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Borun topraktaki noksanligi veya yiiksek konsantrasyonda bulunmasi bitki hiicre
duvarlarim1 etkileyen 6nemli bir abiyotik stres faktorii olabilmektedir. Brassinosteroid
(BR)’lerin ¢ok diisiik konsantrasyonlarda bile hiicre boliinmesi, uzamasi ve genislemesi
gibi bitki biiylime ve gelismesinde diizenleyici gorevlerinin yani sira ¢evresel streslere
toleransin arttirilmasinda da etkili olduklari tespit edilmistir. Bununla birlikte, BR’lerin
streslere  toleransi artirma mekanizmalarint  anlamaya iliskin fazla ¢alisma
bulunmamaktadir. Yapilan tez calismasinda amag, model bitki olan Arabidopsis
thaliana’da (a) bor noksanlig1 ve bor toksisitesinin bitkilerde hiicre ¢eperi iizerine etkileri
ve (b) bitkilerde olusan bor stresi {lizerine 24-Epibrassnolid (EBL)’in olas1 etkilerinin
yaprak ve kok hiicre ¢eperinde molekiiler diizeyde arastirilmasidir. Bes hafta ve on hafta
stireyle hidroponik ortamda yetistirilen Arabidopsis thaliana (L.) Heynh bitkileri borik asit
(BA) igermeyen (-BA, 0 uM) veya yiiksek konsantrasyonda BA (+BA, 3000 uM) ve/veya
1 uM EBL hormonu iceren ortamda 24 saat siireyle inkiibe edilmistir. Uygulamali
bitkilerin (bes ve on haftalik bitkiler) rozet yaprak ve kok orneklerinde hiicre duvari

sentezinde rol oynayan CESA1, CESA4, CESA6, CESA8, CSLB5, XTH16, XTH21, XTH23,



EXPA5, EXP14, PME2, PME41 ve SEB1 genlerinin ekspresyon seviyeleri Real-Time PCR
analizi ile tespit edilmistir. Bes haftalik ve on haftalik bitkilerin yaprak 6érneklerinde genel
olarak CESA1 ile CESA6 ve CESA4 ile CESA8 genleri benzer ekspresyon profilleri
gostermistir. Bes haftalik bitkilerin yaprak orneklerinde yiiksek konsantrasyonda BA
uygulamas1 CESA4, CESA8 ve CSLB5 genlerinin ekspresyonunu arttirirken, on haftalik
bitkilerde CESA4, CESA6 ve CESA8 genlerinin ekspresyonlart hem 0 uM hem de 3000
uM BA uygulamalar1 sonucu artis gostermistir. Bes haftalik ve on haftalik bitkilerde EXP8
geninin ekspresyonu 0 ve 3000 uM BA uygulamalar1 sonucu azalirken, BA ile birlikte
yapilan EBL uygulamalari ekspresyonu anlamli bir sekilde arttirmistir (P < 0.01). EXP14
geninin mRNA seviyesi bes haftalik bitkilerde 0 uM BA uygulamasinda azalirken, on
haftalik bitkilerde ise 3000 pM BA uygulamasi sonucu artmigtir. XTH16 geninin
ekspresyonu tek basina yapilan EBL veya BA uygulamalari sonucu bes haftalik bitkilerde
azalmistir, bununla birlikte EBL ile birlikte BA uygulamalarinda ekspresyon daha da
azaltmigtir. XTH23 geninin ekspresyonu her iki bitki grubuna ait Orneklerin yaprak
dokularinda EBL ilaveli 0 ve 3000 uM BA uygulamalarinda istatistiki 6nemlilikte
arttirmastir (P < 0.01 ). PME2 ve PME41 genleri bes haftalik ve on haftalik bitkilerde
benzer ekspresyon profilleri gostermistir ve BA uygulamalarina ilave edilen EBL hormonu
ekspresyonlarin dramatik bir sekilde artmasini saglamistir. On haftalik bitkilerde SEB1

geninin ekspresyonu tiim uygulamalar sonucu kontrole gére artis saglamistir (P < 0.01).

EBL hormonu arastirilan genler kapsaminda yaprak ve kok dokularma spesifik yanitlar
olusturmustur. Bes haftalik bitkilerin kdk orneklerinde tek basina ya da BA ile birlikte
yapilan EBL uygulamalari arastirilan genlerde (XTH23 geni hari¢) genel olarak
ekspresyonlarini azaltirken, on haftalik bitkilerde sadece CSLB5, EXP14, XTH16 ve PME2
genlerinin ekspresyonlar1 azalmistir. Bes haftalik bitkilerin kok o6rneklerinde yapilan tiim
uygulamalar CESA1 (0 uM BA uygulamasi hari¢) ve CESA4 genlerinin ekspresyonlarini
kontrole gore azaltmistir. EXPA5 geninin ekspresyonu on haftalik bitkilerin kok
dokularinda kontrole gore degisim gostermeyen 0 pM BA uygulamasi EBL hormonu ile
birlikte uygulandiginda ekspresyonu arttirmistir. EXP14 geninin transkript seviyesi bes
haftalik bitkilerde EBL hormonu tek basina veya 3000 uM BA ile birlikte uygulandiginda
anlamli olacak sekilde azalirken (P < 0.01), on haftalik bitkilerde 0 uM BA uygulamasinda
da ekspresyonun azalmasina neden olmustur. On haftalik bitkilerde XTH23 geninin
ekspresyonu sadece tek basina yapilan EBL uygulamasi ile artarken, bes haftalik bitkilerde

kontrole gore ekspresyon degisimi gostermeyen 0 uM BA uygulamasi ve anlamli bir
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azalma gosteren 3000 uM BA uygulamasinin ekspresyonunu EBL uygulamasi ile artmistir.
XTH21 geninin mRNA seviyesi ise 3000 uM BA ile birlikte yapilan EBL uygulamasi
sonucunda kontrole gore anlamli bir azalma gostermistir. PME2 geninin ekspresyonu bes
ve on haftalik bitkilerin kok hiicrelerinde EBL ile birlikte yapilan BA uygulamalari sonucu
anlamli azalmalar gostermistir. SEB1 geninin ekspresyonu ise bes ve on haftalik bitkilerin

kok hiicrelerinde farkli ekspresyon profilleri gdstermistir.

Sonug olarak tez caligmasi, bitkilerde hiicre ¢eperinde bor-brassinosteroid etkilesimi
lizerine yapilan ilk ¢alisma olma 6zelligindedir. Tez ¢alismasi ile hiicre ¢eperinde borun
eksikligi ve toksisitesinin etkilerinin yani sira brassinosteroidlerin strese yanitinda hiicre
ceperinde meydana getirdigi degisimler kapsamli bir sekilde molekiiler diizeyde

gosterilmistir.
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ABSTRACT

Master Thesis

THE EFFECTS OF BORON AND 24- EPIBRASSINOLID TREATMENTS ON
EXPRESSION LEVELS OF SOME GENES RELATED TO CELL WALL IN
Arabidopsis thaliana (L.) Heynh

Rabia ISKIL

Bartin University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Biology
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Co-Advisor: Prof. Dr. Kemal BUYUKGUZEL
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Deficiency or high concentration of boron in soil could be an important abiotic stress factor
affecting the plant cell wall. It has been determined that, Brassinosteroids (BR) even at
very low concentrations, are efficient in enhancing the tolerance to environmental stress,
and also regulatory functions in plant growth and development such as cell division,
elongation and enlargement. At the same time, there are not many studies concerning to
understand the mechanisms of how BRs increase the tolerance to stresses. The aim of this
thesis study is to search in molecular level in Arabidopsis thaliana, as a model plant, (a)
the effects of boron deficiency and boron toxicity on cell wall in plants and (b) effects of
24-Epibrassnolid (EBL) on boron stress taken place in plants in leaf and root cell wall.
Arabidopsis thaliana (L.) Heynh plants were grown in hydroponic environment for five
weeks and ten weeks and incubated for 24 hours in environments excluding boric acid
(BA) (-BA, 0 uM) or including high concentration of BA (+BA, 3000 uM) and/or 1 uM
EBL hormone. In rosette leaf and root samples of applied plants (five and ten week-plants)
expression levels of some cellulose synthase genes playing role in cell wall synthesis
(CESA1, CESA4, CESA6, CESA8 and CSLB5), genes coding xyloglucan
endotransglycosylase/hydrolase proteins (XTH16, XTH21 and XTH23), expansin genes
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(EXPAS5, EXP8 and EXP14), pectin methyl esterase genes (PME2 and PME41) and genes
coding cell wall protein (SEB1) were determined by Real-Time PCR analysis. In leaf
samples of five weeks and ten weeks plants, generally similar expression profiles were
shown in CESA1 with CESA6 and CESA4 with CESAS. In leaf samples of five weeks
plants, the application of high concentration BA increases the expression of CESA4,
CESA8 and CSLB5 genes, while in ten weeks plants expression of CESA4, CESA6 and
CESAS8 genes increased in either 0 uM and 3000 uM BA application. In five weeks and ten
weeks plants, expression of EXP8 gene was decreased in result of 0 and 3000 uM BA
application; EBL application together with BA increased the expression significantly (P <
0.01). mRNA level of EXP14 gene is decreased in consequence of 0 uM BA application in
five weeks plants, while in ten weeks plants application of 3000 uM BA increased the
MRNA level. The expression of XTH16 gene decreased in result of alone EBL or BA
applications in five plants, however application of EBL and BA together was more
decreased the expression. Expression of XTH23 gene has increased significantly in EBL
together with 0 and 3000 uM BA applications in leaf tissues of samples of both two plant
groups (P <0.01). PME2 and PME41 genes has shown similar expression profiles in five
weeks and ten weeks plants and additional EBL hormone to BA applications has provided
to increase the expressions dramatically. In ten weeks plants expression of SEB1 gene has

increased in all treatments comparing to the control (P < 0.01).

Within the concept of surveyed genes, EBL hormone formed specific responses to leaf and
root tissues. In root samples of five weeks plants, EBL applications alone or with BA
generally decreased the expressions of surveyed genes (except XTH23 gene) while in ten
weeks plants expressions of only CSLB5, EXP14, XTH16 and PME2 genes decreased. In
root samples of five weeks plants all applications decreased the expression of CESAL
(except O uM BA application) and CESA4 genes according to control. In root tissues of ten
weeks plants, 0 uM BA application did not change the expression of EXPA5 gene but
when applied with EBL hormone, expression increased. Transcript level of EXP14 gene in
five weeks plants significantly decreased in alone EBL hormone or EBL with 3000 uM
BA application, while in ten weeks plants 0 uM BA application caused the decrease of
expression. In ten weeks plants expression of XTH23 gene increased with alone EBL
application, on the other hand, in five weeks plants EBL application increased the
expression in 0 uM BA application which normally did not show expression change

according to control and in 3000 uM BA application which normally showed a significant
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decrease. mMRNA level of XTH21 gene showed a significant decrease according to control
as a result of 3000 uM BA together with EBL application. Expression of PME2 gene
showed significant decreases in five weeks and ten weeks group plant root cells in
consequence of EBL and BA applications. As for the expression of SEB1 gene showed

different expression profiles in five weeks and ten weeks plants root cells.

Consequently, thesis study is the first study in terms of conducing og boron-brassinosteroid
interaction in plant cell wall. With the study, along with the effects of boron deficiency and
toxicity in cell wall, changes that brassinosteroids generated in cell wall in response to

stress has been determined in molecular level comprehensively.

Key Words

Arabidopsis thaliana (L.) Heynh, Boron, Brassinosteroide, Cell wall, Gene expression.

Science Code
401.02.02



ICINDEKILER

Sayfa
KAABUL .« ot ettt bbbt n ettt neen s ii
BEYANNAME ..ottt sttt bbbt s s snsesaes i
ONSOZ ettt iv
OZET e v
ABSTRARCT ..ottt sttt s st s e et e se et e s s e bess e b e s ese s ese s ese s enensens viii
ICINDEKILER ......ovviveieeeeie e ses s sssss s ssssssssssssss s sesssssssnssansnes Xi
SEKILLER DIZINT ... ee e xiii
TABLOLAR DIZINT ..ottt XVi
SIMGELER VE KISALTMALAR DIZINT ......ooviviiieriiensisesisesiessesssiss s xviii
BOLUM 1 GIRIS oottt sttt n s naeens 1
1.1 Bitki HUCIEC CEPETT Y APIST.ueieuirieiiiieririeisieieteieieietestetesae st este et ese et sae e ssesessesessenens 3
L1 SEITIOZ ..ttt et ettt ettt eaeeaeeteeaeete et ese s et ensensereeneetenrens 7
L.1.2 HEMUISCIILOZ ...ttt et et sttt re et ere v ane 11
LLLLB PEKEIN ..ttt ettt ee 13
1.1.4 EKSPANSIN ..ottt st bbbttt e s s e e s 15
1.2 Bor ve Borun Hiicre Duvarindaki ROI .........ccooeireiniinieeeeeeeee 17
1.2.1 BOT EKSTKIIZI. ..ttt 19
1.2.2 BOE TOKSISITEST ...uvurvvieieiriieieieteisise ettt sttt ettt snseses 20
1.3 Stresin Hiicre Duvart Uzerine BAKiSi .......c.o.uovecueeeeveeeeeeeeeeseesseseeseee s sessesssessessessaeseons 22

1.4 Brassinosteroidler: Genel Etkileri, Sinyalizasyonu ve Hiicre Duvari Uzerine

BEKIIBIT ettt ettt ettt et et e st e st et et et et enesreenesaens 27
1.5 LAtEIATHT OZELIETT .o eeeeeeee e et e v s s ee e ee s s s seeeesesssseseseeessesseseseesesesssesaseseneeeas 32
BOLUM 2 MATERYAL VE YONTEM .....ooe ot oot e e e e ee e aneane s 38
2.1 MALEIYAL ...ttt nns 38
N e 1 1<) 4 s RS TRRTTRRPP 38
2.2.1 Bitki Materyalinin Y etiStirilmesi........covoveveieiriririririeseereieee e es 39

Xi



2.2.2 Caligmada Kullanilan Borik asit ve 24-Epibrassinolid Konsantrasyonlarmin

BEITTENMEST ... 40
2.2.3 Bitkilere Uygulamalarin Yapilmasi.........cccccoeeiiiinininininnnnnnsseeeeeeeeeeieeeeeene 40
2.2.4 Rozet Yaprak ve Kok Orneklerinden RNA 1z0lasyonu ...........cccooeevevvvevenveereveenrennnnn. 41
2.2.5 RNA’’nin Kantitatif ve Kalitatif Tayini........ccocecverirerinininiieeeeseeseeseeseese s 42
2.2.6 DNAZ [ UygUIAMAST ....cuviiiiririririsieeeeiiceteieiei ettt 44
2.2.7 Komplementer DNA (CDNA) SENLEZI .....ccvvvvrieeririeieeeieiee s 44
2.2.8 Primerlerin SECIIMESI .....c..cvcuicuiiiiicieieceeeete et 45
2.2.9 Real-Time PCR (RT-PCR) REaKSIYONU .........cccvevrverererererererereieeeeieesssss s 46
2.2.10 RT-PCR Uriinlerinin Jel leKtrofOreZi.........co.ovvuvvrveerereeseeseeeseeeseesessssesseesseessesssennns 48
2.2.11 RT-PCR Bant Profillerinin Degerlendirilmesi ..........cccoeeveveveieeeeciiiiiiirenenencreenes 48
2.3 IStAtIStIKSE] ANALIZ.......voocveeceeeeeeeeeee e sese s 49
BOLUM 3 BULGULAR ...ttt ettt 50
3.1 Uygulamal1 Orneklerden RNA izolasyonu ve cDNA SENtezZi.........cooovververenrenrerrienes 50
3.2 Real-time PCR ANGHZIET ..ot 51
3.2.1 Bes Haftalik Bitkilerin Rozet Yaprak ve K6k Orneklerinin RT-PCR Sonuglari.......51
3.2.1.1 Rozet Yaprak Orneklerinin RT-PCR SONUGIAIT ........c.cvververveereeieereeresiesieesiesrens 52
3.2.1.2 K6k Orneklerinin RT-PCR SONUGIATT..........ccoveiveiveeeieeeeeiseeeeeeeeee s 61
3.2.2 On Haftalik Bitkilerin Rozet Yaprak ve K6k Orneklerinin RT-PCR Sonuglari ....... 71
3.2.2.1 Rozet Yaprak Orneklerinin RT-PCR SONUGIATT ........c..ovververrieeireriessiesieesesseenene 71
3.2.2.2 K6k Orneklerinin RT-PCR SONUGIATT..........coovviveeeeeeeeseeieeeeeeseeeeeesesseesesseseesneseens 82
BOLUM 4 TARTISMA .....ooviioieiciceeee ettt ettt ettt seaeens 92
KAYNAKLAR ...ttt s s s et esesesesesenas 111
(0746 ) 10)1 155U 119

xii



SEKILLER DiZiNi

Sekil Sayfa
No No
1. Bitki hiicre duvarinin genel yapisi.........ccoovveiiiiiiieiiiiiseeie e 4
2.  Arabidopsis thaliana’da primer ve sekonder hiicre duvar yapisi...........ccoveveveiveieanns 6
4.  Hiicre duvarinda SEIHIOZ. ..........cuviiiiiiiiie s 8
5. Plazma membraninda Sell0Z SENtEZI.........c.ccvrvirieiiiiiiiiciie e 9
6.  Pektinin sematik OStEITMI .......eoivieiiiiiiiiieii i 14
7.  Basitlestirilmis bitki hiicre duvari modeli ve ekspansinlerle gevsetilmesi.................. 16
8.  Rhamnogalakturonan-11 (RG-1II) YapiSL. ....cccoeeieririieierienieniesiesiesieseeessee e 19
9. Abiyotik strese karst bitki hiicresi duvar mekanizmasindaki degisimleri
EOSLEIEN MO 26
10. Brassinosteroidlerin yaygin kullanilan formlart.. ..., 27
11. BR varliginda veya yoklugunda basitlesitirilmis BR sinyal yolaklari. ....................... 29
12. Bitki biiylimesinde BR tarafindan regiile edilen CESA genlerinin modellenmis
1021 4 b1 0T ) (PP TRUPRPR 30
13. Bitki hiicre duvar1 homeostasisinde brasinosteroid feedback sinyali aracilik
BEMEKLEAIT ..o 31
14. Borik asit ve/veya EBL iceren besin ortamlarna 24 saat siireyle maruz
birakilan bes haftalik bitkilerin rozet yaprak ve kok drneklerinden elde edilen
RNA 1Z0laSyon SONUGIATT. ......cciiiiiiiiiiiiiic s 50
15. Borik asit ve/veya EBL igeren besin ortamlarina 24 saat siireyle maruz
birakilan on haftalik bitkilerin rozet yaprak ve kok orneklerinden elde edilen
RNA 1z01aSyon SONUGIATT........ccciviiiiiiiiiicii e 51
16. Bes haftalik bitkilerin rozet yaprak orneklerinde seliiloz sintaz (CESA) gen
ailesine ait bazi genlerin ekspresyon seviyeleri ve jel gorintlleri. ..........ccoovvveiiinins 53
17. Bes haftalik bitkilerin rozet yaprak 6rneklerinde ekspansin (EXP) gen ailesine
ait bazi genlerin ekspresyon seviyeleri ve jel gorintileri .........cccoovviiiiiiieniicinene 55
18. Bes haftalik bikilerin rozet yaprak Orneklerinde ksiloglukan endo
transglikosilaz/hidrolaz (XTH) gen ailesine ait bazi genlerin ekspresyon
seviyeleri ve jel gOTUNtUIETT ......c.ovvviiiiiiiiiciicc 57

Xiii



Sekil Sayfa
No No

19. Bes haftalik bitkilerin rozet yaprak orneklerinde pektin metil esteraz (PME)

gen ailesine ait bazi genlerin ekspresyon seviyeleri ve jel gortintiileri.. .........cccvee.ee. 58
20. Bes haftalik bitkilerin rozet yaprak oOrneklerinde hiicre duvari proteinini

kodlayan SEB1 gen ekspresyon seviyesi ve jel gOrintiisti ........coooveverveieneienenennnn. 59
21. Bes haftalik bitkilerin kok 6rneklerinde seliiloz sintaz (CESA) gen ailesine ait

baz1 genlerin ekspresyon seviyeleri ve jel gOrintlilers .......cocovvvevicieiicinniiie e, 62
22. Bes haftalik bitkilerin kok 6rneklerinde ekspansin (EXP) gen ailesine ait bazi

genlerin ekspresyon seviyeleri ve jel gOrintileri. ........cocvvveiviieniiiiiiciicceeseee 64
23. Bes haftalik bikilerin kok orneklerinde ksiloglukan endo transglikosilaz

/hidrolaz (XTH) gen ailesine ait bazi genlerin ekspresyon seviyeleri ve jel

GOTUNLULETL. ..ttt e e an e 66
24. Bes haftalik bitkilerin kok orneklerinde pektin metil esteraz (PME) gen

ailesine ait baz1 genlerin ekspresyon seviyeleri ve jel goriintileri. ........cccoocvvviverinnne 68
25. Bes haftalik bitkilerin kok Orneklerinde hiicre duvari proteinini kodlayan

SEB1 gen ekspresyon seviyesi Ve jel gOTUNTST. .oovververieeiiieiieeiie e 69
26. On haftalik bitkilerin rozet yaprak Orneklerinde seliiloz sintaz (CESA) gen

ailesine ait bazi genlerin ekspresyon seviyeleri ve jel gorintlleri. ..........ccoocvvveiinnnne 73
27.  On haftalik bitkilerin rozet yaprak orneklerinde ekspansin (EXP) gen ailesine

ait bazi genlerin ekspresyon seviyeleri ve jel gorintiler .........cccoovviiiiiiiiiiiicinenn 75
28. On haftalik bitkilerin rozet yaprak Orneklerinde ksiloglukan endo

transglikosilaz /hidrolaz (XTH) gen ailesine ait bazi genlerin ekspresyon

seviyeleri ve jel gOrtntileri ......c.ocviiiiiiiiiiii 77
29. On haftalik bitkilerin rozet yaprak orneklerinde pektin metil esteraz (PME)

gen ailesine ait bazi genlerin ekspresyon seviyeleri ve jel gortintiileri .............cee...... 79
30. On haftalik bitkilerin rozet yaprak oOrneklerinde hiicre duvari proteinini

kodlayan SEB1 gen ekspresyon seviyesi ve jel gOrintisti ........cooovevereeieneiininennnn. 80
31. On haftalik bitkilerin rozet yaprak orneklerinde seliiloz sintaz (CESA) gen

ailesine ait baz1 genlerin ekspresyon seviyeleri ve jel goriintileri.. ........ccocvvivernnne. 83
32. On haftalik bitkilerin kok orneklerinde ekspansin (EXP) gen ailesine ait bazi

genlerin ekspresyon seviyeleri ve jel gOrintileri. .......coovveeieriiiiiienicceeceee e 85

Xiv



Sekil Sayfa
No No

33. On haftalik bitkilerin kok orneklerinde ksiloglukan endo transglikosilaz
/hidrolaz (XTH) gen ailesine ait bazi1 genlerin ekspresyon seviyeleri ve jel
GOTUNLULETL. ©..veiviiiei e 87

34. On haftalik bitkilerin kok orneklerinde pektin metil esteraz (PME) gen
ailesine ait bazi genlerin ekspresyon seviyeleri ve jel goriintileri. ........ccccovevvvvivennne 89

35.  On haftalik bitkilerin k6k 6rneklerinde hiicre duvari proteinini kodlayan SEB1

gen ekspresyon seviyesi Ve jel gOrintlisll. ......c.euieeieeirieriieiiie e 90

XV



TABLOLAR DiZiNi

Tablo Sayfa
No No
1.  Arabidopsis thaliana (L.) Heynh’in sistematigi....................ccoeiiiniiiiiiiinnnnnn. 38
2.  Bes ve on haftalik A.thaliana bitkilerine 24 saat siireyle yapilan uygulamalar ......... 41
3. Birinci grup (5 haftalik) bitkilerin rozet yaprak ve kok orneklerinden izole
edilen RNA miktarlar1 ve saflik oranlari. .........ccocoooiiiiiiii e 43
4. ikinci grup (10 haftalik) bitkilerin rozet yaprak ve kok orneklerinden izole
edilen RNA miktarlart ve saflik oranlari. .........ccoccoveiiiiiniiiiecc 43
5. Tez kapsaminda segilen genler ve primerlere ait bilgiler. ...........ccccovviiiniiiiiiiennnn, 46
6. Calismada kullanilan genlere ait primerlerin optimize edilen PCR kosullari. ........... 47
7. Borik asit ve/veya EBL uygulamalarina 24 saat siireyle maruz birakilan 5
haftalik A. thaliana bitkilerine ait rozet yaprak Orneklerinde 14 genin
ekspresyon seviyelerinin kontrole gore kat degisimleri (fold changes) ...........c......... 60
8.  Borik asit ve/veya EBL uygulamalarina 24 saat siireyle maruz birakilan 5
haftalik A.thaliana bitkilerine ait kok oOrneklerinde 14 genin ekspresyon
seviyelerinin kontrole gore kat degisimleri (fold changes) .........c.cccoovvriiiiicniinnene 70
9. Borik asit ve/veya EBL uygulamalarina 24 saat siireyle maruz birakilan 10
haftalik A.thaliana bitkilerine ait rozet yaprak Orneklerinde 14 genin
ekspresyon seviyelerinin kontrole gore kat degisimleri (fold changes) ..................... 81
10. Borik asit ve/veya EBL uygulamalarina 24 saat siireyle maruz birakilan 10
haftalik A.thaliana bitkilerine ait kok oOrneklerinde 14 genin ekspresyon
seviyelerinin kontrole gore kat degisimleri (fold changes) ..........cccooeviiiiiiiiiicnn, 91
11. Borik asit ve/veya EBL uygulamalarina 24 saat siireyle maruz birakilan 5
haftalik A. thaliana bitkilerine ait rozet yaprak oOrneklerinde 14 genin
ekspresyon seviyelerinde kontrole gore meydana gelen degisim durumlari.............. 94
12. Borik asit ve/veya EBL uygulamalarina 24 saat siireyle maruz birakilan 5
haftalik A.thaliana bitkilerine ait kok oOrneklerinde 14 genin ekspresyon
seviyelerinde kontrole meydana gelen degisim durumlart...........ccocoooviiniiiiicnnenn, 95
13. Borik asit ve/veya EBL uygulamalarina 24 saat siireyle maruz birakilan 10

haftalik A.thaliana bitkilerine ait rozet yaprak Orneklerinde 14 genin

ekspresyon seviyelerinde kontrole gére meydana gelen degisim durumlari.............. 96

XVi



Tablo Sayfa
No No

14. Borik asit ve/veya EBL uygulamalarina 24 saat siireyle maruz birakilan 10
haftalik A.thaliana bitkilerine ait kok oOrneklerinde 14 genin ekspresyon

seviyelerinde kontrole gore meydana gelen degisim durumlart.............ccooceeiirnnneee 97

XVii



°C

bp
BA
BL
cDNA
cm

Cq
dak.
DNA
EBL
EXP

HBL

ml

mM

ng

pmol
PME
PHD
RG-I

RG-II

SIMGELER VE KISALTMALAR DIiZiNi

Santigrad

KISALTMALAR

Baz cifti

Borik Asit
Brassinolid
Komplementer DNA
Santimetre

Dongii esigi

Dakika
Deoksiriboniikleik asit
24-Epibrassinolid
Ekspansin

Gram
28-Homobrassinolid
Metre

Mililitre

Milimolar

Molar

Nanogram

Pikomol

Pektin metil esteraz
Primer hiicre duvari
Rhamnogalakturonan-1

Rhamnogalakturonan-II

Xviii



RT-PCR
rpm
RNA
san.
SHD

XET/XHT

Real-Time Polimeraz Zincir Reaksiyonu
Rotate per minute

Riboniikleik asit

Saniye

Sekonder hiicre duvari

Ksiloglukan endo-B-transglukosilaz/hidrolazlar
Ksiloglukan

Mikromolar

Mikrolitre

Xix



BOLUM 1

GIRIS

Son yillarda molekiiler biyoloji ve genetik bilimi tiim diinyada biiyiik ilgi gormiis ve agiga
cikan bilgiler dogrultusunda biyoteknoloji ve genetik miihendisligi gibi alanlarda yeni
caligmalara 151k tutmustur. Yapilan aragtirmalar sonucunda pek ¢ok organizmanin genomu
hakkinda detayli bilgilere ulagilmistir. Elde edilen bilgiler ile canlilarin kdkenleri,
molekiiler filogenetik agidan akrabalik dereceleri, genetik tedavi yontemleri ve 1slah gibi
pek c¢ok alanda ilerlemeler kaydedilmistir. Bazi canlilar sahip olduklar1 avantajlar

nedeniyle molekiiler ve genetik ¢alismalarda model organizma olarak kullanilmaktadir.

Brassicaceae familyasinda yer alan Arabidopsis thaliana (L.) molekiiler ve genetik
calismalarda model organizma olarak siklikla kullanilmaktadir. Model organizma olarak
tercih edilmesindeki 6zellikler arasinda laboratuvar sartlarinda yetistirilebilmesi, yasam
dongiisiiniin kisa olmasi, ¢ok sayida tohum vermesi ve kiigiik bir genoma sahip olmasiyla
birlikte tiim genomunun sekanslanmis olmasi yer almaktadir. Arabidopsis thaliana nin
sahip oldugu genlerin yaklasik %10 unun hiicre duvarindaki polimerlerin biyosentezi,
sentezlenen polimerin taginmasi, depolanmasi ve yeniden modellenmesi gibi cesitli
asamalarinda rol oynadig1 tahmin edilmektedir. Bununla birlikte A.thaliana nin tim genom
dizisinin sekanslanmig olmas1 ve hiicre duvari biyosentezinde rol alan proteinleri kodlayan
bircok genin tanimlanmis olmas1 A.thaliana’r hiicre duvar1 ¢calismalarinda da tercih edilen

model bir bitki haline getirmistir (Liepman vd., 2010).

Brassinosteroidler (BR’ler), yapisal olarak hayvan steroid hormonlarina benzeyen énemli
bir spesifik bitki steroid grubudur (Kagale vd., 2007; Xie vd., 2011). En aktif formu
brassinolid (BL) olmakla birlikte 24-Epibrassinolid (EBL) ve 28-Homobrassinolid (HBL)
yaygin olarak kullanilan diger brassinosteroid cesitleridir (Surgun vd., 2012). Bitki
hormonlarinin yeni bir smifi olan BR’ler hiicre boliinmesi ve genislemesi, hiicre duvari
rejenerasyonu, tohum cimlenmesi, ksilem farklilasmasi, yaprak senesensi, biyokiitle ve
verim artist gibi ¢esitli gelisimsel ve fizyolojik olaylarin diizenlenmesinde rol
oynamaktadir (Kagale vd., 2007; Surgun vd., 2012; Yusuf vd., 2017). Bitki biiyiime ve

gelisimindeki 6nemli rollerinin yan1 sira BR’ler gesitli ¢cevresel streslere (diisiik ve yiiksek



sicaklik, tuzluluk, kuraklik, agir metal, patojen saldiris1 gibi) karsi bitki toleransini da
arttirmaktadir (Kagale vd., 2007; Surgun vd., 2012; Gokdogan ve Biiriin, 2015a; Yusuf
vd., 2017). Ayrica stres kosullarindaki bitkilere ekzojen BR uygulandiginda protein
sentezinin devam ettigi, fotosentetik etkinin yiikseldigi, antioksidan enzimlerin aktivitesi
ve osmatik koruyucularin birikiminin arttif1 tespit edilmistir. Bununla birlikte BR’lerin
stres yanitlarinin kontrol mekanizmasi ve stres genlerinin ekspresyonlarint nasil

diizenledigi tam olarak agiklanamamistir (Surgun vd., 2012).

Bor (B), diinyada stratejik 6neme sahip dnemli yer alt1 kaynaklarindan biridir ve tilkemiz
diinya toplam bor rezervinin % 74’tine sahiptir (URL 1). Bor, bitkilerin biiyiime siirecinde
bir¢ok farkli metabolik yolakta rol oynamakla birlikte hiicre duvari sentezi ve yapisi igin
de cok onemlidir (Matoh, 1997; Spurr, 1957; Goldbach ve Wimmer, 2007; Camacho-
Cristobal vd., 2008a, 2008b). Borun bitkiler tarafindan alinimi, toprak pH’sina ve toprakta
bulunan diger besin elementlerinin miktarina baglidir. Bor eksikligi ve bor toksisitesi
bitkilerde strese sebep olmaktadir. Toprakta bor bulunmamasi veya topragin 6zelligi
sonucunda bitkilerde bor eksikligi goriilebilmektedir (Demirtas, 2005). Bor eksikliginde
bitkilerde kok uzamasi, karbonhidrat metabolizmasi, niikleik asit sentezi ve seker taginimi
gibi siiregler olumsuz etkilenmektedir (Camacho-Cristobal vd., 2008b). Yiiksek bor
konsantrasyonuna sahip sulama sularimin kullanilmasi, diisik yagis orani, yiizey
madenciligi, ucucu kiil ve endiistriyel atiklarla meydana gelebilen ya da kendiliginden
yiiksek konsantrasyonda B igeren topraklar toksik etki olusturmakta ve borun dahil oldugu
metabolik yolaklarda bozulmalara sebep olmaktadir (Nable vd., 1997; Roessner vd., 2006).

Tez calismasinda, bes ve on haftalik A.thaliana bitkileri 24-Epibrassinolid (1 uM) ve borik
asit icermeyen (0 pM) veya yiiksek konsantrasyonda borik asit (3000 pM) iceren besin
ortaminda 24 saat siireyle inkiibe dilmistir. Yapilan calismada amag (a) bor noksanlig1 ve
bor toksisitesinin bitkilerde hiicre ¢eperi iizerine etkileri ve (b) bitkilerde olusan bor stresi
(noksanlig1 ve toksisite) iizerine 24-Epibrassnolidin olas1 etkilerinin rozet yaprak ve kok

hiicre ¢eperinde fizyolojik ve molekiiler diizeyde arastirilmasidir.



1.1 Bitki Hiicre Ceperi Yapisi

Bitki hiicreleri, hayvan hiicrelerinden farkli olarak hiicre seklini tanimlayan ve bitkinin
yapisal bitiinliigiine katki saglayan, hiicrenin biiylime ve gelismesinde rol oynayan
karmasik ve dinamik yapida polisakkarit bir ¢eper ile ¢evrilidir (Camacho-Cristobal vd.,
2008a; Pauly vd., 1999). Hiicre ¢eperi (hiicre duvari) seliiloz mikrofibriller ile birlikte
pektin matrisine gomiilii seliilozik olmayan notral polisakkaritlerden olusan, ¢capraz baglar
ile bagli yapisal proteinler ihtiva eden, ayrica bulundugu doku ve organa 6zgii lignin

igerigine sahip kompleks bir yapidir (Gall vd., 2015).

Hiicre duvari, hiicreyi giiclendirmekle birlikte hiicreler arasi iletisim, suyun hareketi ve
bitkilerin ¢evresel ve patojen kaynakli streslere kargt savunma yanitlarinin
olusturulmasinda onemli rol oynamaktadir (Cosgrove, 2005; Camacho-Cristobal vd.,
2008a). Biyolojik islevlerinin yani sira bitki hiicre duvarlar1 giinlimiizde biyoyakit olarak
da ekonomik degere sahiptir (Cosgrove, 2005; Taiz ve Zeiger, 2008; Weng vd., 2008).
Bitki hiicre duvarlarinda bulunan seliiloz ve seliilozik olmayan polisakkaritler diinyada
yenilenebilir karbohidratin asil kaynagini olusturmaktadir. Bu polisakkaritlerin sahip
oldugu fermente edilebilir sekerler dikkate alindiginda hiicre duvarlar1 ve artiklar
yenilenebilir biyoyakit iiretimi agisindan ¢ok énemli oldugu belirtilmektedir (Burton ve
Fincher, 2014). Hiicre duvar1 polisakkaritleri, basit sekerlere ayrildiktan (sakkarifikasyon)
sonra biyoyakit iiretiminin hammaddesi olarak kullanilabilmektedir (Weng vd., 2008;
Vanholme vd., 2010). Model bitki olan A.thaliana, hiicre duvar1 biyosentezinin arttirilmasi
ve lignoseliillozlu biyokiitlenin sakkarifikasyon potansiyelini belirleyen genlerin ve

yolaklarin kesfedilmesi ¢caligsmalarinda siklikla tercih edilmektedir (Vanholme vd., 2010).

Asil bileseni selilloz, hemiseliiloz, pektin gibi polisakkaritler olan hiicre duvari,
polisakkarit ve protein (glikoprotein ve proteoglikan gibi) matriksi i¢ine gomiilii seliiloz
mikrofibrilleri ve ksiloglukandan olusan bir ag yapisini igermektedir (Lerouxel vd., 2006;
Camacho-Cristobal vd., 2008a; Cavalier vd., 2008). Bitki hiicre duvart agirliginin %30-
40’11 olusturan seliiloz, hiicre duvariin ana yiik tasiyicisidir. Hemiseliilozlar ise seliiloz
mikrofibrilleriyle etkilesime giren ksiloglukan, ksilan, mannan ve (1,3) (1,4) karisik bag
ihtiva eden [B-D-glukan polisakaritlerini kapsamaktadir (Leipman vd., 2010). Pektin
polisakkariti ise mikrofibrillerin birbirinden ayrilmalarini, hiicre biiylimesi sirasinda

hareketlerini ve biliylime durdugunda sabitlenmesinde rol oynamaktadir (Cosgrove, 2005).



Hiicre duvariyla iligkili olan proteinler hiicre duvari genislemesi ve genislemenin
diizenlenmesinde  rol  oynamaktadir.  Bu  proteinler  ksiloglukan  endo-f-
transglukosilaz/hidrolazlar1 (XET/XTH’ler; GH16), endo-1,4-B-D- glukanazlar1 (EGase,
GH9) ve expansinleri (EXPA, EXPB, EXPLA, EXPLB, GH45) icermektedir. Hiicre duvari
degisiminde rol oynayan diger enzimler ise duvar plastisitesinin kontroliinii saglamaktadir.
Bu grupta, pektin metil esteraz (PME; CES8), poligalakturonaz (PG; GH28), pektin / pektat
liyaz benzeri (PLL; PL1) ve pektin asetilesteraz (PAE; CE13) gibi pektin modifiye edici
enzimler yer almaktadir (Gall vd., 2015). Sekil 1°de bitki hiicre duvarinin genel yapisi

gosterilmistir.

Sellloz sintaz
kompleksi

Plazma membrani

Sellloz mikrofibrilleri

Borat anyonu
WL— RG-1l
—_‘M\)—L—* o] L ol |

\W—

HG-Ca baglan

Sekil 1: Bitki hiicre duvarinin genel yapist (XyG: ksiloglukan, GAX:
glukorunoarabinoksilan, RG-I: Rhamnogalakturonan-I, RG-II:
Rhamnogalakturonan-11) (Somerville vd., 2004).

Bitki hiicre duvarlari, biyosentetik igerikleri ve hiicrede bulundugu yer bakimindan primer
hiicre duvar1 (Primary Cell Wall, PCW) ve sekonder hiicre duvar1 (Secondary Cell Wall,
SCW) olmak iizere ikiye ayrilmaktadir (Keegstra, 2010; Nakano vd., 2015). Her bitki
hiicresi, hiicre boliinmesi sirasinda sentezlenen ¢esitli enzim ve yapisal proteinlerle birlikte
pektin iceren nispeten ince ve esnek primer hiicre duvarina sahiptir. Primer hiicre duvari
tarafindan olusturulan kuvvet, hiicre uzamasinda ve genislemesinde kritik derecede

diizenleyici olarak rol oynadigindan primer hiicre duvari hiicre seklinin ve boyutunun



belirlenmesini saglamaktadir (Sekil 2). Hiicreler, hiicre farklilasmasi siirecinde primer
hiicre duvar1 ve plazma zar1 arasinda sekonder hiicre duvarini sentezler. Daha az miktarda
protein veya pektin iceriginin yani sira lignin ihtiva eden sekonder hiicre duvari nispeten
daha kalin ve sert bir yapidadir. Ksilem hiicreleri gibi belirli hiicrelerde bulunan sekonder
hiicre duvart hiicrenin mekanik sertligini ve/veya hidrofobik 6zelligini arttirir (Sekil 2)
(Lerouxel vd., 2006; Keegstra, 2010; Liepman vd., 2010; Cosgrove ve Jarvis, 2012;
Nakano vd., 2015). Hiicreyi distan saran bu yapilar bilesimlerindeki karbodihrat, protein,
lignin ve su igerikleri bakimindan bitki tlirlerine ve hiicre tiplerine gore farklilik
gostermekle birlikte, cesitli gelisimsel olaylar ve g¢evresel stresler de hiicre duvari
bilesenlerini ve yapisin1 degisiklige ugratabilmektedir. Bitki hiicre duvarlari, biiylime ve
gelisme, cevresel stresin algilanmasi ve sinyallere yanit olusturulmasi, bitki savunmasi ve
hiicreler arasi ilesim gibi olaylarda ¢esitli degisikliklere ugrayabilmektedir (Showalter,
1993).
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Sekil 2: Arabidopsis thaliana’da primer ve sekonder hiicre duvar yapisi. A: Primer hiicre
duvar1 modeli, B: Sekonder hiicre duvar1 modeli (Nakano vd., 2015).

Hiicre duvarmin ana bileseni olan seliiloz (1,4) —B-D-glukan olarakta isimlendirilir ve
demetler halinde bulunan seliilloz mikrofibrillerden meydana gelmektedir. Fakat primer
hiicre duvar1 ve sekonder hiicre duvari seliilozu arasinda 6nemli yapisal farkliliklar vardir.
Primer hiicre duvarinda seliiloz nispeten diisiik polimerizasyon derecesine sahiptir ve
mikrofibriller 2-2,5 nm genisliktedir. Buna karsilik sekonder hiicre duvarinda seliiloz
yiiksek derecede polimerizasyona sahiptir ve 5-10 nm’lik mikrofibril genislikleri vardir.
Sekil 3’te primer hiicre duvar1 ve sekonder hiicre duvar1 arasindaki seliiloz polimerizasyon
farki gosterilmektedir (Delmer ve Amor, 1995). Diger bazi hiicre duvari bilesenleride
primer ve sekonder hiicre duvarinda farklilik goéstermektedir. Primer hiicre duvarinda

hemiiseliiloz olarak ksiloglukan bulunurken sekonder hiicre duvari ksilan igermektedir.



Ayrica primer hiicre duvarinda pektin bol miktarda bulunurken, sekonder hiicre duvari
lignin ve belirli fenolik polimerlerce zengindir. Hiicre duvar1 bilesimindeki bu farkliliklar,
farkl fiziksel 6zellikler kazandirarak primer hiicre duvarini esnek hale getirir ve sekonder

hiicre duvarin1 mekanik ve biyolojik olarak saglamlagtirir (Nakano vd., 2015).
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Sekil 3: Hiicre duvarinda seliiloz polimerizasyonu. PHD: Primer hiicre duvari, SHD:
Sekonder hiicre duvari (Delmer ve Amor, 1995).

1.1.1 Seliiloz

Diinyada en bol bulunan biyopolimer olan seliiloz bitki hiicre duvarinin ana maddesidir
(Cosgrove, 2005). Seliiloz, bitki hiicreleri i¢in destekleyici materyali saglamakta ve hiicre
genislemesinin yoniinii de belirlemektedir (Xie vd., 2011). (1,4)-B-bagi ile baglanan glukan
molekiillerinden olusan seliiloz polisakkaridi, bitki hiicre duvarimin merkezinde ana yiik
tagiyicisidir ve diger duvar bilesenlerinin baglanmasi i¢in iskele gorevi goriir (Lerouxel
vd., 2006; Liepman vd., 2010). Seliiloz zincir uzunlugu tam olarak bilinmemekle birlikte
dallanmamis sekilde 30-36 tane birbirine bagli glukan molekelii ihtiva etmektedir (Sekil 4).
Seliiloz mikrofibrillerini olusturan paralel glukan zincirleri arasinda kurulan Hidrojen
baglar1 ve Van Der Walls kuvvetleriyle kristal yapilarin olugsmasi seliiloz polisakkaritine

sulu ortamda ¢6ziinmez karakter kazandirmaktadir (Somerville vd., 2004).
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Sekil 4: Hiicre duvarinda seliiloz (Kog, 2015).

Bitki gelisimi i¢in gerekli olan seliilozun sentezi, plazma membraninda bulunan seliiloz
sintaz kompleksi (Cellulose Synthase Complex, CSC) olarak bilinen protein kompleksi
tarafindan gerceklestirilmektedir (Liepman vd., 2010; Mendu vd., 2011; Xie vd., 2011).
Seliiloz sintaz kompleksi plazma zarinda hiicre i¢ine UDP-glikoz alinim1 saglanan ve hiicre
disina mikrofibril salinimi gergeklestirilen bolgelerde bulunmaktadir (Liepman vd., 2010).
CSC kompleksi hekzamerik rozet seklinde ve 25-30 nm capindadir. Her CSC 6 katalitik alt
tiniteden olugmakta, her alt iinite de CESA gen siiper ailesi tarafindan kodlanan 6 seliiloz
sintaz (CESA) proteini i¢cermektedir. Yani bir CSC toplamda 36 CESA proteininden
olugmaktadir (Lerouxel vd., 2006; Xie vd., 2011). Seliiloz mikrofibrillerinin boyutlar1 goz
Onitine alindiginda bir rozette bulunan alt1 alt birimden herbirinin alt1 (1,4)-B-D-glukan
zinciri sentezleyebilecegi ve bunun sonucunda 36 glukan zincirinin mikrofibrile kristalize
oldugu sonucuna ulagilmaktadir (Somerville, 2006). Plazma membraninda bulunan
CSC’nin katalitik alt birimleri (1,4)-B-D-glukan zincir polimerizasyonu i¢in aktif bir seker
olan iiridin difosfat glukozu (UDP-GIc) substrat olarak kullanmaktadir. UDP-Glc, iki farkli
yolla elde edilmektedir. Birincisi, siikroz sekerinin seliiloz sintaz kompleksinin bir parcasi
olan siikroz sintaz (SuSy) tarafindan boliinmesiyle ortaya UDP-Glc ve frukroz sekeri elde
edilmesidir. ikincisi ise UDP-glikoz pirofosforilaz (UGPaz) enzimi varliginda glikoz-1-P



molekiilii ile UTP’nin reaksiyona girerek UDP-Glc elde edilmesidir. Boylelikle (1,4)-B-D-

glukan zinciri sentezlenmektedir (Sekil 5) (Endler ve Persson, 2011).

CesA
kompleksi
= - .\
Glikozitler
Suikroz + UDP
N UDP-Glikoz + Fruktoz
Sitosolik
invertazlar
) UDP-Glikoz
( + PP
% Glikoz-1-P

+UTP

Siikroz Fruktoz + Glikoz

Hekzoz-P

Sekil 5: Plazma membraninda seliiloz sentezi (Endler ve Persson, 2011).

A.thaliana genomunda 10 farkli seliiloz sintaz (CESA) geni tanimlanmistir (Somerville vd.,
2004; Mendu vd., 2011; Xie vd., 2011). Bunlar CESA1, CESA2, CESA3, CESA4, CESAS,
CESA6, CESA7, CESA8, CESA9 ve CESA10 genleridir. Yapilan arastirmalar sonucunda
CESA1, CESA2, CESA3, CESA5, CESA6 ve CESA9un primer hiicre duvar sentezi
sirasinda aktif selilloz sintaz kompleksi ile iliskiliyken CESA4, CESA7 ve CESA8’in
sekonder hiicre duvari olusumu sirasinda aktif selilloz sintaz kompleksinin bir parcasi
oldugu belirtilmistir. Fakat primer ve sekonder hiicre duvar olusumunda seliiloz sintaz
kompleksinde etkin olan CESA genlerinin kesin sayisi belirlenememistir (Endler ve
Persson, 2011; Xie vd., 2011). CESA genlerinin spesifik kombinasyonlari, farkli hiicre
tiplerinde, farkli zamanlarda ve farkli asamalarda aktive olabilmektedir (Mendu vd., 2011).
Islevsel bir seliiloz sentezlemek icin CESA gen ailesinin 3 farkli CESA geninin gerektigi
ortaya koyulmustur (Cosgrove, 2005). Primer hiicre duvarinda seliilloz biyosentezi i¢in
CESAL, CESAS3 ve CESA6 genlerinin ayni anda ekspresyonu gerekli iken sekonder hiicre
duvar1 biyosentezinde CESA4, CESA7 ve CESAS8 genlerinin ayni anda ifade edilmesi
gerekmektedir (Cosgrove, 2005; Lerouxel vd., 2006). Bazt CESA genlerinin fonksiyonlari

heniiz bilinmez iken, baz1 CESA genlerinin fonksiyonlar1 ise ¢ok az bilinmektedir. CESA3



geni, CESAL geni ile birlikte eksprese olmaktadir. Yapilan galismalarda, solmus fidelerin
hipokotil uzamasinda CESA6 geninin gerekli oldugu belirlenmistir. Sekonder duvar
gelisiminden sorumlu olan CESA genleri de ksilem hiicrelerinin gelisimi siirecinde
eksprese edilmektedir. Ayrica tohum epidermal hiicrelerinde, sekonder radyal duvar
olusumu sirasinda CESA2, CESA5 ve CESA9 genleri eksprese olmaktadir. CESAS geni
tohum epidermal hiicrelerinde sekonder hiicre duvari olusumunda miisilaj biyosentezinde
rol almaktadir. CESA1 geni ile homolog olan CESA10 geninin heniiz fonksiyonu
bilinmemektedir (Mendu vd., 2011).

A.thaliana genomu seliiloz sintaz genleriyle dizi benzerligi olan 29 tane seliiloz sintaz
benzeri (Celluloz Synthase-Like; CSL) CSLA, CSLB, CSLC, CSLD, CSLE ve CSLG olmak
tizere altt simif gen ailesi icermektedir (Somerville vd., 2004; Hazen vd., 2017). CSL
proteinlerinin fonksiyonlar1 tam olarak aydinlatilmis olmasa da ¢esitli hiicre duvari
polisakkaritlerinin sentezini katalizledikleri ortaya ¢ikartilmistir (Hamann vd., 2004). CSL
proteinleri, B-glikozil transferazlarin karakteristik sekans motiflerini i¢cermekte, ancak
CESA’da bulunan protein dimerizasyonunda rol oynayan ¢inko parmak motifleri iceren N-
terminal bolgelere sahip degildir. CESA proteinlerine olan benzerlikleri ve farkliliklar
sebebiyle, golgi’de lokalize olan ve hiicre duvari yapisina katilan ksiloglukan, ksilan,
mannan ve diger B-D-glukanlar gibi hemiseliilozlarin B-D-glukan omurgasini olusturan

sintazlarin CSL proteinleri oldugu 6nerilmektedir (Cosgrove, 2005).

Seliiloz mikrofibrillerinin olusumu i¢in CESA proteinlerinin yan1 sira CSC ile iligkili
olmayan bir takim proteinler de rol oynamaktadir. Selilloz olusumu i¢in membrana bagl
bir endo-1,4-pB-D-glukanaz olan KORRIGAN1 (KOR1) geni gerekmektedir. Yapilan
calismalarda, bu gende meydana gelen mutasyon sonucunda seliiloz sentezinde azalma,
primer ve sekonder duvar olusumunda diizensizlikler gozlenmistir. COBRA (COB) geni ise
plazma membraninin hiicre dis1 yiizeyinde bulunan glikofosfatidil inositol (GPI) proteinini
kodlamaktadir ve seliilozun polimerizasyonu ya da hiicre duvar: birikimi ile ilgili rolii tam
olarak agiklanmamis olmasina ragmen mikrofibril organizasyonu igin gerekli oldugu
belirtilmektedir. Ayrica A.thaliana genomu COBRA-LIKE (COBL) ailesinin 11 iiyesini de
icermektedir. Benzer sekilde seliilloz biyosentezinde rol olan diger bir gen ise KOBITO1
(KOB1)’dur (Somerville vd., 2004; Cosgrove, 2005; Lerouxel vd., 2006; Liepman vd.,
2010).

10



1.1.2 Hemiseliiloz

Seliilozdan sonra en yaygin ikinci biyopolimer olan hemiseliilozlar sinirli ¢oziiniirlik
gosteren, seliiloz mikrofibilleriyle etkilesime giren ve hiicre duvarina sikica baglanmis
heterojen bir polisakkarit grubudur (Taiz ve Zeiger, 2008; Liepman vd., 2010).
Hemiseliilozlar hiicre duvarinda seliilloz mikrofibrillerinin siki bir sekilde toplanmasini
engelleyerek duvarin mekanik giiclinii zayiflatmakta ve dolayisiyla hiicre duvar
genislemesini kolaylastirmaktadir (Somerville vd., 2004). Hemiseliilozlar 4 ana sinifa
ayrilirlar: ksiloglukanlar (XyG), mannanlar, ksilanlar ve (1,3) (1,4) karisik bag ihtiva eden
B-D-glukanlardir (Lerouxel vd., 2006; Liepman vd., 2010). A.thaliana gibi dikotiledonlu
bitkilerin primer hiicre duvarinda en ¢ok bulunan hemiseliiloz ksiloglukanlardir ve yaprak
hiicre duvarlarinin yaklasik %20'sini olusturmaktadir (Liepman vd., 2010). Sekonder hiicre
duvar1 ise daha az miktarda ksiloglukan icerirken daha fazla miktarda seliiloza sikica
baglanan ksilan ve glukomannan icermektedir (Taiz ve Zeiger, 2008). Ayrica diger
dikotiledonlu bitkilerde oldugu gibi A.thaliana’da ksiloglukanlarin karakteristik XXXG
tipini ihtiva etmektedir (Liepman vd., 2010).

Ksiloglukan, seliiloz mikrofibrilleri ile biiylik hemiseliiloz polisakkaritlerini birbirine
baglayan onemli bir glukandir. Ksiloglukan, (1,4)-B-D-glukan omurgasina sahip, (1,6)-a-
baglantili ksiloz yan zincirleri ile birlikte bu yan zincirlere ekli olarak galaktoz ve fukoz
ihtiva eden kompleks bir polisakkarittir (Cosgrove, 2005; Liepman vd., 2010). Bu
karmagik yapidaki polisakkaritin sentezlenmesi i¢in en az dort enzimatik aktivite
gerekmektedir: (1) CSLC4 geni tarafindan sentezlenen UDP-glikoz bagimli (1,4)-B-glukan
sintaz enzim aktivitesiyle glukan omurganin olusumu, (2) XXT1/XXT2 genlerinin iriini
olan UDP-ksiloz bagimli (1,6)-a-ksiloz transferaz enzimi aktivitesi ile ksiloz rezidiilerinin
glukan omurgaya eklenmesi, (3) MUR3 geninin kodladigi UDP-galaktoz bagimli (1,2)--
galaktozil transferaz enzimi aktivitesiyle spesifik ksiloz rezidiilerine galaktoz rezidiilerinin
eklenmesi ve son olarak (4) FUT1/MUR2 genlerinin iiriinii GDP-fukoz bagimli (1,2)-a-
fukozil transferaz enzimi aktivitesiyle secilen galaktoz rezidiilerine fukoz eklenmesiyle

ksiloglukanin biyosentezi ger¢eklesmektedir (Liepman vd., 2010).

Hiicre duvarmin temel yiik tasiyicist seliilloz/ksiloglukan agi olmasi nedeniyle hiicre
bliyiime ve farklilagma siireclerinde ksiloglukan sentezi ve modifikasyonu biiyiik bir

oneme sahiptir. Hiicre genislesmesi sirasinda ksiloglukanlarin modifikasyonu ksiloglukan
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endo transglikosilaz / hidrolaz (XTHs) enzimi tarafidan ger¢eklesmekte ve boylece hiicre
duvar1 zayiflamadan hiicre genislemesi saglanmaktadir. Bu nedenle XTHs gen ailesi
tiyeleri hiicre duvari degisikligi siirecinde onemli rol oynamaktadir. XTHsS genlerinin
ifadesinin uzama bolgesinde ve/veya hiicre genislemesinin son buldugu ancak duvarin
yeniden sekillendigi duvar olusumunun aktif oldugu bdlgelerde yiiksek oldugu
saptanmistir (Cosgrove, 2005). XTHs gen aileleri ¢esitli bitkilerde bulunmakla birlikte
A.thaliana genomu 33 XTH genini ihtiva etmektedir (Liu vd., 2007).

Ksiloglukan, selilloz mikrofibrillerine kovalent olmayan baglar ile capraz baglanarak
bliylime sirasinda hiicre duvarina saglamlik kazandirmaktadir. XTH’larin iki farkl
mekanizma ile hiicre duvar1 genislemesi siirecinde etkili oldugu bilinmektedir. Birincisi,
XTH’lar ksiloglukan uzunlugunu degistirerek hiicre duvarin1 zayiflatmadan genislemesini
saglamaktadir. Digeri ise seliiloz mikrofibrilleri ile ksiloglukan arasindaki ¢apraz baglar
parcalamakta ve bu baglar1 yeniden kurarak seliiloz/ksiloglukan ger¢evesinin olusmasini ve
diizenlenmesini saglamaktadir. Ksiloglukanlar kok tiiylerinin olusumu, hipokotil uzamasi,
yaprak biiyiimesi ve genislemesi, tohumda depolanmis karbohidratlarin hidrolizi, meyve
olusumu gibi hiicre duvar1 modifikasyonunun gerekli oldugu bitki gelisim siireclerinde ve

organ morfogenezinde rol oynamaktadir (Liu vd., 2007; Singh vd., 2011).

Mannan, bitki tiirlerinde yaygin olarak bulunan diger bir hemiseliiloz sinifidir. Mannan
biyosentezi i¢in en az iki farkli enzim gerekmektedir. (1,4)-p-D-mannan omurga GDP-
mannoz-bagimli (1,4)-B-mannan sintaz tarafindan sentezlenmektedir, ayrica baz1 mannan
sintaz enzimleri GDP-glikoz bagimli (1,4)-B-glukan sintaz aktivitesine sahip oldugundan
glukomannan sintaz olarak da bilinmektedir. Mannan ve/veya glukomannan omurgasina
(1,6)-a-galaktozil transferaz enzimi tarafindan galaktozil rezidiileri eklenmektedir.
A.thaliana’da glukomannan sintaz enzimini seliiloz sintaz-benzeri A (Cellulose Synthase-
Like A, CSLA) gen ailesinin iyeleri tarafindan kodlanmaktadir (Liepman vd., 2010).
Mannanlarin hiicre duvarindaki rolii tam olarak agiklanamamakla birlikte seliiloz
mikrofibrillerinin ¢apraz baglanmasinda yapisal role sahip oldugu onerilmektedir. Ayrica

bazi tohumlarda depo polisakkariti olarak rol almaktadir (Handford vd., 2003).

Sekonder hiicre duvarinda bol miktarda bulunan diger hemiseliillozik polisakkarit ise
ksilandir. Ksilan, arabinozil, glikuronozil veya asetil gruplarinin bagli oldugu (1,4)-B-D-

ksilan omurgasindan olusmaktadir. A.thaliana genomu ksilan biyosentezinde rol oynayan
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altt glikozil transferaz enzimi kodlayan gene (IRX7, IRX8, IRX9, IRX10, IRX14 ve
PARVUS) sahiptir. Ksilanin yapisal o6zellikleri bitki gelisimi siireclerinde farklilik
gosterebilmektedir. Bu hemiseliiloz grubu da seliiloz mikrofibrillerinin  ¢apraz
baglanmasina ve hiicre mekanik 6zelliklerine katki saglamaktadir (McCartney vd., 2005;
Liepman vd., 2010).

1.1.3 Pektin

Bitki hiicre duvarlar1 selilloz ve hemiseliillozun yani sira hiicre duvar maktriksinde
jellestirici ajan olan heterojen bir polisakkarit grubu pektinleri igermektedir (Taiz ve
Zeiger, 2008). Primer hiicre duvart kuru agirhiginin yaklasik %35’ini olusturan bu
polisakkarit, matrikste hidratli bir jel olusturarak mikrofibrilleri birbirinden ayirmakta,
hiicre biliylimesi sirasinda mikrofibrillerin hareketini saglamakta ve biiylime durdugunda
mikrofibrilleri yerlerine sabitlemektedir. Pektinler, duvar gozenekliliginin ve duvar
kalinligmmin 6nemli belirleyicileridir ve hiicre duvar bilesenleri arasinda sulu tamponlar
veya sulandirilmis kalsiyum selatorleri ile en kolay ¢ozlinenidir (Wolf vd., 2003;
Cosgrove, 2005). Pektin biyosentezinde karmasik yapist sebebiyle ¢ok sayida enzim rol
oynar. Sentez sirasinda ¢ok sayida glikosil transferaz, metil transferaz ve asetil transferazin
rol aldigi tahmin edilmektedir (Liepman vd., 2010). Pektinlerin biyosentezi golgide
gerceklestirildikten sonra yan zincirlerle modifiye edilir ve metil esterefikasyonuyla
yiiksek metillenmis formda apoplastik bosluga salgilanir. Burada pektin metil esteraz
(PME) enzimleriyle de-esterifiye edilerek duvar yapisina katilir (Wolf vd., 2003; Peacelle
vd., 2008).

A.thaliana primer hiicre duvarindaki pektik polisakkaritler homogalakturonan (HG),
rhamnogalakturonan-1 (RG-I) ve daha az miktarda rhamnogalakturonan-11 (RG-II)’ den
meydana gelmektedir. Ayrica A.thaliana yapraklarimin primer hiicre duvarlari bol miktarda
ksilogalakturonan (XG) da igermektedir. Ksilogalakturonan, galakturonik asitten olusan
omurgaya ksiloz rezidiileri eklenerek modifiye edilmis bir homogalakturonandir (Lerouxel
vd., 2006; Pelloux vd., 2007; Liepman vd., 2010). Pektinler genellikle galakturonik asit
gibi asidik sekerler ile ramnoz, galaktoz ve arabinoz gibi notr sekerleri igermektedir. Basit
yapili olan homogalakturonan (HG), (1,4) bagh a-D- galakturonik asit rezidiilerinden
olusan bir polisakkarittir. Rhamnogalakturonan-1 (RG-I) ¢esitli yan zincirler bulunduran

heterojen yapili uzun bir omurgaya sahiptir. RG-I, (1,4) a-D- galakturonik asit ile (1,2) a-
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D-ramnoz i¢cermekte olup, yan zincirler ramnoza eklenmis olan arabinan, galaktan ve
arabinogalaktanlardan meydana gelmektedir. Galakturonik asit rezidiileri genellikle metil
esterlidir. Rhamnogalanturonan-11 (RG-II) karmasik baglanma sekillerine sahip en az 10
farkli seker igeren dallanmus yapidaki pektik bir polisakkarittir (Taiz ve Zeiger, 2008). RG-
IT yapisint olusturan birimler borat diesterleri tarafindan capraz baglanmis olup hiicre

duvari yapisi i¢in olduk¢a 6nemlidir (Somerville vd., 2004; Taiz ve Zeiger; 2008).
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Sekil 6: Pektinin sematik gosterimi. A.thaliana ve diger bitkilerde bulunan pektinin 4
domaini (Liepman vd., 2010).

Sentezlendikten sonra yiiksek metillenmis formda bulunan pektik polisakkaritlerin hiicre
duvar1 yapisina katilabilmeleri i¢in pektin metil esteraz (PME; EC 3.1.1.11) enzimleri
tarafindan de-esterefiye edilmesi gerekmektedir. Bu enzimlerin aktivitesi apoplastik
boslugun pH’sma ve iki degerlikli katyonlarin varligina baglidir. PME, hiicre duvarinda
serbert karboksil grubu iireten pektinlerin metil esterlenmis galakturonik asit omurgasinin
de-esterefikasyonunu katalize etmektedir. PME’ler enzimatik aktivitesi sayesinde bitki
gelisim siirecinde veya stres durumunda hiicre duvari genislesmesi ve hiicre duvari
olusumu gibi hiicre duvarinin yapisal ve islevsel Ozelliklerinin diizenlenmesinde rol

oynamaktadir (Richard vd., 1994; Wolf vd., 2003).

14



1.1.4 Ekspansin

Bitkiler aleminin tiim {iyelerinde bulunan ekspansinler, bitki biiylimesi sirasinda hiicre
duvarinin uzamasinda ve c¢evresel stresten korunmasi i¢in duvarin esnemesinde rol
oynamaktadir (Cho ve Cosgrove, 2000). Ekspansinler, hiicre duvari yapisal bilesenlerini
hidrolitik olarak koparmadan, pH’ya bagli olarak duvarin uzamasinda rol oynayan duvar
gevsetici proteinlerdir (Zhang vd., 2011). Bu proteinler, asidik pH’larda ytiksek aktiviteye
sahip olduklarindan “asit biiyiime faktorleri” olarak da tanimlanir (Wei vd., 2011).
Ekspansinler bitki hiicresi biiylimesinde, meyve olgunlasmasit ve yumusamasinda, kok
sacaklarmin olusumunda ve yaprak organogenezisi gibi gelisim siireclerinde dnemli rol

oynamaktadir (Wieczorek vd., 2006; Wei vd., 2011).

Ekspansinler, sekans farklilig1 ve biyokimyasal etkinliklerine gore ayrilmig dort biiyiik gen
ailesine (EXPA, EXPB, EXLA ve EXLB) sahiptirler (Cho ve Cosgrove, 2000; Cosgrove,
2005; Sampedro ve Cosgrove, 2005; Choi vd., 2006). A.thaliana genomu 36 farkli
ekspansin genine sahiptir. En genis alt aile 26 iiyeyle a-ekspansin (EXPA,eski ismi EXP
veya EXPal) olurken, B-ekspansin (EXPB, eski ismi EXPb1) gen ailesi 6 gen igermektedir.
Ayrica A.thaliana genomu 3 tane ekspansin-benzeri A (EXLA, eski ismi EXPL veya
EXPb2) geni ve 1 tane ekspansin-benzeri B (EXLB, eski ismi EXPR veya EXPb3) genine
sahiptir (Li vd., 2003; Choi vd., 2006; Cosgrove, 2005). EXPA ve EXPB proteinleri hiicre
duvar1 gevsemesinde rol oynarken EXLA ve EXLB genlerinin sadece gen dizileri
bilinmektedir (Sampedro ve Cosgrove, 2005). Ekspansin genlerinin sentez mekanizmasi
tam olarak agiklanmamakla birlikte bircok durumda oksin, giberellin ve etilen gibi bitki

biiylime hormonlar1 tarafindan diizenlendigi bilinmektedir (Wieczorek vd, 2006).

Ekspansinler ¢esitli bitkilerde hiicre biiylimesi ve farklilasmasi asamalarinda etki
gostermektedir.  Ornegin, celtik (Oryza sativa) ekspansinlerinden OSEXPA4‘iin bitki
biiyiimesi ve gelisimini etkiledigi, domates (Lycopersicon esculentum) bitkisinde ise
ekspansinlerin meyve yumusamasinda etkili oldugu ortaya koymustur (Zhang vd., 2011).
A.thaliana ekspansinlerinden AtEXPALl olgun yapraklarda bulunurken, AtEXPA7 ve
AtEXPA18 kok biiytimesi ve gelisimiyle iligkili ekspansinlerdir (Choi vd., 2006). Ayrica
AtEXPAS, brassinosteroid hormununun sinyal yolaginda etkin olan BRASSINAZOLE
RESISTANT 1 (BZR1) tarafinda ekpresyonu diizenenlenen, biiyiime diizenleyici olarak
gosterilen bir gendir (Park vd., 2010).
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Ekspansinlerin etki mekanizmasi i¢in 6ne siiriilen model su sekildedir; ekspansinler
matriks polisakkaritlerini birbirine ya da seliiloz mikrofibrillerin yiizeyine baglayan
kovalent olmayan baglar1 kirmaktadir. Hiicre duvari, ksiloglukan, ksilan gibi c¢esitli
glikanlarin hidrojen baglariyla seliiloz mikrofibrillerine baglanmasi sonucu olusan kuvvetli
ve esnek bir ag icermektedir. Hiicre duvari geniglemesi sirasinda EXPA’lar seliiloz
yiizeylerinden ksiloglukanlarin ayrilmasini saglarken benzer etkiyle EXPB’ler seliiloz
ylizeyinden ksilanin ayrilmasini saglamaktadir. Ekspansinin birbirine yapisan zincirleri
acarak fermuar gibi hareket ettigi 6n goriilmektedir. Ekspansin-benzeri A (EXLA) ve
ekspansin-benzeri B (EXLB) proteinlerin aktiviteleri ise heniiz ag¢iklanamamakla birlike
duvar genislemesi sirasinda hiicre duvarma salindigi 6n goriilmistir (Sampedro ve

Cosgrove, 2005).

EXPA Seluloz

Seluloz bagh glikanlar

Sekil 7: Basitlestirilmis bitki hiicre duvar1 modeli ve ekspansinlerle gevsetilmesi. Hiicre
duvari, ksiloglukan veya ksilan (ince seritler) gibi ¢esitli glikanlarin baglh oldugu
seliiloz mikrofibril (golgeli alanlar) iskeletten olusmaktadir ki bu polisakkaritler,
hidrojen baglarina dayanan (kisa ¢izgilerle gosterilen) kuvvetli, esnek, yiik tastyici
bir ag olusturmaktadir. Hiicre duvarinin uzamasi seliiloz mikrofibrillerinin hareket
etmesini ve ayrilmasmi gerektirmektedir. Ekspansinler (EXPA), benzer etkiler
icin lokal ayrisma ve ksiloglukanlarin seliiloz yiizeyi lizerinde kaymasiyla bu
hareketi tesvik ederken, ekspansin (EXPB), ksilan gibi farkli bir glukan {izerinde
benzer etki tizerine ¢alismaktadir (Sampedro ve Cosgrove, 2005).
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1.2 Bor ve Borun Hiicre Duvarindaki Rolii

Periyodik tabloda “B” ile simgelenen bor, 10,81 atom agirlifindadir ve metal ile ametal
arasi yar1 iletken 6zellige sahiptir. Dogada az miktarda bulunan bor litosfer ve hidrosfer
tabakalarinda yaygin olarak bulunmaktadir (Camacho-Cristobal vd., 2008b). Toprakta bor,
en ¢ok borik asit [B(OH)s] formunda bulunurken az miktarda borat anyonu [B(OH)4]
formuna da rastlanmaktadir. Bununla birlikte, borik asit ve borat anyonu, normal kosullar
altinda cesitli biyolojik molekiiller ile kolayca reaksiyona girebilmektedir (Brown vd.,
2002). Diinyada onemli bor yataklart Tiirkiye, ABD, Rusya ve Giliney Amerika’da
bulunmakta ve Tiirkiye diinya toplam bor rezervi siralamasinda %74’liik pay ile ilk sirada

yer almaktadir (URL-1, 2017).

Bor (B) bitkilerin normal biiyiimesi i¢in gerekli olan bir metaloiddir. Bitkilerde seker
taginimi, karbonhidrat metabolizmasi, kok uzamasi, membran biitiinligi, lignifikasyon,
indol asetik asit (IAA) metabolizmasi, fenol metabolizmasi, nitrat asimilasyonu,
antioksidatif savunma sistemi, niikleik asit metabolizmas1 gibi metabolik yollarda rol
oynayan bor, hiicre duvar sentezi ve yapisi i¢in de ¢ok dnemlidir (Matoh, 1997; Spurr,
1957; Demirtas, 2005; Baykal ve Oncel, 2006; Goldbach ve Wimmer, 2007; Camacho-
Cristobal vd., 2008a; Camacho-Cristobal vd., 2008b). Hiicredeki borun %90’1na yakini
hiicre duvarinda bulunmaktadir ve hiicre duvarmin metabolik faaliyetlerinden ¢ok yapisal
birimlerine katilmaktadir (Hu vd., 1996; Brown vd., 2002). Bitkiler igin esansiyel 6nemi
olan bor elementi bitkilerde suda c¢oOziinen ya da suda c¢oziinmeyen formlarda
bulunmaktadir. Suda ¢oziinen formdaki bor apoplastik bolgede borik asit (BA) olarak
yaygin sekilde bulunurken, suda ¢oziinmeyen formu bitki hiicre duvarinda
Rhamnogalakturonan-11 (RG-I1) yapisinda bulunmaktadir. BA borat-diester baglanmasi
yoluyla RG-II bolgesinde iki pektik polisakarit zincirini ¢apraz baglar ve boylece hiicre
duvarlarinda bir pektik polisakkarit ag1 olusturmaktadir (Matoh, 1997). Olusan pektik
polisakkarit ag1 duvar1 gozenekliligine ve gerilip uzama kuvvetinin kontroliine 6nemli

katk1 saglamaktadir (Camacho-Cristobal vd., 2008a; Camacho-Cristobal vd., 2008b).

Borit asit (BA), hiicrede borat anyonu formuna doniismekte ve bilesigin cis pozisyonunda
sahip oldugu diol gruplariyla kendiliginden etkilesime girebilmektedir. Bu yilizden hiicrede
borik asit ve borat anyonlarinin birbirine doniisiimii arasindaki denge ve borat anyonlari ile

diol gruplar1t arasindaki etkilesim Onemlidir. Cozeltinin pH’sina  ve diollerin
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stereokimyasina bagli olarak sulu ¢ozeltilerde bu denge hizli bir sekilde kurulmakta ve geri
dondiiriilebilmektedir. Bdylece borik asitin sahip oldugu bor, hiicrede sekerler ve fenolik
bilesikler ile kendiliginden reaksiyona girerek kompleks olusturabilmektedir (Matoh,
1997).

Bitkiler toprakta bulunan borik asiti kokleriyle almakta ve ksilem borulari yardimiyla
yapraklara kadar ulastirmaktadir. Bitki tarafindan alinan borik asitin bir kismi hiicre
duvarinda yeni sentezlenen pektik polisakkarit zincirinin RG-II bolgesine baglanmakta ve
B-RG-II kompleksini olusturmaktadir. Kalan kism1 ise ¢ogu zaman bir ligand ile kompleks
olusturmadan borik asit olarak hiicre duvarinda birikmektedir (Matoh, 1997). Bor, 2 tane
RG-II monomeriyle ester bagi kurarak borat kopriisiinii olusturmaktadir (Sekil 8). Boylece
pektik  polisakkarit olan Rhamnogalakturonan-II  hiicre duvarmin stabilitesini
saglamaktadir. Kompleks bir bilesik olan RG-II’'nin yan zincirlerinde apioz bolgeler
bulunmasina ragmen sadece A yan zincirindeki apioz bolge borat anyonlariyla capraz
baglanabilmekte ve B yan zincirinde bulunan apioz bolge borat kopsiirii olusumuna
katilmamaktadir (O’Neill vd., 2001; Goldbach ve Wimmer, 2007). Bitkilerde B eksikligi
ve B toksisitesi borat kopriilerini etkilemektedir. Bor eksikliginde yetisen bitkilerin
kirllgan yapraklart ve bor toksisitesinde yetisen bitkilerin yapraklarinin biikiilmeye tepki
olarak elastik yapis1 borat kopriileri ile agiklanmaktadir (Blewins ve Lukoszewski, 1998).
Bor, RG-II apioz rezidiileri ile olusturdugu borat kopriisii sayesinde hiicre duvari
stabilitesini saglamaktadir. Borun, yetersiz veya fazla oldugu sartlarda biiyiiyen bitkileride
hiicre duvarinda mevcut olan B-RG-II kompleks miktar1 degistiginden fenotipik farkliliklar

goriilmektedir (Tenhaken, 2015).
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Sekil 8: Rhamnogalakturonan-Il (RG-II) yapisi. A: RG-II polisakkaritinin ayrintili yapisi.
B:B-RG-II dimerinin yapisi (Goldbach ve Wimmer, 2007).

1.2.1 Bor Eksikligi

Borun bitkiler tarafindan almimi topragin sahip oldugu baz1 oOzellikler ile
engellenebilmekte ya da azaltilabilmektedir. Toprak pH’sinda meydana gelen artis ve
kiregclenmeye bagli olarak bitkinin bor alinimi azalmaktadir. Bununla birlikte, bitki
bliylime ortaminda bazi besin elementlerinin fazla bulunmasi sonucunda da bor alimi
etkilenmektedir. Ortamda kalsiyum veya azot miktarinin fazla olmasi da bor alinimini

ciddi derecede azaltmaktadir (Demirtag, 2005).

Bor eksikligi bitkilerde cesitli anatomik, fizyolojik ve biyokimyasal degisikliklere yol
acmaktadir (Brown, 2002; Camacho-Cristobal vd., 2008b). Bitkiler normal gelisimleri igin
bora ihtiya¢ duyarlar ve 6zellikle de koklerin gelisiminde énemli bir etkiye sahiptir. Bor
noksanlig1 bitkilerde genelde ¢esitli dokularin olusumunu ve gelisimini yavaglatmakta ve
bitkinin su metabolizmasini bozmaktadir. Bor eksikligi belirtileri bitkiden bitkiye degisse
de ortak belirtilerden biri tepe tomurcuk ve siirglin gelisiminin durmasidir. Karakteristik
olarak u¢ ve olgun yapraklarin damar aralarinda kloroz ve nekroz goriilmektedir. Ayrica
gen¢ dallarin kurumasi, anormal ¢icek ve meyve olusumuda B eksikliginde sik goriilen

belirtilerdir. Bor, bitkilerde vejatatif gelismeye nazaran generatif gelismede daha biiyiik
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onem tagimaktadir. Ortamda yeterli miktarda bor bulunmadigr zaman kok ucunda hiicre
biiyiimesi ve boliinmesini engellenmekte ve kok uzamasi gerilemektedir. Bor eksikliginde
bitki kok uglarinda gelisimin govdeye oranla azalmasiyla govde/kok oranmi arttigindan
bitkide stres kosullarina hassasiyet artmaktadir. Ayrica, bor eksikliginde deoksiriboniikleik
asit (DNA) sentezi ve riboniikleik asit (RNA) miktarinda da kayda deger azalma
goriilmektedir (Demirtag, 2005; Goldbach ve Wimmer, 2007; Liu vd., 2014). Ayrica,
karbonhidrat metabolizmasi etkilenerek hiicrede anormal miktarda karbonhidrat birikimine
sebep olmakla birlikte karbonhidrat ¢esidini de etkileyebilmektedir (Spurr, 1957). Borun
siirli bulundugu ortamda hiicre biiylimesi ve boliinmesi sinirlanmakta, bu durumda yaprak
alaninda ve fotosentez kabiliyetinde azalma goriilmektedir (Bayrak vd., 2005). Bor,
karbonhidrat orani yiiksek olan hiicre duvarlari i¢in daha 6nemlidir ve eksikliginde apikal
meristem biliylimesi durmakta ve hiicre duvari sentezi veya yapisal biitlinliigii inhibe
olmaktadir. Bor ihtiyaci bitkiler arasinda degismekle birlikte B eksikliginde genelde
anormal derecede kalin ve yapisal olarak deforme olmus, normal dokudan daha kaba hiicre
duvari olusumu gozlenmektedir (Brown, 2002). Bununla birlikte B eksikliginde, bir¢ok
hiicre duvar1 gevsemesinde ve uzamasinda rol oynayan hiicre duvart modifiye edici
enzimleri kodlayan genlerin ekspresyon seviyeleri azalmaktadir. Ornegin, B eksikligi XTH
genlerinin transkript seviyesini disiirerek ksiloglukan ile ¢apraz baglanmis seliiloz
mikrofibrillerinin yeniden diizenlenmesini etkilemekte ve sonug olarak hiicre duvari
gerilme ozelliginde degisiklikler meydana getirmektedir (Camacho-Cristobal vd., 2008Db).
Yapilan ¢aligmalarda B eksikliginde A.thaliana koklerinde aktin ve tubulin seviyelerinin
artmas1 ve misir kok uclarinda sitoiskelet polimerizasyonunda meydana gelen degisiklik,
borun sitoiskelet yapisinda ve olusumunda rol aldigimi gostermektedir. Ayrica borun
plazma membran yapis1 ve fonksiyonu icin de gerekli oldugu disiiniilmektedir. Yapilan
bagka bir ¢alismada da B eksikliginin membran potansiyelini degistirdigi ve ATPaz proton
pompasi aktivitesini azalttig tespit edilmistir (Camacho-Cristobal vd., 2008b).

1.2.2 Bor Toksisitesi
Toksik diizeydeki B, kurak ve yar1 kurak olan topraklarda o6zellikle Tiirkiye, Giiney

Avusturalya, Sili, Kaliforniya ve Akdeniz Ulkelerinde bitki gelisimini sinirlayan édnemli bir

tarimsal tehdittir (Surgun vd., 2016b).
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Bor toksisitesi, borun hiicrede dnemli metabolitlere affinite gostermesinden kaynakli
olabilecegi tahmin edilmektedir. Bor nispeten tepkisiz olarak kabul edilse de cis
konumunda hidroksil grubu bulunduran Dbilesikler (cis-dioller) ile kompleks
olusturabilmektedir. Bu durum toksik diizeydeki borun hiicre i¢inde cis diol gruplarina
sahip olan metabolitler ile kompleks olusturabilecegini gostermektedir. Bor toksisitesine
maruz kalan bitkidelerde fizyolojik yolaklarda degisiklikler meydana gelmektedir ve
bununla ilgili olarak 3 olast mekanizma Onerilmistir: (1) hiicre duvar1 yapisinin
degistirilmesi, (2) ATP, NAPH ve NADPH’nin riboz kisimlarinda baglanarak metabolik
bozulma meydana gelmesi ve (3) serbest sekerlere yada RNA’nin yapisindaki riboza
baglanarak hiicre boliinmesinin ve genislemesinin engellenmesidir (Reid vd., 2004, Surgun
vd., 2016a). Bor toksisitesinin baslica semptomlari, kuru madde kaybi, kok uzamasinin
engellenmesi, kokte hiicre bolinmesi ve RNA igeriginde azalma, meyve clirlimesi,
yapraklarda u¢ ve kenarlarda klorozla baslayip nekrozla devam eden bozulmalar,
kambiyum O6liimiine bagh govde 6liimii, yash yapraklarin yanik bir goriiniim alarak erken
donemde dokiilmesi, yaprakta klorofil miktarin, fotosentez hizinin ve stomatal iletkenligin
azalmasiyla birlikte diisiik lignin ve suberin seviyesi seklinde siralanabilir (Baykal ve

Oncel, 2006; Roessner vd., 2006).

Bor toksisitesi, bir takim hiicresel yolaklar1 etkilemekte ve bitki biiylimesini
engellemektedir (Kasajima ve Fujiwara, 2007). Yiiksek bor seviyesi hiicresel bir sinyal
olarak transkripsiyon faktorleri ile etkilesime girebilmektedir. Yiiksek B seviyesinin
A.thaliana 'nin hem kok hem de rozet yapraklarda bazi genlerin ekspresyonunu uyardigi
tespit edilmistir. Bu genlerden biri borun toksik oldugu kosullarda bitkide fizyolojik yanit
olusturan yolaklarda rol oynayan downstream genlerinin ekspresyonlarini diizenleyen bir
¢inko parmak ailesi transkripsiyon faktoriidiir (At1g03770) (Camacho-Cristobal vd.,
2008Db).

Bor eksikliginin aksine, hiicre duvart bilesenlerinin B toksisitesine tepkisi daha az
bilinmektedir (Wang vd., 2010). Reid vd. (2004) tarafindan arpa fidelerinde yapilan
calismada B toksisitesinin iki yonlii belirgin etkisinin oldugu tespit edilmistir. Nispeten
diisik konsantrasyonlardaki (1-5 mM) B, hiicre béliinmesini ve genislemesini
engellemektedir. Daha yiiksek konsantrasyonlarda (23 mM ve {istii) ise dokunun 6liimii ile
sonuglanmaktadir. Bor, primer hiicre duvarinin énemli bir bilesenidir ve B fazlasi hiicre

duvar1 sentezine miidahale ederek biiyiimeyi bozabilmektedir (Reid vd., 2004). Bor
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toksisitesi muhtemelen c¢apraz baglanmalari bozarak hiicre duvarinin genislemesini
engellemektedir (Princi vd., 2016). Titiin bitkisinde yapilan calismalarda B fazlaligi
sonucunda hiicre duvarinda lignin, pektin-bagli fenolik bilesikler ve suberin igeriginin
arttig1 tespit edilmistir (Ghanati vd., 2002). Benzer sekilde B toksisitesi soya fasulyesinde
de hiicre duvar1 suberin miktar: arttirmis ve B fazlaliginda suberin sentezinin artmasinin
spesifik bir cevap oldugu ortaya ¢ikartilmigtir (Ghanati vd., 2005). Bor toksisitesinin hiicre
duvar1 modifikasyonu ile ilgili genlerin sentezini uyardigi bilinmektedir (Aquea vd., 2012).
2010 yilinda salatalik bitkisinde yapilan bir ¢alismada yiiksek B konsantrasyonunun (5
mM) kok uzamasini inhibe ettigi, ekspansin ve PME genlerinin ekspresyonunu up-regiile
ettigi ve PME enzim aktivitesini arttirdig1 tespit edilmistir. S6z konusu ¢alismada, hidrojen
stilfid uygulamasinin yiiksek bor konsantrasyonun neden oldugu toksik etkilerini ortadan
kaldirildig1 gozlenmistir (Wang vd., 2010).

1.3 Stresin Hiicre Duvar1 Uzerine EtKisi

Bitkiler yasamlar1 boyunca birgok ¢evresel strese maruz kalmaktadir. Bitkiler iizerinde
etkili olan biyotik (viriisler, bakteriler, mantarlar veya nematodlar gibi canli organizmalar)
ve abiyotik (kuraklik, sicaklik, tuzluluk, agir metal kontaminasyonu ve besin eksikligi gibi
cesitli olumsuz g¢evresel kosullar1) stres faktorleri bitki verimini ve yasamini olumsuz
etkilemektedir (Biiyliik vd., 2012; Gall vd., 2015). Ayrica B gibi topraktaki besin
maddelerinin konsantrasyonunda bir dengesizlik olmas1 bitki hiicre duvarlarini etkileyen

onemli abiyotik stres faktorii olabilmektedir (Tenhaken, 2015).

Bitkiler stres faktorlerinden kaginmak veya tolere edebilmek igin ¢esitli morfolojik,
fizyolojik ve biyokimyasal stratejiler gelistirmislerdir (Degenhardt ve Gimmler, 2000; Gall
vd., 2015). Hiicre uzamasini yavaslatarak biiylimenin azalmasi, stresin goriiniir en erken
etkisidir (Gall vd., 2015). Stres faktorlerinin meydana getirdigi etki bitkinin tiiriine,
tolerans ve adaptasyon yetenegine gore degisiklik gosterir (Bliylik vd., 2012). Bazi
bitkilerin tuz stresine karsi gelisimlerinde yavaslama ve koklerinin boyunda bir azalma
gozlenmistir. Agir metal stresine karsi ise bugday koklerinin ¢apinda azalma tespit
edilmistir. Bunlara ek olarak, bazi bitki tiirleri de savunma olarak kdk dokularinda hiicre

duvar kalinlagmalar1 gostermistir (Degenhardt ve Gimmler, 2000).
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Bitkiler, stres faktorlerinin olumsuz etkilerini azaltmak yada engelleyebilmek igin
molekiiler savunma mekanizmalarima sahiptir. Bu savunma mekanizmalart (a)
makromolekiillerin ve iyonlarin homeostasisi, (b) koruyucu molekiillerin sentezi, (c)
reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) olusumu ve detoksifikasyon olmak iizere iic gruba
ayrilmaktadir. Makromolekiillerin homeostasisi bitkilerin dehidrasyona karsi olusturdugu
temel cevap mekanizlarindan biridir. Iyon homeostasisi, su iletimi ve iyon dengesinin
diizenlenmesinde etkin olan akuaporinlerin ve iyon tasima sistemlerinin kontroli ile
saglanmaktadir. Strese karsi verilen molekiiler cevaplardan digeri ise diisilk molekiiler
agirlikl ¢6ziinen maddeler veya ozmolitler (sekerler, polioller, prolin gibi aminoasitler), 1s1
soku proteinleri (Heat-Shock Proteins, HSPs) ve ge¢ embriyogenez bagimli proteinler
(Late Embryogenesis Abundants; LEAs) gibi koruyucu molekiillerin sentezine
dayanmaktadir. Is1 soku proteinleri, hasarli ve/veya yanlis katlanmis proteinlerin hiicreden
uzaklastirilmasi gibi bir¢ok olayda rol oynamaktadir ve farkli stres kosullarini tolere etmek
icin sentezlenen molekiiler saperonlardir. Strese karsi verilen molekiiler cevaplardan
sonuncusu ise strese maruz kalmig bitkide ROS sentezi ve detoksifikasyonundan sorumlu

enzimatik ve non-enzimatik antioksidanlarin olusumudur (Biiytik vd., 2012).

Bitkilerde ROS’larin olas1 birgok kaynagi vardir. ROS bitkilerde fotosentez ve solunum
gibi normal metabolizma ile iliskili reaksiyonlarda iiretilebildigi gibi stres kosullar1 altinda
da iiretilmektedir (Mittler, 2002; Mittler vd., 2004). ROS’lar radikal olmayan bir atom
veya molekiilden bir elektron c¢ikmasiyla ya da atom veya molekiile bir elektron
katilmasiyla olusmaktadir. ROS’lar atmosferdeki oksijenin (O2) kismen indirgenmis
halidir. Hiicrede, singlet oksijen (*O,), siiperoksit anyonu (O7), hidrojen peroksit (H,05)
ve hidroksil radikali (OH") formlarinda dengeli durumda bulunmaktadir (Mittler vd.,
2004).

Hiicrede ROS miktar arttifinda antioksidan savunma sistemleri ve ROS {iretimi arasindaki
denge bozulmakta ve bitki oksidatif strese girmektedir. ROS miktar1 arttiginda lipit
peroksidasyonu, proteinlerin oksidasyonu, niikleik asit hasari, enzim inhibisyonu gibi
hasarlar olusmakta ve hiicre 6liimiine kadar gidebilmektedir (Biiyiik vd., 2012). Bitkilerde
stres kosullar1 altindaki bitkilerde ROS miktar1 normal kosullar altinda olan bir bitkiye
oranla 3-10 kat artis gdostermektedir (Breusegem ve Dat, 2006). Bitkilerin baslica ROS
formlarim1 ile savasan enzimleri siliperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT), askorbat

peroksidaz (APX), glutatyon peroksidaz (GPX) ve peroksiredoksin (PrxR)’dir (Mittler,
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2002; Mittler vd., 2004). Hiicrelerde SOD ve CAT veya APX enzim aktiviteleri arasindaki
denge, siiperoksit radikalleri ve hidrojen peroksitin kararli haldeki seviyelerinin
belirlenmesinde ¢ok 6nemlidir (Mittler vd., 2004). Hiicre ROS temizlenmesinden sorumlu
olan bu enzimler A.thaliana genomunda en az 73 gen tarafindan kodlanmaktadir ve sitozol,

vakuol, apoplast veya hiicre duvarinda bulunmaktadir (Mittler, 2002).

Stresin hiicre duvar1 biyosentez metabolizmasi tizerine etkisi fizyolojik, transkriptomik,
proteomik ve biyokimyasal olarak tartisilmaktadir. Stresin genel etkileri bitki tiiriine,
genotipine, yasina, strese maruz kalma siiresi ve stresin yogunluguna baglidir. Bu durum
hiicre duvarinin strese tepkisini agiklamayi zorlastirsa da iki ana mekanizma Onerilmistir.
Birincisi primer hiicre duvar plastisitesini saglayan RG-I’in dallanma derecesindeki artis
ile iliskili olarak ksiloglukan endotransglukosilaz / hidrolaz (XTH) ve expansin miktarinda
artma meydana gelmektedir. Ikincisi ise hemiseliiloz ve lignin birikimiyle sekonder hiicre

duvarinin kalinlagsmasidir (Gall vd., 2015).

Normal kosullar altinda biiyliyen bir bitki hiicresinde primer hiicre duvar1 polimerlerinin
biyosentezi hiicre icinde farkli yerlerde gerceklesmektedir. Hiicre duvari biyosentezi
sirasinda hemiseliiloz ve pektin, golgi aygitinda sentezlenerek apoplastik bosluga
salinirken, seliiloz sentezi direk plazma zarinda meydana gelmektedir. Duvar bilesenlerinin
organizasyonu apoplastta koordine edilmekte ve duvar uzamasi sirasinda yeniden
diizenlemektedir. Normal olmayan cevre kosullari altinda bitki hiicresinin biiylimesi
sirasinda primer hiicre duvar1 bilesimi degismektedir. Cesitli abiyotik stres faktorleri
primer hiicre duvarinin seliilloz, hemiseliiloz ve pektin icerigini degistirmektedir. Stres
kosullar1 altinda tolerant tiirlerde primer hiicre duvarinda selilloz ve ksiloglukan
biyosentezi meydana gelmektedir. Bu durum EXP (ekspansin) ve XTH (ksiloglukan endo
B-transglukosilaz/hidrolaz)  kodlayan  genlerin  ekspresyonlarinin  artmast  ile
iliskilendirilmektedir. Paralel olarak, arabinan ve/veya galaktan yan zincirleriyle
zenginlestirilmis Rhamnogalakturonan-1 (RG-I) seviyesi de artmaktadir. Hiicre duvari
yapisina katilmasi i¢in homogalakturonanin (HG) metil esterifikasyonu seviyesi PME
aktivitesiyle azalmaktadir. Strese karsi primer hiicre duvarinda meydana gelen bu
degisiklikler hiicre uzamasini nispeten devam ettirmektedir. Stres sartlarina duyarl olan
tiirlerde ise polisakkarit igeriginde azalma, hiicre duvar hidrolazlarinda (Endo-(1,4)-B-D-
glucanases, EGase) artis, bununla birlikte hiicre duvar1 biyosentezinde ve yeniden

sekillendirme enzimlerinde (PME, PG, SuSy) azalmaya bagli olarak hiicre duvarinda
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degredasyon gozlenmektedir. Abiyotik stres ayrica, hiicre uzamasi ve gelisimi i¢in gerekli
olan duvara iligkili kinazlar1 (Cell wall-associated kinases, WAKSs) da degistirebilmektedir.
Abiyotik strese karsi toleransa sahip bitkilerde, WAK kodlayan genlerin ifadesi
artmaktadir, bu durum salinan bitki hiicre duvar1 parcalarinin saptanmasi yoluyla hiicre
duvari/plazma membrant arayiiziinde stres algisin1 gostermektedir. Arabinogalaktan
protein (AGP), prolin agisindan zengin protein (Proline Rich Protein, PRP) ve glisin
acgisindan zengin protein (Glisine Rich Protein, GRP) de dahil olmak {izere diger hiicre
duvart proteinlerini kodlayan genlerin ekspresyonlari, abiyotik strese tepki olarak
indiiklenmekte, pektin veya hemiseliiloz ile kovalent olarak baglanarak duvarin

giiclenmesine katkida bulunmaktadirlar (Sekil 9A) (Gall vd., 2015).

Abiyotik stres faktorlerine karsi koyabilmek i¢in bazi bitkiler, hemiseliiloz ve seliiloz
sentezi ile sekonder hiicre duvart kalinlagmasini arttiran stratejiler uygulamaktadir.
Sekonder hiicre duvari kalinlagmasi lignin birikimiyle ilgilidir. Lignin yap:1 taglar1 olan
monolignoller, fenilpropanoid ve monolignole spesifik yolaklar ile fenilalaninden
sentezlenir. Monolignol biyosentezi ger¢eklestirilen bu yolakta fenilalanin amonyak-liyaz
(PAL), 4 koumarat CoA-ligaz (4CL), sinnamoil-CoA rediiktaz (CCR), kafeinat O-metil
transferaz (COMT) ve kafeoil-CoA 3-O-metil transferaz't CCoAOMT) igeren sitosolik
enzimleriyle birlikte endoplazmik retikulum (ER9 membranina bagh trans-sinnamat 4-
hidroksilaz (C4H) ve ferulat 5-hidroksilaz (F5H) enzim aktiviteleri gerekmektedir.
Monolignoller sentezlendikten sonra hiicre duvarina tasinmakta ve burada apoplastik
peroksidaz (PRX) ve lakkaz enzimleri tarafindan lignine polimerize edilmektedir (Sekil
9B). Stres kosullarinda bu mekanizma ile hiicre duvari geniglemesi ve hiicre uzamasi
azalmakta, boylelikle su kaybi ve dehidrasyona bagli hiicre ¢okiigiinii 6nlenebilmektedir
(Gall vd., 2015).
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Sekil 9: Abiyotik strese karsi bitki hiicresi duvar mekanizmasindaki degisimleri gosteren
model. A: Abiyotik stres faktorlerine maruz kalan bitkide primer hiicre duvari
(PCW) dinamiklerinin anahtar noktalar1 gostermektedir. B: Abiyotik strese maruz
kalan bitkide sekonder hiicre duvarinin (SCW) anahtar noktalar1 gosterilmektedir

(Gall vd., 2015).
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1.4 Brassinosteroidler: Genel Etkileri, Sinyalizasyonu ve Hiicre Duvar1 Uzerine

Etkileri

Bitki biiylime hormonlarinin yeni bir siifi olan brassinosteroidler (BR’ler), yapisal olarak
hayvan ve bocek steroid hormonlarina benzeyen bitki steroidlerinin spesifik bir grubudur
(Kagale vd., 2007; Xie vd., 2011). BR’ler kolestanin hidroksile edilmis tiirevleridir ve
sahip oldugu yan zincir uzunluguna gore, C27, C28 ve C29 olmak iizere li¢ sinifa
ayrilmaktadir. BR’lerin aktif formlar1 olan brassinolid (BL), 24-epibrassinolid (EBL) ve
28-homobrassinolid (HBL) c¢aligmalarda yaygin olarak kullanilmaktadir (Sekil 10). BR’ler
bitkinin biiyiiyen kisimlarinda sentezlenmekte, ancak polen, tohum, kok, govde, yaprak ve
cicek gibi kisimlarinda bulunmaktadir. Bununla birlikte bitki kisimlar1 arasinda BR

seviyesi farklilik gosterebilmektedir (Surgun vd., 2012).
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Sekil 10: Brassinosteroidlerin yaygin kullanilan formlari. Brassinolid (BL), 24-
Epibrassinolid (EBL) ve 28-Homobrassinolid (HBL)’in kimyasal yapist (Surgun
vd., 2012).

BR’ler bitkide cesitli gelisimsel ve fizyolojik olaylarin diizenlenmesinde yer almaktadir.
Diisiik miktarlarda dahi etkin olabilen BR’ler, hiicre boliinmesi, genislemesi ve uzamasi,

hiicre duvart rejenerasyonu, reproduktif organ gelisimi, tohum c¢imlenmesi, yaprak
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senesensi, vaskiiler farklilasma, ksilem farklilagsmasi, polen tiipi olusumu, biyokiitle ve
verim artig1 gibi biiylime ve gelisim siireglerinde diizenleyici olarak rol oynamaktadir
(Kagale vd., 2007; Surgun vd., 2012; Yusuf vd., 2017). Bitki biiylime ve gelismesindeki
onemli rollerinin yani sira BR’ler diisiik ve yliksek sicaklik, tuzluluk, kuraklik, agir metal,
patojen saldiris1 gibi cesitli stres faktorlerine karsi bitkinin adaptasyonunu saglayarak
bitkiyi korumaktadir (Kagale vd., 2007; Surgun vd., 2012; Gokdogan ve Biiriin, 2015a;
Yusuf vd., 2017). Stres kosullar1 altinda bitki toleransini1 ve tarimsal verimliligi artirmak
icin tohuma uygulama, yapraktan spreyleme ve besin ortamina ilave seklinde BR

uygulamalari yapilmaktadir (Gokdogan ve Biiriin, 2015b).

BR’ler plazma membraninda BRI1-ilgili reseptor kinazl (BAK1) ¢ekirdegi ile dimer halde
bulunan 16sin bakimindan zengin (leucine-rich repeat-LRRs) reseptor kinaz benzeri
(receptor-like kinase-RLK) Brassinosteroid Insensitivel (BRI1) tarafindan algilanmakta ve
bir dizi genin diizenlemesiyle sonuglanan sinyal iletim yolagi baslamaktadir (Belkhadir ve
Chory, 2006; Surgun vd., 2012; Krishna vd., 2017). BRI1 ve BAK1’in kinaz aktivitesine
sahip bolgeleri bir seri transfosforilasyona girer. BRI1 ile aktif hale gelen sinyal yolaginda
negatif regiilator Brassinosterois Insensitive2 (BIN2) inaktif hale gelirken BRI1-ethyl
methanefulsonate-suppressorl (BES1) ve Brassinazole Resistantl (BZR1) aktif hale
gelmektedir. Aktif haldeki BZR1, BR-biyosentez genlerini inhibe ederek hiicrede sentezi
durdurmakta, aktif haldeki BESI ise diger transkripsiyon faktorlerinin aktivasyonunu ve
BR tarafindan uyarilan hedef genlerinin ekspresyonunu tetiklemektedir. Ortamda BR
yoklunda BIN2 aktif hale gelir ve BZR1 ve BES1’1 inaktif hale getirir (Xie vd., 2011;
Surgun vd., 2012; Krishna vd., 2017). Sekil 11°de ortamda BR varliginda ve BR

yoklugunda aktiflesen sinyalizasyon mekanizmasi1 gosterilmektedir.
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Sekil 11: BR varliginda veya yoklugunda basitlesitirilmis BR sinyal yolaklari. A: BR
yoklugunda “BR(-)” ve (B) BR varliginda “BR (+)” BR sinyalizasyonu (Surgun
vd., 2012).

Bitkide BR’ler tiim dokularda sentezlenerek, sentezlendikleri bolgede lokal olarak rol
almaktadir. Bununla birlikte ekzojen olarak uygulanan BR hormonu kdokten alinarak
govdeye ve yapraga hizli bir sekilde tasinmaktadir (Surgun vd., 2012). A.thaliana'da
brasinosteroidlerin biyosentezi ve hormonun hiicre yiizeyinde algilanmasiyla ilgili yapilan
mutasyonlar sonucunda kii¢iik yapraklar ve bodur siirgiinlerle birlikte ciice bitkiler elde
edilmistir (Nakaya vd., 2002). Arabidopsis BR-sentezlemeyen veya BR-duyarsiz mutant
bitkiler ile yabani tipteki bitkiler karsilastirildiginda hiicre duvar seliiloz i¢eriginin mutant
bitkilerde daha az oldugu tespit edilmis ve BR’lerin CESA genlerinin ekspresyonunu
diizenledigi ortaya koyulmustur (Xie vd., 2011). Ayrica BR-sentezlemeyen Arabidopsis
mutantlarinda hiicre duvar1 gevseme mekanizmasinda rol oynayan XET fonksiyonu
tanimlanan TCH4 geninin mRNA seviyesinin yabani tip bitkilere nazaran diisiik oldugu

gorilmistiir (Catterou vd., 2001).

BR’lerin bitki biiyiimesini nasil kontrol ettigi heniliz tam olarak aciklanamamistir. Fakat
hiicre uzamasi ve genislemesi sirasinda yeni hiicre duvari polimerlerinin sentezlenmesi
gerekmektedir. Bitki biiyiimesinde BR’lerin bazi CESA genlerinin ifadesini diizenledigi
tespit edilmistir. BR sinyalinin algilanmasiyla BES1 transkripsiyon faktorii aktif hale
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gelmektedir. Primer hiicre duvari biiyiimesi sirasinda CESA1, CESA3 ve CESAG genlerinin
promotor bolgelerini uyararak ekspresyonlarini artirmakta ve seliilloz biyosentezini tesvik
etmektedir. Ayrica BR’ler 1sikta CESA6°nin islevini kismen yerine getirerek ciice fenotipin
olusmasini 6nleyen CESA2, CESA5, CESA9 ve/veya CESA10 genlerinin ekspresyonlarini
artirirarak primer hiicre duvari sentezini gergeklestirmektedir. Sekonder hiicre duvari
biiyiimesi sirasinda ise BR’ler CESA4 ve CESA8 genlerinin ekspresyonlarmi tesvik
etmektedir. Ozetle, ortamda BR oldugu zaman olusan sinyal ile primer ve sekonder hiicre

duvar biyosentezinde rol oynaran CESA genlerinin ifadesi diizenlenmektedir (Sekil 12)

(Xie vd., 2011).

BR sinyali
BR1
BiSl
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Sekil 12: Bitki biiyiimesinde BR tarafindan regiile edilen CESA genlerinin modellenmis
aciklamasi. BR sinyalizasyonu BESI1 transkripsiyon faktorleri aktif etmekte ve
BESI’in CESA1, CESA3 ve CESA6’nin promotor bolgesindeki E-box’lara
baglanmasim1 tesvik ederek birincil gelismesi (primary growth) boyunca
ekspresyolarini arttirmaktadir. BES1 ayrica ikincil gelisim (sekondary growth)
icin CESA4 ve CESA8 ekspresyonlarini da arttirmaktadir. CESA genleri hiicre
uzamasinda hiicrelerin mimarisini siirdiirmek icin daha fazla seliilloz saglar. BR
sinyallesmesi kismen CESA6’nin fonksiyonu yerine gecen CESA2, CESAS5,
CESA9 ve CESA10 genlerinin ekspresyonlar1 da regiile etmekte ve pcrl-1 ciice
fenotipini de kurtarmaktadir. PHD: Primer hiicre duvari, SHD: Sekonder Hiicre
duvari, CSC: Seliiloz sintaz kompleksi (Xie vd., 2011).
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Biiyiime iizerinde etkili olan BR hormonunun hiicre duvart biyosentezindeki diger bir
gorevi de pektin bagimli hiicre homeostasisini saglamaktir. Pektinler, pektin metil esteraz
enzimi (PME) tarafindan modifiye edilebilen kompleks hiicre duvar1 polimerleridir.
Bitkilerde PME aktivitesiyle ilgili yapilan genetik ¢alismalar ile BR sinyal yolaginin
aktivasyonu sonucunda biiylime davraniginda belirgin degisiklikler meydana getirdigi
sonucuna ulagilmistir. Biiyliyen hiicrelerde hiicre duvarinin biitlinliigii, 6nce hiicre duvari
gevsemesini (Ca+2 / pektat capraz baglarinin uzaklastirilmas: gibi) ve sonrada duvar
sertligini (yeni Ca*?/ pektat capraz baglarin iiretilmesi gibi) saglayan siiregler arasindaki
denge ile saglanmaktadir. Pektin, pektin metil esteraz enzimleriyle esterlenerek yiiksek
metil esterlenmis formda duvarda c¢okelir. Bu islem endojen pektin metilesteraz
inhibitorleri (PMEI) ve kimyasal inhibitor olan katekin tiirevi (-) - epigallokatekin gallate
(Catechin-derivative (-)-epigallocatechin gallate, EGCG) tarafindan engellenebilir. PME
aktivitesinin inhibe edilmesi sonucunda tam olarak aydinlatilamamis bir mekanizma ile
BRI1 reseptorii ve/veya bir downstream BR sinyal bileseni aktiyasyonu saglanmaktadir.
Sonucunda da hiicre duvar1 modifiye edici PME genlerinin transkripsiyon artis meydana
gelmektedir (Sekil 13). Bitkilerin sahip oldugu bu mekanizma ile farkli ortamlarda normal

biiylime siirecinde hiicre duvarmin mekanik homeostasisi kontrol edilebilmektedir (Wolf

vd., 2012).

Ca-pektat
cagraz baglan

f---- Pektat Pektin
3 . Pt EGCG
- ’ }_
J PME PMEI
S/ 4
BRI1 K
|
l PME gen

Duvar gevsetici
+— BZR]-/Z —>transkriptleri

gen transkriptleri

Sekil 13: Bitki hiicre duvari homeostasisinde brasinosteroid feedback sinyali aracilik
etmektedir (Wolf vd., 2012).
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1.5 Literatiir Ozetleri

Richard vd. (1994) hiicre duvarinda meydana gelen pektin degisikliklerini agiklayabilmek
icin PME genlerini arastirmiglardir. Bu amacla diger bitkilerle sekans benzerligi gosteren
A. thaliana cDNA kiitiiphanesinden 1970 bp uzunlugunda ve 64,1 kDa’lik protein
kodlayan AtPME] dizisini izole etmislerdir. Bitki dokularina spesifik olarak gore yapilan
Nothern blot analizleri sonucu AtPME1’in gen¢ yaprak ve tomurcuklarda mRNA
seviyesinin yiiksek, rozet yapraklar, sap ve govde yapraklarinda diisiik, kokte ise neredeyse
saptanamayacak diizeyde oldugu bulunmustur. Ayrica izoelektrofokus analizleri iic PME1
izoformunun oldugunu, bunlardan 4,9 ve 9,1 pl degerine sahip olanlarin kokte, 5,7 pl
degerine sahip diger izoformun ise ¢i¢ceklenme donemiinde yiisek seviyede bulundugunu

gostermistir.

Hu vd. (1996) bor elementinin hiicre duvari ile iligkisini agiklamak amaciyla A.thaliana
bitkisine ait yaprak drneklerinde bor ve hiicre duvari bilesenlerini analiz etmislerdir. Borun
farkli konsantrasyonlarinda hiicre duvarinda bulunan {ironik asit, ramnoz ve galaktoz
miktarlarmi belirlemislerdir. Calismanin sonucunda, hiicre duvarinda bulunan pektin

konsantrasyonunun dokunun bor ihtiyacina ve bor eksikligine gore degistigi sonucuna

ulagmiglardir.

Catterou vd. (2001) yaptiklar1 ¢alismada hiicre uzamasininda mikrotiibiil organizasyonunu
aydinlatmak igin yabanil tip A.thaliana ile uzama bdolgesi baskilanan bull-1 mutantin
karsilastirmislardir. Indirekt immunofloresan analizi ile mutant bitkilerde ¢ok az sayida a-
tubulin oldugu go6zlenmistir. BR uygulamasindan sonra mutant bull-1 bitkilerinde

miktotiibiil organizasyonun yeniden etkin oldugunu tespit edilmistir.

Yapilan diger bir ¢alismada Nakaya vd. (2002) A.thaliana yabanil tip ile brassinosteroid
det2 ve dwfl mutantlarin1 yaprak genislemesini ve hiicre sayisim1 karsilastirmislardir.
Mutant bitkilerde yaprak genislemesinin daha erken bittigi ve yaprak basina daha az hiicre
diistiigiinii ortaya koymuslardir. Bununla birlikte, ekzojen BR uygulamasinin det2

mutantlarinda yaprak biiytikliigiiniin restore ettigini rapor etmislerdir.

Wolf vd. (2003) tarafindan A.thaliana polenlerinde ifade edilen pektin metil esteraz

inhibitorlerinin tanimlanmasi hedeflenmis ve yapilan calismada iki pektin metil esteraz
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inhibitoriiniin (AtPMEI1 ve AtPMEI2) analizi yapilmistir. Rekombinant AtPMEIl ve
AtPMEI2 proteinlerinin fonksiyon analizleri sonucunda her iki proteinin de PME
aktivitesini inhibe ettigi tespit edilmistir. Real-time PCR ile AtPMEI1 ve AtPMEI2
genlerine ait mRNA’lari bitki gelisim siirecinde ¢iceklerde yliksek seviyede ekspresyon

gosterdigi ortaya konulmustur.

Hamann vd. (2004) vyaptiklar1 ¢alismada A.thaliana’da CESA ve CSL genlerinin
ekspresyon diizeylerini belirlemeye c¢alismiglardir. Bu amagla Affymetrix gen ¢ipi
kullanarak 10 CESA ve 29 CSL geninin farkli biiyiime donemlerinde ve organlardaki
ekspresyon diizeyleri belirlenmistir. Caligma sonucunda bir¢ok genin ¢esitli organlarda
farkli ekspresyon seviyeleri gosterdigini tespit etmislerdir. Bazi CESA genlerinin incelenen
tim dokularda yiiksek diizeyde ekspresyon gosterirken, ¢ok az sayidaki CSL geninde
benzer sonug ile karsilasilmislardir. Genlere ait ekspresyon verilerinden yola ¢ikarak
primer ve sekonder hiicre duvari olusumunda CESA genlerinin ¢ok 6nemli oldugu, CSL
genlerinin ise daha kiiclik duvar bilesenlerini sentezlemek i¢in gerekli enzimleri

kodladiklar1 ya da belirli hiicre tiplerinde eksprese edildikleri sonucuna ulagmislardir.

Raiola vd. (2004), yaptiklar1 ¢alismada A. thaliana’da pektin metil esteraz inhibitorii
kodlayan 2 geni (AtPMEI-1 ve AtPMEI-2) tanimlamuslar ve karakterize etmislerdir. Bu iki
proteinin kivi meyvesinin hiicre duvarindaki pektin metilesteraz inhibitorleri ile benzer
ozelliklere sahip oldugunu ve bitki kaynakli metil esteraz enzimlerini inhibe ettigini ortaya

koymuslardir.

Kwon vd. (2005), A.thaliana’da hiicre duvari olusum mekanizmasini agiklamak amaciyla
protoplast hiicre kiiltiiriinde hiicre duvar1 rejenerasyonu siiresince hiicre duvari bosluguna
salgilanan proteinleri analiz etmislerdir. Arastiricilar, 2 boyutlu jel elektroforezi (2-D
PAGE) ve matris destekli lazer desorpsiyon iyonizasyon kiitle spektrometrisi (MALDI-
TOF / MS) yontemleriyle hiicre duvari olusumu ve genislemesi boyunca post translasyonel

modifikasyonlardan sorumlu ¢ok sayida protein varligini ortaya koymuslardir.

Feiz vd. (2006), yiiksek oranda hiicre duvari proteini elde etmek ve tanimlamak i¢in birkag
hiicre duvari izolasyon yontemlerimini degerlendirmis ve yeni modifiye bir izolasyon
protokolii ortaya koymuslardir. Yeni protokolii A. thaliana hipokotilleri iizerinden

gelistirmisler ve tuz ekstraksiyonundan sonra diger prosediirlere oranla daha ¢ok protein
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elde edildigi, deterjan uygulamasiyla da hiicresel proteinlerin uzaklastirildigi sonucuna

ulagsmiglardir.

Wieczorek vd. (2006) calismalarinda Arabidopsis koklerinde parazitler tarafindan
sinsityum olusturulurken ekspansin gen ailesi iiyelerinin nasil etkilendigini arastirmak
amaciyla 26 EXPA ve 3 EXPB geninin cDNA kiitiiphanesinden farkli primerler kullanarak
sinsityumlarin transkriptlerini incelemislerdir. Sinsityum olusumu sirasinda hiicre duvari
bliylimesi ve hiicre duvari ayrisiminda ekspansin genlerinin ihtiyaca gore spesifik olarak

diizenlendigi ortaya koyulmustur.

Persson vd. (2007) yaptiklar1 calismada A.thaliana’da hiicre duvarinda seliiloz birikiminde
CESA genlerinin etkisini ortaya koymaya calismiglardir. CESA gen ailesinin farkli
genlerinde meydana gelen mutasyonlar1 degerlendirdiklerinde 6liimciil sonuglarla
karsilagsmislardir. Calisma sonucunda, CESA1l, CESA3 ve CESA6 genlerinin mutlak
gerekliligini ortaya koyulmustur.

Liu vd. (2007) yaptiklar1 caligmada Arabidopsis te XTH21 geninin islev kayb1 olan mutant
hatlarindan yararlanmiglardir. Analizler sonucu, AtXTH21 geninin ksiloglukan agirligini ve
seliiloz depolanmasini degistirerek hiicre duvarit uzamasini etkiledigini, bunun sonucunda

da kok biiyiimesinde 6nemli rol oynadigin1 géstermislerdir.

Kasajima ve Fujiwara (2007), yiiksek bor konsantrasyonuna maruz birakilan Arabidopsis
thaliana bitkilerinde transkriptom analizi ile ekspresyonu degisen genleri tespit etmislerdir.
Bu genlerden iki tanesine ait transkipt kokte [At1g03770 (transkripsiyon faktdr) ve
At5g57340] fazla miktarda bulunurken yedi tanesinin ise yaprakta (At2g04040,
At2g04050, At2g04070, Atlg32870,At5g51440, At2g21640) fazla miktarda oldugunu

tespit etmislerdir.

Camacho-Cristobal vd. (2008a) yaptiklar1 calismada A.thaliana koklerinde bor eksikliginin
hiicre duvar1 genlerinin ekspresyonu {izerine etkisini arastirmislardir. Bu amacla 2 uM B
igeren hidroponik ortamda yetistirdikleri bitkileri daha sonra 6 ve 24 saat bor bulunmayan
ortama aktarmiglardir. Transkriptom analizi sonucunda B eksikliginin hiicre duvart ile ilgili

birka¢ genin (arabinogalaktan proteini, ksiloglukan endotransglikozozaz / hidrolaz,
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poligalakturaz, pektat liyaz, pektin metilesteraz, seliiloz sintaz benzeri genler ve ekspansin

gen ailelerine ait genler) ekspresyonunu azalttigini tespit etmislerdir.

Peaucelle vd. (2008), A. thaliana’nin meristem dokusununda pektin metilesteraz (PME)
enzim aktivitesini incelemislerdir. Hiicre duvar1 yapisi ve islevlerini modiile eden PME
enziminin hiicre duvarindaki pektik polisakkaritlerin de-metil esterefikasyonuyla
Arabidopsis siirgiin apikal meristemine eslik eden ¢i¢ek primordiyasinin olusumunda rol

aldigin1 ortaya koymuslardir.

Park vd. (2009) A.thaliana’da AtEXPAS geninin BR hormonunun hedef geni olma
thtimalini arastirmiglardir. Ekzojen olarak brassinosteroid hormonu uygulandiginda
A.thaliana’nin toprak stii kisimlari, 6zellikle ¢igek sap1 ve ¢igeklerinde agirli olarak ifade
edilen AtEXPA5 geninin, ekspresyonunun arttigini gézlemlemislerdir. AtEXPAS geninin
ekspresyonu BR-sentezlemeyen (det2) ve BR-duyarsiz (bri1l-301) mutantlarinda azalirken,
BR dominant mutant1 bzrl-/D 'de ise ekspresyonun arttigi tespit edilmistir. Cift mutasyona
sahip olan bzrl-1D*expA5-1 mutanti ise bzrl-1D mutantina kiyasla daha az oranda
bliyiime gostermistir. Ayrica bzrl-1D mutantinin brassinazole karsi olan direnci bzrl-
1D*expA5-1 mutantinda ortadan kalkmistir. Elde edilen bu sonuglar ile AtEXPAS geninin
brassinosteroid sinyaliyle kontrol edilen biiylime diizenleyici bir gen oldugunu

ispatlamislardir.

Zhang vd. (2010) calismalarinda Arabidopsis’te stoma agilmasinda ekspansin geni olan
AtEXPAL’in etkisini ortaya koymuslardir. AtEXPAL geninin over-ekspresyonu ile stoma
acilmasi hizlanmigtir. AtEXPAL transgenik hatlarmin stoma hiicrelerinin, yabanil tip

bitkilerden daha diigiik hacimsel elastik modiile sahip oldugu sonucuyla karsilagmislardir.

Xie vd. (2011) yaptiklar1 ¢calismada Arabidopsis’te BR mutantlari ile yabanil tip bitkilerin
seliiloz igeriklerini ve CESA genlerinin ekspresyon seviyelerini belirlemislerdir. Yaptiklar
kromatin immiinopresipitasyon deneyleri ve genetik analizler sonucu BR’lerin baz1t CESA

genlerinin eksresyonunu diizenledigini tespit etmislerdir.

Wei vd. (2011) normal sartlar altinda yetistirdikleri yabanil tip A.thaliana bitkisinde bekgi
hiicrelerini arastirmakta ve stomal acikligin AtEXPAL tarafindan diizenlendigini ortaya

koymuslardir. Bitkide terleme ve fotosentez oraninda artis meydana geldigi zaman bitki
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kuraklik toleransini artirmak i¢in ekspansin tarafindan diizenlenen stomal acikligin

modifiye edilebilecegini ortaya koymuslardir.

Singh vd. (2011) yaptiklar1 ¢alismada bir giil ¢esidi olan Rosa bourboniana bitkisinde
yaprak ve meyve dokiilmesine siirecinde etilen iligskili ROXTH1 ve RbXTH2 genlerinin
ekspresyonlarini arastirmislardir. Farkli dozlarda ve siirede etilene maruz kalan bitkilerde
Real-Time PCR yontemiyle RbXTH1 ve RbXTH2 ekspresyon seviyelerini
karsilastirdiklarinda absisyon islemi basladiktan kisa siire sonra genlerin ekspresyonunun
hizla arttig1 ve bununla birlikte etilen muamele edilen bitkilerde transkripsiyonlarinin daha
hizli arttigi sonucuna ulagmislardir. Etilene maruz kalan bitkilerde RbXTH1 geninin
ekspresyonu dokuya spesifik olarak diizenlenirken RbXTH2 geninin ekspresyonunun
dokudan bagimsiz oldugu ortaya koyulmustur. Elde edilen sonuglar XTH’larin XET
aktivitesiyle ksiloglukanlar1 hiicre duvarinda yeniden biginlendirerek absisyon siirecinde

hiicre boliinmesi i¢in 6nemli oldugunu gostermektedir.

Liu vd. (2014) calismalarinda farkli miktarlarda bor uyguladiklar1 portakal bitkilerini
kimyasal ve enstrumental analizlerle ( XPS ve FTIR) arastirmislardir. Borun yetersiz/eksik
oldugu ortamda yetisen bitkilerde yapraklarda kivrilma ve sadece yapragin iist yiizeyinde
klorozis goriilmiistiir. Bor eksikliginde yapragin hem {ist hem de alt yiizeyinde hemiseliiloz
ve selilloz konsantrasyonlar1 artarken kovalent bagli pektin miktariin 6nemli 6lgiide

azaldigini ortaya koymuslardir.

Surgun vd. (2016a) bor toksisitesine maruz birakilan A.thaliana’da ekzojen uygulanan
EBL’nin bor akiimiilasyonu, antioksidan sistem ve biiylime iizerine etkisini aragtirmislar ve
EBL’in borun toksik etkilerini kismen iyilestirdigini tespit etmislerdir. 0.80 ve 1.60 uM
borik asit ile muamele ettikleri fidelerin yapraklarina spreyleme teknigi ile EBL (0.01 ve 1
uM) uyguladiklarinda pigment (klorofil ve karotenoid) igeriginde ve biiylimede artig
saptamiglardir. Bor toksisitesi altinda antioksidan enzim aktivitesi ve prolin igerigi
artmistir. EBL uygulamasi sonrasi ise antioksidan enzim aktivitesinin ve prolin igeriginin
daha da arttigimmi tespit etmislerdir. Ayrica bor toksisitesinde bitkilerde gozlenen yiiksek

lipid peroksidasyonunda EBL uygulamasi sonras1 azalma meydana gelmistir.

Surgun vd. (2016b) diger bir ¢alismalarinda A.thaliana’da yiiksek konsantrasyondaki

borun neden oldugu stres iizerine EBL’in etkilerini transkripsiyonel diizeyde
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aragtirmiglardir. Bu amagla yiiksek konsantrasyonda borik asit ile maruz birakilan bitkilere
ekzojen olarak EBL uygulamislar ve bor tasiyici genlerin (BOR1-4), yiiksek bor ile
indiiklenen genlerin (MATE, Hsp-benzeri), BR ile indiiklenen genlerin (Hsp70-4, Hsp90-1)
ve diger stresler ile iliskili (LTI/COR78, LEA4-5) genlerin ekspresyonlarni semi-kantitatif
RT-PCR ile aragtirmislardir. BA uygulamasi yaprak ve kok dokularinda BOR1 ve BOR3
gen ekspresyonlarini azaltmis ve yilksek konsantrasyonda EBL uygulamasi kok
dokularinda bu genlerin eksprsyonlarii daha da azaltmustir. Yiiksek bor toksisitesi
altindaki fidelerde 1 uM EBL uygulamasi her iki dokuda MATE ve Hsp-benzeri genlerin
ekspresyonlarini artirmistir. EBL'nin yiliksek konsantrasyonunun, kokte LTI / COR78
geninin ekspresyonunu arttirmis ve yaprak dokusunda LEA4-5 geninde daha etkili oldugu
bulunmustur. Arastirma sonucunda ekzojen EBL uygulamasinin Arabidopsis thaliana'da
yiiksek konsantrasyonda bor sartlarinda stres yanitlarin1 molekiiler diizeyde etkiledigini

rapor etmislerdir.
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BOLUM 2

MATERYAL ve YONTEM

2.1 Materyal

Tez ¢alismasinda kullanilan yabanil tip Arabidopsis thaliana (L.) Heynh Columbia (Col 0)
tohumlar1 Belcika Antwerp Universitesi, Molekiiler Bitki Fizyolojisi ve Biyoteknoloji
Laboratuvarindan temin edilmistir. Arabidopsis thaliana, 20-25 cm boya kadar
biiyiiyebilen, tek yillik otsu bir bitkidir. 2000 yilinda DNA dizilemesi tamamlanan {igiincii
canli ve ilk bitki olan A.thaliana 2n=10 kromozomunda 25000 dolayinda gen icermektedir
(Kaul vd., 2000; Meinke vd., 1998). A.thaliana L. Heynh bitkisine ait sistematik bilgiler
Tablo 1’de verilmistir (Davis, 1965):

Tablo 1: Arabidopsis thaliana (L.) Heynh’in sistematigi

Alem Plantae

Bolim Magnoliophyta
Sif Mangoliopsida
Takim Brassicales
Familya Brassicaceae

Alt familya  Brassicoideae
Cins Arabidopsis
Tiir Arabidopsis thaliana

2.2 Yontem

Tez caligmasi kapsaminda oncelikle bitki materyali yetistirildikten sonra borik asit ve/veya
24-Epibrassinolid  uygulamalart  yapilmis ve ardindan  molekiiler analizler

gerceklestirilmistir.
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2.2.1 Bitki Materyalinin Yetistirilmesi

Tez calismasinda kullanilan Arabidopsis thaliana bitkileri Surgun vd. (2012) tarafindan
modifiye edilen hidroponik ortamda yetistirilmistir. Sistem su sekildedir: 1.5 ml’lik plastik
tiipler iistten 1 cm, alttan ise 1,5 cm olacak sekilde kesilmistir. Daha sonra kesilen tiiplere
agar delici yardimiyla kesilen tas yiinleri ¢ok bastirilmadan yerlestirilmistir. Opak plastik
kaplar (28 cm boyunda, 20 cm eninde ve 10 cm yiiksekliginde) hidroponik ortam tanki
olarak kullanilmistir. Hidroponik tanklarinin igine yerlesecek sekilde kesilen ince
straforlarin iizerine plastik tlipler i¢in uygun delikler acilmistir. Tag yiinleri ile doldurulan
tiipler straforlarin tizerindeki deliklere yerlestirilmis ve uniform bir ¢imlenme saglamak
amaciyla tag yiiniliniin Gist kistmlarma 200 pl % 0.7°lik plant agar (Duchefa Biochemie,
Almanya) eklenmistir. Agar katilastiktan sonra tohumlar her tiipe 3-4 tane olacak sekilde
ekilmigtir. Sivi besin ortami olarak MGRL (Fujiwara vd., 1992) kullanilmis ve tohum
ekiminin ardindan ilk ¢ giin boyunca hidroponik tanklarin iizeri stre¢ film ile
kaplanmigtir. Ug giiniin ardindan stre¢ film kaldirilmis ve gimlenen tohumlar her tiipte 1
bitki olacak sekilde seyreltilmistir. 10-12 giinlin ardindan gelisen kokler tiiplerin alt
kismindan goériinmeye baslanmistir. Calisma boyunca tiim bitkiler bitki biliylitme kabininde
(Aralab, Portekiz) 150 pmol m™ s, 22+2 °C, 16 saat giindiiz/ 8 saat gece fotoperiyodik
kosullarda inkiibe edilmistir.

Besin Ortaminin Hazirlanmasi: Tez c¢alismasi kapsaminda hidroponik ortam olarak

kullanilan MGRL s1vi besin ortaminin igerigi su sekildedir: 1.75 mM sodyum fosfat
tamponu (pH: 5,8), 1.5 mM MgSO,, 2.0 mM Ca(NOgs);, 3.0 mM KNOs;, 6.7 uM
Na;EDTA, 8.6 uM FeSO4, 10.3 pM MnSOy, 150.0 uM H3BO3 1.0 pM ZnSO4, 24.0 nM
(NH4)sM07044 130.0 nM CoClyve 1 uM CuSOq,

Bes litre MGRL s1v1 besin ortami i¢in 87.5 ml sodyum fosfat tamponu (pH:5.8), 1.845 g
MgSQO,.7H,0, 2.36 g Ca(NOs3),.4H,0, 2 g KNO3 0.124 g Na,EDTA.2H,0, 0.011 g
FeSO,7H,0, 0.008 g MnSQO,4 H,0, 0.46 g H3BO3 0.001 g ZnS0O,.7H,0, 0.000149 ¢
(NH4)sM070,4.4H,0, 0.00015 g CoCl,.6H,0 ve 0.0012 g CuS0O4.8H,0 alinarak bir miktar
dH,0 iginde tamamen ¢Oziinmeleri saglanmis ve son hacim 5 litreye tamamlanmuistir.

Hidroponik besin ortam1 haftada 2 kez degistirilmistir.
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2.2.2 Caliymada Kullanilan Borik asit ve 24-Epibrassinolid Konsantrasyonlarinin

Belirlenmesi

Tez calismasinda borik asit icermeyen (0 uM) ve yiiksek borik asit konsantrasyonu (3000
puM) olmak tizere iki farkli konsantrasyon belirlenmistir (Kasajima ve Fujiwara, 2007).
Yapilan literatiir calismalar1 kapsaminda 24-Epibrassinolid (EBL) konsantrasyon 1 uM
olarak belirlenmistir (Kagale vd., 2007, Behnamnia vd., 2009, Surgun vd., 2016a,b).
Oncelikle EBL hormonuda (Sigma E-1641) konsantrasyonu 1 mg ml™ olacak sekilde stok
solusyonu olarak hazirlanmistir. Bunun i¢in 10 mg hormon 1 ml absoliit etanol iginde

coziilerek son hacim %70’lik etanol ile 10 mI’ye tamamlanmuistir.
2.2.3 Bitkilere Uygulamalarin Yapilmasi

Tez ¢alismasi kapsaminda hidroponik sistemde kontrol ortaminda yetistirilen bes haftalik
ve on haftalik bitkiler 0 veya 3000 uM BA ve/veya 1 uM EBL igeren besin ortamlarina
aktarilmis ve 24 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonrasi her uygulamaya ait rozet
yaprak ve kok ornekleri alinarak sivi nitrojen i¢inde dondurulmus ve hemen ardindan RNA
1zolasyonu asamasina ge¢ilmistir. Kontrol ve sadece EBL igeren besin ortaminda borik asit
konsantrasyonu MGRL solusyonunun igeriginde belirtildigi gibi 150 uM’dir. Grafik ve
tablolarda 0 uM borik asit uygulamasi “-BA”, 3000 uM borik asit uygulamas1 “+BA”, 1
uM EBL uygulamas: “EBL” ve kontrol uygulamas1 “K” olarak kisaltilmistir (Tablo 2).
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Tablo 2: Bes ve on haftalik A.thaliana bitkilerine 24 saat siireyle yapilan uygulamalar

Bes haftalik bitkiler On haftalik bitkiler

Uygulamalar

Borik asit (uM) EBL (uM) Borik asit (uM) EBL (uM)

Kontrol 150 - 150 -
EBL 150 1 150 1
-BA 0 - 0 -
-BA + EBL 0 1 0 1
+BA 3000 - 3000 -
+BA + EBL 3000 1 3000 1

2.2.4 Rozet Yaprak ve Kok Orneklerinden RNA izolasyonu

Alt1 farkli uygulama grubuna (kontrol, EBL uygulamasi, BA i¢ermeyen ortam (0 uM), BA
icermeyen ortam ve EBL uygulamasi, yliksek konsantrasyonda BA uygulamasi, yiiksek
konsantrasyonda BA uygulamasi ve EBL uygulamasi) ait bitkilerin rozet yaprak ve kok
orneklerinden RNA izolasyon kiti (Zymo Research-R2024, USA) kullanilarak RNA
izolasyonlar1 yapilmistir. Uygulanan kit protokolii su sekildedir:

e Yaklasik 100-150 mg kok ve rozet yaprak ornekleri (5’er bitkiye ait kok ve
yaprak Ornekleri birlestirilmistir) soguk havanda sivi nitrojen yardimiyla ezilmis
ve 800 ul RNA lizis soliisyonu eklenerek ezme islemine devam edilmistir.

e Lizat pipet yardimiyla ZR Bashing Bead Lysis Tube’e transfer edilmis ve 14000
rpm’de 1 dak. (4°C) santrifiij edilmistir.

e Santrifiij sonras1 400 pl siipernant, icinde Zymo-Spin IIIC Column bulunan tiipe

aktarilarak 8000 rpm’de 30 san. (4°C) daha santrifiij edilmistir.
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e Santrifiij sonrasi IIIC Column atilmis ve tiipte kalan slipernatant iizerine 0.8 hacim
etanol (% 95-100) eklenmistir..

e Karisim Zymo-Spin IIC Column bulunan tiipe aktarilarak 14000 rpm’de 30 san.
(4°C) santriflyj edilmistir.

e Santrifiij sonras1 Column’dan tiipe gegen kisim atilmistir. Zymo-Spin [1C Column
yeni bir tlipilin i¢ine yerlestirilmis ve tizerine 400 ul RNA Prep Buffer eklendikten
sonra 14000 rpm’de 1 dak. (4°C) santrifiij edilmistir.

e Zymo-Spin IIC Column’dan tiipe gegen kisim tekrardan atilmis ve [1IC Column
yeni bir tiipiin i¢ine alinmistir.

e |IC Column’a 800 ul RNA Wash Buffer eklenerek 14000 rpm’de 30 san. (4°C)
santrifiij edilmistir.

e Santrifiij sonrasi tliipe gecen kisim atilmig ve I1C Column ayni tiipe yerlestirilerek
bu basamak 400 ul RNA Wash Buffer ile tekrar edilmistir.

e Zymo-Spin IIC Column yeni tiip igine yerlestirilerek 14000 rpm’de 2 dak. (4°C)
santrifiijlenmis ve RNA Wash Buffer’in tamamen uzaklagmasi saglanmistir.

e Zymo-Spin IIC Column dikkatli bir sekilde niikleaz igermeyen yeni tiipe
aktarilmis ve 30 pul ddH20 column tam ortasina gelecek sekilde yavasca eklenerek
1 dakika inkiibe edilmistir.

e Son olarak Column 12000 rpm’de 30 san. (4°C) santrifiijlenerek RNA’nin

columndan tamamen inmesi saglanmistir.

2.2.5 RNA’nin Kantitatif ve Kalitatif Tayini

Bes ve on haftalik bitkilerin rozet yaprak ve kok dokularindan izole edilen RNA
orneklerinin miktarlar1 ve saflik oranlari (A260/A2s0) Multiskan™ FC Mikroplate Fotometre
(Thermo Scientific, ABD) cihazi kullanilarak belirlenmistir (Tablo 3 ve 4). Ayrica bes ve
on haftalik bitkilerden izole edilen RNA Orneklerinin biitiinliigli ve kalitesi yatay jel
elektroforezi kullanilarak % 1,2’lik agaroz jelde 70 voltta 120 dak. yiiriitilerek
belirlenmigtir. Jeller UV 1s1k altinda Fusion FX7 imaging system, (Vilber Lourmat,

Almanya) kullanilarak goriintiilenmistir.
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Tablo 3: Birinci grup (5 haftalik) bitkilerin rozet yaprak ve kok orneklerinden izole edilen

RNA miktarlar1 ve saflik oranlari

ng/ul Saflik oranlari Aoso Aogo
Uygulamalar
Yaprak Kok  Yaprak Kok  Yaprak Kok  Yaprak Kok

Kontrol 834 966 223 211 102 0118 0459 0.0561
EBL 285 135 218 215 0349 0165 0.6  0.0769
-BA a44 851 2921 207 0544 0104 0246 0.0503
BA+EBL 192 143 217 214 0236 0176 0.109 0.082
+BA 288 74.7 29 207 0353 0.0915 0.16 0.0441
+BA+EBL 977 89.3 217 207 034 0109 0.157 0.0529

Tablo 4: Ikinci grup (10 haftalik) bitkilerin rozet yaprak ve kok drneklerinden izole edilen

RNA miktarlar1 ve saflik oranlari

ng/pl Saflik oranlar1 Aoeo Aogo

Uygulamalar
Yaprak Kok  Yaprak Kok  Yaprak Kok  Yaprak Kok
Kontrol 924 852 29 2.09 1.13 1.04 0514 0.498
EBL 656 440 29 2.06 0.803 0.539 0.365 0.262
-BA 675 291 299 201 0.827 0.356 0.373 0.178
-BA + EBL 510 544 299 203 0.625 0.666 0.281 0.329
+BA 676 678 223 2.06 0.829 0.831 0.372 0.404
+BA + EBL 764 428 224 207 0.935 0.524 0.418 0.254
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Kalitatif analiz icin %1.2’°lik agaroz jel hazirlanmasi ve RNA 6rneklerinin yiiklenmesi: 2,4

g agaroz (Multicell, Kanada) 200 ml 1X TAE (Tris-Asetik Asit-EDTA) (Multicell,

Kanada) tamponu i¢inde mikro dalga firin yardimiyla kaynatilmistir. Jele biraz soguduktan
sonra (50-60 °C) 2 ul safe DNA jel stain (Invitrogen, USA) eklenmistir. Hazirlanan agaroz
jel hava kabarcigi olmayacak sekilde daha onceden taraklari yerlestirilmis jel tepsisine
dokiilmiustiir. Jel tamamen donduktan sonra dikkatli bir sekilde taraklar ¢ikartilimis ve jel
tepsini elektroforez tankina yerlestirilmistir. Kuyucuklara 3 ul RNA 6rnegi ve 2 pl 6X
TriTrack DNA vyiikleme boyasi (Thermo Scientific #R1161) karistirilarak ylikleme
yapilmistir. Elektroforez tank tamponu olarak 1X TAE tamponu ve marker olarak 50 bp
DNA (Thermo Scientific #SM1133) ladder kullanilmistir.

2.2.6 DNaz I Uygulamasi

Izole edilen RNA orneklerinden DNA’y1 uzaklastirmak amaciyla DNaz 1 (Thermo
Scientific #EN0521) uygulamasi yapilmistir. Izole edilen RNA 6rneklerinden kantitatif
analiz sonuglar1 kullanilarak 1 pg kalip RNA 06rnegi i¢in ne kadar (ul) 6rnek alinacag
hesaplanmistir. 1 pg kalip RNA icin hesaplanan miktar (ul), 1 pl 10X Reaksiyon Buffer
(MgCl; igeren) 1 ul DNaz I (Thermo Scientific #£EN0521) eklendikten sonra son hacim
ddH,O ile 15 pl’ye tamamlanmis ve tiipler 30 dakika 37°C’de inkiibe edilmistir.
Inkiibasyon sonrast tiiplere 1ul 50 mM EDTA eklenmis ve 65°C°de 10 dakika daha inkiibe

edilmistir. Siire sonunda tiipler buz icine alinarak reaksiyon sonlanmasi saglanmstir.

2.2.7 Komplementer DNA (cDNA) Sentezi

DNaz I uygulamasinin hemen ardindan tiim uygulamalara ait izole edilen RNA
orneklerinden RevertAid First Strand ¢cDNA Synthesis Kit (Thermo Scientific, #K162)
yardimiyla cDNA sentezleri ger¢eklestirilmistir. Uygulanan kit protokolii su sekildedir:

e DNaz I uygulamasi yapilan 6rneklerden 11 pl alimimsg ve 1 pl oligo d(T)1g primeri
eklenmistir. Tiipler kisa siireli vorteks edildikten sonra 65 °C’de 5 dak. inkiibe
edilmistir. Inkiibasyon sonrasi tiipler buz iizerine alinarak sogumalari
saglanmustir.

e Dabha sonra tiiplere 4 pul 5X Reaksiyon tamponu, 1 pl RiboLock RNase inhibitorii
(20 u/pl), 2 pul ANTP mix (10 mM) ve 1 pl RevertAid M-MuLV Reverse

Transcriptase (200 U/ul) eklenerek son hacim 20 ul’ye tamamlanmustir.
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e Tiipler kisa siire vorteks edilmis ve once 42 °C’de 60 dak. inkiibasyonun ardindan
70 °C’de 5 dak. daha inkiibasyona birakilmistir.
e cDNA sentezi gerceklestirilen orneklere 1/20 oraninda seyreltme yapilmis ve

Real-time PCR analizine kadar -20 °C’de muhafaza edilmistir.
2.2.8 Primerlerin Secilmesi

Tez calismasinda ekspresyon seviyeleri aragtirilacak genleri belirlemek igin literatiirler
degerlendirilmis ve Arabidopsis thaliana’da hiicre g¢eperi ile iliskili baz1 genler (seliiloz
sintaz genleri, ksiloglukan endotransglukosilaz/hidrolaz proteini kodlayan genler,
ekspansin genleri, pektin metil esteraz genleri ve hiicre duvar1 proteinleri) belirlenmistir
(Tablo 5). Secilen genlere ait primer sekanslarinin bir kismi literatiirlerden alinirken, bir

kism1 Primer3Plus (URL-2, 2017) kullanilarak dizayn edilmistir.

Kontrol geni olarak hiicrede ekspresyonu higbir kosulda degismeyen (housekeeping gene)
Aktin2 secilmistir. Liyofilize sekilde temin edilen primerler -20 °C’den alinmis ve 15
dakika oda sicakhiginda bekletilmistir. Primerlerin stok konsantrasyonlar: 1000 pmol pl™
olacak sekilde ¢oziildiikten sonra 37 °C’ de 5 dak. inkiibe edilmistir. Primerler, Real-Time
PCR reaksiyonlarinda konsantrasyonu 10 pmol ul'l olacak sekilde seyreltilerek

kullanilmistir.
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Tablo 5: Tez kapsaminda segilen genler ve primerlere ait bilgiler

Gen lokus  Gen ismi 5-3 Bant Kaynak
numarasi uzunlugu (bg)
Seliiloz Sintaz (Cellulose synthase)
At4g32410 CESAl F-ACTGGTTCCAATGGCGAAGAAC 198 Bu ¢aligma
R-AACCGAGGTCAACCACAAAG
At5944030 CESA4 F-CATTCGTCAAAGATCGCAGA 103 Bu ¢alisma
R-CCAACCTTCTTCAGGCTTCT
At5964740 CESA6 F-CGTGGACCTCTCTACCGCTCA 120 Bu caligma
R-AGAAGAGCGCCATGAAGAGG
At4918780 CESA8 F-CTTATGGAGAATGGCGGTGT 157 Bu ¢aligma
R-AACCCGTCAAAATGTCTTCG
At4915290 CSLB5 F- TTATTGCCTCTTGCCTGCTT 100 Bu ¢alisma

R-CAGTGCATCCCCACAAGTGTG

Ksiloglukan endotransglikosilaz/hidrolaz proteinleri [Xyloglucanmendotransglucosylase/hydrolase

protein (XTHSs)]

At3g23730 XTH16 F-TGAGCTTAATGCTTATGGGAGAA 108 Camacho-
R-CTCTGGTGGGAATCCTTGAG Cristobal
vd., 2008a
At2g18800 XTH21 F-GGGTGTGGCTTATCCAAAGA 110 Camacho-
R-GGTCCCTGTGACCAGTTTGT Cristobal
vd., 2008a
At4g25810 XTH23 F-CAAGAACAGATGAGATGGGTACAGAAT 101 Yokoyama
R-CGCAGCTAAGCACTCGCGT \Zlce)ol\iiShitani,
Ekspansinler [Expansins (EXPs))
At3g29030 EXPA5 F-CCGGTATCATTCCCGTTATG 195 Bu ¢alisma
R-AATTTTGCCCCCAATTTCTC
At2g40610 EXP8 F-CAACCATCACCGTCACAGCTA 90 Bu ¢alisma
R-TGAAGAGGAGGATTGCACCAA
At5g56320 EXP14 F-TTCACGATCAACGGTCATTC 101 Camacho-
R-GCCAACGTGTATTGGTTCCT Cristobal
vd., 2008a
Pektin metil esterazlar [Pectin methyesterase (PME)]
At1g53830 PME2 F-ATGTTCTTGGGAGATGGCCG 293 Bu ¢alisma
R-TCGACGGTTCCGGTTATGTG
At4g02330 PME41 F-TGGACCACTTTCAACTCCG 498 Quvd., 2011
R-GGTTCAACAACCTCGTCTATG
Hiicre duvari proteini
At4g16120 SEB1 F-GGTACCGTTTTCGCTGGTTA 181 Miissig vd.,
R-TTTGGGACATTTCCATCCAT 2002
Internal kontrol
At3g18780  Aktin2 F-TGCCAATCTACGAGGGTTTC 226 Bu galisma

R-TTCTCGATGGAAGAGCTGGT

2.2.9 Real-Time PCR (RT-PCR) Reaksiyonu

cDNA sentezinin ardindan ekspresyon seviyeleri arastirillan CESALl, CESA4, CESAG,
CESAS8, CSLB5, XTH16, XTH21, XTH23, EXPA5,EXP8, EXP14, PME2, PMEA41 ve SEB1

genlerine ait primerlerin PCR reaksiyon kosullarinin ve PCR karisimi bilesenlerininin

optimizasyon caligsmalar1 yapilmistir. Tez ¢alismasinda kullanilan primerlerin T, (melting
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temperature) sicakliklari dikkate alinarak her primer i¢in maksimum baglanmanin
gerceklestigi sicakligl belirlemek amaciyla 2 farkli sicaklik araliginda (42-52 °C ve 44-60
°C) gradient PCR yapilmistir. Yapilan PCR sonucunda her primerin en iyi Tp
belirlenmistir. Optimize edilen PCR kosullar1 Tablo 6 ’da verilmistir. Tiim Real-time PCR
calismalar1 BioRad CFX Connect™ Real-Time PCR Detection System cihazinda (BioRad,
ABD) gergeklestirilmistir. Her Real-Time PCR reaksiyonunda Aktin2 geni tekrar

edilmistir.

Tablo 6: Calismada kullanilan genlere ait primerlerin optimize edilen PCR kosullar

Dongii sayis1 = 35

Baslangi¢c Denatiirasyonu

Genler Denatiirasyon Baglanma Uzama

Sicakhik Siire Dongii Sicakhik  Siire Sicakhik  Siire  Sicakhk  Siire

(°O) (dak.) Sayisi (°O) (san.) (°O) (san.) (°O) (san.)
Aktin2 94 3 1 94 30 48-60 30 72 45
CESAl 94 3 1 94 30 57.8 30 72 45
CESA4 94 3 1 94 30 53.8 30 72 45
CESA6 94 3 1 94 30 53.8 30 72 45
CESAS8 94 3 1 94 30 50 30 72 45
CSLB5 94 3 1 94 30 53.8 30 72 45
EXPA5 94 3 1 94 30 50 30 72 45
EXP8 94 3 1 94 30 53.8 30 72 45
EXP14 94 3 1 94 30 57.8 30 72 45
XTH16 94 3 1 94 30 57.8 30 72 45
XTH21 94 3 1 94 30 50 30 72 45
XTH23 94 3 1 94 30 57.8 30 72 45
PME2 94 3 1 94 30 50 30 72 45
PME41 94 3 1 94 30 58.7 30 72 45
SEB1 94 3 1 94 30 58.7 30 72 45

RT-PCR reaksiyonu bilesenleri i¢in yapilan optimizasyon c¢aligmasinda bazi primerlerin en
iyi calistigt MgCl, konsantrasyonu belirlenmeye caligilmigtir. CESA1, CESA4, CESAG,
CSLB5, EXP8, EXP14, XTH16, XTH23, PME41 ve SEB1 genleri i¢in optimizasyonu
yapilan PCR karisimi su sekildedir; 0.375 pl forward primer (10 pmol), 0.375 pl revers
primer (10 pmol), 5 ul Maxima SYBR Green qPCR Master karigimi (Thermo Scientific,
#K0252), 3 ul ¢cDNA (1/20 seyreltilmis cDNA) ve 1.25 ul niikkleaz-freee su eklenerek,
toplam hacim 10 pl olacak sekilde tamamlanmistir. CESA8, EXPA5, PME2 ve XTH21
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genleri i¢in optimizasyonu yapilan PCR karisimi ise su sekildedir; 0.375 pl forward primer
(10 pmol), 0.375 ul revers primer (10 pmol), 5 pl Maxima SYBR Green qPCR Master
karisimi (Thermo Scientific, #K0252), 3 ul cDNA, 0.75 ul MgCl, (25 mM) ve 0.50 ul su

eklenerek, toplam hacim 10 ul olacak sekilde tamamlanmustir.

2.2.10 RT-PCR Uriinlerinin Jel elektroforezi

RT-PCR sonuglar yatay jel elektroforezi sistemi kullanilarak goriintiilenmistir. % 2.5’luk
agaroz jel 200 ml 1xTAE (Tris-Asetik Asit-EDTA) soliisyonu iginde 5 g agaroz (Merck,
Almanya) kaynatilarak hazirlanmigtir. Jel kuyucuklarma 10 pl Real-time PCR 6rnekleri ile
2 pl 6X yiikleme boyasi karistirilarak toplam 12 pl yiiklenmistir. Amplifiye edilen DNA
fragmentinin uzunlugunun kontrolii i¢in Gene Ruler 100 bp Marker Plus (Thermo
Scientific, #SM0241) kullanilmistir. Gii¢ kaynagi yardimiyla ornekler 80 Voltta 1 saat
yiriitiildikten sonra, UV 1sik altinda FUSION FX7 Kemiliiminesan Jel Goriintiileme
Sistemi (Vilber Lourmat, Almanya) kullanilarak goriintiilenmistir ve Fusion FX7 imaging

system programi kullanilarak fotograflanmistir.

2.2.11 RT-PCR Bant Profillerinin Degerlendirilmesi

Denatiirasyon, primer baglanmasi ve zincir uzamasi olmak iizere iic basamaktan olusan
amplifikasyon isleminden sonra elde edilen amplifikasyon egrilerine ait dongii esigi (Cq)
degerlerinden hareketle, hedef genlerin mRNA ekspresyon diizeylerinin nisbi degisimleri
2% formiilii kullamlarak Bio RAD CFX Manager 3.1 yazilimi ile otomatik olarak
hesaplanmistir (Livak ve Schmittgen, 2001). Formiil su sekildedir;

-AACQ
2 9= (CQhedef gen — CC]aktinZ)uygulama grubu — (thedef gen — CQaktinz)kontrol grubu (1)

Her gen i¢in hesaplanan bu deger uygulama 6rneklerinin kontrole gore mRNA ekspresyon
diizeyini kat olarak azalma ya da artma (fold increase ya da fold decrease) olarak ifade
etmektedir. Internal kontrol olarak Aktin2 geni kullanilmis ve her bir drnege ait Aktin2
genine gore diger genlerin ekspresyon diizeylerinde diizeltme (normalizasyon)

uygulanmigtir.
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2.3 istatistiksel Analiz

Tez calismasinda tiim deneyler her uygulama grubuna ait 3 bagimsiz tekerriirde 3 kere
tekrarlanarak gerceklesmistir. Istatiksel analizlerde SPSS 20.0 (SPSS, Inc., Chicago, IL,
USA) istatistik yazilim paketi kullanilmistir. Gen ekpresyon degerleri tek yonlii varyans
analizine tabi tutulmus ve her bir gen bakimindan uygulama gruplari arasindaki ikili
farklilik Duncan Coklu Aralik testi kullanilarak P < 0.01 diizeyinde harflendirme yoluyla
gosterilmistir. Grafiklerin ¢iziminde Sigma Plot 12.0 (Systat Software, Chicago, IL)
programi kullanilmis olup, siitunlarda ortalama degerler ile birlikte standart hata (SE)
degerleri gosterilmistir. Gen ifade diizeyi grafiklerinde kontrol (%100) olarak kabul

edilmistir.
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BOLUM 3

BULGULAR

3.1 Uygulamal Orneklerden RNA izolasyonu ve cDNA sentezi

Borik asit ve/veya EBL igeren besin ortamlarinda 24 saat inkiibe edilmis bes haftalik ve on
haftalik bitkilerin rozet yaprak ve kok kisimlarindan total RNA izolasyonlari
gerceklestirilmistir. izole edilen RNA’larin kaliteleri ve olasi degredasyon durumlarimi
tespit etmek amaciyla RNA’lar agaroz jelde yliriitilmiistiir. Agaroz jelde 18S ve 28S
bantlarinin gozlenmesi izolasyon sirasinda degredasyon olmadigini gostermektedir. Bes
haftalik ve on haftalik bitkilere ait 6rneklerden izole edilen RNA agaroz jel sonuglart Sekil

14 ve 15°te verilmistir.

Sekil 14: Borik asit ve/veya EBL igeren besin ortamlarina 24 saat slireyle maruz birakilan
bes haftalik bitkilerin rozet yaprak ve kok Orneklerinden elde edilen RNA
izolasyon sonuglari. 1-6 arasi rozet yaprak érnekleri (1: Kontrol, 2: EBL, 3: -BA,
4: -BA + EBL, 5: +BA, 6: +BA + EBL), 7-12 aras1 kok ornekleri (1: Kontrol, 2:
EBL, 3: -BA, 4: -BA + EBL, 5: +BA, 6: +BA + EBL). %1,2’lik agaroz jelde 70
voltta 120 dakika yiiriitiilmiistiir. Jel kuyucuklarina 3 pul RNA 6rnegi ve 2 pl 6X
TriTrack DNA ylikleme boyasi karistirilarak yiikleme yapilmastir.
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Sekil 15: Borik asit ve/veya EBL igeren besin ortamlarina 24 saat slireyle maruz birakilan
on haftalik bitkilerin rozet yaprak ve kok orneklerinden elde edilen RNA
izolasyon sonuglari. 1-6 arasi rozet yaprak ornekleri (1: Kontrol, 2: EBL, 3: -BA,
4. -BA + EBL, 5: +BA, 6: +BA + EBL), 7-12 aras1 kok o6rnekleri (1: Kontrol, 2:
EBL, 3: -BA, 4: -BA + EBL, 5: +BA, 6: +BA + EBL). %1,2’lik agaroz jelde 70
voltta 120 dakika yiiriitiilmistiir. Jel kuyucuklarina 3 pl RNA 6rnegi ve 2 ul 6X
TriTrack DNA yiikleme boyasi karistirilarak yiikleme yapilmistir.

RNA izolasyon gergeklesen tiim orneklere Dnazl uygulamasinin materyal ve yontem

kisminda belirtildigi prokoller uygulanarak cDNA sentezi basariyla gerceklestirilmistir.

3.2 Real-time PCR Analizleri

Tez ¢alismasinda, bes ve on haftalik Arabidopsis thaliana bitkilerine ait kok ve rozet
yaprak oOrneklerinde 14 gene ait mRNA seviyeleri belirlenmek i¢in RT-PCR analizleri

yapilmustir.

3.2.1 Bes Haftahk Bitkilerin Rozet Yaprak ve Kok Orneklerinin RT-PCR Sonuclari

Altt farkli uygulamaya maruz birakilan bes haftalik bitkilerin rozet yaprak ve kok
orneklerinde belirlenen 14 gene ait mRNA seviyeleri RT-PCR yontemi kullanilarak
belirlenmistir. Rozet yaprak ve kok orneklerinde ekspresyon seviyesi arastirilan genlere ait
ekspresyon seviye grafikleri ve jel goriintiileri asagida verilmistir (Sekil 16-25). Genlere ait
jel gorlntiileri internal kontrol olan Aktin2 (housekeeping) genine ait jel gorintiisii ile
birlikte verilmistir. Calisilan genler arasinda primerlerinin baglanma sicakliklart ayni olan
genler tekerrtirleri ile birlikte ayn1 anda calisilmistir. Her PCR reaksiyonunda mutlaka
Aktin2 geni tekrar edilmistir. Bes haftalik Arabidopsis thaliana bitkilerinin rozet yaprak ve
kok orneklerinde arastirilan genlerin ekspresyon seviyelerinin kontrole gore kat degisimleri

(fold changes) Tablo 7 ve 8’de verilmistir.

51



3.2.1.1 Rozet Yaprak Orneklerinin RT-PCR Sonuglar

Borik asit ve/veya EBL uygulamalarima maruz birakilan bes haftalik bitkilerin rozet
yapraklarinda yapilan RT-PCR analizleri sonucu CESA1 ve CESA6 genlerini benzer
ekspresyon profilleri gostermistir. 0 uM ve 3000 uM BA uygulamalar1 CESA1 ve CESA6
geninin ekspresyon seviyesini kontrole gore istatistiki Onem tasiyacak sekilde
degistirmemistir. Bununla birlikte yapilan 1 uM EBL uygulamasi tek basina ya da BA

iceren ya da icermeyen ortamlarda kontrole gore ekspresyonu degistirmemistir (Sekil 16).

Tek basina yapilan 1 uM EBL uygulamasi ya da borik asit icermeyen ortama maruz kalan
bitkilerde CESA4 ve CESA8 genlerinin ekspresyonunda kontrole gore meydana gelen
degisimler istatistiki olarak 6nem tagitmamaktadir (Sekil 16). Bununla birlikte 3000 uM BA
uygulamasi CESA4 ve CESAS8 geninin ekspresyonunu sirasiyla 1.84 ve 2.34 oraninda
arttirmigtir (Tablo 7). Yiiksek konsantrasyonda BA ile birlikte yapilan 1 pM EBL
uygulamasi ise CESA4 ve CESA8 geninin ekspresyonunu kontrole gére sirasiyla 2.48 ve

2.26 oraninda arttirmistir (Tablo 7) ve bu artiglar istatistiki olarak anlamli bulunmustur.

24 saat slireyle BA eksikligi uygulamasi ve yiiksek konsantrasyonda BA uygulamas: ile
birlikte yapilan EBL uygulamasi CSLB5 geninin ekspresyonunu kontrole gore istatistiki
onem arz edecek sekilde azaltmistir (Tablo 7). Diger uygulamalar ise CSLB5 geninin

ekspresyonunda kontrole gore 6nemli bir degisme meydana getirmemistir (Sekil 16).
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Sekil 16: Bes haftalik bitkilerin rozet yaprak orneklerinde seliiloz sintaz (CESA) gen
ailesine ait bazi genlerin ekspresyon seviyeleri ve jel goriintiileri. (a) CESA1
genine ait jel goriintiisii, (b) CESA4, CESA6 ve CSLB5 genlerine ait jel goriintiisii,
(c) CESAS8 genine ait jel goriintiisii ve (d) CESAL, CESA4, CESA6, CESAS8 ve
CSLB5 genlerinin ekspresyon seviye grafikleri (% kontrol). Uygulamalar
arasindaki farkliliklar Duncan Coklu Aralik Testi kullanilarak P < 0.01 diizeyinde
harflendirme yoluyla gosterilmistir (+ standart hata degerleridir).
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Bes haftalik bitkilere yapilan 0 ve 3000 uM BA uygulamalart EXPA5 geninin mRNA
seviyesini kontrol ile kiyaslandiginda istatistiki olarak onem arz edecek sekilde
degistirmemistir (Sekil 17). Benzer sekilde 1 uM EBL tek basina ya da 3000 uM BA
uygulamasi ile birlikte uygulandiginda EXPA5 geninin mRNA seviyesini degistirmez iken,
0 uM BA uygulamasi ile birlikte yapilan EBL uygulamasi kontrole EXPAS5 geninin
ekspresyonunu 1.89 oraninda arttirmistir (Tablo 7, Sekil 17).

Tek basma yapilan 1 uM EBL uygulamasi EXP8 geninin ekspresyonunu kontrole goére
2.74 oraninda arttirmistir. 0 uM BA uygulamasi EXP8 geninin ekspresyonunu kontrole
gore 4.54 oraninda azaltmis, ancak 1 uM EBL ile birlikte uygulandiginda ise kontrole gore
2,90 oraninda arttirmistir (Tablo 7, Sekil 17). Tek basina 3000 uM BA uygulamas1 EXP8
geninin ekspresyonunu kontrole gore 2.17 oraninda azaltmistir. 3000 uM BA ile birlikte
yapilan 1 pM EBL uygulamasi ise EXP8 geninin ekspresyonunu kontrole goére 1.74
oraninda arttirmistir. Kontrole gore yapilan tiim uygulamalarda meydana gelen artma ve

azalmalar istatistiki bakimindan énemli bulunmustur (Sekil 17).

EXP14 geninin ekspresyonunu 1 pM EBL uygulamasi kontrole goére 1,75 oraninda
azaltmistir (Tablo 7). 0 uM BA ve 0 uM BA ile birlikte yapilan EBL uygulamas1 kontrole
gore EXP14 geninin ekspresyon seviyesi sirastyla 3.57 ve 2.77 oranlarinda azaltmistir ve
bu azalmalar istatistiki 6nem arz etmektedir (Sekil 17). 3000 uM BA uygulamasi ise tek
basina ya da EBL ile birlikte uygulandiginda EXP14 geninin ekspresyon seviyesini
kontrole gore arttirmistir fakat bu artis 6nemli bulunmamaistir (Tablo 7, Sekil 17).
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Sekil 17: Bes haftalik bitkilerin rozet yaprak orneklerinde ekspansin (EXP) gen ailesine ait
baz1 genlerin ekspresyon seviyeleri ve jel goriintiileri. (a) EXPAS genine ait jel
goriintiisii, (b) EXP8 genine ait jel goriintiisii, (¢) EXP14 genine ait jel goriintiisii
ve (d) EXPA5, EXP8 ve EXP14 genlerinin ekspresyon seviye grafikleri (%
kontrol). Uygulamalar arasindaki farkliliklar Duncan Coklu Aralik Testi
kullanilarak P < 0.01 diizeyinde harflendirme yoluyla gosterilmistir (+ standart
hata degerleridir).
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24 saat BA ve/veya EBL uygulamalarinin bes haftalik bitkilerin rozet yaprak drneklerinde
XTH16 geninin ekspresyon seviyesini istatistiki bakimdan 6nemli oranlarda azalttig: tespit
edilmistir (Sekil 18). 0 uM BA uygulamast XTH16 geninin ekspresyonunu seviyesini
kontrole gore 4.16 oraninda, 3000 uM BA uygulamasi ise 5.73 oraninda azalmistir (Tablo
7). Tek bagina 1 uM EBL uygulamasi ekspresyonu 1.92 oraninda azaltirken 0 uM BA ile
birlikte uygulandiginda 4.54 ve 3000 uM BA ile birlikte uygulandiginda 10.38 oraninda
azaltmistir (Tablo 7).

BA ve/veya EBL uygulamalart XTH21 geninin ekspresyon seviyesini ise istatistiki
bakimdan 6nem arz eden oranlarda arttirmistir (Tablo 7). XTH21 geninin ekspresyonunu 1
uM EBL uygulamasi 2.70 oraninda, 0 uM BA uygulamasi tek basina 1.83 oraninda, 0 uM
BA ile birlikte 1 pM EBL uygulamasi ise kontrole gore 4.33 oraninda arttirmistir. Tek
basma 3000 uM BA uygulamas1 8.40 oraninda, EBL ile birlikte uygulandiginda ise 3.60

oraninda ekspresyonu artirmistir.

0 ve 3000 uM BA uygulamalar1 sonucu XTH23 genin mRNA seviyesi kontrole gore
degismemistir (Sekil 18). 1 uM EBL uygulamasi tek basma XTH23 geninin mRNA
seviyesini 3.73 oraninda, 0 uM BA ile birlikte uygulandiginda 3.02 ve 3000 uM BA ile
birlikte uygulandiginda kontrole gore 3.46 oraninda arttirmistir ve bu oranlar istatistiki

bakimdan 6nemli bulunmustur (Tablo 7).
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Sekil 18: Bes haftalik bikilerin rozet yaprak orneklerinde ksiloglukan endo
transglikosilaz/hidrolaz (XTH) gen ailesine ait bazi genlerin ekspresyon seviyeleri
ve jel goriintiileri. (a) XTH16 ve XTH23 genlerine ait jel goriintiisii ve (b) XTH16,
XTH21 ve XTH23 genlerinin ekspresyon seviye grafikleri (% kontrol).
Uygulamalar arasindaki farkliliklar Duncan Coklu Aralik Testi kullanilarak P <
0.01 diizeyinde harflendirme yoluyla gdsterilmistir (+ standart hata degerleridir).

24 saat boyunca yapilan BA ve/veya EBL uygulamasi PME2 geninin ekspresyonunu
istatitiki bakimdan 6nemli olacak sekilde arttirmistir (Sekil 19). 0 uM BA uygulamasi
kontrole gore ekspresyonu 3.20 oraninda, 3000 uM BA uygulamasi 7.15 oraninda
artirmistir. 1 M EBL uygulamasinin bitkilerde PME2 geninin ekspresyonu kontrole gore
6.15 oraninda arttirdig: tespit edilmistir. EBL, 0 pM BA ile birlikte uygulandiginda 8.98
oraninda ve 3000 uM BA ile birlikte uygulandiginda ise 4.00 oraninda ekspresyonu
arttirmistir (Tablo 7).
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PME41 geninin ekspresyonu 1 uM EBL uygulamasi ile 5.47 oraninda artmistir (Tablo 7).
3000 uM BA uygulamasi PME41 geninin ekspresyonunu kontrole gore degistirmez iken, 0
uM BA uygulamasi ekspresyonu arttirmistir. 1 uM EBL, 0 uM ve 3000 uM BA ile birlikte
uygulandiginda ise ekspresyonu sirasiyla 5.95 ve 2.38 oranlarinda arttirmistir ve bu artiglar

istatistiki bakimdan 6nemli bulunmustur.
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Sekil 19: Bes haftalik bitkilerin rozet yaprak érneklerinde pektin metil esteraz (PME) gen
ailesine ait bazi genlerin ekspresyon seviyeleri ve jel goriintiileri. (a) PME2
genine ait jel goriintiisii, (b) PME41 genine ait jel goriintiisii ve (c) PME2 ve
PME41 genlerinin ekspresyon seviye grafikleri (% kontrol). Uygulamalar
arasindaki farkliliklar Duncan Coklu Aralik Testi kullanilarak P < 0.01 diizeyinde
harflendirme yoluyla gosterilmistir (+ standart hata degerleridir).
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BA ve/veya EBL uygulamalarina maruz birakilan bitkilerin yapraklarinda SEB1 geninin

ekspresyonunda meydana gelen degisiklikler istatistiki olarak anlamli bulunmamistir
(Tablo 7, Sekil 20).
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Sekil 20: Bes haftalik bitkilerin rozet yaprak drneklerinde hiicre duvari proteinini kodlayan
SEB1 gen ekspresyon seviyesi ve jel goriintiisii. (a) SEB1 genine ait jel goriintiisii
ve (b) SEB1 ekspresyon seviye grafigi (% kontrol). Uygulamalar arasindaki
farkliliklar Duncan Coklu Aralik Testi kullanilarak P < 0.01 diizeyinde
harflendirme yoluyla gosterilmistir (+ standart hata degerleridir).
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09

14 genin ekspresyon seviyelerinin kontrole gore kat degisimleri (fold changes)

Tablo 7: Borik asit ve/veya EBL uygulamalarina 24 saat siireyle maruz birakilan 5 haftalik A. thaliana bitkilerine ait rozet yaprak orneklerinde

Uygulamalar
Gen isimleri Kontrol EBL -BA -BA+EBL +BA +BA+EBL
CESAl 1.00 £+ 0.05 1.08 £0.03 -1.44 £ 0.02 -1.25+£0.04 1.25+0.06 1.28 +£0.05
CESA4 1.00 £ 0.09 -1.24 £0.03 -1.29 £ 0.06 1.00 +0.08 1.84 +0.07 248 £0.14
CESAG6 1.00 +£0.02 1.22 £ 0.06 -1.04 £ 0.04 -1.17 £ 0.05 1.18 £ 0.06 -1.21 £0.01
CESAS8 1.00+0.12 -1.72+£0.10 -1.44 +£0.07 1.64 +£0.22 2.34+0.27 226+0.34
CSLB5 1.00 £ 0.09 -1.39+0.06 -1.34+0.04 -1.14+0.08 -1.71+0.03 -1.47 £0.03
EXPAS 1.00+0.13 -1.33£0.10 -1.20 £ 0.06 1.89 +£0.36 1.32+0.13 1.27 £0.08
EXP8 1.00 £0.08 2.74+£0.22 -4.54 £ 0.01 2.90+0.27 -2.17+£0.05 1.74 +£0.14
EXP14 1.00 £ 0.01 -1.75+0.14 -3.57+0.02 -2.77+0.03 1.23+0.15 1.17+0.20
XTH16 1.00 + 0.05 -1.92+£0.12 -4.16 £ 0.01 -4.54 £0.03 -5.73 £0.00 -10.38 £0.02
XTH21 1.00 +0.29 2.70 +£0.49 1.83 +£0.55 4.33+0.54 8.40+1.27 3.60+0.52
XTH23 1.00 £0.05 3.73+£0.24 1.62+0.22 3.02+0.29 -1.69 £ 0.04 3.46 +0.64
PME2 1.00 £0.20 6.15+1.15 3.20+£0.15 8.98 +£2.25 7.15+£1.69 4.00+0.95
PME41 1.00 + 0.08 547+0.16 1.68 £0.10 5.95+0.40 -1.38 £0.05 2.38+0.26
SEB1 1.00 £0.25 1.66 +£0.05 -1.01 £0.17 1.44+0.14 1.19+£0.08 1.67+£0.18

"-" kontrole gore ekspresyon seviyesinde azalmayi, "+" kontrole gore ekspresyon seviyesinde artma oranlarini ifade etmektedir, + standart hata degerleridir.



3.2.1.2 Kok Orneklerinin RT-PCR Sonugclar:

24 saat boyunca yapilan 1 uM EBL uygulamasi bes haftalik bitkilerin kok dokularinda
CESAL geninin ekspresyonu kontrole 1.80 oraninda azaltmistir ve bu azalma istatistiki
olarak 6nemli bulunmustur (Tablo 8). BA bulunmayan ortamda CESAL genin ekspresyonu
kontrole gore degismez iken, BA bulunmayan ortama 1 uM EBL ilave edildiginde genin
ekspresyonu kontrole gore 1.88 oraninda azalmistir. 3000 uM BA uygulamasi ve 3000 uM
BA ile birlikte yapilan EBL uygulamast CESALl geninin ekspresyonunu kontrole gore
sirastyla 1.57 ve 2.08 oranlarinda azaltmig ve bu azalma istatistiki agidan anlamli

bulunmustur (Tablo 8, Sekil 21).

Borik asit ve/veya EBL uygulamalarit CESA4 geninin ekspresyonunu kontrole gore benzer
oranlarda azaltmis ve meydana gelen azalmalar istatistiki a¢idan Snemli bulunmustur
(Tablo 8, Sekil 21). Yapilan uygulamalar CESA6 geninin ekspresyon seviyesinde kontrole
gore diislik oranlarda degisiklikler meydana getirmistir fakat istatistiki 6nem arz etmemistir

(Tablo 8, Sekil 21).

3000 uM BA uygulamasi CESA8 geninin ekspresyonu kontrole gore 1.90 oraninda
azaltmistir ve bu azalma istatistiki bakimdan O©nemli bulunurken, yapilan diger
uygulamalarin (EBL, -BA, -BA+EBL, +BA+EBL) CESA8 geninin ekspresyonunda

meydana getirdigi degisimler 6nemli bulunmamustir (Sekil 21).

Bes haftalik bitki koklerinde bor eksikliginin (0 pM BA uygulamasi) CSLB5 geninin
ekspresyon seviyesi lizerine etkisi kontrole gore istatistiki agidan anlamsiz bulunmustur.
Yiiksek borik asit konsantasyonlariyla yapilan uygulamalar ise dnemli degisikliklere neden
olmustur. Tek basina 1 uM EBL uygulamasi CSLB5 geninin ekspresyonunu 6.15 oraninda,
0 uM BA ile birlikte uygulandiginda ise 7.66 oraninda azaltmistir ve bu azalmalar
istatistiki bakimdan 6nemli bulunmustur. Tek basina 3000 uM BA uygulamasi ekspresyon
seviyesini 2.22 oraninda, 1 pM EBL ile birlikte uygulandiginda ise 22.47 gibi kritik bir
oranda azaltmistir (Tablo 8, Sekil 21).
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Sekil 21

1)

CESAL CESA4 CESAG CESAS CSLB3

: Bes haftalik bitkilerin kok orneklerinde seliiloz sintaz (CESA) gen ailesine ait
baz1 genlerin ekspresyon seviyeleri ve jel goriintiileri. (a) CESAL genine ait jel
gortintiisti, (b) CESA4, CESA6 ve CSLB5 genlerine ait jel goriintiist, (c) CESA8
genine ait jel gorlintiisii ve (d) CESALl, CESA4, CESA6, CESA8 ve CSLB5
genlerinin ekspresyon seviye grafikleri (% kontrol). Uygulamalar arasindaki
farkliliklar Duncan Coklu Aralik Testi kullanilarak P < 0.01 diizeyinde
harflendirme yoluyla gosterilmistir (+ standart hata degerleridir).
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EXPAS5 geninin ekspresyonu BA igermeyen ortamda kok oOrneklerinde 1.97 oraninda
azalmis ve bu azalma istatistiki 6nem arz etmektedir. 1 uM EBL uygulamasi EXPAS
geninin ekspresyonunda 3.03 oraninda istatistiksel olarak anlamli bir degismeye neden
olmustur. Bununla birlikte, EBL hormonu 0 uM BA ile birlikte uygulandiginda 6.01 ve
3000 uM BA ile birlikte uygulandiginda 3.53 oranda onemli azalmalar tespit edilmistir
(Tablo 8, Sekil 22).

Borik asit ve/veya EBL uygulamalar ile ekspresyon seviyesi degisen diger bir gen EXP8
geni olmustur ve EXPAS geninin ekspresyonuna benzer ekspresyon profili gdstermistir
(Tablo 8, Sekil 21 ve 22). 3000 uM BA uygulamasi EXP8 geninin mRNA seviyesini
kontrole gore degistirmez iken, 0 pM BA uygulamasi EXP8 geninin mRNA seviyesini
2,86 oraninda azaltmistir (Tablo 8). 1 uM EBL hormonu tek basina uygulandiginda 7.17, 0
puM BA ile birlikte uygulandiginda 9.11 ve 3000 uM BA ile birlikte uygulandiginda ise
11.28 oraninda bir azalmaya sebep olmustur. Uygulamalar sonucu EXP8 geninin mRNA
seviyesinde meydana gelen tiim degisimler istatistiki olarak anlamli bulunmustur (Sekil

22).

EXP14 geninin ekspresyonunda 0 uM BA ve 3000 uM BA uygulamalar1 sonucu meydana
gelen degisimler kontrole gore istatistiki 6nem tasimamaktadir (Sekil 22). 1 uM EBL
uygulamasi tek basina ya da 3000 uM BA ile birlikte uygulandiginda EXP14 geninin
ekspresyonunda istatistiksel olarak anlamli degisiklikler meydana getirmistir (Sekil 22).
EBL hormonu tek basina uygulandiginda 4.34 oranda, 3000 uM BA ile birlikte

uygulandiginda ise ekspresyonu 5.92 oraninda azaltmistir (Tablo 8).
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Sekil 22: Bes haftalik bitkilerin kok orneklerinde ekspansin (EXP) gen ailesine ait bazi
genlerin ekspresyon seviyeleri ve jel goriintiileri. (a) EXPA5 genine ait jel
goriintiisti, (b) EXP8 genine ait jel goriintiisii, (c) EXP14 genine ait jel goriintiisii
ve (d) EXPA5, EXP8 ve EXP14 genlerinin ekspresyon seviye grafikleri (%
kontrol). Uygulamalar arasindaki farkliliklar Duncan Coklu Aralik Testi
kullanilarak P < 0.01 diizeyinde harflendirme yoluyla gosterilmistir (+ standart
hata degerleridir).

64



Tek basma yapilan 1 uM EBL hormonu XTH16 geninin ekspresyonunu 3.05 oraninda
azaltirken, 0 uM BA ve 0 uM BA uygulamast ile birlikte yapilan EBL uygulamasi genin
ekspresyonunu kontrole gore degistirmemistir (Tablo 8). 24 saat boyunda yapilan 3000 uM
BA uygulamast XTH16 geninin ekspresyonunu 3.13 oraninda, EBL hormonu ile birlikte
uygulandiginda ise 6.54 oraninda azaltmis ve meydana gelen bu azalmalar istatistiki

bakimdan énemli bulunmustur (Tablo 8 ve Sekil 23).

XTH21 gen ekspresyonunu tek basina yapilan ya da 0 uM BA ile birlikte yapilan EBL
uygulamalar1 sonucu kontrol ile benzer ekspresyon sonuglari verirken, 3000 uM BA
uygulamas1 XTH21 gen ekspresyonunu 2.93 oraninda azaltmis, 1 uM EBL ile birlikte

uygulandiginda ise kontrole gore 5.17 oraninda azalma tespit edilmistir (Tablo 8).

3000 uM BA uygulamasi XTH23 gen ekspresyon seviyesini kontrole gore istatistiki agidan
anlamli bulunacak derecede azaltmistir (2.32 oraninda) (Sekil 23). 1 uM EBL tek basina
uygulandiginda XTH23 geninin ekspresyonunu 19,03 oraninda dramatik bir sekilde
arttirmistir. EBL hormonunun iki farkli borik asit konsantrasyonuyla birlikte uygulamasi
sonucunda da ekspresyonda artislar tespit edilmistir. 0 pM BA ile birlikte uygulandiginda
18.45 oraninda, 3000 uM BA ile birlikte uygulandiginda ise 26.00 oraninda istatistiki

acidan da 6nemli olan artiglar meydana gelmistir (Tablo 8 ve Sekil 23).
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Sekil 23: Bes haftalik bikilerin kok 6rneklerinde ksiloglukan endo transglikosilaz /hidrolaz
(XTH) gen ailesine ait bazi genlerin ekspresyon seviyeleri ve jel goriintiileri. (a)
XTH16 ve XTH23 genlerine ait jel goriintiisii, (b) XTH21 genine ait jel goriintiisi,
(c) XTH16 ve XTH21 genlerinin ekspresyon seviye grafikleri (% kontrol) ve (d)
XTH23 geninin ekspresyon seviye grafigi (% kontrol). Uygulamalar arasindaki
farkliliklar Duncan Coklu Aralik Testi kullanilarak P < 0.01 diizeyinde
harflendirme yoluyla gosterilmistir (+ standart hata degerleridir).
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PME2 geninin ekspresyon seviyesi 0 uM ve 3000 uM BA uygulamalar1 sonucu kontrole
gore degismez iken, 1 pM EBL hormonu tek basina uygulandiginda kontrole gore
ekspresyonu 6.40 oraninda azaltmistir (Tablo 8). EBL hormonu, 0 uM BA ve 3000 uM BA
ile birlikte uygulandiginda sirasiyla ekspresyonu 3.37 ve 16.83 oraninda azaltmistir.

Uygulamalar sonucu olugan azalmalar istatistiki 6nem arz etmektedir (Sekil 24).

BA uygulamalar1 PME41 geninin ekspresyonunu kontrole gore diisiik oranlarda arttirmis,
ancak bu artig istatistiki agidan anlamli bulunmamuistir (Sekil 24). 1 uM EBL uygulamasi
tek basina kontrole gére PME41 geninin ekspresyonunu degistirmemistir. 1| uM EBL
hormonu 0 uM BA ile birlikte uygulandiginda ekspresyonu 4.12 oraninda, 3000 uM BA ile
birlikte uygulandiginda ise 3.05 oraninda artis saglamistir ve bu artiglar istatistiki
bakimdan anlamlidir (Tablo 8 ve Sekil 24).
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Sekil 24: Bes haftalik bitkilerin kok orneklerinde pektin metil esteraz (PME) gen ailesine
ait baz1 genlerin ekspresyon seviyeleri ve jel goriintiileri. (a) PME2 genine ait jel
gorlintiisii, (b) PME41 genine ait jel goriintiisii ve (c) PME2 ve PME41 genlerinin
ekspresyon seviye grafikleri (% kontrol). Uygulamalar arasindaki farkliliklar
Duncan Coklu Aralik Testi kullanilarak P < 0.01 diizeyinde harflendirme yoluyla
gosterilmistir (£ standart hata degerleridir).

SEB1 geni 0 ve 3000 uM BA uygulamasi sonucu kontrole gore benzer ekspresyon seviyesi
gostermistir. 1 pM EBL hormonu hem tek basina hem de BA ile birlikte uygulandiginda
genin ekspresyon seviyesini kontrole gore azaltmistir (Tablo 8, Sekil 25). Tek basina
hormon uygulamasi kontrole gére 7.94 oraninda, 0 uM BA ile birlikte uygulandiginda 2.12
oraninda ve 3000 uM BA ile birlikte uygulandiginda 6.43 oraninda istatistiki bakimdan
onemli derecede azalttigi tespit edilmistir (Tablo 8, Sekil 25).
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Sekil 25: Bes haftalik bitkilerin kok orneklerinde hiicre duvari proteinini kodlayan SEB1
gen ekspresyon seviyesi ve jel goriintiisii. (a) SEB1 genine ait jel goriintiisii ve (b)
SEB1 ekspresyon seviye grafigi (% kontrol). Uygulamalar arasindaki farkliliklar
Duncan Coklu Aralik Testi kullanilarak P < 0.01 diizeyinde harflendirme yoluyla
gosterilmistir (+ standart hata degerleridir).
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Tablo 8: Borik asit ve/veya EBL uygulamalarina 24 saat siireyle maruz birakilan 5 haftalik A.thaliana bitkilerine ait kok 6rneklerinde 14 genin
ekspresyon seviyelerinin kontrole gore kat degisimleri (fold changes)

0L

Uygulamalar

Gen isimleri Kontrol EBL -BA -BA+EBL +BA +BA+EBL
CESAl 1.00+0.13 -1.80 £ 0.54 1.08 = 0.09 -1.88 £0.11 -1.57+0.04 -2.08 £0.02
CESA4 1.00 + 0.09 -2.06 £0.01 -2.22+£0.02 -2.46 £0.01 -2.25+0.04 -2.18 £0.03
CESAG6 1.00+0.12 -1.40 £ 0.04 -1.21 £0.05 -1.20 £ 0.06 -1.49 £ 0.06 1.21 £0.07
CESAS8 1.00 £0.02 -1.71 £0.04 -1.35+0.03 1.48 +£0.09 -1.90 +£0.03 -1.07 £ 0.04
CSLB5 1.00 = 0.09 -6.15+£0.01 -1.15+0.07 -7.66 £0.20 -2.22 £0.05 -22.47 £ 0.40
EXPA5 1.00 £ 0.05 -3.03 £ 0.05 -1.97+0.18 -6.01 £ 0.02 -1.63 +£0.04 -3.53+0.09
EXP8 1.00£0.13 -7.17+0.11 -2.86 £ 0.07 -9.11 £0.02 -1.01 £0.09 -11.28 £0.02
EXP14 1.00+0.13 -4.34 £ 0.03 2.02+£0.19 -1.50 £ 0.03 1.23 £0.02 -5.92 +£0.01
XTH16 1.00+£0.13 -3.05£0.03 1.26 +£0.18 -1.48 £0.10 -3.13+0.11 -6.54 £0.00
XTH21 1.00 +0.09 -1.67 +0.03 1.06 +0.01 1.48 £0.35 -2.93+0.07 -5.17 £ 0.03
XTH23 1.00£0.12 19.03 £ 1.65 1.05+0.14 18.45+0.39 -2.32+0.03 26.00 £ 0.65
PME2 1.00 £ 0.02 -6.40 +£0.02 1.14+0.16 -3.37+£0.06 -1.75+£0.05 -16.83 £ 0.01
PME41 1.00 = 0.09 1.01 £ 0.04 1.54+0.12 4.12+041 2.10£0.16 3.05+0.34
SEB1 1.00 = 0.09 -7.94 £ 0.06 1.01 £0.05 -2.12£0.04 1.24 +0.09 -6.43 £0.08

"-" kontrole gore ekspresyon seviyesinde azalmayi, "+" kontrole gore ekspresyon seviyesinde artma oranlarini ifade etmektedir, + standart hata degerleridir.



3.2.2 On Haftalik Bitkilerin Rozet Yaprak ve Kok Orneklerinin RT-PCR Sonuclari

Alt1 farkli uygulamaya maruz birakilan on haftalik bitkilerin rozet yaprak ve kok
orneklerinde belirlenen 14 gene ait mRNA seviyeleri RT-PCR yontemi kullanilarak
belirlenmistir. Rozet yaprak ve kok orneklerinde incelenen genlere ait jel goriintiileri ve
MRNA seviyelerini gosteren grafikler asagida verilmistir (Sekil 26-35). Genlere ait jel
goriintiileri internal kontrol olan Aktin2 housekeeping genine ait jel goriintiisii ile birlikte
verilmistir. Calisilan genler arasinda primerlerinin baglanma sicakliklari ayni1 olan genler
tekerriirleri ile birlikte ayn1 anda ¢alisilmistir. Her PCR reaksiyonunda mutlaka Aktin2 geni
kullanilmigtir. On haftalik Arabidopsis thaliana bitkilerinin rozet yaprak ve kok
orneklerinde arastirilan genlerin ekspresyon seviyelerinin kontrole gore kat degisimleri

(fold changes) Tablo 9 ve 10’ da verilmistir.

3.2.2.1 Rozet Yaprak Orneklerinin RT-PCR Sonuglar

On haftalik bitkilere 24 saat boyunca yapilan BA ve/veya EBL uygulamalar1 yapilmis ve
rozet yaprak orneklerinde bes haftalik yaprak orneklerine benzer sekilde CESAL geninin
ekspresyonunda kontrole gore meydana gelen degisim istatistiki olarak anlaml

bulunamamastir (Sekil 26).

1 M EBL hormonunun tek basina ya da iki farkli BA konsantrasyonu ile birlikte
uygulanmas1 CESA4 ve CESA 8 genlerinin ekspresyonunda istatistiki bakimdan 6nem arz
edecek degisiklikler meydana getirmemistir (Sekil 26). Bununla birlikte CESA4 gen
ekspresyon seviyesi BA i¢cermeyen ortamda 4.44 oraninda, 3000 uM BA uygulamasi
sonucunda ise 3.28 oraninda artmistir (Tablo 9). CESA8 geni ekspresyon seviyesi ise BA
igermeyen ortamda 3.19 oraninda, 3000 uM BA uygulamasi sonucunda ise 2.45 oraninda

artmistir ve bu artiglar 6nemli bulunmustur (Tablo 9, Sekil 26).

CESAG6 geninin ekspresyon profili CESA4 ve CESA8 genlerine benzer ekspresyon profili
gostermistir. Tek basina ve BA i¢cermeyen ortama ilaveli 1 uM EBL uygulamasi CESA6
geninin ekspresyon seviyesinde meydana getirdigi degisiklik istatistiki acidan anlamsiz
bulunurken, BA i¢cermeyen ortam CESAG6 geninin ekspresyonunu 1.91 oraninda arttirmistir
(Tablo 9, Sekil 26). Yiiksek konsantrasyonda BA igeren ortam ve bu ortama ilaveli EBL

hormonu ekspresyonu sirasiyla 1.80 ve 1.62 oranlarinda arttirmistir (Tablo 9).
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Tek basma yapilan 1 uM EBL, 0 uM BA ve 3000 uM BA uygulamalari CSLB5 geninin
ekspresyon seviyesini kontrole gore istatistiki agidan anlamsiz olacak sekilde degistirmistir
(Sekil 26). Fakat 1 uM EBL uygulamasi 0 uM BA veya 3000 uM BA ile birlikte
uygulandiginda sirasiyla 1.94 ve 2.12 oranlarinda istatistiki énem arz edecek sekilde

arttirmigtir (Tablo 9).
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Sekil 26: On haftalik bitkilerin rozet yaprak orneklerinde seliiloz sintaz (CESA) gen
ailesine ait bazi genlerin ekspresyon seviyeleri ve jel goriintiileri. (a) CESAl
genine ait jel goriintiisii, (b) CESA4, CESAG ve CSLB5 genlerine ait jel goriintiisii,
(c) CESAS8 genine ait jel goriintiisii ve (d) CESAL, CESA4, CESA6, CESA8 ve
CSLB5 genlerinin ekspresyon seviye grafikleri (% kontrol). Uygulamalar
arasindaki farkliliklar Duncan Coklu Aralik Testi kullanilarak P < 0.01 diizeyinde
harflendirme yoluyla gosterilmistir (+ standart hata degerleridir).
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24 saat boyunca yapilan EBL uygulamalar1 on haftalik bitkilerin rozet yapraklarinda
EXPAS geninin ekspresyon seviyesini kontrole 3.01 oraninda gore degistirmistir. 0 uM BA
uygulamast sonucunda 2.52 oraninda, 3000 uM BA uygulamasi sonucunda ise 1.98
oraninda artis tespit edilmistir (Tablo 9). 0 uM BA ile 1 uM EBL hormonunun birlikte
uygulamasi kontrole gore 4.87 oraninda, 3000 uM BA ile 1 uM EBL hormonunun birlikte
uygulamasi ise kontrole gore 4,14 oraninda arttirmistir (Tablo 9). Kontrole goére meydana

gelen bu artma ve azalmalarin tiimii istatistiki bakimdan 6nemli bulunmustur (Tablo 9,

Sekil 27).

On haftalik bitkilerin yapraklarinda goriilen EXP8 gen ekspresyon profili bes haftalik
bitkilerin yapraklarinda goriilen ekspresyon profiline benzer sonuglar vermistir. 0 uM ve
3000 uM BA uygulamalar1 kontrole gére EXP8 geninin ekspresyonunu 2.08 ve 2.50
oranlarinda istatistiki bakimdan 6nemli olacak sekilde azaltmistir. EBL hormonu tek
basina ya da BA uygulamalar ile birlikte uygulandiginda EXP8 geninin ekspresyonunu
dramatik bir sekilde arttirmistir. 1 pM EBL uygulamasi kontrole gore 13.78 oraninda, 0
uM BA ile birlikte uygulandiginda 9.73 ve 3000 uM BA ile birlikte uygulandiginda 11.77
oraninda ekspresyon artis1 goriilmiistiir (Tablo 9, Sekil 27).

BA icermeyen ortamda EXP14 geninin ekspresyon seviyesinde gozlenen artig istatistiki
bakimdan anlamsiz bulunmustur. 3000 puM BA uygulamasi EXP14 geninin
ekspresyonunda 4.84 oraninda artig saglamistir (Tablo 9). 1 uM EBL hormon uygulamasi
ise tek basina uygulandiginda kontrole gore 2.20, 3000 uM BA ile birlikte uygulandiginda

ise 2.24 oraninda istatistiki bakimdan 6nem arz edecek artig saglamistir (Tablo 9, Sekil 27).
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Sekil 27: On haftalik bitkilerin rozet yaprak 6rneklerinde ekspansin (EXP) gen ailesine ait
baz1 genlerin ekspresyon seviyeleri ve jel goriintiileri. (a) EXPA5S genine ait jel
gortintiisti, (b) EXP8 genine ait jel goriintiisii, (c) EXP14 genine ait jel goriintiisii
ve (d) EXPA5, EXP8 ve EXP14 genlerinin ekspresyon seviye grafikleri (%
kontrol). Uygulamalar arasindaki farkliliklar Duncan Coklu Aralik Testi
kullanilarak P < 0.01 diizeyinde harflendirme yoluyla gosterilmistir (+ standart
hata degerleridir).
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1 uM EBL hormon uygulamasi sonucu XTH16 geninin ekspresyonunda kontrole gore 3.17
oraninda artis tespit edilmistir. Bununla birlikte BA igermeyen ortamda XTH16 geninin
ekspresyonu kontrole gore anlamli bir degisiklik gostermez iken, 1 uM EBL ile birlikte
uygulandiginda ekspresyonu 1.85 oraninda artirmistir (Tablo 9, Sekil 28).

Yapilan biitin BA ve/veya EBL uygulamalari XTH21 geninin ekspresyon seviyesini
kontrole gore arttirmistir ve meydana gelen artis istatistiksel olarak anlamli bulunmustur
(Tablo 9). Tek basina 0 uM BA ve 3000 uM BA uygulamalar sirasiyla ekspresyonu 5.83
ve 2.30 oraninda arttirmistir. EBL hormonu uygulamas: hem tek basina hem de BA
uygulamalar ile birlikte yiiksek oranda artis meydana getirmistir. 1 uM EBL tek bagina
uygulamast XTH21 geninin ekspresyonunu kontrole gore 15.52 oraninda, 0 uM BA ile
birlikte 24.00, 3000 uM BA ile birlikte uygulandiginda kontrole gore 8.34 oraninda
anlamli artislar tespit edilmistir (Tablo 9, Sekil 28).

XTH23 geninin ekspresyonu 3000 uM BA uygulamasi sonucu 6,27 oranindaki artis
meydana gelmistir. 1 uM EBL uygulamasi gen ekspresyon seviyesini kontrole gore 5.86, 0
puM BA ile birlikte yapilan EBL hormonu uygulamasi ise 12,02 oraninda arttirmistir (Tablo
9). Kontrole gore tespit edilen ekpresyon artiglar istatistiki olarak anlamli bulunmustur

(Sekil 28).
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Sekil 28: On haftalik bitkilerin rozet yaprak 6rneklerinde ksiloglukan endo transglikosilaz
/hidrolaz (XTH) gen ailesine ait bazi genlerin ekspresyon seviyeleri ve jel
gortintiileri. (a) XTH16 ve XTH23 genlerine ait jel goriintiisii, (b) XTH16 geninin
ekspresyon seviye grafigi (% kontrol) ve (¢) XTH21 ve XTH23 genlerinin
ekspresyon seviye grafikleri (% kontrol). Uygulamalar arasindaki farkliliklar
Duncan Coklu Aralik Testi kullanilarak P < 0.01 diizeyinde harflendirme yoluyla
gosterilmistir (+ standart hata degerleridir).
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Yapilan uygulamalar arasinda 1 uM EBL hormonunun tek basma ya da 0 uM veya 3000
uM BA ile birlikte uygulamalari sonucu PME2 geninin ekspresyon seviyesinde meydana
gelen degisiklikler istatistiki bakimdan anlamli bulunmustur (Sekil 29). Tek basma 1 uM
EBL uygulamasi kontrole gore 9.07 oraninda, 0 uM BA ile birlikte uygulamasinda 19.96
oraninda ve 3000 uM BA ile birlikte uygulamasinda ise 9.74 oraninda artis saglamistir
(Tablo 9).

Uygulamalar sonucunda gen ekspresyonu artan diger bir gen ise PME41’dir. 0 ve 3000 uM
BA uygulamasi genin ekspresyon seviyesi sirasiyla 5.89 ve 3.91 oraninda artmistir (Tablo
9). 1 uM uygulamasi tek basina uygulandigindan 17.93 oraninda artig saglarken 0 uM BA
ile birlikte uygulamasi sonucu 21.90, 3000 uM BA ile birlikte uygulandiginda 13.66
oraninda artig tespit edilmistir. Kontrole gére meydana gelen ekpresyon artiglari istatistiki

olarak anlamli bulunmustur (Tablo 9, Sekil 29).
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Sekil 29: On haftalik bitkilerin rozet yaprak orneklerinde pektin metil esteraz (PME) gen
ailesine ait bazi genlerin ekspresyon seviyeleri ve jel gorlntiileri. (a) PME2
genine ait jel goriintiisii, (b) PME41 genine ait jel goriintiisii ve (c) PME2 ve
PME41 genlerinin ekspresyon seviye grafikleri (% kontrol). Uygulamalar
arasindaki farkliliklar Duncan Coklu Aralik Testi kullanilarak P < 0.01 diizeyinde
harflendirme yoluyla gosterilmistir (+ standart hata degerleridir).

On haftalik A.thaliana bitkilerinin rozet yaprak 6rneklerinde SEB1 gen ekspresyon seviyesi

24 saat boyunca yapilan BA ve/veya EBL uygulamalar1 sonucunda kontrole gore artis

gostermistir. Meydana gelen artis istatistiki acidan anlamli bulunmustur.
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Sekil 30: On haftalik bitkilerin rozet yaprak 6rneklerinde hiicre duvari proteinini kodlayan
SEB1 gen ekspresyon seviyesi ve jel gorlintiisii. (a) SEB1 genine ait jel goriintiisii
ve (b) SEB1 ekspresyon seviye grafigi (% kontrol). Uygulamalar arasindaki
farkliliklar Duncan Coklu Aralik Testi kullanilarak P < 0.01 diizeyinde
harflendirme yoluyla gosterilmistir (+ standart hata degerleridir).
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Tablo 9: Borik asit ve/veya EBL uygulamalarina 24 saat siireyle maruz birakilan 10 haftalik A.thaliana bitkilerine ait rozet yaprak
orneklerinde 14 genin ekspresyon seviyelerinin kontrole gore kat degisimleri (fold changes)

Uygulamalar

Gen isimleri Kontrol EBL -BA -BA+EBL +BA +BA+EBL
CESAl 1.00 + 0.08 1.29+0.09 1.23+0.10 1.38 £0.05 1.52+0.17 1.44 £0.15
CESA4 1.00 + 0.02 1.69+0.14 4.44 +0.07 1.15+0.01 3.28+041 1.76 £0.15
CESAG6 1.00 +£0.07 1.38+£0.12 1.91 £0.05 1.41+0.12 1.80 +£0.21 1.62+0.13
CESAS8 1.00 £ 0.09 1.21 £0.12 3.19+0.27 1.05+0.09 2.45+0.13 1.11+0.08
CSLB5 1.00 + 0.04 1.54+0.07 1.41+0.03 1.94+0.13 1.23+0.12 2.12+0.20
EXPAS 1.00£0.11 3.01+0.32 2.52+0.18 4.87+0.40 1.98 £0.12 4.14 £0.28
EXP8 1.00 £0.07 13.78 £1.22 -2.08 £0.01 9.73 +£0.27 -2.50 £ 0.06 11.77 £ 0.95
EXP14 1.00 £ 0.09 2.20+£0.19 1.17 £0.06 1.58 £0.21 4.84 +0.60 2.24 +0.46
XTH16 1.00+0.10 3.17+ 041 1.03 £ 0.07 1.85+0.21 1.34+0.15 1.49 £ 0.09
XTH21 1.00+0.16 15.52+£3.55 5.83£0.28 24.00 +2.30 2.30+£0.28 8.34+0.17
XTH23 1.00 £ 0.07 5.86+0.43 1.63+0.17 12.02 + 0.68 6.27+0.72 2.38+0.20
PME2 1.00+0.11 9.07 £0.88 1.84+0.14 19.96 + 3.06 1.03+£0.12 9.74 £2.25
PME41 1.00+0.17 17.93 +£0.49 5.89 £0.47 21.90+1.72 3.91+0.27 13.66 £ 0.74
SEB1 1.00+£0.11 3.33+£0.07 2.23+0.15 2.63+£0.13 2.99+£0.19 2.33+0.15

"-" kontrole gore ekspresyon seviyesinde azalmayi, "+" kontrole gore ekspresyon seviyesinde artma oranlarini ifade etmektedir, + standart hata degerleridir.



3.2.2.2 Kok Orneklerinin RT-PCR Sonugclar:

Altr farkli uygulamaya maruz birakilan on haftalik bitkilerin kok dokularinda Real-Time
PCR analizleri sonucunda CESAL geninin ekspresyonunun tek basina yapilan 1 uM EBL
uygulamasi sonucu 1.94 oraninda artmistir (Tablo 10). Bununla birlikte EBL hormonu
3000 uM BA ile birlikte uygulandiginda kontrole gore ekspresyonu 1.94 oraninda
azaltmistir. CESA1l geninin ekspresyonunda meydana gelen bu degisimler istatistiki

bakimdan anlamli bulunmustur (Tablo 10, Sekil 31).

BA ve/veya EBL uygulamalar1 sonucunda CESA4 geninde kontrole gore diisiik oranlarda
artma veya azalma meydana gelmistir. Fakat bu artma ve azalma oranlar istatistik olarak

anlamli bulunmamustir (Sekil 31).

1 uM EBL hormon uygulamasi sonucu CESA6 gen ekspresyonunda 1.78 oraninda artis
tespit edilmis ve bu artis istatistiki olarak anlamli bulunmustur. Yapilan diger uygulamalar

ise ekspresyonu kontrole gore anlamli bir sekilde degistirmemistir (Tablo 10, Sekil 31).

0 uM ve 3000 uM BA uygulamasi CESA8 geninin ekspresyonunda kontrole kiyasla
degisme meydana getirmez iken, tek basina yapilan 1 pM EBL uygulamasi ekspresyonu
1.52 oraninda arttirmistir (Tablo 10). EBL hormonu BA igermeyen veya iceren ortama
ilave edildiginde ise ekspresyonu sirasiyla 2.41 ve 1.72 oraninda istatistiki onem arz

edecek sekilde arttirmistir (Tablo 10, Sekil 31).

1 uM EBL uygulamas1 CSLB5 geninin ekspresyonunu kontrole gore 2.01 oraninda, 0 uM
BA uygulamasi 1.48 oraninda, 3000 pM BA uygulamasi ise 3.64 oraninda azalmasini
saglamistir (Tablo 10). EBL hormonu ilaveli 0 uM BA uygulamasi ise ekspresyonu tek
basina yapilan 0 pM BA uygulamasina nazaran daha da azaltmistir (2.34 oraninda). 3000
uM BA ve 1 uM EBL kombine uygulamasi ise ekspresyonu 2.37 oraninda azaltmigtir
(Tablo 10, Sekil 31).
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Sekil 31: On haftalik bitkilerin rozet yaprak orneklerinde seliiloz sintaz (CESA) gen
ailesine ait bazi genlerin ekspresyon seviyeleri ve jel goriintiileri. (a) CESAl
genine ait jel goriintiisii, (b) CESA4, CESA6 ve CSLB5 genlerine ait jel goriintiisi,
(c) CESAS8 genine ait jel goriintiisii ve (d) CESAL, CESA4, CESA6, CESA8 ve
CSLB5 genlerinin ekspresyon seviye grafikleri (% kontrol). Uygulamalar
arasindaki farkliliklar Duncan Coklu Aralik Testi kullanilarak P < 0.01 diizeyinde
harflendirme yoluyla gosterilmistir (+ standart hata degerleridir).
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24 saat boyunca yapilan 1 uM EBL uygulamasit EXPA5 geninin ekspresyon seviyesini
dramatik bir sekilde kontrole gore 12.53 kat arttirmistir (Tablo 10). 0 uM ve 3000 uM BA
uygulamasi EXPAS geninin ekspresyon seviyesini kontrole gore degistirmez iken, 0 uM

BA ortamina EBL hormonunun ilavesi ekspresyonu 2.93 oraninda arttirmistir (Tablo 10,
Sekil 32).

EXP8 geninin ekspresyon seviyesi tek bagina yapilan EBL hormonu ya da BA
uygulamalar degistirmez iken, 3000 uM BA ile birlikte yapilan EBL uygulamasi kontrole
gore ekspresyon seviyesini 2.00 oraninda arttirmistir ve bu artig istatistiki olarak anlamli

bulunmustur (Tablo 10, Sekil 32).

0 uM BA uygulamasi EXP14 geninin ekspresyonunu kontrole gore degistirmez iken, 1 pM
ile birlikte uygulandiginda ekspresyonu 2.60 oraninda istatistiki bakimdan anlamli olacak
sekilde azaltmistir (Tablo 10). 3000 uM BA uygulamasi ve 3000 pM BA ile birlikte
yapilan 1 uM EBL uygulamasi ise ekspresyonu kontrole gore benzer oranlarda azaltmistir

(3.98 ve 4.41 oraninda sirastyla) (Tablo 10, Sekil 32).
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Sekil 32: On haftalik bitkilerin k6k orneklerinde ekspansin (EXP) gen ailesine ait bazi
genlerin ekspresyon seviyeleri ve jel goriintiileri. (a) EXPA5 genine ait jel
goriintiisii, (b) EXP8 genine ait jel goriintiisii, (¢) EXP14 genine ait jel goriintiisii
ve (d) EXPA5, EXP8 ve EXP14 genlerinin ekspresyon seviye grafikleri (%
kontrol). Uygulamalar arasindaki farkliliklar Duncan Coklu Aralik Testi
kullanilarak P < 0.01 diizeyinde harflendirme yoluyla gosterilmistir (+ standart
hata degerleridir).
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BA ve/veya EBL uygulamalar1 sonucunda XTH16 geninin ekspresyonu kontrole gore
istatistiki bakimdan anlamli azalmalar gostermistir (Sekil 33). 3000 pM BA uygulamasi
ekspresyon seviyesinde 9.25 oraninda dramatik bir azalmaya neden olurken, diger tiim
uygulamalar benzer oranlarda (1.95 ile 3.04 arasinda degisen oranlarda) azalmalar

gostermistir (Tablo 10, Sekil 33).

Tek basma yapilan 1 pM EBL uygulamasmin XTH21 geninin ekspresyonunu 1,93
oraninda arttirdig1 tespit edilmistir. 3000 puM BA uygulamasi ekspresyonu kontrole gore
3.15 oraninda azalmistir (Tablo 10). Diger uygulamalar ise kontrole gore istatistiki

bakimdan 6nem arz edecek sekilde degistirmemistir (Tablo 10, Sekil 33).
1 uM EBL uygulamasi XTH23 geninin ekspresyon seviyesini kontrole gére 23.01 oraninda

arttirmigtir. Tek basina BA uygulamalar1 ya da EBL ilaveli BA uygulamalart XTH23

geninin ekspresyon seviyesini kontrole gore degistirmemistir (Tablo 10, Sekil 33).
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Sekil 33: On haftalik bitkilerin kok 6rneklerinde ksiloglukan endo transglikosilaz /hidrolaz
(XTH) gen ailesine ait bazi genlerin ekspresyon seviyeleri ve jel goriintiileri. (a)
XTH16 ve XTH23 genlerine ait jel goriintiisii, (b) XTH21 genine ait jel goriintiisi,
(c) XTH16 ve XTH21 genlerinin ekspresyon seviye grafikleri (% kontrol) ve (d)
XTH23 geninin ekspresyon seviye grafigi (% kontrol). Uygulamalar arasindaki
farkliliklar Duncan Coklu Aralik Testi kullanilarak P < 0.01 diizeyinde
harflendirme yoluyla gosterilmistir (+ standart hata degerleridir).
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3000 uM BA uygulamalart PME2 geninin ekspresyonunu kontrole gore 3.54 oraninda
azaltmistir (Tablo 10). Tek basina 1 pM EBL uygulamas1 kontrole gore ekspresyonu 2.92
oraninda azaltirken, BA igeren veya igermeyen ortama ilave edildiginde ekspresyonu tek
basina yapilan BA uygulamalarina nazaran daha azaltmistir. Bu degisimler istatistiki

bakimdan anlamli bulunmustur (Tablo 10, Sekil 34).

PME41 geninin ekspresyon seviyesi genel olarak yapilan uygulamalar sonucu artig
gostermistir. 3000 uM BA igeren ortamda PME41 geninin ekspresyon seviyesi kontrole
gore degismez iken, 0 uM BA uygulamasi ekspresyonu 2.99 oraninda arttirmistir (Tablo
10). 1 uM EBL uygulamasi kontrole gore ekspresyonu 6.93 oraninda arttirirken, 0 uM
veya 3000 0 uM BA igeren ortama ilave edildiginde ekspresyonu sirasiyla 4.47 ve 3.09
oranlarinda istatistiki bakimdan 6nemli olacak sekilde arttirmistir (Tablo 10, Sekil 34).
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Sekil 34: On haftalik bitkilerin kok orneklerinde pektin metil esteraz (PME) gen ailesine
ait baz1 genlerin ekspresyon seviyeleri ve jel goriintileri. (a) PME2 genine ait jel
gorlintiisii, (b) PME41 genine ait jel goriintiisii ve (c) PME2 ve PME41 genlerinin
ekspresyon seviye grafikleri (% kontrol). Uygulamalar arasindaki farkliliklar
Duncan Coklu Aralik Testi kullanilarak P < 0.01 diizeyinde harflendirme yoluyla
gosterilmistir (£ standart hata degerleridir).

On haftalik bitkilere 24 saat boyunca yapilan EBL uygulamasi SEB1 geninin
ekspresyonunun kontrole 1.84 oraninda istatistiki bakimdan Onemli olacak sekilde
arttirirken, diger uygulamalar ekspresyon seviyesini anlamli olacak sekilde

degistirmemistir (Tablo 10, Sekil 35).
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Sekil 35: On haftalik bitkilerin kok orneklerinde hiicre duvari proteinini kodlayan SEB1
gen ekspresyon seviyesi ve jel goriintiisii. (a) SEB1 genine ait jel goriintiisii ve (b)
SEBL1 ekspresyon seviye grafigi (% kontrol). Uygulamalar arasindaki farkliliklar
Duncan Coklu Aralik Testi kullanilarak P < 0.01 diizeyinde harflendirme yoluyla
goOsterilmistir (+ standart hata degerleridir).
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genin ekspresyon seviyelerinin kontrole gore kat degisimleri (fold changes)

Tablo 10: Borik asit ve/veya EBL uygulamalarina 24 saat siireyle maruz birakilan 10 haftalik A.thaliana bitkilerine ait kok 6rneklerinde 14

Uygulamalar

Gen isimleri Kontrol EBL - BA -BA+EBL +BA +BA+EBL
CESAl 1.00+0.13 1.94 +0.03 -1.10 £ 0.06 1.02 +£0.25 1.02 +£0.04 -1.94 £ 0.04
CESA4 1.00 £ 0.05 1.15+0.11 -1.20 £ 0.03 1.09+0.24 1.12+0.15 1.01 £0.06
CESAG6 1.00 £0.07 1.78 £0.10 1.12+0.06 1.40£0.15 -1.47 £0.09 -1.44 +£0.03
CESAS8 1.00+0.14 1.52+0.13 -1.05+0.13 2.41+0.24 1.15+£0.07 1.72+0.13
CSLB5 1.00 + 0.04 -2.01 £0.05 -1.48 £0.08 -2.34+0.05 -3.64 £0.03 -2.37 £0.05
EXPAS 1.00£0.15 12.53 £2.66 1.41 £0.28 2.93+0.63 2.04+0.48 1.69 £0.45
EXP8 1.00 £ 0.04 1.40+0.19 -1.09 £0.17 1.63+0.20 -1.26 £0.78 2.00+0.13
EXP14 1.00 £0.16 -2.02 +£0.09 1.18 £ 0.09 -2.60+0.02 -3.98 +£0.01 -4.41 £0.02
XTH16 1.00+0.14 -1.95 £ 0.01 -2.28 £0.06 -2.65+ 0.03 -9.25+0.01 -3.04 £0.02
XTH21 1.00+0.18 1.93+0.23 1.51+0.18 -1.21+£0.20 -3.15+£0.07 -1.59 £ 0.05
XTH23 1.00£0.13 23.01+£0.75 1.97 £0.13 1.82+0.17 -1.40+0.04 -1.01 £0.06
PME2 1.00+0.14 -2.92 £0.04 -1.33 £ 0.09 -2.42+0.04 -3.54+0.02 -6.73 £0.01
PME41 1.00 £ 0.07 6.93 +£0.65 2.99+0.26 447 +£0.40 1.64 £0.10 3.09 £0.07
SEB1 1.00 £ 0.06 1.84+0.18 -1.08 £ 0.08 1.37 £ 0.09 -1.16 £ 0.09 -1.66 £0.18

"-" kontrole gore ekspresyon seviyesinde azalmayi, "+" kontrole gore ekspresyon seviyesinde artma oranlarini ifade etmektedir, + standart hata degerleridir.



BOLUM 4

TARTISMA

Bitkiler yasamlar1 boyunca kuraklik, sicaklik, agir metal kontaminasyonu, besin eksikligi
gibi bir¢ok abiyotik strese maruz kalmaktadir. Stresin genel etkileri bitki tiiriine,
genotipine, yasina, strese maruz kalma siiresi ve stresin yogunluguna bagli olarak
degismektedir. Fakat stresin hiicre duvar1 biyosentez metabolizmasi iizerine etkisi tam
olarak aydinlatilamamistir (Gall vd., 2015). Bitki hiicre duvarinin dinamik yapisi, olagan
yapmin devam etmesine olanak saglamakta ve ayni zamanda degisen ¢evre kosullarinda
fiziksel bitiinligiinii devam ettirmektedir (Rao ve Dixon, 2017). Stres kosullar1 altinda
hiicre duvarinda meydana gelen degisikliklerin anlagilmasi ig¢in su ana kadar iki ana
mekanizma Onerilmistir. Birincisi primer hiicre duvar plastisitesini saglayan
Rhamnogalakturonan-I’'nin dallanma derecesindeki artis ile iligkili olarak ksiloglukan
endotransglukosilaz / hidrolaz (XTH) ve expansin miktarinda artis meydana gelmesidir.
Ikincisi ise hemiseliiloz ve lignin birikimiyle sekonder hiicre duvari kalinlasmasidir (Gall
vd., 2015). Bor gibi topraktaki besin maddelerinin konsantrasyonunda bir dengesizlik
olmasi bitki hiicre duvarlarin1 etkileyen Oonemli abiyotik stres faktorii olabilmektedir
(Tenhaken, 2015). Bor eksikliginde genelde anormal derecede kalin ve yapisal olarak
deforme hiicre duvar1 gézlenmektedir (Brown, 2002). Ayrica bor eksikliginde ¢esitli hiicre
duvar1 biiyiimesinde etkili XTH, PME ve ekspansin gibi hiicre duvari modifiye edici
enzimleri kodlayan genlerin ekspresyon seviyeleri azalmaktadir (Camacho-Cristobal vd.,
2008a,b). Bor toksisitesinde ise anormal hiicre duvari olusumuna sebep olmakta, hiicresel

yolaklari etkilemekte ve bitki biiylimesini engellemektedir (Kasajima ve Fujiwara, 2007).

Fitohormonlar, kimyasal aracilardir ve ¢evresel uyaricilara hizli cevaplar olusmasi gibi
bircok hiicresel siirecin koordine edilmesine olanak saglamaktadir. Fitohormonlarin
reglilasyonu hiicre duvarinda algilama (sensing) ve olumsuz kosullara karsi adaptif
yanitlarin  yeniden yapilandirmas1 i¢in gerekmektedir (Rao ve Dixon, 2017).
Brassinosteroidlerin bitki biliylimesindeki etkilerinin yani sira strese karsi cevaplarinin
olusumundaki rolii yapilan bir¢ok c¢alisma ile ortaya koyulmustur (Divi vd., 2010).
Brassinosteroidler, stres kosullar1 altinda, strese yanitta hiicre duvarinin diizenlenmesinde

onemli rol oynamaktadir (Rao ve Dixon, 2017). Bitki hiicre genislemesi ve farklilasmasi

92



sirasinda hiicre duvar bilesiminde bir dizi olay meydana gelmektedir. BR sinyal yolagi,
cesitli ¢cevre kosullarina uygun hiicre duvar 6zelliklerini saglamak icin hiicre duvarinin
gevsemesini veya sertlesmesinde 6nemli rol oynamaktadir (Rao ve Dixon, 2017). Yapilan
caligmalar brassinosteroidlerin bitki gelisiminin dogru zamaninda ve uygun dozda ekzojen

olarak uygulandiginda immono modiilatorler olarak rol oynadigini gostermistir (Khripach
vd., 2000).

Tez ¢alismasinda iki farkli biiyiime doneminde (5 haftalik ve 10 haftalik bitkiler) bor
eksikligi ve toksisitesinin hiicre duvari iizerine etkisi ve EBL hormonunun bor stresi
altinda hiicre duvari biyosentezi ve yeniden diizenlemesindeki rolii arastirilmistir. Caligsma
kapsaminda borik asit ve/veya EBL uygulamalarinin bes ve on haftalik Arabidopsis
bitkilerinin rozet yaprak ve kok oOrneklerinde hiicre duvari ile ilgili secilen 14 genin

ekspresyon seviyesi lizerine etkileri arastirilmistir.

Arabidopsis thaliana genomun da 10 farkli seliiloz sintaz (CESA) geni tanimlanmustir.
Primer hiicre duvarinda seliiloz biyosentezi icin CESA1, CESA3 ve CESAG6 genlerinin ayni1
anda ekspresyonu gerekli iken sekonder hiicre duvari biyosentezinde CESA4, CESA7 ve
CESAS8 genlerinin ayni1 anda ifade edilmesi gerekmektedir (Cosgrove, 2005; Lerouxel vd.,
2006). Tez caligmasinda ekspresyon seviyesi arastirilan genler arasinda hiicre duvarinda
seliiloz sentezinde rol alan bazi seliiloz sintaz gen ailesi iiyeleri (CESA1, CESA4, CESAG,
CESAS8 ve CSLB5) yer almaktadir.

Yaprak dokusunda, yiiksek konsantrasyonda BA uygulamasi bes haftalik bitkilerde CESA4
ve CESA8 genlerinin ekspresyon seviyelerini arttirirken (Tablo 11 ve 12), on haftalik
bitkilerde CESA4, CESA6 ve CESA8 genlerinin ekspresyonu hem BA i¢cermeyen hemde
yiiksek konsantrasyonda BA igeren ortamda arttirmistir (Tablo 13 ve 14). Bor stresine
maruz kalan bitkilerin rozet yapraklarinda primer ve sekonder hiicre duvan ile ilgili
genlerinin ekspresyonun artmasi, bor stresi altinda bitkinin yaprak kisimlarinda hiicre
duvart kalinligini arttirdigimi gostermektedir. Bu durum abiyotik stres faktorlerine karsi
bitkiler tarafindan gelistirilen bir strateji olan seliiloz sentez genlerinin ekspresyonunu
tesvik ederek sekonder hiicre duvari kalinligini arttirdig1 sonucuna goétiirmiistiir (Gall vd.,

2015).
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¥6

Tablo 11: Borik asit ve/veya EBL uygulamalarina 24 saat siireyle maruz birakilan 5 haftalik A. thaliana bitkilerine ait rozet yaprak
orneklerinde 14 genin ekspresyon seviyelerinde kontrole gére meydana gelen degisim durumlari

Uygulamalar
Gen isimleri EBL - BA -BA+EBL +BA +BA+EBL
CESA1
CESA4 : : : + +
CESA6
CESA8 : : . + +
CSLB5 : : . - -
EXPAS : : +
EXP8 + - + - +
EXP14 ’ - -
XTH16 - - - - -
XTH21 + + + + +
XTH23 + : + . +
PME2 + + + + +
PME41 + + + - +
SEB1
Tablo 7°ye gére "-" kontrole gore ekspresyon seviyesinde anlamli azalmayi, "+" kontrole gére ekspresyon seviyesinde anlamli artmayi, " kontrole gore degisiklik

olmadigin1 gostermektedir.



G6

Tablo 12: Borik asit ve/veya EBL uygulamalarina 24 saat siireyle maruz birakilan 5 haftalik A.thaliana bitkilerine ait kok 6rneklerinde 14
genin ekspresyon seviyelerinde kontrole meydana gelen degisim durumlari

Uygulamalar
Gen isimleri EBL - BA -BA+EBL +BA +BA+EBL
CESAl - : - - -
CESA4 - - - - -
CESAG6
CESAS8 : : : -
CSLB5 - : - - -
EXPAS - - - : -
EXP8 - - - : -
EXP14 - : : : -
XTH16 - : . - -
XTH21 : : . - -
XTH23 + : + ] N
PME2 - : - : -
PME41 : : + + +
SEB1 ; : _ . ]

Tablo 8’e gore "-" kontrole gore ekspresyon seviyesinde anlamli azalmayi, "+" kontrole gore ekspresyon seviyesinde anlamli artmayi, "-" kontrole gore degisiklik
olmadigin1 gostermektedir.
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Tablo 13: Borik asit ve/veya EBL uygulamalarina 24 saat siireyle maruz birakilan 10 haftalik A.thaliana bitkilerine ait rozet yaprak
orneklerinde 14 genin ekspresyon seviyelerinde kontrole gére meydana gelen degisim durumlari

Uygulamalar
Gen isimleri EBL - BA -BA+EBL +BA +BA+EBL
CESA1 : : : +
CESA4 . + : +
CESAG6 . + : + +
CESA8 : + . +
CSLB5 . . + : +
EXPA5S + + + + +
EXP8 + - + - +
EXP14 - : : + +
XTH16 + : +
XTH21 + + + + +
XTH23 + : + +
PME2 - : - : +
PME41 - - - + +
SEB1 + + + + +
Tablo 9’a gore "-" kontrole gore ekspresyon seviyesinde anlamli azalmay1, "+" kontrole gore ekspresyon seviyesinde anlamli artmay1, " kontrole gére degisiklik

olmadigin1 gostermektedir.



L6

Tablo 14: Borik asit ve/veya EBL uygulamalarina 24 saat siireyle maruz birakilan 10 haftalik A.thaliana bitkilerine ait kok 6rneklerinde 14
genin ekspresyon seviyelerinde kontrole gore meydana gelen degisim durumlari

Uygulamalar
Gen isimleri EBL - BA -BA+EBL +BA +BA+EBL

CESA1 + . . . -
CESA4

CESA6 + : . - -
CESA8 + : + . +
CSLB5 - - - - -
EXPA5 + . +

EXP8 : : : : +
EXP14 - : - - -
XTH16 - - - - -
XTH21 + . . - -
XTH23 +

PME2 - . - - -
PME41 + + + . +
SEB1 +

Tablo 10’a gore "-" kontrole gore ekspresyon seviyesinde anlamli azalmay1, "+" kontrole gore ekspresyon seviyesinde anlamli artmayi, " kontrole gore degisiklik

olmadigini gostermektedir.



Tez calismasinda tek basina yapilan EBL uygulamalar1 bes ve on haftalik bitkilerin rozet
yaprak orneklerinde CESA genlerinin ekspresyon seviyesinde degisiklik meydana getirmez
iken, bor toksisitesi CESA genlerinin ekspresyon seviyelerinde degisiklikler meydana
getirmistir (Tablo 11 ve 13). EBL uygulamasi bes haftalik bitkilerin yaprak érneklerinde
primer hiicre duvar1 biyosentezinde rol oynayan CESAL ve CESA6 genlerinin ekspresyon
seviyesini etkilemez iken, sekonder hiicre duvar1 biyosentezinde rol oynayan CESA4 ve
CESA8 genlerinin ekspresyon seviyelerini kontrole gore arttirmistir. On haftalik bitkilerde
ise sadece CESA6 gen ekspresyon seviyesini kontrole gore arttirdigi tespit edilmistir
(Tablo 11 ve 13).

BR’lerin Arabidopsis ‘te hem trankripsiyonel seviyede hemde transkripsiyon sonrasi CESA
genlerinin ifadelerini diizenleyerek seliiloz birikimini arttirdigi bilinmektedir (Rao ve
Dixon, 2017). Xie ve arkadaslar1 (2011), A. thaliana’nin yabanil tiplerine ve BR
mutantlarina farkli gelisim asamalarinda brassinosteroid hormonu uygulamiglardir. RT-
PCR analizleri sonucunda BR sinyallerinin Arabidopsis’te hem trankripsiyonel seviyede
hemde transkripsiyon sonrast CESA genlerinin ekpresyon seviyesini arttirarak seliiloz
birikimini arttirdigini tespit etmislerdir. Ayrica BR’lerin farkli gelisim asamalarinda farkli
CESA genlerininin ekspresyonlarini diizenledigini belirtmislerdir. Arastiricilar, ortamda
bulunan BR’lerin primer hiicre duvari biiyiimesi sirasinda CESA1, CESA3 ve CESA6
genlerinin, sekonder hiicre duvari biiyiimesi sirasinda ise CESA4 ve CESAS8 genlerinin
promotor bolgelerini uyararak genlerin ekspresyonunu tesvik ettigini ortaya koymuslardir
(Xie vd., 2011). Ayrica BR-sentezlemeyen ve BR-duyarsiz mutantlarin seliiloz igeriginin
yabanil tip Arabidopsis bitkilerine oranla daha az oldugu saptanmistir (Xie vd., 2011;
Nafisi vd., 2015). Stres kosullar1 altinda ekzojen BR uygulamasi sonucu BR reseptor
genlerinin yiiksek ekspresyonu hiicre duvari bozulmasini 6nlemek igin seliiloz sentezi ve

birikimine katki saglamaktadir (Rao ve Dixon, 2017).

Bes haftalik bitkilere ait kok dokularinda bor toksisitesi CESA1 ve CESA8 genlerinin
ekspresyonunu baskilarken, CESA4 geninin ekspresyonu hem bor toksisitesi hem de bor
eksikliginde baskilanmistir (Tablo 12). On haftalik bitki koklerinde CESA genlerinin
ekspresyonu bor eksikligi veya bor toksisitesinden etkilenmemistir (Tablo 14). Kok
dokularinda yapilan ekspresyon analizleri sonucu EBL hormonu tek basina veya BA
uygulamalariyla (0 ve 3000 pM) birlikte bes haftalik bitkilerde CESA1 ve CESA4
genlerinin ekspresyonlarini azaltmistir (Tablo 12). On haftalik bitkilerde ise CESA1L,
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CESAG6 ve CESAS8 genlerinin ekspresyonlar1 tek bagina yapilan EBL uygulamasi sonucu
artarken, BA ile birlikte uygulandiginda sadece ekspresyonu artan CESA8 geni olmustur
(Tablo 14). BR’ler uygulandig1 konsantrasyona bagli olarak kok gelisimini pozitif ya da
negatif olarak etkileyebilmektedir. Ekzojen BR uygulamasi diisiik konsantrasyonlarda kok
gelisimini artttkmakta, yiiksek konsantrasyonlarda ise inhibe etmektedir (Surgun vd.,
2012). Miissig vd., (2003) tarafinan yapilan c¢aligmada 0-10 nM arasinda farkli
konsantrasyonlarda uygulanan EBL hormonunun etkileri kok dokusunda arastirilmis ve
yiikksek konsantrasyonda EBL hormonunun kok biiyiimesini olumsuz etkileyerek
yavaglattig1 tespit edilmistir. Yapilan ¢alismalar bor eksikligi ve bor toksisitesi altinda bitki
koklerinin benzer tepkiler verdigi tespit edilmistir. Bor stresi altinda bitki kokleri stres
sartlarindan kag¢inmak veya tolere edebilmek i¢in hiicre uzamasi yavaslamakta, hiicre
boliinmesi engellenmektedir. Bunun sonucunda kok uzamasi gerilemektedir (Wang vd.,
2010; Liu vd.,2014). Bu bilgiler dogrultusunda stres sartlari altinda hiicre uzamasi
yavaglayacagi i¢in hiicre duvar1 biyosentezininde yavaslayacagi dolayisiyla biyosentez
genlerinin ekspresyon seviyesinin azalacagi ongoriilmektedir. Calismamizin sonuglar1 buna
paralel olarak bor eksikligi ve bor toksisitesi altinda kok dokusunda seliiloz biyosentezinde

rol oynayan bazi genlerin baskilandigi gostermektedir.

Yapilan literatiir ¢alismalarinda bor eksikligi veya bor toksisite kosullar1 altinda CESAL,
CESA4, CESA6 ve CESA8 genleri fizerine yapilan herhangi bir c¢alismaya
rastlanilmamustir. Bor stresi bitkinin maruz kaldig: bitki biiylime donemi ve bitki dokusuna
gore CESA genlerinin ekspresyonunda farkliliklar géstermistir. Bununla birlikte CESAL ve
CESAG6 ile CESA4 ve CESA8 genleri bor eksikligi veya bor toksisitesinde de benzer
ekspresyon profilleri gostermesi hiicre duvari biyosentez siirecinde birbirleriyle iligkili

olduklarini destekler niteliktedir (Cosgrove, 2005; Lerouxel vd., 2006).

A. thaliana’da bilinen 29 tane seliiloz sintaz benzeri (CSL) gen vardir. Bu genler seliiloz
sintaz genleriyle dizi benzerligi gostermektedir (Somerville vd., 2004; Hazen vd., 2017).
CSL proteinlerinin fonksiyonlari tam olarak aydinlatilmis olmasa da bazi calismalarda
cesitli hiicre duvart polisakkaritlerinin sentezini katalizledikleri ortaya koyulmustur
(Hamann vd., 2004). CSL genlerinin CESA genlerine sekans benzerliklerine dayanarak,
seliilozik olmayan hiicre duvari polisakkaritlerinin B-D-glukan omurgasini polimerize eden
sintazlar1 kodladigi 6nerilmektedir (Cosgrove, 2005; Roberts ve Bushoven, 2007). Haman

vd. (2004) normal kosullar altinda yetisen A. thaliana yabanil tip (Col-0) bitkisinde
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yaptiklar1 ¢alismada mikroarray yontemiyle CSLBS geninin bitkinin kok dokularinda
yaprak dokularina kiyasla daha yiiksek seviyede eksprese edildigini tespit etmislerdir. Tez
calismasinda ekspresyon seviyesi arastirilan diger bir gen CSLB5 geni olmustur. Bes
haftalik ve on haftalik bitkilere yapilan uygulamalar sonucunda kok dokusunda benzer
ekspresyon profilleri goriilmiistiir. Bor stresi (0 ve 3000 uM) altinda bitki kok dokusunda
CSLB5 geninin ekspresyon seviyesinde anlamli azalmalar (bes haftalik bitkilerin kok
dokusunda 0 uM BA uygulamasi harig) tespit edilmistir (Tablo 12 ve 14). Bor eksikligi ve
bor toksisitesi altinda bitki koklerinin benzer tepkiler verdigi ve hiicre uzamasin
yavaglatarak kok gelisimini inhibe ettigi tespit edilmistir (Wang vd., 2010; Liu vd.,2014).
Camacho-Cristobal vd., (2008a) tarafindan yapilan ¢alismada Arabidopsis bitkilerinin 6 ve
24 saat boyunca bor eksikligine maruz kalmasi sonucunda kok kisimlarinda CSLB5
geninin ekspresyon seviyesinin belirgin derecede azaldigini tespit etmisler ve borun hiicre
duvar bilesenlerinin sentezinde dogrudan rol aldigini ortaya koymuslardir. Bor eksikligi
altinda kok dokusundan elde ettigimiz bulgular Camacho-Cristobal vd. (2008a) bulgularini
destekler nitelikte olmustur. Calismamizi destekler nitelikteki diger bir g¢alismada
Arabidopsis bitkilerine yapilan diisik konsantrasyonda (0.1 pM) ve normal
konsantrasyonda bor (30 uM) uygulamalari sonucunda kok meristem hiicrelerinde CSLB5
geninin MRNA seviyesinin diisiik bor konsantrasyonunda azaldigi tespit edilmistir (Li vd.,
2015). Arastiricilar diisiik bor uygulamasi sonucunda CSLB5 gen ekspresyon seviyesinin
azalmasi, seliiloz biyosentezini azaltabilecegini 6nermiglerdir. Yapilan caligmalar ve tez
calisgmamizda elde edilen bulgular bor eksikligi ve diisiik bor konsantrasyonlarinin bitki
koklerinde CSLB5 geninin ekspresyonunun azalmasi yoluyla seliiloz biyosentezini
azaltabilecegini sonucunu dogurmaktadir. Seliiloz biyosentezinde meydana gelen azalma,
hiicre duvari 6zelliklerinde degisiklige neden olmaktadir (Li vd., 2015). BA uygulamalari
(0 ve 3000 uM) ile birlikte yapilan 1 pM EBL hormonu uygulamalari bes ve on haftalik
bitkilerin kok dokularinda ekspresyon seviyesini tek basina yapilan BA uygulamalarina
gore onemli oranlarda azaltmistir (Tablo 12 ve 14). Bu sonug, uygulanan EBL hormonu
konsantrasyona bagli olarak kok biiylimesini inhibe etmesi yaninda bor stresininin
meydana getirdigi CSLB5 gen ifadesi iizerindeki azalmanin etkisini dahada arttirabilecegi

sonucuna gotiurmustir.

Haman vd. (2004) normal kosullar altinda 15 ve 50 giin boyunca yetisen A. thaliana
bitkisinin yaprak dokusunda CESA ve CSL genlerinin ekspresyon seviyesilerini mikroarray

yontemiyle belirlemislerdir. Yaprak dokusunda ge¢ donemde (50 giin) CSLBS5 geninin
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ekspresyon seviyesinin daha yiiksek oldugunu tespit etmislerdir (Haman vd., 2004).
Haman vd. (2004) tarafindan elde edilen bulgular CSLB5 geninin bitki gelisminin geg
doneminde ifade edilerek hiicre duvar biyosentezine katildigin1 akla getirmektedir.
Yaptigimiz ¢alismada bes haftalik bitkilerin yaprak dokusunda bor toksisitesi altinda
CSLB5 geninin ekspresyon seviyesinde azalma tespit edilmistir (Tablo 11). On haftalik
bitkilerin yaprak dokusunda ise tek basina yapilan bor uygulamalari bir degisiklik meydana
getirmez iken bor stresleri ile birlikte yapilan EBL hormonu uygulamalari kontrole gére

ekspresyon seviyesini artirmistir (Tablo 13).

Bitki hiicre duvari yapisinin modifikasyonu, abiyotik stres faktoriiniin algilanmasi iizerine
bir savunma yaniti olarak gerekmektedir (Tenhaken, 2015). Iki grup enzim olan
ksiloglukan transferaz / hidrolaz (XTH) ve ekspansinler hiicre duvarinin gevsemesine
katilmaktadir. XTH ve ekspansin mRNA diizeylerinin BR aracili regiilasyonu, hiicre
duvarinin sertligini degistirmek i¢in ksiloglukan ve seliilloz mikrofibriller arasindaki
etkilesimin degismesine neden olabilmektedir (Rao ve Dixon, 2017). Ekspansinler
bitkilerde hiicre biiylimesinde ve stres cevabinin olusumunda duvar genislemesini uyaran
proteinlerdir. Hiicre biiyiimesi siirecinde ekspansinler, seliiloz mikrofibriller ile duvar
matriksinde bulunan seliilozik olmayan glikanlar arasindaki hidrojen bagmi kopararak,
hidrolitik bozunma olmadan hiicre duvar1 gevsemesinde rol oynarlar. A. thaliana
genomunda simdiye kadar tanimlanan 36 ekspansin geni bulunmaktadir (Camacho-
Cristobal vd., 2008a; Park vd., 2010). Ekspansin genlerinin diizenlenmesi hakkindaki
bilgiler ¢ok sinirli olsa da birgok durumda gen ekspresyonunun bitki biiyiime hormonlari
tarafindan diizenlendigi tespit edilmistir. Ayrica ¢evresel tetikleyicilerinde ekspansin
genlerinin ekspresyonunu tesvik ettigi bulumustur (Wieczorek vd, 2006). BR’ler ekzojen
olarak uygulandiginda ekspansin proteinlerini de kapsayan hiicre duvar1 modifiye edici
enzimleri kodlayan bircok genin ekspresyonunu tesvik etmektedir (Missig vd., 2002).
Calismamizda borik asit ve/veya EBL uygulanan bes ve on haftalik bitkilerin rozet yaprak
ve kok orneklerinde ekspansin gen ailesi iiyelerinden EXPAS5, EXP8 ve EXP14 genlerin

ekspresyon seviyeleri aragtirilmistir.

Park vd. (2010) tarafindan yapilan ¢alismada A. thaliana yabanil tip bitkisinde EXPA5
geninin ekspresyonunun kdke kiyasla rozet yapraklarda yiiksek seviyede oldugu rapor
edilmistir. Arastiricilar, ekzojen uygulanan 0.1 uM brassinolid uygulamasinin A.thaliana

fidelerinde EXPAS gen ekspresyonunu arttirdigini tespit etmisler. BR mutantlar: ile yapilan
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calismalar sonucunda EXPA5 geninin ekspresyonunun BR’lere duyarli oldugunu ortaya
koymuslardir. BR hormonunun EXPA5 gen ifadesini nasil diizenledigini agiklayabilmek
igin yabanil tip ve BR mutant (bril-301, det2, bzr1-1D, bzr1-1D x expA5-1) bitkilerinde
yaptiklar1 analizler sonucunda A. thaliana’da EXPAS5 geninin, BR sinyal yolagi bileseni
olan BZR1 transkripsiyon faktorii tarafindan diizenlenen bir gen oldugunu ortaya
koymuslardir (Park vd., 2010). Calismamizda 1 uM EBL uygulamalar1 sonucunda EXPA5
geninin ekspresyonunda uygulanan bitki donemine ve dokuya gore farkli ekspresyon
seviyeleri gozlenmistir. Bes haftalik bitkilerin yapraklarinda genel olarak yapilan tiim
uygulamalar (bor icermeyen ortama EBL ilavesi harig¢) EXPA5 geninin ekspresyon
seviyesini kontrol uygulamasma goére degistirmez iken (Tablo 11), on haftalik bitkilerin
yaprak Orneklerinde BA icermeyen ve igeren ortamlar EXPAS5 geninin ekspresyonunu
kontrole gore 2.52 - 1.98 oranlarinda arttiriken, EBL ilavesi ekspresyonun 4.87-4.14 kat
artmasina neden olmustur (Tablo 13). On haftalik bitkilerin kok dokusunda ise ekpresyon
seviyesi 1 puM EBL uygulamasi tek basina ve bor icermeyen ortamla birikte
uygulandiginda artarken (Tablo 14), bes haftalik bitkilere ait kok dokusunda tek basina
yapilan 1 uM EBL ve BA uygulamalar1 ekspresyonun azalmasina neden olurken, birlikte
uygulandiklarinda ekspresyonu daha da azalmasina neden olmuslardir (Tablo 12). Bu
durum BR hormonunun uygulama zamanina bagli olarak etkisininin degistigi ve BR’lerin
etilen tretimini uyarmasiyla agiklanabilir (Khripach vd., 2000; Park vd., 2010).
A.thaliana’da yapilan bir calismada ekzojen BR uygulamasinin bitki kok ve siirglinlerinde
etilen tiretimini tesvik ettigi ve uygulanan hormon konsantrasyonuyla paralel olarak etilen
tretiminin arttigimi tespit etmislerdir (Arteca ve Arteca, 2001). Bununla birlikte
A.thaliana’da etilen iizerine yapilan bir ¢alismada, CDNA-AFLP ve cDNA-mikroarray
yontemleri kullanilarak yapilan transkriptom analizleri ile EXPA5 gen ekspresyonunun

etilen tarafindan baskilandigini gésterilmistir (Paepe vd., 2004).

Ekspansin ailesine ait ekspresyon seviyesi arastirilan diger bir iiyesi EXP8 genidir. Yapilan
literatiir ¢aligmasinda bor eksikligi ve yiiksek bor konsantrasyonunun neden oldugu stres
sartlar1 altinda EXP8 gen ekspresyonunun nasil diizenlendigini agiklayan herhangi bir
calismaya rastlanilmamistir. Bu kapsamda tez calismasinda elde edilen bulgular yenilik
tasimaktadir. Yapilan ¢alismada tek basina bor eksikligine maruz birakilan bes haftalik
bitkilerin kok dokusunda kontrole gore EXP8 geninin transkript seviyesinin azaldig: tespit
edilmistir (Tablo 12). Tek basina yapilan bor eksikligi ve bor toksisitesi uygulamalari ise
bes ve on haftalik bitkilerin rozet yaprak dokusunda EXP8 geninin ekspresyonunun
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azalmasma neden olmustur (Tablo 11 ve 13). Hiicre biiylimesi ve hiicre duvarinin
gevsemesinde rol oynayan ekspansinler kok uzamasi, kok sagaklarinin olusumu ve gelisimi
ve yaprak organogenezi gibi gelisim siireglerinde rol oynamaktadir (Wieczorek vd., 2006;
Wei vd., 2011). Bitki biiylime siire¢lerinde rol oynayan ekspansinlerin miktarinda meydana
gelen artis ve azalmalarin bitki biiylimesini etkileyebilecegi tahmin edilmektedir (Li vd.,
2003). Bitkiler stres sartlarindan kaginmak veya tolere edebilmek igin gesitli morfolojik
stratejiler gelistirmisdir ve hiicre uzamasmi yavaglatarak biliylimenin azalmasi bu
stratejilerdir biridir (Gall vd., 2015). Bitkilerin gelistirebilecegi olas1 strateji dogrultusunda
bor stresininin  hiicre duvart modifikasyonununda rol oynayan EXP8 geninin

ekspresyonunu azalttig1 6n goriilmektedir.

Hiicre yiizeyinde BR sinyali algilandiginda sinyal iletim yolag: aktif hale gelir ve sinyal
yolagi elemanlarindan HBI1 (HOMOLOG OF BEE2 INTERACTING WITH IBH1,
At2918300) duvar modifiye edici EXP8 geninin promotor bolgesine baglanarak
transkripsiyonu aktive eder. Boylelikle hiicre uzamasini tesvik etmektedir (Clouse, 2014).
Tez calismasi kapsaminda EBL hormonu bes haftalik bitkilerin kok dokusunda bor
eksikligi ve bor toksisitesinde goriillen EXP8 genine ait ekspresyonu daha da baskilamigtir
(Tablo 12). Brassinosteroidler, stres faktorlerine karsi yanit olusmasinda ve stres sartlarina
tolerans gosterebilen hiicre duvari 6zelliklerini saglamak icin hiicre duvarmin gevseme
veya sertlesmesinin diizenlenmesinde 6nemli rol oynar. (Divi vd., 2010; Rao ve Dixon,
2017). Hiicre duvari gevsemesinde rol oynayan ekspansin genlerinin stres sartlari altinda
ekspresyonunun azalmasi, duvarin sertlesmesine neden olmaktadir. Ekzojen uygulanan
EBL hormonu bor stresine direk maruz kalan kok dokusunda bitkinin tolerans
mekanizmasin1 destekleyerek EXP8 gen ekspresyonunu daha da baskilamis ve duvar
sertligine katki saglamistir. Bes haftalik bitkilerin rozet yaprak dokusunda ise EBL
hormonu EXP8 gen ekspresyonunu tesvik etmistir (Tablo 11). Bor eksikligi ve yiiksek bor
konsantrasyonlarinin ekspresyonda neden oldugu azalma etkisini ortadan kaldirmus,
transkript seviyesini kontrole gore arttirarak hiicre duvari uzamasina katki saglamistir. On
haftalik bitkilerin rozet yaprak Orneklerinde yapilan arastirma sonucunda EBL
hormonunun EXP8 gen ekspresyonunu tesvik ettigi (Tablo 13), meydana gelen artiglarin
oransal olarak bes haftalik bitkilere kiyasla daha yiiksek oldugu tespit edilmistir. Bu durum
hormonunun uygulanma zamanina gore etki durumunun degistigini gostermektedir. Elde

edilen bulgular, bor eksikligi ya da bor toksisitesine maruz kalan bitkilere yapilan EBL
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hormonu uygulamasinin bor stres toleransina katki sagladigi ve bor stres kosullar1 altinda

yaprakta hiicre duvari uzamasini tesvik ettigi sonucunu ortaya koymaktadir.

Tez calismasinda ekspansin ailesine ait ekspreyonu arastirilan diger bir gen EXP14
olmustur. Simdiye kadar yapilan ¢aligmalarda brassinosteroidlerin EXP14 gen ekspresyonu
tizerine etkisi aragtirllmamig, fakat BR’lerin ekspansin gen ailesi farkli iiyelerinin
ekpresyonunu tesvik ettigi bilinmektedir (Miissig vd., 2002). Bes ve on haftalik bitkilerin
kok dokusunda bor eksikligi EXP14 geninin ekspresyonunda bir degisiklik tespit edilmez
iken bor toksisitesi on haftalik bitkilerin kok dokusunda gen ekspresyonunu baskilamistir
(Tablo 12 ve 14). Yapilan bir caligmada ise 3 haftalik A.thaliana bitkileri 6 ve 24 saat
stireyle bor eksikligine maruz kalmasi sonucunda kok kisimlarinda EXP14 ekspresyon
seviyesinde sirasiyla 1,7 ve 2,7 kat oraninda azalma meydana geldigi tespit edilmistir
(Camacho-Cristobal vd., 2008a). Camacho-Cristobal vd. (2008a) tarafindan yapilan
calisma bulgular ile tez ¢alismasinda bor eksikliginde elde edilen bulgular birbirinden
farklidir. Bu farkliligin, bitkinin bor eksikligine maruz kaldig: bitki gelisim doneminden
kaynaklandig1 6ngoriilmektedir. Ayrica tez ¢aligmasinda bor toksisitesi altinda on haftalik
bitkilerin stres faktoriine direk maruz kalan kok dokusunda duvar modifikasyonunda rol
oynayan EXP14 gen ekspresyonunun baskilanmast sonucunda duvar gevseme
mekanizmasinda degisiklik meydana geleceginden hiicre uzamasini yavaglayacagi sonucu
c¢ikarilabilir. 1 M EBL hormonu tek bagina ya da borik asit konsantrasyonlariyla (0 ve
3000 uM) birlikte uygulandiginda bes ve on haftalik bitki kok kisimlarinda EXP14
transkript seviyesini genel olarak kontrole gore azaltmistir (Tablo 12 ve 14). Bes haftalik
bitkilere ait koklerde EXP14 geninin ekpresyonunu on haftalik bitkiler ile kiyaslandiginda
kontrole gore daha yiiksek oranlarda baskilamigtir. Brassinosteroid hormonunun bitki
gelisiminin uygulanma zamanina bagli immunomodiilator etkisinin degistigi bilinmektedir
(Khripach vd., 2000). Bu durum EBL hormonunun EXP14 gen ekspresyonu iizerine

diizenleyici etkisinin uygulanma zamanina bagl olarak degistigini géstermektedir.

Bes haftalik bitkilere ait yaprak drneklerinde EXP14 geninin ekspresyonu borun olmadig:
kosullarda azalirken (Tablo 11), on haftalik bitkilerin yaprak orneklerinde bor toksisite
kosullarinda ekspresyonda artma gozlenmistir (Tablo 13). Bununla birlikte borik asit ile
birlikte yapilan EBL uygulamalar1 EXP14 geninin ekspresyonunu tek basina yapilan borik

asit uygulamalarina nazaran genel olarak degistirmemistir (Tablo 11 ve 13).
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Hiicre duvarmin baslica elemanlart arasinda yer alan ksiloglukanin, modifikasyonu
ksiloglukan endo transglikosilaz / hidrolaz (XTHs) enzimi tarafidan gerceklesmektedir. Bu
nedenle XTH gen ailesi iiyeleri hiicre duvar1 modifikasyonunda 6nemli rol
oynamaktadirlar. XTH genlerinin ekspresyonunun bitkilerde uzama bolgelerinde ve/veya
hiicre geniglemesinin son buldugu ancak duvarin yeniden sekillendigi duvar olusumun
aktif oldugu bolgelerde yiiksek oldugu saptanmistir (Cosgrove, 2005). Tez calismasinda
borik asit ve/veya EBL uygulamasi sonucunda XTH gen ailesi liyelerinden XTH16, XTH21

ve XTH23 genlerinin ekspresyon seviyelerinde meydana gelen degisiklikler arastirilmistir.

Bor eksikligi ve toksistesi bes haftalik bitkilerin yaprak dokusunda XTH16 geninin
ekspresyonunu baskilamistir (Tablo 11). Bes haftalik bitkilerin kok dokusunda yapilan
analizler bor toksisitesinin XTH16 geninin ekspresyonunu kontrole gére 3 kat diistirdiigi
tespit edilmistir. On haftalik bitkilerin koklerinde ise hem bor eksikligi hemde bor
toksisitesi ekspresyonun azalmasina neden olmustur (Tablo 14). 2008 yilinda yapilan bir
caligmada A. thaliana koklerinde bor eksikligininin hiicre duvari iligkili baz1 genler iizerine
etkisi arastirilmis ve XTH16 gen ekspresyon seviyesinin azaldigi tespit edilmistir
(Camacho-Cristobal vd., 2008a). Bor eksikligi altinda hiicre duvari modifiye edici
enzimlerin ekspresyonunun yetersiz olmasi, hiicre duvart gevseme durumunu
degistirmektedir. Hiicre duvar modifikasyonunda rol oynayan XTH genlerinin transkript
seviyesinin azalmasi da, ksiloglukanlar ile capraz bagli mikrofibril agmin yeniden
diizenlenmesini ve hiicre duvarmin gerilme 06zelligini etkileyebilmektedir (Camacho-
Cristobal vd., 2008a). Bor toksisitesinin XTH16 gen ekspresyon seviyesi iizerine etkisine
iligkin bir ¢alismaya rastlanilmamis olmamasi ve elde edilen bulgularda bor eksikligi ve
bor toksisitesinin XTH16 gen ekspresyon seviyesini benzer sekilde etkilemesi bor stresinin
XTH16 gen ekspresyonunda benzer yolaklar izledigini diisiindiirtmektedir. Bu ¢ikarimla,
bor stresi (bor eksikligi ve toksisitesi) altinda bitkinin duvar modifikasyonunda rol
oynayan XTH16 gen ekspresyonu baskilanarak duvarin yeniden diizenlenmesinde bir

takim degisiklikler meydana gelecegi ongdriilmektedir.

Hiicre ylizey reseptorleri tarafindan algilanan BR’lerin olusturdugu sinyalin Arabidopsis ve
soya fasulyesinde duvar modifikasyonunda rol oynayan birtakim XTH genlerinin
ekspresyonunu anlamli olacak sekilde degistirdigi ortaya koyulmustur (Rao ve Dixon,
2017). Bes ve on haftalik bitkilere 24 saat boyunca yapilan tek basina yapilan 1 uM EBL
uygulamasi kok orneklerinde XTH16 geninin ekspresyonunu baskilamistir (Tablo 12 ve
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14). Bununla birlikte bes haftalik bitkilerin kok dokusuna bor toksisitesi 3 kat (3.13)
oraninda bir azalma meydana getirirken, EBL uygulmasi bu orani 6 kata (6.54) ¢ikarmstir.
Bes haftalik bitkilerin yaprak dokularinda da tek basina yapilan EBL uygulamasi1 XTH16
geninin ekspresyonu azaltirken on haftalik bitkilerin yapraklarinda ekspresyonu tesvik
etmigtir (Tablo 11 ve 13). Buna ilaveten bes haftalik bitkilerin yaprak dokusunda borun
toksik oldugu kosullar altinda ekspresyon 5 kat (5.73) azalirken, EBL uygulamas ile
birlikte bu oran 10 kat (10.58) olmustur. Yapilan bir ¢alismada, XTH genlerinin farkl bitki
organlarinda ekspresyon seviyeleri tespit edilmis olup, dokuya spesifik ekspresyon
gosterdigi ortaya koyulmustur (Yokoyama ve Nishitani, 2001). Bizim g¢alismamizda
bununla birlikte EBL etkisinin bitki biliyime donemine gore de degistigi ortaya
koyulmustur. 5 haftalik bitkilerin yapraklarinda bor toksisitesi EBL ile birlikte
uygulandiginda ekspresyonu 10 kat daha azalmasina neden olurken, kék dokusunda bu
oran 6 kat olmustur. Bitkinin bor toksisitesine karsi yanitinda stres hiicre duvari
modifikasyonu ile ilgili olan XTH16 geninin ekspresyonu azaltmistir bununla birlikte, EBL
hormonu s6z konusu genin ekspresyonunun daha da azalarak savunma mekanizmasini

desteklemis olabilecegi ongoriilmektedir.

Tez kapsaminda, ekspresyon seviyesi arastirilan diger bir gen XTH21 geni olmustur. Bes
haftalik hem de on haftalik bitkilerin kok dokusunda borun yiiksek konsantrasyonda
oldugu kosullarda XTH21 geninin ekspresyonu kontrole goére 6nemli oranlarda azalmistir
(Tablo 12 ve 14). Bu durum toksik bor stresine direk maruz kalan bitki koklerinin
bliylimeyi yavaslatarak stres tolerans stratejisini desteklemektedir. Ayrica sadece bor

toksisitesinde ekspresyon degisim goriilmesi 6nem arz etmektedir.

Yaprak dokusunda tek basina yapilan EBL ve bor uygulamalart XTH21 geninin
ekspresyonunu arttiriken, EBL hormonu bor stresleri (bor eksikligi ve bor toksisitesi) ile
birlikte uygulandiginda bes ve on haftalik bitkilerde ekspresyonu dramatik oranlarda
arttirmistir (Tablo 11 ve 13). Normal sartlar altinda biiyiiyen bir bitkide XTH21 genine ait
mRNA seviyesi diger XTH gen ailesi iiyelerine gore daha diisiik bulunmaktadir
(Yokoyama ve Nishitani, 2001). BR hormonu, XTH genlerinin ekspresyonunu tesvik
etmektedir (Rao ve Dixon, 2017). Yapilan bir c¢alismada ise 20 ginliik A.thaliana
fidelerinde 2 saat boyunca 1 pM brassinolide uygulamasimin XTH21 geninin ekspresyon

seviyesini kontrole gore degistirmedigi tespit edilmistir (Yokoyama ve Nishitani, 2001).
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Tez ¢aligmasinda, borik asit ve/veya EBL uygulamarit sonucunda XTH gen ailesinden
XTH23 gen ifadesinin degisimleri arastirilmistir. Bor eksikligi iki grup bitkinin kok
dokusunda XTH23 geninin ekspresyon seviyesini degistirmemistir (Tablo 12 ve 14). Fakat
bor toksisitesinde bes haftalik bitkilerin kok orneklerinde XTH23 transkript seviyesinin
kontrole gore azaldigi tespit edilmistir (Tablo 12). Bununla birlikte yapilan analizler
sonucunda sadece on haftalik bitkilerin rozet yaprak orneklerinde borun toksik oldugu

kosullarda XTH23 gen ekspresyon seviyesi olduk¢a artmustir (Tablo 13).

Calismamizda tek basina yapilan EBL hormonu 5 ve 10 haftalik bitkilerin kdklerinde
ekspresyonu sirastyla 19.03 ve 23.01, yapraklarinda ise sirasiyla 3.73 ve 5.86 oranlarindan
artttrmustir. 2001 yilinda yapilan bir ¢alisma ile XTH23 gen ekspresyonunun ekzojen
uygulanan bitki biiylime hormonlariyla diizenlendigi, bitki biiyiime hormonlar1 arasinda en
fazla 1 uM brassinolide uygulamasi sonucu ekspresyonunun tesvik edildigi tespit edilmistir
(Yokoyama ve Nishitani, 2001). Bununla birlikte, farkli bir ¢alismada XTH23 geninin
ekspresyon seviyesinin yaprak, govde ve ¢igek kisimlari ile karsilastirildiginda kok

dokusunda daha yiiksek oldugu tespit edilmistir (Yokoyama ve Nishitani, 2001).

EBL hormonu, bes haftalik bitkilerin koklerinde ve her iki grup bitkinin yaprak dokusunda
XTH23 geninin transkript seviyesinin 6nemli oranlarda artmasina neden olmustur (Tablo
11,12 ve 13). BR hormonun A. thaliana ‘da farkli dokularda XTH23 geninin ekspresyonu
tizerine etkileri arastiritlmis olmakla birlikte, ilk defa bu ¢alismada EBL hormonu bir stres

ile birlikte uygulanmistir.

Hiicre duvart biyosentezi sirasinda pektin polisakkartleri pektin metilesteraz enzimleri
(PME) tarafindan de-esterefiye edildikten sonra duvar yapisina katilabilmektedir. PME’ler
enzimatik aktivitesi sayesinde bitki gelisim siirecinde veya stres durumunda hiicre duvari
genislesmesi ve hiicre duvar1 olusumu gibi hiicre duvarmin yapisal ve islevsel
Ozelliklerinin diizenlenmesinde rol almaktadirlar (Richard vd., 1994; Wolf vd., 2003).
Abiyotik stres sartlart altinda hiicre uzamasi nispeten devam ettirebilmek icin primer hiicre
duvart pektin miktarinda bir artis meydana gelmektedir. Pektin polisakkaritleri
sentezlendikten sonra pektin metil esteraz (PME) enzimi tarafindan de-esterefiye edilerek
hiicre duvar1 yapisina katilmaktadir. Stres kosullar1 altinda PME gen ekspresyonu ve enzim
aktivitesi artmaktadir (Gall vd., 2015). Normal ve stres sartlar1 altinda Arabidopsis

bitkisinde BR sinyali, pektin bagimli hiicre duvari biitiinliigiinii kontrol etmek i¢in metil
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esterli pektin polisakkaritlerinin modifikasyonundan sorumlu PME aktivitesi ile iligkilidir

(Rao ve Dixon, 2017).

Tez calismasinda bor eksikligi ve toksik bor seviyesinin neden oldugu stres kosullari
alinda PME2 ve PME41 genlerinin ekspresyonu ve ekspresyon seviyesi tizerine EBL
hormonunun etkisi arastirilmigtir. Tek basina yapilan EBL veya borik asit uygulamalari bes
haftalik bitkilerin yapraklarinda PME2 gen ekspresyon seviyesini artirirken, kombine
uygulamalar1 ekspresyonu daha da arttirmistir (Tablo 11). On haftalik bitkilerde ise bor
eksikligi ve toksisitesi PME2 ekspresyon seviyesinde degisiklik meydana getirmez iken,
EBL ile birlikte uygulandiklarinda, ekspresyonu yiiksek oranlarda arttirmistir (Tablo 13).
A. thaliana fidelerinde yapilan bir ¢alismada PME aktivitesine miidehale edilmesi sonucu
(PMEI over ekpresyonu ya da EGCG kimyasal inhibitorii) hiicre duvari pektin miktarimnin
azalmasma ve bu azalmaya bagh olarak tam olarak aydinlatilamamis bir mekanizma ile
BRI reseptoriiniin PME’lerinde dahil oldugu duvar modifikasyonundan sorumlu ajanlarin
ekpresyonunu indiikledigi tespit edilmistir. S6z konusu c¢aligmayla BR sinyallenmesinin

PME gen ekspresyonunu uyardigi ortaya konulmustur (Wolf vd., 2012).

Kok dokusunda ise yaprak dokusundan tamamen farkli bir ekspresyon profili tespit
edilmistir. Tek basmna yapilan EBL uygulamalari her iki grup bitkinin PME2 gen
ekspresyonunu azaltmis, on haftalik bitkilerde ise yiiksek konsantrasyonda borik asit
uygulamasi ekspresyonun azalmasina neden olmustur (Tablo 12 ve 14). Salatalik (Cucumis
sativus L.) bitkisinde yaplan bir ¢alismada yiiksek bor konsantrasyonunda (5 mM) erken
gozlenen etki, kok uzamasinin baskilanmasi olmustur. S6z konusu calismada bor
toksisitesine maruz kalan bitki koklerinde PME2 gen ekspresyonunun kontrole gore arttigi
tespit edilmistir (Wang vd., 2010). Borik asit eksikligi veya toksisitesi ile birlikte yapilan
EBL uygulamalar1 ise PME2 transkript seviyesini belirgin oranlarda hem bes hem on
haftalik bitkilerde azaltmistir (Tablo 11-14). Arabidopsis fidelerinde soguk ve donma
stresine tepki olarak BR’lerin PME gen ekpresyon seviyesini tesvik ettigini ve hiicre duvar

sertligini arttirmak i¢cin PME aktivitesini tetikledigi gosterilmistir (Qu vd., 2011).

Pektin metilesteraz gen ailesine ait ekspresyon seviyesi incelenen diger bir gen PME41’dir.
PME41 geninin ekspresyon seviyesi bes ve on haftalik bitkilerin yaprak ve kok
dokularinda EBL uygulamasi ile artmig (bes haftalik bitkilerin kok dokulari harig), bor
stresleri ile birlikte yapilan EBL uygulanmasi ise ekspresyonu daha da arttirmistir (Tablo
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11-14). Qu vd. (2011) Arabidopsis fidelerinde soguk stresinin PME aktivitesini arttirdigini,
soguk stresi ile birlikte yapilan EBL (1 uM) uygulamasinin ise PME41 gen ekspresyonunu
ve PME aktivitesini daha da arttirdigini saptamislardir. Yabanil tip ve BR-duyarli
mutantlar (bzrl-1D, bril-116 heterezigot ve homozigot) A. thaliana bitkilerinde yaptiklar
analizler ile soguk stresi altinda PME aktivitesinin diizenlenmesinin BR sinyal yoluna
bagli oldugunu ve soguk stresine karst BR’lerin pozitif etkisini ortaya koymuslardir (Qu
vd., 2011). Stres sartlar1 altinda PME genlerinin ekspresyonun uyarildigi bilinmektedir
(Gall vd., 2015). Fakat yapilan literatiir ¢alismasinda bor stresi altinda PME41 gen
ekspresyonunun nasil diizenlendigini agiklayan herhangi bir ¢alismaya rastlanilmamistir.

Bu kapsamda tez caligmasindan elde edilen bulgular yenilik arz etmektedir.

Plazma membraninda bulunan SEB1 (COBRA-like protein-7 procursor, COLB7) proteini
hiicre biiylimesi ve hiicre duvar1t biyosentezinde selilloz  mikrofibrillerinin
organizasyonunda rol oynamaktadir. Bitkilerin rozet yaprak ve kok kisimlari dahil olmak
lizere biitiin organlarinda sentezlendigi tespit edilmisir (URL-3, 2015). Miissig vd., (2002)
yaptiklar1 ¢aligmada ekzojen brassinosteroid uygulamasinin bitkide SEB1 gen
ekspresyonunu arttirdigini tespit etmislerdir. Bes haftalik bitkilerin kok dokusunda EBL
hormonu, hem tek basma hem de bor stresleri ile birlikte uygulandiginda SEB1 gen
ekspresyonunu baskilarken (Tablo 12), on haftalik bitkilerin yapraklarinda ekspresyonu
artttrmustir (Tablo 13). EBL hormonunun bitki biiylime donemine farkli sonuglar verdigi ve
dokuya spesifik SEB1 gen ekspresyonunu diizenledigi diisiiniilmektedir. Yapilan literatiir
taramasinda bor stresinde SEB1 geninin ekspresyonunun nasil diizenlendigi iizerine

herhangi bir caligsmaya rastlanilmamistir.

Farkli gelisim donemlerinde (bes ve on haftalik) bor eksikligi ve yiiksek bor
konsantrasyonuna maruz birakilan A. thaliana bitkilerinin kdk ve yaprak dokularinda bor
stresinin hiicre ¢eperi iizerine etkileri ve brassinosteroidlerin stres yanitinda hiicre ¢eperi
modifikasyonlarinin diizenlenmesindeki rolii RT-PCR teknigi ile transkripsiyonel seviyede
arastirilmistir. Bor stresine yanitta hiicre ¢eperi biyosentez ve modifikasyonunda rol
oynayan genlere ait mMRNA seviyelerinin dokuya ve bitkinin strese maruz kaldigi gelisim
donemine bagli olarak degistigi tespit edilmistir. Bununla birlikte, bor eksikligi ve yiiksek
bor konsantrasyonunun arastirilan bazi genlerin ekspresyon seviyelerini benzer sekilde

etkiledigi tespit edilmistir.

109



Hiicre duvarmin yeniden diizenlenmesinin BR sinyal yolagi ile iliskili oldugu
bilinmektedir. BR’ler bitkilerde hiicre duvari genisleme proteinleri ve seliiloz, lignin ve
pektin gibi duvar bilesenlerini etkilemektedir (Rao ve Dixon, 2017). Yapilan caligma
BR’lerin bor stresi yanitinda hiicre duvar lizerine etkilerini aydinlatmaya yonelik ilk
calisma olma Ozelligindedir. Bor stresi ile birlikte EBL uygulamalar1 sonucunda hiicre
duvart ile iligkili gen ekspresyon seviyelerinde goézlenen degisiklikler bitkilerde bor

stresine kars1 tolerans mekanizmasinda BR’lerin katki sagladigin1 gostermektedir.

Bitki hiicre duvarinda bor stresi ve bor-brassinosteroid etkilesimi iizerine yapilan ilk
calisma 6zelligine sahip tez ¢aligmasi, BR aracili hiicre duvarit homeostasinin anlagilmasina
katki saglamakla birlikte bitkilerde transgenik yaklasimlarla bor stres toleransini arttirmak
amactyla yapilan caligmalara destek saglayacak niteliktedir. Bununla birlikte BR’lerin
hiicre duvari iizerine etkilerinin tam olarak aydinlatilabilmesi igin proteomik vb. ileri

arastirma teknikleri ile desteklenmesi gerekmektedir.
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