliana’da FLC gen anlatimini arttirarak ¢igeklenmeyi baskiladigi
gosterilmistir (Jung ve dig., 2013). Yapilan bir ¢alismada, UV-B radyasyonun FLC gen
anlattmmi 2 kat arttirdigi ve c¢igeklenme periyodunda gecikmelere sebep oldugu ortaya
konmustur (Dotto ve dig., 2018). Yine de bitkilerde FLC gen anlatiminin UV-B radyasyon ve
in vitro silikon uygulamasi altinda ne sekilde degistigi bilinmemektedir. Tez ¢alismasinda elde

ettigimiz sonuglara gore, FLC gen anlatimi katsayisi “UV-B” grubunda 1,73 olarak
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kaydedilirken, sirasiyla “Si” ile “Si ve UV-B” gruplarinda 2,13 ve 4,33 olarak Ol¢lilmiistiir.
Burada UV-B uygulamasmim FLC gen anlatimini arttirmasi beklenen bir sonugtur. ilging
sekilde, silikon uygulamasi bu etkiyi daha da arttirmis, hatta “Si ve UV-B” grubundaki artis ile
bu etki sinerjistik olarak 6l¢iilmiistiir. Cigeklenme orani1 morfolojik olarak degerlendirildiginde
ise en yliksek ¢iceklenme orani, kontrol grubunda %10 olarak Sl¢giilmiistiir. Sirasiyla “UV-B”,
“S1”, “Si ve UV-B” gruplarinda bu oranlar %6, %3 ve %6 olarak belirlenmistir. Bu sonuglara
gore FLC gen anlatim1 daha fazla baskilanmasina ragmen “Si ve UV-B” grubunda ¢igeklenme
yizdesi “UV-B” grubu ile benzer goriilmektedir. Bu durum, bitkilerde ¢igeklenme
mekanizmalarimi1 FLC anlatiminin baskilanmasi diginda tetikleyen diger yolaklarla UV-B ve
silikon uygulamasinin iligkili olabilecegini isaret etmektedir. Bu nedenle UV-B ve silikonun
ciceklenmeye olan etkisinin molekiiler seviyede aydinlatilmasi i¢in ilave arastirmalar

gerekmektedir.

RAS ile Iliskili Diyabet Proteini 51 (Rad51) geni, prokaryotlarda bulunan ve UV-B radyasyon
stresine karsi cevap olusturulmasinda gorev alan RecA geninin dkaryotik homologudur (Khazi
ve dig., 2003). A. thaliana Rad51’in DNAda ¢ift zincir kiriklarinin tamirinde rol oynadigi ve
bu sekilde stres yanitinda gorev aldigi bilinmektedir (Vispé ve dig., 1998; Osakabe ve dig.,
2005). Yapilan bir ¢alismada, UV-B radyasyonu altinda A. thaliana bitkisinde Rad51
anlatiminda artig goriilmesi, bitkinin DNA hasar tamir mekanizmalarinin indiiklendigi seklinde
yorumlanmustir (Ries ve dig., 2000). Rad51 geninin bitkilerde silikonla olan iligkisi daha 6nce
incelenmemis olup, gerceklestirilen tez calismasi kapsaminda UV-B radyasyon stresi altinda
silikon uygulamasi ile gen anlatimmin ne derece etkilendigi GZ-PZR ile gosterilmistir. Sonug
olarak, Rad51 gen anlatimi katsayis1 “UV-B” grubunda 2,87 olarak kaydedilirken, sirasiyla
“Si” ile “Si ve UV-B” gruplarinda 2,53 ve 0,47 olarak 6l¢iilmiistiir. UV-B uygulamasinda gen
anlatiminda goriilen artis beklendigi gibidir. Ancak “Si” grubunda da yaklasitk UV-B
uygulanmis gruptaki kadar gen anlatimi artmistir. Bu sonug, silikonun DNA hasar tamir
mekanizmalariyla molekiiler olarak iligkili oldugunu gosteriyor olabilir. Ancak, “Si ve UV-B”
grubunda Rad51 gen anlatiminda ciddi bir azalma goriilmektedir ki burada uygulanan silikon
ve UV-B dozunun bitkide DNA tamir mekanizmalarinm yeterli ¢alismayacak duruma getirmis
oldugu diisiiniilebilir. Ikinci bir yorum ise, silikonun “Si ve UV-B” grubunda DNA hasar
tamirini uyarmaya gerek kalmayacak sekilde UV-B hasarmi farkli yolaklar lizerinden tolere
etmis olabilecegidir. Her sekilde, silikonun DNA tamir mekanizmalar1 {izerindeki etkisini

anlamak adina ek arastirmalar gergeklestirilmelidir.
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Dogrudan UV-B yanitinda rol oynayan UV-B fotoreseptoriinii kodlayan “UV direnci bolgesi
8” (UVR8) geni spesifik bir molekiiler sinyal yolagi {izerinden UV-B radyasyonun bitki
tarafindan taninmasini ve stres cevabinin olusturulmasini saglar (Wargent ve dig., 2009; Rizzini
ve dig., 2011; Tilbrook ve dig., 2013). UVRS8 fotoreseptorii ile algilanan UV-B stres sinyali
COPI ve HY5 tizerinden iletilerek gen anlatimi diizeyinde degisikliklere neden olur (Jenkins,
2009). HY5, UV-B cevabi genlerinin anlatimini arttirir (Binkert ve dig., 2014). Bu durum DNA
hasar tamiri ve sekonder metabolit tiretimi gibi UV-B stres cevabinda gorev alan molekiiler
yolaklar indiikler (Li ve dig., 2009; Shi ve Liu, 2021). Ayrica, A. thaliana uvr8 mutantlarinda
yapilan bir ¢alismada UV-B stresine kars1 gerceklestirilen “priming” isleminde de UVR8’in
kritik bir rol oynadig1 gosterildi (Xiong ve dig., 2021). Ozellikle UV-B stresi karsisinda etkisi
calisilmig bir gen olmasina karsin, in vitro silikon uygulamasinin bu genin anlatimi tizerindeki
etkileri konusunda literatiirde herhangi bir c¢alisma bulunmamaktadir. Bu nedenle,
gerceklestirilen tez calismasinda UVR8 gen anlatimi GZ-PZR ile belirlenmistir. Analiz
sonuglarina gore, UVR8 gen anlatimi katsayis1 “UV-B” grubunda 1,37 olarak kaydedilirken,
strastyla “Si” ile “Si ve UV-B” gruplarinda 1,90 ve 1,07 olarak dlgiilmiistiir. Elde edilen veriler,
“Si” grubu ile diger gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik goriildiigiinii ortaya
koymustur. Silikon uygulamas1 UVR8 gen anlatimini indiiklemistir. Ayrica “UV-B” grubu ile
“Si-UV-B” arasindaki farklilik iki yonlii varyans analizi ve Tukey HSD testine gore anlaml
bulunmustur. Burada UV-B uygulamasinin UVR8 anlatimini arttirmasi beklenen bir sonugtur.
“Si” grubundaki anlamli artis da silikonun UV-B stres yanitindaki destekleyici etkisinin UVR8
yolaklaryla iligkili olabilecegini gostermektedir. Ancak, “Si ve UV-B” deney grubunda gen
anlatim1 kontrole olduk¢a yakin olarak 6l¢iilmiistiir. Bu durum Rad51 gen anlatimi sonuglariyla
karsilastirildiginda, “Si ve UV-B” deney grubunda UVR8’1in yeterince ifade edilmemesi sonucu
stres yanitt yolaklarinin ve dolayisiyla DNA tamir mekanizmalar ile iligkili Rad51’in
anlatiminin indiiklenmemesi sonucuna varilabilir. Bu iki gen i¢in “Si ve UV-B” gruplarindaki

veriler birbiriyle tutarhdir.

Epigenetik mekanizmalarin bitkilerde fenotipi diizenleyerek (Gravitol ve dig., 2012) biyotik ve
abiyotik stres yanitinda etkin rol oynadigi bilinmektedir (Arikan, 2016). Canlilarda gen
anlatiminin diizenlenmesi ve genomik kararliligin korunmasi epigenetik mekanizmalarin
isleyisiyle saglanmaktadir (Kumar ve dig., 2017). Ozellikle DNA metilasyonunun bitkilerde
abiyotik stres yanitinda biiyiik rol oynadigi agiklanmistir (Liu ve He, 2020; Yesildirek, 2021).

Ornegin, tuz stresi ve silikon uygulanmis arpa bitkisinde DNA metilasyonu seviyelerinin
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incelendigi bir caligmada, silikon uygulamasinin DNA metilasyonu yilizdesini diigtirdiigli
kaydedilmistir (Stadnik ve dig., 2022). Sicaklik stresi lizerine gerceklestirilen baska bir
calismada da stres uygulamasi sonucu genomik DNA metilasyonu miktarinda artis goriilmiistiir
(Tomczyk ve dig., 2022). Artemisia annua L. tizerinde yapilan diger bir ¢aligmada (Pandey ve
Pandey-Rai, 2015) UV-B uygulamasinin genomik DNA metilasyonu miktarini azalttigi
gosterilmesine karsin, baska bir calismada (Marfil ve dig., 2019) UV-B uygulamasi metillenmis
DNA miktarmi kontrole gore anlamli sekilde arttirmistir. Gergeklestirilen tez ¢aligmasinin
sonuclarinda “UV-B” grubu ile kontrol arasindaki farklilik istatistiksel olarak anlamli
goriilmemistir. Bu calismada silikonun UV-B stres yanitindaki etkisi arastirilirken genomik
DNA metilasyonu diizeyleri 6l¢iilmiistiir ve kontrol grubuyla “Si” ile “Si ve UV-B” gruplar1
arasindaki farklilik anlamli diizeyde goriilmiistiir. Sonug olarak, silikon uygulamasi genomik
DNA metilasyonu oranini arttirmistir. Bu durumda silikonun, UV-B varliginda veya tek basina,
genomik DNA metilasyonu yiizdesinde artisa (hipermetilasyon) neden oldugu sdylenebilir.
Literatiire gore, sicaklik gibi abiyotik stres faktorleri karsisinda genomik DNA metilasyonunda
goriilen artigin silikon uygulamasiyla azalmasi sonucunda, UV-B stresinde de benzer bir sonug
goriilmesi beklenmektedir. Ancak gergeklestirilen ¢alismada silikonun DNA metilasyonu
yiizdesini arttirdig1 kaydedilmistir. Bu durum silikonun stres cevabinda etki ettigi epigenetik
mekanizmalar {izerinden aciklanabilir. Bu nedenle silikonun belirli genler {izerindeki

epigenetik etkisi ileri ¢alismalarla desteklenmelidir.

Calismanin  sonucunda, 1 mM silikon ve 800 pWatt/cm? dozunda UV-B radyasyon
uygulamasinin Arabidopsis thaliana Columbia-0 (Col-0) bitkisinde, in vitro kiiltiirde, ozmolit
birikimini yalnizca UV-B uygulanan deney grubuna gore 3 kat arttirdigi; ayrica, UV-B
uygulanan deney grubunda ozmolit birikiminin kontrol grubu karsisinda azaldig
kaydedilmistir. Burada, silikonun ozmotik stres cevabinda ozmolit miktarini arttiracak sekilde
gorev aldig1 diisiiniilmiistiir. Tuz stresinin silikon varliginda hiicre zar1 iyon sizintisini ne
derecede etkiledigini arastiran bir diger ¢alismada, silikonun iyon sizintisinit anlamh sekilde
azalttig1 gosterilmesine karsin (Wang ve dig., 2010); tez calismasinda beklenenin aksine “Si ve
UV-B” grubunda “UV-B” grubuna gore yiiksek bulunmustur. Bu sonuglar ozmolit birikim
analizleri ile de tutarlilik gostermemektedir. Ayrica kontrol grubunda da hiicre zar1 iyon s1zintis1
olduk¢a yiiksek olarak Ol¢lilmiistiir. Bu durum hiicre zari iyon sizintis1i analizlerinin
yorumlanmasini gli¢lestirmektedir. Yapilan gen anlatim analizleri sonucunda, silikon

uygulamasinin DGK2 geninin anlatimini arttirdigi goriilmiis ve buna bagli olarak hiicre zari
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sinyal yolaklar ile silikonun molekiiler etki mekanizmasinin iligkili olabilecegi gosterilmistir.
Silikon varliginda CHS gen anlatiminda artis gériilmesine ragmen yine silikon varliginda UV-
B uygulamasinin bu etkiyi tersine g¢evirdigi goriilmistiir. Bu durum silikonun sekonder
metabolit tiretim yolaklartyla etkilesimde olabilecegini gosterir. FLC geninin anlatimi silikon
uygulamasi sonrasinda artmis ve hatta “Si ve UV-B” grubundaki artis ile bu etki sinerjistik
olarak Ol¢ililmiistiir. FLC geninin dogrudan ¢i¢eklenmeyi baskiladigi bilinmesine ragmen “Si
ve UV-B” grubunda beklenenden fazla ¢igceklenme durumu gozlemlenmistir. Bu durumda
silikonun ¢iceklenmeye etkisi hakkinda ilave arastirmalar gerektigi diisiiniilmektedir. Ayrica,
sadece UV-B ve sadece silikon uygulamasinin Rad51 gen anlatimini arttirdigi, ancak “Si ve
UV-B” grubunda bu etkinin tersine dondiigii goriilmiistiir. DNA hasar tamir yolaklarinin silikon
uygulamasi karsisinda indiiklendigi ancak “Si ve UV-B” kosulunda tam tersine bu yolaklarin
baskilanabilecegi diisiiniilmiistiir. Bu nedenle silikonun DNA tamir mekanizmalari {izerinde
dogrudan etkisi olabilecegi sOylenebilir. Calisilan genler arasinda bulunan, dogrudan
fotomorfojenik UV-B yanitinda gérevli UVR8 geninin anlatimi1 “UV-B” ve “Si” grubunda artis
gostermis ve “Si ve UV-B” grubunda ise tersine donmiistiir. Bu durum, “Si ve UV-B” deney
grubunda UVR8’in yeterince ifade edilmemesi sonucu stres yaniti yolaklarinin ve dolayisiyla
DNA tamir mekanizmalar1 ile iligkili Rad51’in anlatiminin indiikklenmedigi seklinde
yorumlanmistir. Son olarak, epigenetik analizler kapsaminda genomik DNA metilasyonu
oranlar1 karsilagtirilmis ve silikonun, UV-B varliginda veya tek basina, genomik DNA

metilasyonu ylizdesinde artisa (hipermetilasyon) neden oldugu ortaya konmustur.

Bu calisma ile strese kars1 bir ajan olarak kullanilan silikon molekiiliiniin UV-B stresine karsi
molekiiler seviyedeki etki mekanizmalarini agiga ¢ikartmak ve silikonun bitki stres yanitindaki
rollinii inceleyen literatiire katkida bulunmak amaclanmistir. Bu baglamda, tez ¢alismasinin
bitkilerde “tarimsal bir ¢6zlim olarak silikonun kullanim1” konulu ¢alismalara fayda saglayarak

gida endiistrisi ve tarim alaninda iyilestirmeyi destekleyecegi diistintilmektedir.
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