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OZET

GASTRONOMIK BiR DEGER OLAN MISIR (ZEA MAYS L.)’IN STRES
ALTINDA MIiKROTUBUL HUCRE ISKELETI DAVRANISI

Zea mays L. bitkisinin kokleri sirasiyla 50, 100, 300, 500 mM NacCl ile
muamele edilmis tuz stresine maruz birakilan musir bitkisinin 1,5 cm olan kokleri
fikse edildi ve % 70 alkolde saklandi. Daha sonra % 70 alkoldeki misir koklerine
kesit alinabilmesi i¢in parafin yontemi uygulandi ve 3-4 um boyutunda kesitler elde
edildi. Elde edilen kesitlere DAPI (4-6-diamidino-2-fenilindol) boyama yontemi
uygulandi. Floresan mikroskobunda 365 nm dalga boyunda incelenen 50, 100, 300,
500 mM NaCIl ile muamele edilen misir kok doku hiicrelerinde kromatin
yogunlasmasi, sekilleri bozulan nukleuslar ve sitoplazma biiziilmesi goriildii. PHO
belirtileri gdsteren musir kok dokusu hiicrelerine PHO sirasinda DNA’da gerceklesen
kiriklart in situ olarak gosterebilmek igin TUNEL (Terminal deoxynucleotidyl
transferase dUTP nick end labeling: In situ ug isaretleme ydntemi) analizi uyguland.
TUNEL analizi yontemi uygulanan misir kok dokusu kesitleri 490 nm dalga boyunda
yesil 1s1ma veren floresan mikroskobunda fotograflandi. DAPI boyama ve TUNEL
analizi yonteminde elde edilen bulgular ile msir kék dokusu hiicrelerinin PHO'ye
ugradigy tespit edildi. PHO &ncesi ve sonrasinda misir kok dokusu hiicrelerinin
mikrotubiill organizasyonu florasan mikroskop ile incelendi. PHO'den once
mikrotiibiillerin hiicre ¢eperine paralel uzandiklari, nukleus ve vakuoliin etrafinda
toplandiklar1 goriilirken PHO sirasinda mikrotiibiil organizasyonunun nukleus ve
vakuollin etrafinda kiimelenme, bolgesel kalinlasma ve rastgele bir dagilim
sergiledikleri tespit edildi.

Anahtar Kelimeler: Musir (Zea mays L.), Programli hiicre 6lumu, Mikrotibdl,
Floresan mikroskop, TUNEL.



ABSTRACT

MICROTUBULE CYTOSKELETAL BEHAVIOR OF MAIZE (ZEA MAYS L.)
AS A GASTRONOMIC VALUE UNDER STRESS.

The roots of Zea mays L. plant were treated with 50,100,300,500 mM NacCl,
respectively. 1-1.5 cm roots of Zea mays L. plant exposed to salt stress were fixed
and stored in 70% alcohol. Then, paraffin method was applied to section the corn
roots in 70% alcohol and 4 um sized sections were obtained. DAPI (4-6-diamidino-
2-phenylindole) analysis method was applied to the sections obtained. Chromatin
condensation, deformed nuclei and cytoplasmic shrinkage were observed in corn root
tissue cells treated with 50,100,300,500 mM NaCl, which were examined at a
wavelength of 365 nm under fluorescence microscope. TUNEL (Terminal
deoxynucleotidyl transferase dUTP nick end labeling: In situ end labeling method)
analysis was applied to maize root tissue cells showing PCD symptoms in situ to
show DNA breaks during PCD. Corn root tissue sections, on which TUNEL analysis
method was applied, were covered with a coverslip and covered with a coverslip, and
the sections were photographed under a fluorescent microscope with a green glow at
490 nm. With the findings obtained in the DAPI analysis and TUNEL analysis
method, it was determined that the corn root tissue cells were exposed to PCD.
Microtubule organization in corn root tissue cells, which was examined with a
fluorescent microscope, was examined before and after PCD. It was observed that
microtubules extend parallel to the cell wall and gather around the nucleus and
vacuole before PCD. It was determined that they exhibited clustering, regional
thickening and a random distribution around the nucleus and vacuole in microtubule
organization during PCD.

Key words: Maize (Zea mays L.), Programmed cell death, Microtubule, Floresans
microscope, TUNEL
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1. GIRIS

Misir (Zea mays L.) diinyada ve iilkemizde ekonomik agidan yiiksek gelir
saglayan oOnemli bitkilerden birisidir. Tirkiye'de en c¢ok yetistirilen bitki
siralamasinda {i¢lincii sirada gelmektedir (Stizer, 2004). Tuzlu topraklara ekilen
bitkilerde yasanan streslerden dolay1 verim kayiplart meydana gelmektedir. Bu
kayiplarin azaltilmas1 veya tamamen ortadan kaldirilabilmesi igin tuzlu
topraklarda yetisebilecek ve tuz stresine karsi tolerans gosterebilecek bitkilerin
bulunmasi ve secilmesi konusunda bir¢ok ¢alisma yapilmaktadir. Yapilan bu
calismada misir bitkisinin tuza verdigi yanitin ayrintilari detaylandirilacak, bu
konunun aydinlatilmasina ve stres faktoriiniin getirdigi olumsuz etkilerin

sonraki ¢aligsmalarda iyilestirilmesine kaynak olusturularak katki saglanacaktir.

Bitkilerin yasam dongiileri siiresince olumlu fayda saglayan programli
hiicre 6lumi (PHO), bitkinin gelisiminin diizenli olarak devam etmesini verimli
tohumlarin olusmasini ve bitkinin iiremesinin saglikli olmasini saglayabilen
onemli bir sirectir. Bitkiye bu kadar olumlu fayda saglayan PHO, stres
faktorleri ile bir araya geldiginde bitkideki verimi diisiirme konusunda dolayh
bir etkiye sahiptir. Bu durum birgok ¢alisma konusu olmustur ve ginumuzde
hala ¢alisilmaktadir. Toprakta sabit yasamak zorunda olmalar1 nedeniyle bitkiler
yasam dongiilerinin devam ettigi siire boyunca abiyotik ve biyotik stres
faktorleri ile karsilasirlar. Bu durum, bitkide fizyolojik ve biyokimyasal
mekanizmalar1 etkiler. Bu etki bitkideki verimin diismesine yol acar ve ciddi
olumsuz sonuglara neden olur. Dunya niifusunun siirekli artiyor olmasi stres
kaynakli bitki verim kayiplarinin 6niine gegilmesini zorunlu kilmistir. Besin
olarak tlketilen bitkilerdeki bu verim kayiplarinin tersine cevirilmesi, kaliteli
bitkilerin arttirilmasi1 ve yasanan kayiplarin minimuma indirilmesi igin yapilan

cabalar birgok galismaya konu olmustur.

Planlanan bu c¢alisma ile tuz stresinin musir tlrd Gzerindeki etkileri
arastirilacak ve insanlarin beslenmesi i¢in ¢O0ziim aranan stres kaynaklh

sorunlarin ¢oziilmesine destek saglanacaktir. Literetiirde misir bitkisi konusunda



yapilan calisma fazladir fakat yapilan calismalar ¢ogunlukta misirin genetik
yapisina dair olmaktadir. Stres kaynakli PHO siireci iizerine yapilan arastirmalar
ise siirli sayilidir. Bu arastirma sonunda elde elde edilecek veriler, bitkilerde
Ozellikle misir bitkisinde stres ve hiicre Oliim siirecinin anlasilmasina ve
aydinlatilmasina bilimsel katki saglacaktir. Konu hakkinda sayist sinirl
calismalardan bir tanesi olan bu arastirma ile PHO ve mikrotubul diizeni
arasindaki iliskinin detaylar1 ortaya konulacaktir. Yanisira, gelecekte yapilacak

baska calismalarin yapilmasina da oncii olacaktir.

1.1 Misir (Zea mays L.)

Tek evcikli (monoik) bir bitki olan misir, Poaccae (bugdaygiller)
familyasindandir. Misir bitkisini familyasindan ayiran en belirgin 6zelligi
ciceklenme seklidir. Misir erkek ve disi ¢igekler olusturmaktadir; bu ¢igekler
ayn1 bitkide farkli yerlerde tasinmaktadir. Misir bitkisi genellikle sicak ve nem
orani ylksek olan bolgelerde yetistirilmektedir. Tiirkiye 1liman iklim sartlarina
sahip oldugundan ve musir bitkisi de toprak konusunda cok fazla secici
olmadigindan {lilkemizde c¢ok rahat yetisebilmektedir (Tekis, 2016). Misir
genomu ortaya ¢ikarilmis olan ilk tahil tirtudir (Késeoglu, 2019). Misirin yagam
dongiisiinii saglayabilmesi i¢in topraktaki pH degeri de 6nemlidir (Lizarraga-
Pauli ve ark., 2011). Misir bitkisi tizerinde genotip c¢alismalarinin en ¢ok

yapildigi bitkilerin basinda gelmektedir.

Yapilan tarihsel arastirmalar ve calismalar neticesinde misirin en eski
kalintilar1 Meksika'nin Tehuacan vadisinde bulunmustur. Misirin tarihinin 8.000
ila 10.000 yila dayandigi tespit edilmistir. Dlnyada misir bitkisi hem tiiketim
hem de endiistriyel amagla kullanilmaktadir. Tiirkiyede en fazla yetistirilen 3.
tarim tiiriinii olmakla beraber dolayli ve dogrudan 4.000 civarinda farkli {iriin
tiri oldugu bilinmektedir (1000ciftcil000bereket, 2021). Dinya nifusunun
artmas1 ve tarimsal arazilerin azalmasi gidaya erisim konusunda bazi sikintilara
yol agmaktadir. Insanlarin gidaya kolay erisebilmesi ve artan niifusa yetecek
kadar gidanin iretilmesi konusunda c¢aligsmalar yogun olarak yapilmaktadir.
1970’1 yillardan itibaren diinyada ve Tiirkiye’de misir iiretimi artarak devam

etmektedir. Bu artisin nedenlerinden ikisi  1980°li yillardan itibaren



kullanilmaya baglanan hibrit tohumun {retim asamasinda uygulanan yeni

teknikler ve politikada yapilan degisikliklerdir.

Misir  bitkisinin  bir¢ok alanda kullanimi mevcuttur; taze tiiketim,
konserve, misir unu, misir nisasta, cips, ¢erez, hayvan yemi, yag, tatlandirici,
sekerleme, ¢ikolata, bebek mamalari, soslar, misir surubu, etanol, temizlik
malzemesi gibi bir ¢ok alanda kullanimi1 mevcuttur. Misirin bu kadar tiiketilmesi
ekonomik bir degerdir. Enerji Piyasasi Diizenleme Kurulunun 27 Eylil 2011
tarthinde cikardigi yonetmelikte 2013 yilindan itibaren baslayarak %2 oranda,
2015 yilindan itibaren de her yil %1 oradan artmak kaydiyla benzinde
biyoetanol karisimin bulunmasi ve bunun yurt i¢inde bulunan kaynaklardan
saglanmasi zorunlugu misirda ki endiistriyel kullanimi direkt olarak etkilemis ve
misir agisindan yeni bir pazar alan1 dogmustur. Tiirkiye’de misir iiretiminin ¢ok
olmas1 ihracatin da olumlu ydnde etkilenmesine neden olmustur. Misir
ihracatinda arasira dalgalanmalar goriilsede yem piyasasindaki talep ozellikle
Ortadogu tilkelerinin Tirkiye ile yaptigr misir ve misir tiirevleri ihracati bu
konudaki ticaretin gelisimine katki saglamaktadir (Bayramoglu ve Bozdemir,
2018).

Maisir bitkisinin TuUrk mutfagina girisinin 1600°1i yillarda Suriye {izerinden
oldugu bilinmektedir. Osmanli iImparatorlugu doneminde avrupali tiiccarlar tahil
ve tohum aligverislerini Tiirk veya Araplar ile yapmislardir. Bu ticaret, misirin
avrupaya girisini saglamis isminin Italyanlar tarafindan “Grano Turco” (Turk
tohumu) ve Fransizlar tarafindan ise “Bléturc” (Tlrk bugday1) olarak
konulmasina yol agmistir. Bu yillarda misirin iilkemize girmesi ile hem saray
mutfaginda hem de halk mutfaginda misirin yaygin olarak kullanildigi, 6zellikle
ekmek olarak tandirda pisirilerek tiiketildigi bilinmektedir. Bazlama, misir ve
bugday ununun karistirilmasi ile elde edillen ve iilkemizde yayin olarak yapilan
bir ekmek cesitidir. Misir ununun kullanimi tim Anadolu cografyasinda yaygin
olsa da Karadeniz Boélgesi'nde iiretimin fazla olmasi sebebiyle daha revagtadir
ve misir unu denilince akla ilk gelen bu bélge olmaktadir. Karadeniz
Bolgesinde misir unu bir¢ok amagla kullanilmaktadir. Ozellikle balik kizartma,
muhlama, kuymak, ¢orba ¢esitleri, et yemekleri ve ¢esitli soslarda kullanimi
yaygindir (1000ciftci1l000bereket, 2021). Ulkemizde oldugu gibi Diinyada da

musir ile yapilan ¢ok gesitte yemek mevcuttur. Japonya'da yakitori usulii misir,



Fransa'da misir velouté, Latin Amerika'da misir-peynir ve aci biberli empanada,
Meksika'da peynir-biber ve limonlu misir, misir ve patatesli casserole
(Arjantin). (1000c¢ifti1000bereket, 2021).

Ulkemizde yetistirilen misir gesitleri tatli misir, cin muisir, sert misir, at
disi misirdir. Ulkemizde iiretimi yapilan ve ekonomik getirisi yildan yila
artmakta ve dikkat gekmekte olan misir bitkisinin %35'i insani gida, %30'n
hayvan yemi, %20'si hammadde, %10"u icerdigi glikoz ve nisasta miktarindan
dolay1 sanayide, %35'i tohum olarak kullanilmaktadir. Misir bitkisinin uygun
kosullarda yetisme siiresi 120 ile 180 giin civarindadir. Misir bitkisi 4 ay gibi
surede 2,5 ila 4,5 metre boyuna ulagmakta ve 600 ila 1000 kadar tohum
iiretmektedir. Misirin en onemli Ozelliklerinden biri kogan etrafinda bulunan
yapraklarin C3, diger kisimlarda bulunan yapraklarin C4 bitkisi o6zelligi
gostermesidir. Diger tahil bitkileri ile kiyaslandiginda giines 15181 ve
karbondioksite daha ¢ok ihtiya¢ duymaktadir, genis yapraklarindan dolay1 en
cok fotosentez yapan tahildir (Oztiirk, 2017). Endosperm yapisina gore 5 farkli
musir ¢esidi vardir. Bunlar; patlak misir (Zea mays everta), ¢akmak tasi misir
(Zea mays indurata), gociikk misir (Zea mays intendata), unlu misir (Zea mays
amylaceae) ve seker misir1 (Zea mays saccharata) olarak bilinmektedir. Misir
tohumu, kurutmaya ve diisiik sicakliklara toleransli, optimum kosullarda birkag
y1l siire ile depolanabilen ve nem igerikleri diisiik olan tohumlardandir (Macar,
2017). Bir misir tanesinde % 70 nisasta, % 10 protein, % 5 yag, % 2 seker, % 2
kdl, vitamin A ve pentozanlar bulunmaktadir. Misir iiretiminin arttirilmasi igin
ekim yapilacak bolgenin ekolojik kosullari, cevresel faktorlere dayanikli ¢esidin
secilmesi ve Kkaliteli tohum kullaninmi ¢ok Onemlidir. Tiirkiye’de iklim
kosullarinin uygun olmasindan dolay1r birgok bdlgede misir iiretilmektedir.
Cevresel faktorler (kuraklik, tuzluluk, yiiksek sicaklik vb.) diinya genelinde ve
tilkemizde misirin verimini etkileyen en 6nemli etkenlerin basinda gelmektedir.
Misir bitkisinin gelisim siirecinde 06zellikle ¢iceklenme zamani ortaya g¢ikan

kuraklik stresinin ¢ok ciddi kayiplara yol a¢tigi bilinmektedir (Kiling, 2016).

Misir bitkisi hakkinda yaptigimiz literatlir taramasi, misir bitkisine dair
yapilan aragtirmalarin genellikle genom ve morfolojik ¢aligmalar hakkinda
oldugunu gostermistir. Misirda stres, programli hiicre 6liimii ve mikrottbuller

lizerine arastirmalarin ise oldukg¢a kisith ve hatta yetersiz oldugu igin bu



calisma; musir bitkisinde stres iliskili PHO siireci iizerine ve ayn1 zamanda PHO
ve mikrotiibiil dagilimi arasindaki iligkinin anlasilmasina ve aydinlatilmasina

onemli derecede bilimsel katk: saglayacaktir.

1.2 Abiyotik Stres

Bitkiler yasadiklar1 ortamda bir¢ok stres faktorii ile karsi karsiya kalirlar.
Bu stres faktorleri; tuzluluk, UV 1sin1, sicaklik, su, 1s1k vb. durumlardir, bu stres
faktorleri PHO siirecinin baslamasina neden olmaktadir (Petrov ve ark., 2015).
Yasadiklar1 ortamda bitkileri olumsuz olarak etkileyen her tiirlii biyotik ve
abiyotik durum bitkilerde stres olarak kabul edilmektedir. Bitki herhangi bir
stres faktorii ile karsilastiginda hiicrelerinde bir takim bozulmalar baslar, bu
bozulmalardan dolay1 bitkinin organlari hasar gorur, bitki verimsizlesir ve hatta
Olebilir (Aydin ve Atici, 2016). Bitki hiicrelerinin yasadiklar1 stres diizeyine
gore verecekleri tepkiler farklidir. Stres dizeylerine gore; az stres hicre
onarmmini, orta stres ise PHO baslatir (Sychta ve ark., 2021). Literatiirde ki
yapilan bir ¢ok c¢alismaya bakildiginda stresin PHO'ye neden olabilecegi

anlasilmaktadir.

Insanlarin diinyaya verdikleri olumsuz zararlar iklimlerin degismesine
neden olmus ve iklim degisiklikleri bitkiler de stres kaynakli olumsuz
durumlara yol agmistir (Petrov ve ark., 2015). Misir bitkisi hakkinda literatiirde
yapilan c¢alismalara bakildiginda su stresi ve kuraklik stresi misirin siirgiin
boyunda onemli degisikliklere yol acgtigi tespit edilmistir. Kuralik stresinin
bitkilerde baska stres tiirlerini de tetikledigi yapilan gen mikrodizileri yoluyla
tespit edilmistir (Ahanger ve ark., 2017) Stres bir ¢ok genle kontrol edilen siireg
oldugu i¢in dayanikli misir ¢esidi gelistirilmeye ¢alisilsa da istenilen asamaya
gelmemistir. Bitkinin stres faktorlerine yeterli tepkiyi vermesi bitkinin

durumuna baglidir (Aydinoglu ve Akgil, 2021).

Bitkileri strese sokan bir diger unsur olan tuz, arastirma konumuz olarak
secilmistir. Stres faktorlerinden biri olan tuz, bitkiyi strese ugrattiginda bitkinin
ilk olarak degisiklige ugrayan yeri yapraklaridir. Yapraklarda stresten kaynakli
yaslama artarken bu durum bitkinin yaprak yenileme hizin1 olumuz
etkilemektedir. Bu durumda bitki hayatina devam edemez ve tohum iiretemez.

Bitkinin saglikli bir sekilde gelisimine devam etmesi igin 6liimi gergeklesen



yapraktan daha fazla yaprak Gretmesi gerekir ki fotosentez islemi gergeklessin
ve tohum dretmeye devam etsin (Kdoseoglu, 2019). Tuz stresi bitkinin
biyokutlesine negatif etki yapmakta, tuzlu su protein Uretimi ile fotesentez
konusunda bitkinin geride kalmasina, kuvvetsiz tohumun yesillenmesine ve
bitkinin gelismesinde verimsizlige sebep olmaktadir (Ali ve ark., 2021).
Literetiir ¢alismalar: tuz stresine dayanabilen bitkilerin varligini tespit etmistir.
Bu bitkiler gliofitler ve halofitler olarak 2 ayri grup olarak incelenmektedir.
Glikofitler, halofitler kadar olmasa da tuz stresinin etkilerine cevap verebilen
bitkilerdir. Halofitler ise 300-400 mM kadar yogun tuz igeren topraklarda yasam
dongulerini devam ettirebilmektedir (S6nmez, 2019).

Bugday bitkisinde tuz stresinin olumsuz etkilerini ortaya g¢ikarmak icin
yapilan calismada tuzdan kaynakli olarak bugdayin ¢imlenme orani %21, fide
boyu %42,5, kok uzunlugu ise %74,4 oraninda azalma oldugu sonucuna
ulagilmistir. Bitkilerin hassas genotiplerde tuza karsi olusturdugu tolerans
seviyesi 50-75 mM kadar, dayanikli genotiplerde ise 125-150 mM olarak tespit
edilmistir. Yapilan arastirmalar neticesinde 17 farkli misir gesidinin 150 mM
dan sonra ki tiim seviyelerde ciddi sekilde etkilendigi tespit edilmistir

(Aydinoglu ve Akgil, 2021).

Bitkide tuz stresinden kaynakli ozmotik potonsiyelde degisimler meydana
gelir ve bitki kék dokusu hiicreleri araciligiyla gerekli mineralleri ve Suyu
topraktan alamaz bu durum bitkinin gelisiminin olumsuz olarak etkilenmesine
neden olur (Cicek ve Cakirlar 2002). Yapilan bir ¢aligma tuza maruz kalan
bitkinin gelismeye devam etmesi ve maruz kaldigi tuza karsi direngli cevap
verebilmesi icin kokleri araciligiyla su ve iyon emilimi yapmaya devam
etmesinin 6nemini ortaya ¢ikarmustir. Bitki tuz stresi sartlari altinda giines
enerjisini fotosentez i¢in kullanamaz (Carrasco-rios ve Pinto, 2014). Misir
bitkisini 25 mM tuz seviyesi ciddi anlamda etkiler, misir bitkisinin gelisimi
engellenir ve blylme yavaslar. Misir bitkisinin tuz stresine maruz kaldig: sire
cok 6énemlidir. Kisa siire maruz kalirsa biiyiime ozmatik stres nedeniyle olumsuz
olarak etkilenir. ileri evrede, misir bitkisinin kokiinde tuz stresi kaynakli
sodyum birikmesi meydana gelir bu durum ozmatik potansiyeli etkiler ve
disiiriir, boylece tohum yeteri kadar su emilimi yapamaz ve zamaninda

cimlenme ger¢eklesmez (Farooq ve ark., 2016).



Bitkide tuz stresinin etkileri bir cok yerde gorulur. Metabolik asamalarda
denge kaybi goriiliir, oksidatif stresle beraber asiri ROS olusumu baglar ve
bitkide ozmotik stres ve iyon toksisitesi gergeklesir. Ozmatik stres bitkinin
koklerinde ki kapasiteyi diisiiriir bu durum bitkinin topraktan gerekli olan suyu
alamamasina ve kaybolan suyu yerine koyamamasina neden olur. Iyon
toksisitesinde ise bitkide Na® ve CI iyonlar1 birikir, bu birikim bitkinin
fotosentetik bilesenlerini etkiler ve bitkinin hiicresinde kontrolsiiz ve asir1 ROS
birikmesine neden olarak hiicre 6liimiine sebep olur. Oksidatif stres sartlarininin
negatif durumunu olumluya cevirmek igin bitkiler enzimatik ve enzimatik
olmayan antioksidanlar kullanirlar (Akyol ve ark., 2020). Bitkiler tuz stresine
kars1 durabilmek igin biyokimyasal mekanizmalar gelistirir. Bu mekanizmalar;
seci¢i biriktirme, iyon alimimin kokler tarafindan kontrollii yapilmasi, hiicre
seviyesindeki iyonlarin boliimlere ayrilmasi, ¢oziinen maddelerle sentez,
fotosentetik degisiklik, zar yapisimin degismesi, antioksidatif enzimlerde
degisiklik ve bitki hormanlarinin indiiksiyonlanmasidir. Bitkide iyon aliminin
yapilmasi ve alinan iyonlarin boliimlendirilmesi sinirli bir seviyeye kadar ise
yaramaktadir, ¢iinkli bitkinin stres kosullarinda biliyiimeye devam etmesi iyon
dengesini bozmaktadir. Tuz stresinin etkisi tiire gore degisiklik gdstermektedir.
Tuz toleransina dayanikli olan euholafit bitkilerinin yetistigi yerler genelde
yiiksek tuz miktarlarinin bulundugu yerlerdir. Bitkiler, tuzun olumsuz etkilerine
karst metobolik reaksiyonlar baslatirlar ve bu reaksiyonlar sitoplazmadaki
enzimlerin bozulma ihtimaline karsi tuzlarl vakole pompalar. Bu durum bitkide
ki verimliligi arttirir. Atriplex triangularis bitkisi bu sekilde metobolik reksiyon
baslatan bir bitki tiiridiir, tuz stresine karsi toleransini arttirmak i¢in kendisinde
bulunan tuzlar1 protoplazmada biriktirerek hiicre ozmatik pontansiyelini negatif
tutar (Korkmaz ve Durmaz, 2017). Akay ve ark., (2019)’nin yaptig1 bir
caligmada; tuz seviyesi arttikca kok uzunlugunun negatif etkilendigi ve
karsilastirma yapildiginda bu oranin %82'yi buldugu, tuz seviyesi yiikseldikge
¢imlenme oraninda da azalma oldugu, tuz seviyesi arttik¢a fide giicliniin ve Kok

ve govde oraninin da azaldigi ortaya konulmustur.

Gilinlimiizde stresin etkilerinin azaltilmasi yoniinde yapilan ¢aligmalar
artmaya baslamistir Lizarraga-Pauli ve ark., (2011)'nin yaptig1 deneysel

calismada polisakkarit olan kitosanin bazi tiirlerde ve misir bitkisi iizerinde stres



sartlarinda bitkinin normal sekilde gelismesini ve hastaliksiz biiylimesini
destekledigi goriilmiistiir. EKkonomik ve cevre dostu olan Rizobakteriler misir
bitkisinin gelisimi ve veriminin yiikselmesinde ¢ok faydalidir. Misir bitkisi
basta olmak tlizere bugday, piring gibi bakliyat olmayan iiriinlerin gelisiminde de
fayda sagladigi tespit edilmis rizobakterilerin misir bitkisinin tuz stresi
sartlarinda ¢imlenme hiz1 ve oraninda negatif olan tiim durumlar1 pozitif olarak
degistirdigi tespit edilmistir (Ali ve ark., 2021). Biyokomiir ile misir bitkisi
lizerine yapilan deneysel calismada tuz stresini azalttigi ve misur bitkisinin
gelisimini olumlu anlamda etkiledigi goriilmiistir. Misir bitkisi stress
kosullarinda topraktan yeterli minarelleri alamamaktadir fakat biyokémurin bu

olumsuz durumu olumlu yonde degistirdigi goriilmiistiir (Soothar ve ark., 2021).

Patojen saldirisinda birgok bitki tird Salisilik Asit (SA)'i bitkinin patojene
kars1 savunulmasinda kullanir (Szalai ve ark., 2005). Salisik Asit uygulanan
iyilestirme sonucunda misir bitkisinin tuz stresine karsi da tolerans gosterdigi ve
klorofil degerinin yiikseldigi ortaya ¢ikarilmistir (Fahad ve Bano, 2012).
Toprakta bulunan ve bitkiler i¢in 6nemli bir bilisen olan Silikon (Si) ise
tuzluluk, sicaklik, metal gibi stress faktorlerinin olumsuz etkilerini etkisiz hale
getirmektedir. Tuz stresi konusunda yapilan caligmalar da silikonun arpa,
1spanak, piring, domates, misir, asma agaci ve salatalik bitkilerindeki iyilestirci
etkileri bildirilmistir (M. Ali ve ark., 2021). Wang ve ark., (1999)'a gore
Hordeum vulgare L. bitkisinde yapilan tuz stresi ve ozmotik strese karsit anter
On iyilestirme calismalarinda mikrosoporlarin aclik ve ozmotik strese karsi

direng gostererek bu sartlar1 ortadan kaldirdigi goriilmiistiir.

Bu iyilestirme g¢aligsmalarina ek olarak stres mekanizmasinin anlasilarak
kayiplarin Oniine geg¢ilmeside onem arz eder, o nedenle bu konu Uzerine
yapilacak olan calismalarin planlanmasi onemidir. Bu O6nem  gozetilerek
arastirma konumuz ve ama¢imiz belirlenmis, stres - PHO - mikrotiibil

organizsyonu degisimi iligkisinin iredelenmesi hedeflenmistir.

Yapilan calismalar bitkilerin stres kosullarinda bir takim morfolojik
degisikliklere ugradigin1 gostermektedir. Bitkinin strese ugramasini saglayan
faktorlerin degistigi ve bitkinin genellikle birden c¢ok stress faktorii ile basa

ciktigin1 gostermektedir. Arastirma konumuz olan tuz stresi, misir bitkisi



tizerinde bir ¢ok olumsuz duruma yol agmaktadir, bu olumsuz durumlardan biri

olan PHO bu ¢alismada derinlemesine incelenecektir.

1.3 Programh Hiicre Oliimii

Programli hiicre &6liimii (PHO), yapisi itibari ile kontrol edilebilen ve
fizyolojik olan bir mekanizmadir. Bitkinin yasam dongiisii devam ettigi siirece
PHO gorilmektedir (Rocha ve Hernandez, 2017). Literatire PHO terimini
kazandiran ilk kisi Richard Lockshin'dir ve bu terimi ilk defa 1960 yilinda
kullanmistir (Zamyatnin, 2015). Bitkilerde PHO'yii ayirt edici 6zellikler;
DNA'da pargalanma meydana gelmesi, vakuolizasyonun olusmasi, proplast ile
cekirdegin bozulmasi, hiicrelerde kromatin yogunlasmasi seklinde siralanabilir
(Sychta ve ark., 2021). Literatiire bakildiginda bitkilerin yasamlar1 boyunca
maruz kaldigi nekrotik hiicre 6limu ve vakuolar hicre 6limi olmak tzere 2
farkli 6lim vardir. Nekrotik hiicre 6liimii, bitkinin ansizin ve ¢ok yogun stres
sartlarina maruz kaldigi zamanlarda gergeklesebilir ve patolojiktir. Vakuoler
hiicre 6liimii ise bitkinin yasadigi stres sartlar1 yanisira gelismeye devam etmesi
asamasinda da gerceklesebilir ve fizyolojiktir (Golge, 2018). Bitkilerde
gerceklesen PHO'niin ayirt edilmesinde sistein kaspazlar ayni aktiviteye sahip
proteazlar, papain benzeri sistein proteazlar ve vakuolar isleme enzimleri,
onemli bicimde yer alirken PHO'yii ani 6liim olan nekrozdan ayiran testler
olarak TUNEL testi, COMET testi, kaspaz benzeri aktivite enzim analizi testleri
uygulanir. TUNEL testi ile PHO'niin yaygin bir sonucu olan niikleozamlar arasi
parcalanma tespit edilebilmektedir (Petrov ve ark., 2015). PHO siireci bitkinin
gelisim asamalarinda 6nemli bir yere sahiptir. Dokunun ve organlarin gelisimi,
embriyo kesesinde yer alan hicrelerin dollenme asamasi ve gelisimleri, tohum
olusturulmasi, tohumun disinda bulunan tohum tabakasi, anter agilmasi ve
birgok gelisim asamas1 PHO'ye ugrar ve tiim bu asamalar diizenli bir sekilde
gerceklesir. Gelisimsel olarak ortaya ¢ikan PHO'ye verilebilecek diger bir 6rnek
tek eseyli ¢igeklerin olusumudur (Gunawardena, 2008).

Tuz stresi ile baslayan PHO’niin en belirgin 6zelliginin hizli bir sekilde
ilerlemesidir. Bunun nedeni iyon dengesizliginden kaynakli olarak sodyumun
sitozole girmesidir. Fotosentetik olmayan bitkilerin tuzdan kaynakli yasadigi

PHO sirecinde en 6nemli yer mitokondridir ve bu durumun en temel sebebi



ROS (reaktif oksijen tiirleri)’un mitokondride iiretiliyor olmasidir. Bitkide asir1
sekilde ROS iiretimi gergeklesirse bitkinin yasama ihtimali gii¢siizlesir (Petrov
ve ark., 2015). ROS, bitkinin yasam dongiisiinii pozitif yada negatif sekilde
etkiler ve PHO siirecinde 6nemli yere sahiptir (Aydinoglu ve Akgil, 2021;
Choudhury ve ark., 2017; Rocha ve Hernandez, 2017).

Programli hiicre oliimii bitkinin yasam dongiisiiniin devami i¢in dnem arz
etse de stres kosullarinda bitkiye ciddi zarar veren bir siirece doniisebilir. Bu
siire¢ hakkinda literatiirde yeterli arastirma ¢ok az olmakla beraber bu siirecin
mikrotiibiilleri nasil etkiledigi hakkinda bilgi ise neredeyse yok denecek
dizeydedir. Bu c¢alismada PHO ve mikrotiibiil dagilimi arasinda iliski

detaylandirilacaktir.

1.4 Mikrotubuller

Dinamik yapilar olan mikrotiibiiller, doniisebilen miikemmel donanima
sahip yapilardir (Mollinedo ve Gajate, 2003). Mikrotibuller hicre igindeki
hareketin saglanmasi, hiicre i¢inde tasima, g¢ogalma gibi ¢esitli hiicresel
gorevlerde oOnemli rolleri olan dinamik bilesenlerdir. Antimitotik ve
proapoptotik etkilerinden dolayr en yararli kemoterapdtik siniflardan bir
tanesidir (Borowiak ve ark., 2015). Mikrotibuller silindirik polimerlerdir. Bir
mikrotiibiil ortalama 21 nm c¢apindadir ve 10 um'ye kadar uzayabilmektedir.
Mikrotiibiiller ¢apraz koprii olusturmak ve etkilesime girebilmek igin iist iiste
gelebilmektedirler. Mikrotubuller, yeni olusan bitki hiicrelerinin ¢ekirdeklerinde
yogunlagan kromatin etrafinda demet gseklini almig olarak gordlarler.
Mikrotiibiiller sitokinetik yapinin bir parcasidirlar ve mikrotiibiiller aktif
tasinma ve sitoplazmik akista gorev alirlar. Mikrotiibiiller dort ayr1 grupta
incelenmektedir; kortikal, 6n faz bandi, fragmoplast ve mitotik ig. Kortikal
mikrotubuller bitkiler igin ¢ok Onemlidir; bitkinin morfogenezini ve hicre
boliinme eksenini etkilerler. Bitki mikrotiibiilleri embriyo, gelisme, organ
olusumu ve stomatal hareket dahil bir ¢ok onemli islev icin gereklidir ve
bitkinin organizasyonel durumu ile baglantilidir. Plazmoliz, mikrotiibiil hiicre
iskeletinin biitiinligiinii ve goriintiisiinii yok eden 6nemli durumlardan biridir
(LG ve ark., 2007). LG ve ark., (2007) tarafindan misir bitkisinin kokleri

Uzerinde yapilan deneysel ¢alismada absisik asit kullanilarak immiinofloresan

10



boyama ile immiinosorbent testi uygulanmis ve sonug¢ olarak absisik asitin
ozmotik strese yol agarak misir bitkisinin koklerinde mikrotiibiill dinamigini
degistirdigi tespit edilmistir. Blancaflor ve ark., (1998)’nin yaptiklar1 deneyde
misir  bitkisinin  koklerinin  aliminyum stresine maruz birakildiginda
mikrotiibiillerin duyarliliklarinin azaldigi ve dizilimlerinin bozuldugu tespit
edilmistir. Aliiminyum muamelesi sonucu stres belirtileri gdsteren misir
bitkisinin kokleri floresan mikroskobu ile incelenmis ve mikrotiibiillerin ig
kortekste, dis korkteste ve epidermiste tekrardan organize olmalarinin
engellendigi tespit edilmistir. 50 MM aliiminyum stresine maruz birakilan misir
koklerinde immunoflorasan goriintiilerine bakildiginda kortikal mikrotiibiillerin
hiicrelerde misir kokiine dik olarak uzadigi goriilmiis, 2 saatten sonra kokteki
mikrotiibiil organizasyonu degismeye baslamis ve U¢linciu saatte kokten 4 - 5
mm uzaklikta rastgele organize ve egik bir sekilde olduklar1 tespit edilmistir.
Konsantrasyonun artmasi ile birlikte mikrotiibiillerdeki degisiklik devam
etmistir. Mikrotiibiillerin morfogenezde rolleri oldugu gibi hiicre iskeletini
korumak  gibi  Onemli  gorevlerinin de  olduklar1  bilinmektedir.
Immiinolokalizasyon sonuglarina  bakildiginda  antimikrotiibiil ~ ilaglarin
stomalarda bulunan hiicre iskeletini bozdugu gorilmiistir (Marcus ve ark.,
2001). Mikrotiibiiller ile ilgili son arastirmalardan bazilar1 mikrotiibiil ile iliskili
proteinlerin bulunmasidir, bu proteinler mikrotibdllerin bitkilerde diizenlenmesi

icin gereklidir (Wasteneys, 2002).

Dinamik bir yap1 olan bitkideki kortikal mikrotiibiiller yapisal 6zellikleri
ile tek polimerlerdir ve devamli yikilirlar, sonra yeniden insa olurlar ve yeniden
konumlandirilirlar. Kortikal mikrotibullerin hiicre korteksinde hangi vakitte,
hangi yerde ve ne sekilde goriindiiklerinin kurulum dinamikleri araciligi ile
kontrol edilerek diizenlendigi goriilmiistiir. Sitoplazmik akisin kontrol edilmesi
i¢in kortikal mikrotiibiiller ayricalikli bir konumda bulunurlar ve boylece hicre
duvarinin yonetilmesi konusunda etki uygularlar (Aytiirk, 2016). Bitkinin
gelisimi boyunca kortikal mikrotiibiiller, cesitli ajanlar, depolimerize edici

ilaclar ve etilen gibi etkenlerden etkilenir (Muratov ve Baulin, 2015).

Bitkilerin hiicre i¢indeki doniisiimlerinde mikrotiibiiller 6nemli bir yere
sahiptir. Stres disinda farkli bir ¢ok etken mikrotiibiil organizasyonunu

etkileyebilmektedir. Ornegin simbiyotik ve patojenik olmayan mantarlarin bitki
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hiicrelerinde bulunan mikrotibullerin dizilimlerini degistirdikleri bilinmektedir
(Uetake ve Peterson, 1998). Bircok virts viral proteinlerini, nukleik asitlerini ve
viriis parcaciklarini etkili bir sekilde tasimak i¢in bitkideki mikrotiibiil hiicre
iskeletini ele gecirmektedir. Bitkilerde nadir de olsa mikrotubll virdslerine
rastlanir, bunun en iyi 6rnegi mozaik viriisii ile tiitiin bitkisinin hareket protein
arasindaki etkilesimdir, virlisiin yayilmasinda mikrotiibiillerin ve aktin

filamentlerin etkili oldugu disiiniilmektedir (Martiniére ve ark, 2009).

Yukaridak Ozetlenen c¢alismalarin  sonuglarindan yola ¢ikarak bu
calismanin temel amaci; 50 mM,100 mM, 300 mM ve 500 mM tuz
konstantrasyonuna sahip sollisyonlar ile strese maruz birakildiginda misir (Zea
mays L.) bitkisinin stres sonucu gordiigii hasarin ve ugradigi degisikliklerin
ortaya konulmasidir. Bu stres uygulamalar1 nedeniyle bitkide olusan tepkiyi
veya degisimi ortaya ¢ikarmak amaciyla TUNEL analizi ile PHO'ye ugrayip
ugramadig tespit edilmis ve literatiirde cok yeni bir kavram olan PHO - stres -
mikrotiibiil orginizasyonu degisimi belirlenmistir. Mikrotobil Etiketleme
Analizi ile birlikte PHO ve mikrotiibiil diizeni arasindaki iliskinin detaylarini da
ortaya konulmustur. Bu calismanin konunun anlasilmasina ve daha sonraki

arastirma konularinin belirlenmesine fayda ve katki saglayacaktir.

12



2. MATERYAL VE YONTEM

2.1 Bitki Materyali

Bu tez kapsaminda inceleme yapilan materyal Poaccea (Bugdaygiller)
familyasina dahil olan monoik misirdir (Zea mays L.). Misir bitkisinin alem,

bolim, tur gibi sinifsal bilgileri asagidaki gibidir (Koseoglu, 2019).

Alem: Plantae
Bolum: Magnoliophtya
Sinif: Liliopsida
Takim: Cyperales
Aile: Poaceae

Cins: Zea

Tar: Zea mays

Tez kapsaminda yapilan laboratuvar ve floresan mikroskobu c¢aligmalari
buyuk oranda Maltepe Universitesi Gastronomi - Biyoloji Laboratuvari’nda,
calismanin diger bir boliimii Maltepe Universitesi Kanser ve Kok Hiicre
Arastirma ve Uygulama Merkezi (MUKKAM) nde ve Marmara Universitesi,
Fen - Edebiyat Fakiltesi, Biyoloji Bolumid'nin binyesinde yer alan Genel

Biyoloji Arastirma Laboratuvari’nda ylriitilmiigtiir.

Arastirma, misir bitkisi tohumlar1 kullanilarak laboratuvar kosullarinda

bes grup iizerinde ve herbir gruba ii¢ tekrarli deneme seklinde yiiriitiilmiistiir.
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Tablo 2.1: Tuz stresi olusturma uygulamasi i¢in kullanilan soliisyonlarin tuz

miktarlari.

Gruplar

Tuz konsantrasyonu

1.grup 2. grup

3.grup  4.grup  5.grup

Kontrol (O mM) 50mM 100 mM 300 mM 500 mM

Tuz ile muamele
suresi

15 dakika
30 dakika
1 saat
2 saat
6 saat
12 saat
24 saat

Tablo 2.2: Isik mikroskobu i¢in parafine gdmme analizinin asamalari, kullanilan
¢ozeltiler ve siire/sicaklik.

Uygulama Cozelti Siire/Ortam sicakligi
Dehidratasyon %80 alkol 30 dk

%396 alkol 30 dk

%200 alkol 30 dk X2
Seffaflagtirma %100 alkol: ksilol (2:1) 30 dk

%200 alkol: ksilol (1:1) 30 dk

%100 alkol: ksilol (1:2) 30 dk

Ksilol 30 dk X3

Parafin infiltrasyonu

Deparafinizasyon

Ksilol: parafin (1:1)
Parafin

Parafin

Ksilol

Ksilol: %100 alkol (2:1)
Ksilol: %100 alkol (1:1)
Ksilol: %100 alkol (1:2)
%200 alkol

%96 Alkol

%70 Alkol

%50 Alkol

%35 Alkol

Distile su

24 saat 56°C’de ettivde
24 saat 56°C’de ettivde
24 saat 56°C’de etiivde
10 dk X2

10 dk

10 dk

10 dk

10 dk X2

10 dk

10 dk

10 dk

10 dk

10 dk
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2.2 Floresan Mikroskobu Calismalari

Floresan boyama uygulamalari, programli hiicre 6liimii (PHO) tespiti icin
uygulanan DAPI ve TUNEL analizi sonuglarinin ve mikrotiibiil proteinlerinin

gosterilmesi i¢in kullanildi.

2.2.1 Parafin yontemi

Misir (Zea mays L.) bitkisinin tuz stresine maruz birakilan ve 1,5 cm olan
kokleri FAA (formalin -asetik - alkol) fiksatifi ile fikse edildi ardindan % 70
alkolde saklandi. Bu agsamadan sonra % 70 alkoldeki misir koklerine parafine
gémme yontemi uygulanarak 3-4 um boyutunda kesitler alindi. Elde edilen
kesitlere kullanilacak yonteme uygun boyalar ile boyama islemi yapilarak
floresan mikroskop gozlemleri yapildi.

e FAA (formalin -asetik - alkol); 35 ml distilite su icerisine : 50 ml etil
alkol, 5 ml glasiyel asetik asit, 10 ml formaldehit (% 37 - 40) eklenerek
hazlrlandi

e 0.025 M fosfat tamponu (pH 7):

e 22.6 ml 0.1M NaH;P04.2H,0 (sodyum dihidrojen fosfat) ve 77,4 ml
0.1M NazHPO,4.7H,0 (sodyum hidrojen fosfat) eklenerek 200 ml distile

su ile tamamlanir.
2.2.1.1 Saklama kosulu

Fiske edilen misir k6k dokusunun 24 saat siiresince havasi alinir. Hava
alma islemi tamamlanan misir kok dokusu asamali olarak % 100, % 96, % 80
etil alkol i¢inde en az 1 kere , %70 etil alkol i¢inde en az 2 kere ¢akaland1 ve %

70 alkol i¢inde buzdolabinda +4°C de saklandi.

2.3 Molekuler Yontemler

2.3.1 DAPI (4-6-diamidino-2-fenilindol) analizi (Schweizer, 1976)
2.3.1.1 Lamellerin hazir hale getirilmesi

Lamlar kullanilmadan 6nce aseton ile ¢alkanlandi ve 1 saat siiresince daha

once hazirlanan 1 mg / ml poly-L - lysine konularak bekletildi. Bekletilen
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lameller siiziildii ve ph 7.4 distilite su ile yikanarak kurumasi igin 37°C’lik
etuvde en az 1 gece bekletildi.

2.3.1.2 Parafin bloklarindan kesit alinmasi

Floresan boya olan DAPI hiicrede bulunan nukleuslarin boyanmasinda
kullanilmaktadir. DAPI boyasinin uygulanmasi igin tuz stresi ile muamele
gormiis kokler kullanildi. Tablo 2.2°de anlatilan sekilde parafine gomiilen misir
kok dokusundan Leica RM 2125 RT el mikrotomu araciligi ile 3-4 um
kalinliginda kesitler alinarak L- lysine ile kaplamis olan lamlara konuldu.
Alinan kesitler 40°C’lik 1sitma tablasinda 24 saat siiresince tutuldu ve
kesitlerden parafini ayirmak i¢in Tablo 2.2' de yer alan deparafinizasyon islemi

uygulandi.
2.3.1.3 DAPI boyasinin hazirlanmasi

Stok c¢ozelti: Img DAPI/ 1ml 0,05 M fosfat tamponu (pH 7.4) icinde
¢oziilerek hazirlandi, - 20°C’de buzdolabinda saklandi.

Boya: 1ug DAPI /1ml (1000 ug) stok c¢ozelti.

Boyama Kesitlere parafinden kurtarma islemi uygulandi ve sonra 30 dk
karanlikta 1pg /1ml DAPI ile boyama yapildi. Preperatlar fosfat tamponunda
calkalandiktan sonra 1 damla gliserin jelatin damlatilarak kapatildi ve floresan
mikroskobunda 365 nm dalga boyunda incelendi. Nukleuslar mavi renkli

floresan gosterir.

2.3.2 TUNEL (Terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP nick end labeling:

In situ uc isaretleme yontemi) analizi

PHO siirecinde DNA’da gerceklesen kiriklar1 in situ olarak gdsterebilmek
icin TUNEL analizi uygulandi. 3-4um kalinliginda alinan kesitler poly - L -
lysine kapli lamlara konuldu. Hazirlanan kesitler bir gece boyunca 370C’ye
ayarlanan etlivde bekletildi. Bir gece etuvde bekletilen kesitlere Tablo 2.3’de

anlatilan TUNEL analizi uygulandi.

Lamellerdeki proteinlerin sindirilmesi icin proteinaz K enzimi ile inkibe
edildi. Lameller daha 6nce hazir edilen dengeleyici tampon ile yikandi ve DNA
pargalarinin 3’OH uglar1 fluorescein isaretli, dUTP’yi baglayan TdT enzimiyle
ve dUTP iceren bir reaktif ile muamele edildi. Dogru sonuglarin elde
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edilebilmesi igin pozitif ve negatif kontrol hazirlandi. Bunun igin daha sitten
kesilesi 3 yada 5 giin olan sicana ait meme dokusundan hazirlanan lameller
kullanildi. Negatif kontrol olarak hazirlanan lamellere TdT enzimi yerine ph 7.4
olan distilite su kullanildi. TUNEL wuygulanan Kkesitlerin iizerine tampon
konularak lamel ile kapatildi ve kesitler 490 nm dalga boyunda yesil 151ma

veren floresan mikroskobunda incelenerek fotograflandi.

Tablo 2.3: TUNEL analizi.

Cozelti Sire sicaklik
Deparafinizasyon Ksilol 5 dk x3

%100 alkol 5 dk x2

%96 alkol 3dk

%70 alkol 3dk

Fosfat tamponu 5dk
Proteinlerin 20 pg/ml 15 dk
sindirilmesi Proteinaz K

Yani 0.02 mg / 100 ml

PBS 2 dk x2

Kurutma kagidi Lameli hafifce vur

75ug/5cm? 30 dk

dengeleme tamponu

Kurutma kagidi Lameli hafifce vur
Digogsigenin isaretli 55 pg/5cm? 1 saat 37°C,
dUTP baglama TdT enzim nemli

Durdurma - yikama 10 dk

tamponu

PBS 1 dk x3

Kurutma kagidi Lameli hafifce vur

65 pg/scm? Anti 30 dk, nemli,

digoxigenin conjugate karanlikta

PBS 2 dk x4
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2.3.3 Mikrotubul Etiketleme Analizi

Misira ait hiicrelerin hiicre ici iskelet sistemi Ozellikleri belirlendi. Bu
amacla bu hicrelere ait mikrotibil proteinleri floresan boyama analiziyle
goruntilendi ve kok dokusu kesitlerinde boyama yapildi. FITC (flurescein -
isothiocyanat) ile mikrotiibiiller isaretlenerek degisimleri takip edildi ve
sonuclar elde edildi. Gozlemler floresan mikroskop ile takip edildi; sitoplazma,
cekirdek ve hiicre ceperindeki mikrotiibiillerin degisimi (iliskisi, yerlesimi)
uzerine veriler elde edildi.

Aseton ile calkalanan lamlar kullanimdan hemen Once taze hazirlanmig 1
mg/ml poly-L-lysine cozeltisinde 1 saat boyunca bekletildi, ¢ozelti stzuldd,

lameller distile su ile yikandi ve kurumasi icin 37°C’lik etiivde 1 gece
bekletildi.

Tampon 1: % 3.7 paraformaldehid.

Tampon 2: % 1 Triton X - 100, 0.1 M PIPES, 2 mM EGTA, 1 mM MgS04
ve 0.4 M mannitol (pH 6.9).

Lamellerin Hazirlanmasi1 Tim floresan isaretli uygulamalar sirasinda

DM LB2 model Olympus BX - 51 marka floresan mikroskobu kullanildi.

PROTOKOL
Fiksatifte calisma;
+  fiksatif (FAA) 1 saat 25°C
vakumda
Saklama;
*  fiksatif 1 gece +4°C
* tamponl 30’ x1
* 0 35 alkol 30 x1
* 0 50 alkol 30 x1
* 9% 70 alkol yikama X2

* 9% 70 alkolde saklanir +4°C
Uygulama;

fiksatiften alinan ya da % 70 alkolde saklanmis materyal

* Tampon 1 30’ x1
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0.4 M manitol icinde ¢o6zllmiis hiicre c¢eperini sindiren enzimlerle

muamele edildi

* % 0.5 selulaz 25'
* Tampon 1 5 x1
* 9 2.0 driselase 15’
* Tampon 1 5 x1
* 9 1.0 cellulysin 15’
* Tampon 1 5 x1

* Poly-L-lysin ile kapli lam lamel arasinda ezildi
*  Blyuk parcgalar tamponl ile temizlendi

* Lamlar havada kurutuldu

*  Tampon 1 1’ x3

* Metanol 10’ (-20 °C de sogutulmus)

* Tampon 2 30’ x1

*  Anti - Tubulin antikoru  1saat (37°C, karanlik, nemli
ortamda)

(1 ng 19gG/20 ul tampon 2)
* Tampon 2 1’ x1
* Fluorescein Goat Anti - Rabbit 1gG 30’ (37°C,
karanlik, nemli ortamda) (10 pg IgG /240 pl tampon 2)
* Tampon 2 2 x3
* Kontrol: PBS ile 1:10 seyreltme yapildiginda tubulin igeren yapilarin
boyanmadigi normal tavsan serumu kullanildi.
* DABCO (2 DABCO/98 Tampon 2).
(1.4-diazabisiklo-(2,2,2) oktan; Solmay1 onler)
* Floresan mikroskobu gdzlemleri yapildi
Kesitler anlatildigi gibi boyandiktan sonra 420 - 490 nm dalga boyunda

floresan mikroskobunda incelendi ve fotograflar1 ¢ekildi.
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3. BULGULAR VE TARTISMA

Misir kok dokusu hiicrelerinde tuz stresi kaynakli hiicresel bozukluklarin
olup olmadiginin anlasilabilmesi igin literatiir ¢alismalarinin sonuglari
gozetilerek ilk olarak misir kok dokusu farkli tuz konsantrasyonlarina maruz
birakildi; kontrol grubu (1. grup) ve sirasi ile 50 Mm (2. grup) ardindan 100 (3.
grup), 300 (4. grup) ve 500 Mm (5. grup) olmak iizere bes grup olusturuldu.

Bu bes grubun preperatlarina stres kaynakli nukleustaki morfolojik
degisiklikleri detaylandirabilmek i¢in DAPI (4-6-diamidino-2-fenilindol)
boyama uygulandi ve elde edilen gorinti analizlerinde bu doku hucrelerinde
programli hiicre dliimii (PHO) belirtileri goruldigiinden dokulara TUNEL
analizi uygulanarak misir kok dokusu hiicrelerinin PHO'ye ugradigi tespit
edildi. Bu hiicrelerde stres, dolayisiyla PHO kaynakli mikrotobiil degisimlerinin
olup olmadiginin tespiti i¢in dokulara mikrotobul etiketleme analizi yapildi ve

tim bulgular tartisilarak asagida siralandi.

TUm bu strecte preparatlar floresan mikroskobu ile fotograflandi.

3.1 DAPI (4-6-diamidino-2-fenilindol) Boyama Bulgular:

1.Grup bulgular

Kontrol olarak belirledigimiz bu grupta, bitki kokleri sadece saf su ile
muamele edildi. Hiicrelerde DAPI boyamasinin floresan mikroskop gézlemleri
nukleus morfolojilerin biiyiik ¢cogunlukta diizglin bir kiire seklinde oldugunu

gosterdi (Sekil 3.1a-c).
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Sekil 3.1: 1.Grup (kontrol) misir kok dokusu hiicrelerinde DAPI boyama ile floresan
mikroskop goruntileri. a. Kok dokusunun genel gériinimd, b, c. Nukleuslarin
goruntisl, d. Dokunun biiyiitiilmiis goriintiisiinde diizgiin bir kiire seklinde hiicreler
(oklar). Bar, a,d. 50 um ve b,c.10 pm.
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2.Grup bulgulan

15 Dakika slresince 50 mM tuz konsantrasyonuna maruz birakilan misir
kok dokusu hicrelerinde DAPI boyama ile floresan mikroskop goéruntilerine
bakildiginda kontrol doku hiicrelerine oranla kok dokusunda hicrelerin kire
seklini kaybetmedigi fakat dokunun kenar hattindaki az sayida hiicrenin

nukleuslarinda kromatin yogunlagmasi basladigi goriildii (Sekil 3.2a, 3.2g). Sire

30 dakikaya ¢ikarildiginda, k6k dokusu hiicrelerinde 15 dakikaya benzer
sekilde bozulmalarin kenar bolgede devam ettigi ve orta kissimda da morfolojik
bozukluk gobsteren az sayida hiicrelerin oldugu belirlendi. Kenar bdolgede
hiicresel bozukluklarin 15 dakikaya gore neredeyse iki katina ¢iktig1
goruntilendi (Sekil 3.2b). Stre 1 saate uzatildiginda, bolgesel bozulmalarin orta
bolgede de ¢ogaldigi, fakat bozulmalarin kenar bolgeye gore hala gorece daha
az oldugu ve bozulmanin dokunun geneline yayilmadigi goriildii. Bozulmanin
izlendigi bu hiicrelerde kromatinin diizgiin bir sekilde dagilmadigi kismen
yogunlastig1 belirlendi (Sekil 3.2¢). Siire 2 saate kadar devam ettirildiginde kok
dokusu hiicrelerinde bolgesel bozulmalarin tiim dokuya yayilma seklinde
oldugu, fakat kok dokusunun u¢ kisminin ¢ok fazla etkilenmedigi goézlendi
(Sekil 3.2¢, 3.2h). Sire 3 kat arttirildiginda yani 6 saat boyunca tuz
konsantrasyonuna maruz birakildiginda, misir kdék dokusu hiicrelerinde
bozulmalarin dokunun u¢ kismi hari¢ bir¢ok yerinde devam ettigi (Sekil 3.2d),
hiicre gruplarinda nukleuslarin pargalanmaya basladigi ve kromatinin hicre
iginde dagildig1r goriildi. Siire daha da uzatildiginda, 12 saate ¢ikarildiginda,
hiicrelerde bozulmalarin neredeyse 1.5 santimlik dokunun biiyiik kismina
yayildigr (Sekil 3.2e, 3.2i), hicrelerin bozukluk derecesinin dokunun tim
hicrelerinde bariz oldugu ve bu hiicrelerde nukleuslarin kiiresel sekillerini
kaybettikleri goriildii. Son olarak 24 saat tuz konsantrasyonuna maruz birakilan
misir kok dokusunda kOk ug bolgesi hari¢ 12 saate benzer bir gérinimin hakim
oldugu belirlendi. K6k ug¢ bolgesinde ise diger saatlere gore hucrelerde hasar

fazlaca artmist1 (Sekil 3.21).
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Sekil 3.2: a-f 50 mM tuz konsantrasyonuna maruz birakilan misir kok dokusu
hlcrelerinde DAPI boyama ile floresan mikroskop genel gorintileri. a. 15 Dakika 50
mM, b. 30 Dakika 50 mM, c. 1 Saat 50 mM, ¢. 2 Saat 50 mM, d. 6 Saat 50 mM, e.
12 Saat 50 mM, f. 24 Saat 50 mM, *g. 15 Dakika 50 Mm'da nukleuslarinda kromatin
yogunlagmasi baglayan hticrelerin durumu (oklar, nukleus), *h. 2 Saat 50 Mm’'da
hlcrelerin durumu : bélgesel bozulmalar tim dokuya yayilma seklindedir (oklar), *i.
12 Saat 50 Mm'da hucrelerin durumu : bozulmalar neredeyse 1.5 santimlik dokunun
biiyiik kismindadir (oklar). Bar, 50 um (a-i).

*not: Benzerlik gosteren evrelerde tekrardan ka¢inmak amaciyla sadece 3
grubun gorintileri ile durum ifade edilmistir.

3.Grup bulgulan

15 Dakika suresince 100 mM tuz konsantrasyonuna maruz birakilan misir
kok dokusu htcrelerinde DAPI boyama ile floresan mikroskop goruntilerine
bakildiginda kok dokusunda boélgesel bozulmalarin oldugu; 2. gruptakine benzer
durumun olustugu belirlendi. Orta boélgedeki hiicrelerde bozulmalar nadir
bicimde gozlenirken daha cok kenar bolgede bozulmalarin basladigr ve 2.

grubun 15 dakikasindan farkli olarak bir¢ok hiicrede var oldugu (Sekil 3.3a,
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3.3g) gozlendi. Bozulmanin oldugu bu hiicrelerde kromatinin diizgiin bir sekilde
dagilmadig1 kismen yogunlastig1 goriildii. Siire 24 saate dogru 30 dakika 1, 2, 6,
12 ve 24 saat bigminde ilerletildiginde 1. gruptakine benzeyen fakat daha hizli
ve yogun bozulmalarin oldugu bir doku degisimi gozlendi (Sekil 3.3b-f, 3.3h-i).

10015

100 30° 100 1s 100 2 100 65 100 125 100 24s

Sekil 3.3: a-f 100 mM tuz konsantrasyonuna maruz birakilan misir kok dokusu
hlcrelerinde DAPI boyama ile floresan mikroskop géruntileri. a. 15 Dakika 100
mM, b. 30 Dakika 100 mM, c. 1 Saat 100 mM, ¢. 2 Saat 100 mM, d. 6 Saat 100 mM,
e. 12 Saat 100 mM, f. 24 Saat 100 mM *g. 15 Dakika 100 Mm*da hucrelerin durumu
- bolgesel bozulmalar (oklar), *h. 2 Saat 100 Mm'da hicrelerin durumu : bozulmalar
dokunun kenar kisminda yogundur (oklar, nukleus), *i. 12 Saat 100 Mm'da
hicrelerin durumu : bozulmalar dokunun biiyiik kismindadir (oklar). Bar, 50 um (a-

i),

*not: Benzerlik gosteren evrelerde tekrardan kaginmak amaciyla sadece 3
grubun gériintiileri ile durum ifade edilmistir.
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4.Grup bulgular

15 Dakika suresince 300 mM tuz konsantrasyonuna maruz birakilan misir
kok dokusu hicrelerinde DAPI boyama ile floresan mikroskop goéruntilerine
bakildiginda, 1 saat 100 mM tuz konsantrasyonuna maruz birakilmig misir kok
dokusu hicrelerine benzer bir durumda olduklar: fakat hasarin ¢ok erken evrede
ilerlemis oldugu (Sekil 3.4a-¢) gozlendi. 15 dakikadan 30 dakika, 1, 2, 6, 12 ve
24 saat seklinde siire ilerletildiginde kenar ve orta bolgede goriilen bozulmalarin
yogun olarak arttigi kok ucu dokusu hiicrelerinde ise daha az olarak ilerledigi
belirlendi. Bozulma goriilen hiicrelerde kromatinin diizglin bir sekilde
dagilmadigi kismen yogunlastigi, hiicrelerin kiire hallerini kaybettikleri goriildii
(Sekil 3.4a-f). 2 ve 3. gruptan farkli olarak tiim evrelerde 6zellikle 1. saatten
sonra bozulan dokularda boyanmalarin yogun oldugu, dokunun biitiinliigiinde de
zayif bozulmalarin meydana geldigi ve yalanci parlamalarin 6nceki 2 gruba gore

yogun olustu gozlendi.
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300 12s 300 24s

Sekil 3.4: a-f 300 mM tuz konsantrasyonuna maruz birakilan misir kok dokusu
hicrelerinde DAPI boyama ile floresan mikroskop gorintileri. a. 15 Dakika 300
mM, b. 30 Dakika 300 mM, c. 1 Saat 300 mM, ¢. 2 Saat 300 mM, d. 6 Saat 300 mM,
e. 12 Saat 300 mM, f. 24 Saat 300 mM Bar 10 um (a-f). *g. 15 Dakika 300 mM da
hlcrelerin durumu : bozulmalar kenar ve orta kistmlardadir (oklar, nukleus), *h. 2
Saat 300 mM da hticrelerin durumu : bozulmalar dokunun biiyiik kisminda yogundur
(oklar), *i. 12 Saat 300 mM da hticrelerin durumu : bozulmalar dokunun
tamamindadir (oklar). Bar, 50 um (a-1).

*not: Benzerlik gosteren evrelerde tekrardan ka¢inmak amaciyla sadece 3
grubun gériintiileri ile durum ifade edilmistir.

5.Grup bulgular

15 Dakika suresince 500 mM tuz konsantrasyonuna maruz birakilan misir
kok dokusu hicrelerinde DAPI boyama ile floresan mikroskop goruntilerine
bakildiginda, 30 dakika 300 mM tuz konsantrasyonuna maruz birakilmis misir
kok dokusu hiicrelerine benzer goriintiiniin olustugu (Sekil 3.5a), hiicresel
bozukluklarin artik dokunun yarisindan fazlasinda oldugu goriildi (Sekil 3.5b).
Siire 30 dakika, 1, 2, 6, 12 ve 24 saat olacak sekilde ilerletildiginde
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bozukluklarin dnceki tiim gruplarda oldugu gibi kenar ve orta bolgede basladigi
fakat ¢cok erken evrede ve hizli bicimde dokunun yarisindan fazlasina yayildig:
belirlendi. Yalanci1 parlamalarin 1. saatten itibaren daha da yogunlastig1 (Sekil
3.5¢-f), doku biitlinliigiinde siddetli hasarlarin oldugu tespit edildi.

500 15 5

500 65 500 12s 500 24s

Sekil 3.5: a-f 500 mM tuz konsantrasyonuna maruz birakilan misir kok dokusu
hlcrelerinde DAPI boyama ile floresan mikroskop géruntileri. a. 15 Dakika 500
mM, b. 30 Dakika 500 mM, c. 1 Saat 500 mM, ¢. 2 Saat 500 mM, d. 6 Saat 500 mM,
e. 12 Saat 500 mM, f. 24 Saat 500 mM Bar 10 um (a-f). *g. 15 Dakika 500 mM da
hlcrelerin durumu : bozulmalar kenar ve orta kisimlarda bulunmaktadir (oklar), *h. 2
Saat 500 mM da hiicrelerin durumu : bozulmalar dokunun biiyiik kismindadir
(oklar), *i. 12 Saat 500 mM da hticrelerin durumu : bozulmalar dokunun
tamamininda siddetlidir (oklar, nukleus). Bar, 50 um (a-i).

*not: Benzerlik gosteren evrelerde tekrardan kaginmak amaciyla sadece 3
grubun gériintiileri ile durum ifade edilmistir.

Tim gruplar degerlendirildiginde 50 mM tuz konsantrasyonuna maruz
birakilan misir kok dokusu hiicrelerinde bozulmanin 100, 300 ve 500 mM tuz
konsantrasyonuna maruz birakilan dokulara gore daha az oldugunu sdylenebilir.
Bozulmanin ilerleme hiz1 ve tiim dokuya yayilma durumu ise 300 ve 500 Mm

tuz konsantrasyonlarinda diger gruplardan bariz olarak farkli olarak yogundu.
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3.2 TUNEL (Terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP nick end labeling: In
situ uc¢ isaretleme yontemi) Analiz Bulgular:

Kontrol grubundan baglayarak sirasi ile 50 mM ardindan 100, 300, 500
mM gruplarina uygulanan tuz stresine 15 ve 30 dakika ve 1, 2, 6, 12 ve 24 saat
maruz birakilan misir bitkisi kok dokusunun DAPI boyamalarinin floresan
mikroskop goriintiileri incelendiginde bu doku hicrelerinde gérilen hizh
vakuollesme, hiicrelerin genislemesi ve uzamasi gibi olagan olmayan
farkliliklar, boyanirliliklarinin artmasi, nukleus sekillerinde diizensizlik ve
kromatinde yogunlagma gibi degisimler bu dokularda stres iligkili olarak
programli hiicre &liimiiniin (PHO) olabilecegini diisiindiirdii. Bu diisiinceyi
dogrulamak amaciyla dokulara TUNEL analizi uygulandi ve hicre 6limini
gosteren ayrintili bir ¢alisma yapildi. TUNEL reaksiyonu DNA kirilmalarinin
olusumunu ve bu hiicrelerde PHO'niin gerceklestigini floresan isaretleme ile

dogrular.

Sekil 3.6: TUNEL boyama ile negatif sonug veren misir kok dokusu hiicrelerinin
floresan mikroskop goérintisua. Bar, 50 pum.
e 1.Grubun inceleme bulgular:

Misir bitkisinin TUNEL boyamalarinin floresan mikroskop goriintiisu
incelendiginde kontrol grubundaki kok dokusu hiicrelerinde TUNEL boyama
negatif sonug verdi. Hiicrelerde herhangi bir isaretlenme belirlenmedi.

e 2.Grubun inceleme bulgular:
15 dakika stiresince 50 mM tuz konsantrasyonuna maruz birakilan misir

kok dokusu hicrelerinin TUNEL analizinin floresan mikroskop goruntileri
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incelendiginde isaretlenmelerin dokunun kenar kisimlarinda basladigi ve dokuda
hafif siddette pozitif sonu¢ olustugu belirlendi (Sekil 3.7a,9). Sure 30 dakikaya
cikarildiginda isaretlenmelerin dokunun kenarlarina ek olarak orta kistmlarinda
da olusmaya basladigi, isaretlenen hiicre sayisinin 15 dakikaya gore gorece
yaklasik bir kati kadar daha arttigi izlendi (Sekil 3.7b,h). Siire iki katina
cikarilarak 1 saat tuz stresi uygulandiginda, dokuda bdlgesel isaretlenmelerin
orta siddette devam ettigi, orta boliimde Onceki asamalarda daha az olan
isaretlenmelerin ¢ogaldigi ve dokunun pozitifliginin arttig1 tespit edildi (Sekil
3.7c,1). Siire 2, 6, 12 ve 24 saate kadar siirekli arttirildiginda isaretlenmelerin 2
saatten sonra misir kok dokusunun geneline yayildigi, yani kenar ve orta
bolimlerin disinda diisiik seviyede de olsa kok ucu ve kdk dokusunun iist
kistmlarinda 1s1ma siddetinin 24 saat grubuna kadar arttigi ve PHO'ye ugrayan
hiicrelerin ¢ogaldigi tespit edildi. (Sekil 3.7¢-1). Siirenin 24 saate g¢ikarildigi
asamada, 1s1ma gosteren hiicre sayisinin yiiksek oranda arttig1 fakat dokudaki
stresin sebeb oldugu hasar nedeniyle nukleuslarin yapilarin1 kaybetmis oldugu
gozlendiginden bu 1s1malarin bir kisminin yalanci 1s1ma olabilecegi diisiiniildii.

Higbir evrede, kok dokusunda biitiiniiyle bariz otofloresanlara rastlanmadi.
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Sekil 3.7: a-1. 50 mM tuz konsantrasyonuna maruz birakilan misir kék dokusu
hiicrelerinde TUNEL boyama ile floresan mikroskop gorintileri. a-f. Kok
dokusunun genel goruntiisii, g-1. Ustteki dokudan buyutiilen bir kesit goriintisi. Bar,
50 um (a-f), 10 um (g-).

e 3.Grubun inceleme bulgular:

15 dakika slresince 100 mM tuz konsantrasyonuna maruz birakilan misir
kok dokusu hicrelerinin TUNEL analizinin floresan mikroskop goruntileri
incelendiginde isaretlenmelerin  2.grupta oldugu gibi dokunun kenar
kisimlarinda, orta kisimlara gore daha bariz oldugu ve dokuda hafif siddette
pozitif sonug olustugu belirlendi (Sekil 3.8a,g). Stre 30 dakika ve sonra 1 saate
cikarildiginda, kenar boliimdeki 1simalarda bariz olarak hizli bir artis1 izlendi
(Sekil 3.8 b-c, g-h). Siire 2, 6, 12 ve 24 saate kadar siirekli arttirildiginda

isaretlenmelerin 2. gruptan farkli olarak 1 saatten sonra misir kok dokusunun
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geneline yayildigi, yani kenar ve orta kisimlar ile kok ucu ve kokiin iist
kisimlarinda isaretlenmelerin olustugu goézlendi (Sekil 3.8¢-1). Isima siddetinin
24 saat grubunda, 2. grupta oldugu gibi, dokudaki stresin sebep oldugu hasar
nedeniyle nukleuslarin yapilarini  kaybetmis oldugu goézlendiginden bu
1s1malarin bir kisminin yalanci 1s1ma olabilecegi diisliniildii. Sonu¢ olarak, 100
MM  tuz konsantrasyonunun olusturdugu bozulmanin 50 mM tuz
konsantrasyonunun olusturdugu bozulmadan daha kisa siirede bir bozulma

yarattig1 fakat hasarin derecesinin bu iki grupta benzer oldugu tespit edildi.

100 15 100 30° 100 1s

Sekil 3.8: a-1. 100 mM tuz konsantrasyonuna maruz birakilan misir kok dokusu
hiicrelerinde TUNEL boyama ile floresan mikroskop gorintileri. a-f. Kok
dokusunun genel goruntiisi, g-1. Ustteki dokudan buyutiilen bir kesit goriintisi. Bar,
50 um (a-f), 10 um (g-).
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e 4.Grubun inceleme bulgular:

15 dakika slresince 300 mM tuz konsantrasyonuna maruz birakilan misir
kok dokusu hicrelerinin TUNEL analizinin floresan mikroskop goruntileri
incelendiginde dokunun 2 ve 3. gruba gore daha yiiksek derecde pozitif sonug
verdigi isaretlenmelerin orta bdliime oranla kenar bdéliimde daha fazla oldugu
belirlendi (Sekil 3.9a,9). Sure 30 dakikaya ¢ikarildiginda i1simalarin kenar
béliimlerin haricinde orta béliimlerde de hizlica olustugu ve PHO'ye ugrayan
nukleuslarda isaretlenmelerin 2 ve 3. gruba gore daha ¢ok oldugu goriildi (Sekil
3.9b,h). Siire 1 saate ¢ikarildiginda 1simalarin 3. grupta oldugu gibi kokiin tim
béliimlerine yayildig1 fakat ve PHO'ye ugrayan nukleuslarda ki isaretlenmelerin
daha fazla oldugu arttig1 tespit edildi (Sekil 3.9¢c,1). Siire kademeli olarak 2, 6,
12 ve 24 olacak sekilde arttirildiginda misir koék dokusundaki isimalarin
siddetinin tim bu siirelerde benzer bi¢imde yiiksek oldugu, nukleuslarin
yapilarin1 kaybettigi, isaretlenmelerin biitiin kdk geneline yayildigi, doku
yapisinin yiiksek oranda hasarli goriindiigli belirlendi. Isima siddetinin 24 saat
grubunda, 2 ve 3. grubun 24 saatine gOre daha pozitif bir gorintinin hakim
oldugu ve hasar derecesinin bariz yiiksek oldugu gozlendi (Sekil 3.9¢-I) . Sonug
olarak, 300 mM tuz konsantrasyonunun olusturdugu bozulmanin 50 ve 100 mM
tuz konsantrasyonlarinin olusturduklari bozulmalardan farkli olarak hasarin 1.

saatten itibaren ¢ok daha yogun oldugu tespit edildi.
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Sekil 3.9: a-1. 300 mM tuz konsantrasyonuna maruz birakilan misir kok dokusu
hiicrelerinde TUNEL boyama ile floresan mikroskop gorintuleri. a-f. Kok
dokusunun genel gorintiisii, g-1. Ustteki dokudan buyitiilen bir kesit goriintiisi. Bar,
50 um (a-f), 10 um (g-1).

e 5.Grubun inceleme bulgular:

15 dakika stresince 500 mM tuz konsantrasyonuna maruz birakilan misir
kok dokusu hicrelerinin TUNEL analizinin floresan mikroskop goérintileri
incelendiginde doku diisiik siddette pozitif sonu¢ verdigi 1simanin Onceki
gruplara gore kok dokusunun daha biitiinline yayildigi ama siddetinin zayif
oldugu goriildii (Sekil 3.10a,g). Siire 30 dakikaya c¢ikarildiginda 1simalarin
kokiin ¢ogu bolgesinde devam ettigi goriildii (Sekil 3.10b,h). Siire 2 katina yani
1 saate ¢ikarildiginda kok genelinde yalanci isimalarin basladigi ve yapilarinin

tespit edilemedigi yani biitiinliigli bozulmus hiicrelerin oldugu goriildi (Sekil
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3.10c,1). Bu durum 2 ve 3. grupta en son asamalarda ortaya ¢ikmis olarak
gbzlenmisti. 4. grupta ise 5. gruptan farkli olarak yine daha sonra, neredeyse 12
saat itibariyle izlenmisti. Siire kademeli olarak 2, 6, 12 ve 24 saat olarak
arttirlldiginda kokiin, kenar ve orta kisimlarinda yalanci 1simalarin daha bariz
oldugu, PHO'ye ugrayan nukleuslarinda yogun oldugu ve bu 1simalarin siddetli
pozitif oldugu tespit edildi (Sekil 3.10¢-1). 24 saatte 1s1ma siddetinin devam
ettigi, yanisira sekilsiz hiicrelerin ve nukleuslarin varligi nedeniyle kokiin
¢ogunun 1s1malarin yalanci 1s1ma oldugu goézlendi. Misir kok dokusu yapisinin
4. grubun 12 ve 24 saatine benzer bicimde, fakat biraz daha hasarli bir

goriiniimde oldugu belirlendi. (Sekil 3.10e-f,k-I).

500 15’

500 30

a = M b C
--

00 B4 500 125 00 245

300 25

Sekil 3.10: a-l. 500 mM tuz konsantrasyonuna maruz birakilan misir kok dokusu
hiicrelerinde TUNEL boyama ile floresan mikroskop gorintileri. a-f. Kok
dokusunun genel goruntiisi, g-1. Ustteki dokudan buyutiilen bir kesit goriintiisi. Bar,
50 um (a-f), 10 um (g-1).
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3.3 Mikrotubul etiketleme analizi bulgular:

Calismamizda misir kok dokusuna ait hiicrelerin, stres ve programli hiicre
olimi (PHO) iliskili mikrotiibiil degisimlerinin dzellikleri belirlendi. Bu amagla
musir kok dokusu kesitleri alindi. Bu doku hiicrelerine ait mikrotiibiil proteinleri
FITC (flurescein - isothiocyanat) ile isaretlenerek floresan boyama analiziyle
goriintiilendi ve asagida ifade ettigimiz sitoplazma ile beraber ¢ekirdek ardindan
hiicre ¢eperindeki mikrotiibiillerin tuz stresine karsi1 degisimi (iliskisi, yerlesimi)

Uzerine veriler elde edildi.

50, 100, 300 ve 500 mM tuz stresine 15 ve 30 dakika ardindan 1, 2, 6, 12
ve 24 saat maruz birakilan misir bitkisi kok dokusunun DAPI boyama ve
TUNEL analizi ile PHO gecirdikleri tespit edilen kok dokusu hiicrelerinde

mikrotibillerin yerlesimlerinde degisiklikler tespit edildi.

e 1.Grubun inceleme bulgulari

Kontrol olarak belirledigimiz 1.grupta, kok dokusu hiicrelerinde
mikrotiibiillerin, daha ¢ok nukleus etrafinda ve hiicre ¢eperi altinda
yogunlastigi, az siklikta nukleustan hiicre ¢eperine dogru kisa uzantilar
olusturduklar1 gézlendi. Hiicre ¢eperi altindaki mikrotiibiillerin paralel diizende
ince bir tabaka olusturduklar1 aksine nukleus etrafindakilerin nukleusu yogun
bir sekilde sardiklar1 izlendi. Vakuollerin etrafinda da bulunduklar1 ve
sitoplazmada genel olarak homojen olarak dagildiklar1 belirlendi (Sekil 3.11a-
d).

kontrol

kontrol

kontrol

Sekil 3.11: a-d. Kontrol grubu FITC (flurescein - isothiocyanat) ile isaretlenen
mikrotubul proteinlerinin floresan boyama analizi gortnttisi. Oklar : Mikrotibdl
kiimeleri. Bar, 50 um (a,b), 10 um (c-d).
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e 2. Grubun inceleme bulgulari

15 dakika stiresince 50 mM tuz konsantrasyonuna maruz birakilan misir
kok dokusu hicrelerinin mikrotibul etiketleme analizinin floresan mikroskop
goriintiileri incelendiginde PHO'niin zayif pozitif olarak izlendigi bu evrede
mikrotiibiillerin hiicre duvar1 altindaki diizenli hallerinin diisiik seviyede
bozuldugu ve c¢ok zayif kiimelenmelerin olustugu goézlendi. Mikrotiibiillerin,
sitoplazmada ve nukleus etrafinda ki yogunlugunda da belli belirsiz bir artis
oldugu izlendi (Sekil 3.12a). Siirenin 30 dakikaya ve sonrasinda 1 saate
uzatildiginda mikrotiibiillerin yogunlugunun artis1 haricinde, 15 dakikaya benzer
bir durum izlendi (Sekil 3.12b,c). Oysa ki siire 2 saate ilerletildiginde
mikrotubll diizensizliklerinin, kiimelenmelerinin ve yogunlasmalarinin daha
bariz bir artis gdsterdigi tespit edildi (Sekil 3.12¢). PHO siirecinde ortaya ¢ikan
hizli vakuollesmenin nukleus etrafindaki ve sitoplazmadaki yogunlasmay1
tetikledigi dustiniildii. Bu asamada, nukleus cevresindeki mikrotibullerin
yerlesimlerindeki diizenliliginin yerini rastgele organizasyona birakmaya
basladigi goriildii. Stire 2 saate ve sonrasinda 6 saate kadar uzatildiginda, 1
saatte izlenen mikrotiibiil degisimlerinin orta hizda ilerledigi (Sekil 3.12¢,d). 6
saatten sonra ki degisimin daha ¢ok mikrotiibiill yogunlagmalar1 seklinde
gerceklestigi, diizensizliklerin ve kiimelenmelerin artisinin siirenin 2 saatteki
duruma benzedigi belirlendi (Sekil 3.12e). 12 saat ve 24 saat sonrasinda
mikrotibdllerin gorintlsiiniin, nukleusun ve vakuollerin sarildigi bir bant
goriiniimiine ddniistiikleri ve PHO'niin ileri diizeyde pozitif oldugu bu evrelerde
mikrotiibiil demetlerinin bir ¢ok yerde yogun ve diizensiz olarak sekillendigi,

kiimelenmelerin artisinin bariz oldugu goézlendi (Sekil 3.12¢,f).
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Sekil 3.12: (a-f). 50 mM tuz konsantrasyonuna maruz birakilan misir kok dokusu
hicrelerinde FITC (flurescein - isothiocyanat) ile isaretlenen mikrotiibiil
proteinlerinin floresan boyama analizi gorintisi. Oklar : Mikrotubtl kiimeleri. Bar,
10 pum (a-f).

e 3.Grubun inceleme bulgular:

15 dakika slresince 100 mM tuz konsantrasyonuna maruz birakilan misir
kok dokusu hicrelerinin mikrotibul etiketleme analizinin floresan mikroskop
goriintiileri incelendiginde PHO'niin diisiik sidette pozitif olarak izlendigi bu
evrede mikrotiibiillerin hiicre duvari altindaki diizenli hallerinin az seviyede
bozuldugu ve kiimelenmelerin olustugu gozlendi. Mikrotiibiillerin, sitoplazmada
ve nukleus etrafinda ki yogunlugunda da belirli bir artis oldugu izlendi (Sekil
3.13a). Siure 30 dakikaya uzaltiginda 15 dakikada ki az seviye kiimlenmenin
arttigi, stire 1 saate uzatildifinda mikrotiibiillerin yogunlugunun artis1 ve
mikrotiibiil diizesizliklerinin oldukga ilerledigi gozlendi (Sekil 3.13b,c). Sure 2
saate ve ardindan 6 saate ilerletildiginde mikrotubll dizensizliklerinin,
kiimelenmelerinin ve yogunlagmalarinin dahada ¢ok arttigi (Sekil 3.13c,¢) ve
nukleus ¢evresindeki mikrotiibiillerin yerlesimlerindeki rastgele organizasyonun
basladig: tespit edildi. Siire 6, 12 ve 24 saate uzatildiginda degisimin mikrotiibiil
yogunlagmalart seklinde gergeklestigi belirlendi (Sekil 3.13d). 24 saatte
mikrotiibiillerin goriintiisiiniin olduk¢a diizensizlestigi, nukleusun ve vakuollerin

ertafinda yogunlastiklar1 gozlendi (Sekil 3.13e,f)
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Sekil 3.13: (a-f). 100 mM tuz konsantrasyonuna maruz birakilan misir kok dokusu
hlcrelerinde FITC (flurescein - isothiocyanat) ile isaretlenen mikrotiibiil
proteinlerinin floresan boyama analizi gorlntisi. Oklar : Mikrottbtl kiimeleri. Bar,
10 um (a-f).

¢ 4. Grubun inceleme bulgular:

15 dakika slresince 300 mM tuz konsantrasyonuna maruz birakilan misir
kok dokusu hicrelerinin mikrotlbul etiketleme analizinin floresan mikroskop
goriintiileri incelendiginde PHO'niin orta sidette pozitif olarak izlendigi bu
evrede mikrotiibiillerin hiicre duvari altindaki diizenli hallerinin orta seviyede
bozuldugu ve kiimelenmelerin arttigi gézlendi. Mikrotiibiillerin, sitoplazmada
ve nukleus etrafinda ki yogunlugunda da hizli bir artis oldugu izlendi (Sekil
3.14a). Siire 30 dakikaya ve ardindan 1 saate uzatildiginda 50 ve 100 mM tuz
konsantrasyonlarindan farkli olarak bu asamalarda yiiksek kiimelenmenin
oldugu ve mikrotiibiillerin diizenli hallerinin yiiksek seviyede bozuldugu
gorildii. Stre kademeli olarak 2, 6, 12 ve 24 saat olarak uzatildiginda
mikrotubdllerin gorintisinin yogun bir bant goriiniimiine doniistiikkleri ve
PHO'niin ileri diizeyde pozitif oldugu bu evrelerde mikrotiibiil demetlerinin bir
¢ok yerde diizensiz olarak sekillendigi, kiimelenmelerin artisinin ise bariz

oldugu gozlendi (Sekil 3.14.b-f).
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300-24s

Sekil 3.14: (a-f). 300 mM tuz konsantrasyonuna maruz birakilan misir kok dokusu
hlcrelerinde FITC (flurescein - isothiocyanat) ile isaretlenen mikrotiibiil
proteinlerinin floresan boyama analizi gorlntisi. Oklar : Mikrotubtl kiimeleri. Bar,
10 um (a-f).

e 5. Grubun inceleme bulgular:

15 dakika slresince 500 mM tuz konsantrasyonuna maruz birakilan misir
kok dokusu hicrelerinin mikrotibul etiketleme analizinin floresan mikroskop
goriintiileri incelendiginde PHO'niin orta siddetli pozitif olarak izlendigi bu
evrede mikrotibillerin mikrotubillerin, sitoplazmada ve nukleus etrafinda ki
yogunlugunda da hizli bir artis olustugu goézlendi. (Sekil 3.15a). Sire 30
dakikaya uzaltildiginda 50 ve 100 mM tuz konsantrasyonlarindan farkli olarak
ve 300 mM tuz konsantrasyonuna benzer olarak bu asamada hiicre duvari
altindaki diizenli hallerinin hizlica bozuldugu ve kiimelenmelerinde hizlica
oldugu izlendi (Sekil 3.15b) Siire 1, 2 ve 6 saate uzatildiginda mikrotiibiillerin
nukleusun ve vakuollerin etrafinda kalin bir bant goriiniimiine doniistiikleri ve
PHO'in ileri dizeyde pozitif oldugu bu evrelerde sonra mikrotiibiil
demetlerinin bir c¢ok yerde yogun ve diizensiz olarak sekillendigi,
kiimelenmelerin daha da ¢ogaldig1 gozlendi (Sekil 3.15¢). 12 ve 24. saatlerde
benzer bir goriiniimiin olustugu misir kdk dokusu hiicrelerinin ¢ogunlugu
bozuldugu i¢in mikrotiibiilleri gézlemenin zorlastig1 belirlendi. Bu asamalrda

hiicrelerin ¢ogu yeri diizensiz mikrotiibiil kiimeleri ile kaplanmist1 (Sekil 3.15d-

).
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Sekil 3.15: (a-f). 500 mM tuz konsantrasyonuna maruz birakilan misir kok dokusu
hicrelerinde FITC (flurescein - isothiocyanat) ile isaretlenen mikrotiibiil
proteinlerinin floresan boyama analizi gorintisi. Oklar : Mikrottbul kiimeleri. Bar,
10 um (a-f).

Khedr ve ark., (2003)'nin yaptig1 bir arastirmada tuz stresine maruz
birakilan Pancratium maritimum bitkisinde, maruz kalinan stresle birlikte kuru
ve taze agirliginda orantisal olarak bir azalma tespit edilmistir. 300 mM tuz
stresinde prolin ile muamele edilen Pancratium maritimum bitkisinde, prolin tuz
stresinin etkilerini azaltmis ve strese maruz kalan bitkinin kok igeriginde ki
suyu arttirmistir. Benzer bir g¢alismayi yiiriiten Niknam ve ark., (2004)'nin
arastirmasinda Nicotiana tabacum bitkisi tuz stresine maruz birakildiginda fide
ve kuru agirliklarda azalma meydana gelmistir. Yaprak eksplantlarinda olusan
bliyiime degiskenleri 50 mM tuz konsantrasyonlarinda azalma 150 mM’de
yikselme gostermistir. Fide ve yapraklarda prolin miktar1 artig gostermis tuz
konsantrasyonu ¢ogaldikca polisakkarit miktar1 azalma gostermistir. Esasen bu
konularla yapilan ¢alismalar ¢ogunluktadir. Bunlardan bir digeri olan Amor ve
ark., (2005), Crithmum maritimum bitkisi ile yaptiklari ¢alismada 50 mM tuz
uygulamasinda kok biyokiitlesinin arttigi, 200 mM lik uygulamada ise 6nemli
Ol¢lide azalmaya sebep oldugunu saptamislardir. Benzer sonuglarda kok
uzunlugu ve yaprak olgiilerinde de azalma saptanmistir. Gola ve ark., (2018)’nin
dort bitki lizerinde yapmis olduklar1 c¢alismalarda tuzlulugun c¢imlenme

yilizdesinde ciddi bir azalmaya sebep oldugu, ¢imlenme degeri ile kok ve siirgiin
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uzunluklarinda incelemelere gore olusumun durakladigi, taze kok ve siirgiin

agirliklarinda degisikliklerin oldugu saptanmistir.

Parida ve ark., (2004)'nin yaptig1 bir ¢alismada Bruguiera parvifora
bitkisinin fideleri 100, 200 ve 400 mM tuz stresine maruz birakilmis, stres
sonucu protein bantlarinin agirliklarinin 17, 23, 32, 33 ve 34 kDa kadar azaldig1
belirlenmistir. Bu bitki 45 giin sliresince 400 mM tuz stresinin etkisinde
kaldiginda SSP-23 isimli proteinin tuz stresi sonucunda kayboldugu bitkinin tuz

stresinden arindirildiginda ise tekrardan ortaya ¢iktigir goriilmiistiir.

Bajji ve ark., (1998)’nin Atriplex halimus bitkisinde yaptiklart onceki
caligmalara gore farkli hedefli bir ¢alismada ise tuz stresi seviyesinin arttik¢a
ozmotik potansiyelinin distiigii, koklerde c¢oziinen seker miktarinin da stres
iligkili belirli oranda arttig1 goriilmiistiir. 450 ve 600 mM gibi ¢ok yiiksek tuz
kontrasyonlarinda ¢o6ziinen seker miktarinin kontrole oranla 6nemli miktarda
diistiigii, tam tersine prolin miktarinin ise kdklerde ve yasli yapraklarda arttig:

tespit edilmistir.

Parida ve Das (2005)'1in yaptig1 bir arastirma Salicornia rubrada bitkisinin
tuz stresine maruz birakildiginda agirliginin 50 mM da arttigi, 100 ve 200 mM
da azaldig: tespit edilmistir. Raphanus sativus bitkisinde ise ylksek tuzluluk
durumunda kuru agirlikta azalma goriliir ve bu yliksek tuzlulugun biiyiime
azalmasinin yaklasik %80 lik kisminda yaprak genislemesinin azalmasi, %20 lik
kisimda ise stomal iletkenligin azalmasi olarak goriilmistir. Alhagi
pseudoalhagi bitkisinde 50 mM tuz konsantrasyonu kuru agirlig: arttirirken 100
mM ve lizeri tuz kuru agirlikta azalmaya neden olmustur. Halopyrum
mucronatum bitkisi sirastyla 0, 90, 180 360 mM tuz stresinin etkisinde
kaldiginda 90 mM’da taze ve kuru kdok ile siirgiin kiitlelerinde en yliksek artisa
ulastig1, tuzlulugun ¢okca artmasi halinde de biiylimenin engellendigi ve bunun

neticesinde bitkinin 6liimiine sebep oldugu saptanmistir.

Ciniglia ve ark., (2010)'nin planladigi deneysel ¢alisma sonuglarina gore
bitkilerdeki PHO hayvanlardaki apoptozla nikler parcalanma, kromatin
yogunlagmasi gibi benzer 6zellikler gostermektedir. Diger sonuglarina gore de
bitkilerde PHO'niin erken asamalarinda bitki belirli bir seviyeye kadar iyilesme
asamasina gecebilir; kromatin yogunlagsmasina ugrayan hiicreler, erken onarim

mekanizmalarini devreye sokarak iyilestirme ¢alismalar: yiiriitebilir. Pennell ve
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Lamb, (1997) aleuron hiicrelerinde yaptiklar1 bir calismada PHO sonrasinda
hiicrelerin kiigiildiiglinli ve sitoplazmanin yogunlastifini tespit etmislerdir.
Yapilan TUNEL deneyinin bulgulari ile hiicrelerde meydana gelen degisiklikler
ortaya ¢ikarilmistir. Hiicrelerin sismesi ve ardindan parcalanmasi, DNA’nin
parcalanmas1 ve farkli blyuklikte o6lu hicrelerin meydana gelmesi bu
degisiklikleri olusturmaktadir. Bir hiicrenin apoptoza ugrayip ugramadigi
konusunda terminal deoksiniikleotidil transferaz (TdT) analizi (TUNEL) yapilir.
DNA 3’ OH uglar1 bu analiz ile etiketlenir, dUTP analizi ile hiicrede par¢calanma
olup olmadigi ortaya konulur ve 6lmiis veya Olmek iizere olan c¢ekirdekler

isaretlenir. (Havel ve Durzan, 1996).

Zhu ve Rost, (2000) Arabidopsis thaliana bitkisine TUNEL analiz
yontemini uygulayarak kromatin yogunlagmasi, stopmazik vakuolasyon ve
organel yikimi tespit etmislerdir. Joshi ve Kumar, (2012) deneysel
caligmalarinda strese maruz kalan hiicrede kromatin yogunlagmasi, membran
bozulmas1 ve parcalanmasi tespit etmisler yaptiklart TUNEL analizi sonucunda

PHO gerceklestigini bulmuslardir.

Olu hucrelerde plazma zarmin hiicre duvarindan ayrildigi ve proplastin
yogunlasarak kii¢iildiigii de saptanmistir. Gunawardena, (2008) yaptigi TUNEL
analizinde hiicrelerde kromatin yogunlasmasi ve sitoplazmik degisiklikler tespit
etmistir. PHO'ye ugrayan hiicrelerde ilk olarak hiicre zarmmin bozuldugunu,
ardindan hiicresel yogunlagmanin basladigini bildirmistir. Yazdani ve Mahdieh,
(2012)’in yaptiklar1 incelemelerde piring bitkisinin kdk dokusu hiicrelerine
gergeklestirilen farkli asamalardaki tuz stresi ¢alismalari yapilmig ve hiicrede

ortaya ¢ikan hasarin saptanmasi icin TUNEL analiz yontemi uygulanmistir.

Williams ve Dickman, (2008)’a gore PHO’de, hiicre apoptozda goriilen
klasik degisikliklere ugrar. Bu degisiklikler kromatin yogunlasmasi, hiicre
buzilmesi ve DNA boélinmesi olup TUNEL analiz yontemine gore pozitif
olarak sonug¢lanmaktadir. Sodyum ve bunun gibi yiiksek konsantrasyonlarin
etkisinde kalan bitki kok dokusu hucrelerine yapilan TUNEL analizi pozitif
sonu¢ vermistir. Bitki yiiksek &l¢iide tuz stresinin etkisinde kaldiginda PHO yii
baglatarak daha fazla hiicreyi korumak icin birka¢ hiicreyi feda etmektedir.
Gladish ve ark., (2006) yaptiklar1 deneysel uygulamada apoptoz benzeri

programli hiicre 6liimii bulgular1 saptamiglar, TUNEL analizi ve DNA agaroz jel
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elektroforezi deneyi yapilmislar, DAPI boyama sonucunda kontrol grubunda
bulunan goérintilerde hucreler yuvarlak ve oval bir bicimdeyken 6, 12, 24 saat
suresince su stresinin etkisinde kalan bezelyenin kok dokusu hucrelerinde
kromatin yogunlagsmasi ve bozulan hiicrelerde kiimelenmeler belirlenmislerdir.
Bu hiicrelerin goriintiileri kontrol grubu ile karsilastirildiginda hasar alan
hiicrelerde parlamalar ve bozulmus kromatinlerin dagildig1 goriilmiis, hasar alan

hicrelerin kiigiilmiis oldugu ve diizensiz sekillerinin olustugu tespit edilmistir.

Ning ve ark., (2001)'nin deneysel ¢alismalarinda misir kokleri sitototik
reaktiflere maruz birakilmis ve sonug olarak kromatin yogunlasmalari, ¢ekirdek
diizensizligi, kromatinlerin defarmasyonlar1 ve niikleollerin kayb1 gorilmiistiir.
TUNEL analizi ve DNA agaroz jel elektroforezi yapilmis, incelemeler
sonucunda bitki hiicrelerinde nukleus yuvarlak veya hilal seklinde ve DNA
pargalanmis sekilde goriilmiistiir. Wang ve Bostock, (1996) toksin ile muamele
edilen domates bitkisinde PHO'yii arastirmak icin TUNEL analizi yaparak
pozitifligi gostermis ve %50 hiicrenin PHO'ye ugradigi TUNEL testi ile tespit
edilmistir. Baska bir incelemede Vicia faba bitkisi kafein stresine maruz
birakilmis ve hiicrelerde goriilen farklilasmalar PHO olusumunu akla
getirmistir. PHO olusumunun ortaya konulmasi i¢in COMET ve TUNEL testleri
uygulanmis pozitif sonu¢ alinmistir. Yapilan bu deneysel ¢alismada kromatin
yogunlasmasi, organellerin bozulmasi ve hiicrelerin dejenerasyona ugradigi

tespit edilmistir (Rybaczek ve ark., 2015).

200, 300, 400 ve 500 mM tuz stresinin etkisinde kalan pirin¢ kok dokusu
hiicrelerinde dort saatin ardindan PHO baslamis, hiicre c¢ekirdeklerinin
kiictildiikleri ve yogunlastiklart goriilmustiir. Piring k6k dokusu 500 mM tuz
konsantrasyonuna 4 saat maruz birakildiginda hiicrelerin yogunlastigi ve
dokunun TUNEL pozitif sonu¢ verdigi goriilmiistiir. Yazdani ve Mahdieh,
(2012)’in yirittigii arastirmada piring bitkisinin koklerine uygulanan 500 mM
tuz stresi sonucunda kok dokusunda kromatin yogunlasmasi ve hiicresel
defarmosyon tespit edilmis; DNA agaroz jel elektroforezi yapilarak kiriklar
gozlenmis ve TUNEL analizi pozitif sonu¢ vermis, bitkinin PHO'ye ugradig:

saptanmigtir.

Yapilan bir bagka arastirmada misirin kok dokularindaki mikrotiibiiller

incelenmis, 8 farkli grup olusturularak merismatik hiicrelerin interfaz
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asamasinda aktif hiicrelerdeki mikrotiibiil dizilerinin daha hizli uzadigi ve
genellikle enine diziler olusturdugu goriilmiistiir. Yiiksek oranda vakuolasyon
olusan ksilem dokusu incelenerek, mikrotiibiillerin kiime seklinde organize
olduklar1 tespit edilmistir. Ksilemde hiicre duvar1 hasariyla mikrotiibiil belirli
bolgelerde yogunlastiklar1 ve siirekli yer degistirdikleri de tespit edilmistir
(Baluska ve ark., 1992). Misir kok dokusunda bisfenol kullanilarak yapilan stres
calismasinin sonucunda bisfenoliin mikrotiibiil dizilerini ve mitoz béliinmeyi
bozdugu; mikrotiibiil dizilerinin diizensizlestigi, hiicre boliinmesinin bozuldugu
veya tamamen durdugu goriilmiistiir. 1 saat 100 mg bisfenol uygulanan koklerde
degisiklikler baglamis ve 2 saat sonunda halka benzeri kortikal aktin filamentler
tespit edilmistir. Uygulanan bisfenol miktar1 arttikca mikrotiibiillerin sekilleri
ve yonleri degisiklige ugramistir (Stavropoulou ve ark., 2018). Bir baska
arastirmada, hiicrenin genisleme yonii degistiginde mikrotiibiillerin de
hizalanma sekillerinde degisikligin oldugu goriilmistiir. Kortikal mikrotiibiiller
genelde enine dogru dizelenirken yavas biiyliyen dokularda uzunlamasina

dizelere degistikleri belirlenmistir (Himmelspach ve Nick, 2001).

Kortikal mikrotiibiiller hiicre duvarinin altinda bulunabilirler. Misir
bitkisinde yapilan ¢aligsmada hizli biiyiiyen hiicrelerde kortkikal mikrotiibiillerin
enine, daha yavas biiyliyenlerde ise uzunlamasina bir yonde dizildikleri
gorilmiistiir (Himmelspach ve Nick, 2001). Bitki morfogenezinde oksin dnemli
bir bitki hormonudur. Calismalar oksinin bitkideki mikrotiibiil sekillenmesini ve
yoniinii etkiledigini kanitlamigtir. Misir bitkisinde mekanik stres ve oksin
uygulamas1 kaynakli degisiklikler tespit edilmis, mikrotiibiillerin hiicrenin
sekillenmesinde ve selillozun uzunlugunda etkin olduklar1 belirlenmistir
(Landrein ve Hamant, 2013). Bir diger ¢alismada, oksin ile muamele edilen
musir bitkisinin koleoptil dokusu hiicrelerinde mikrotiibiiller enine, kok dokusu
hiicrelerinde ise wuzunlamasina yOnlenmislerdir. Mikrotiibiiller —uzama
asamasindaki tepkilere hizli reaksiyon verir ve biikiilme gergeklestirir. Plazma
membranina bakildiginda iligkili olan mikrotiibiillerin mekanik streste blylimeyi
degistirdigi gorilmiistiir. (Fischer ve Schopfer, 1997). Yapilan bir deneysel
calismada Arabidopsis thaliana'nin koklerinde, mikrotiiberkiilozun etkileri

incelenmis Vve tiim konsantrasyonlarda mikrotiibiillerin diizensiz oldugu,
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parcalandigi, kortikal dizilerin diizensiz oldugu ve membran akiskanliginin

etkilendigi goriilmiistiir (Baskin ve ark., 1994).
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4. SONUC

Gergeklestirilen bu ¢aligmada misir (Zea mays L.) bitkisinin tuz stresine
maruz kaldiginda yasadigi hiicresel degisikliklerden mikrotiibiill degisimleri
florasan mikroskop ile arastirildi. Ulkemiz agisindan ekonomik degeri olan
mistr tiirii tizerinde bir¢cok calisma yapilmaktadir. Bu calismalarin ¢ogu tiiriin
genetik yapisi iizerine kurulu olup, stres iliskili programli hiicre 6liimii (PHO)
siireci iizerine ayrintili ve &zellikle stresin yarattigi PHO iliskili mikrotiibiil
degisiklikleri hemen hemen hi¢ arastirma yapilmamistir. Tezimizde tuz
stresinin yol agtig1 degisimin derecesi ortaya g¢ikarilmistir. Cok az ¢alismadan
biri olan bu arastirmada PHO ve mikrotiibiil dagilimi arasinda iliski

detaylandirilmistir.

50 mM, 100 mM, 300 mM, 500 mM tuz stresine 15 ve 30 dakika, 1, 2, 6,
12 ve 24 saat boyunca maruz kalan misir kok dokusunun, parafin metodu
uygulanarak Leica RM 2125 RT el mikrotomu ile kesitleri alindi. Alinan
kesitlere DAPI (4-6-diamidino-2-fenilindol) boyama, TUNEL ve mikrotibul
etiketleme analizleri uygulandi ve florasan mikroskopu ile incelendi. DAPI
boyama ile elde edilen bulgularda 50 mM dan itibaren misir kdk dokusu
hiicrelerinin tuz stresine tepki verdigi, bu tepkilerin kromatin yogunlasmasi,
diizensiz sekilli nukleuslar ve sitoplazma biiziilmesi oldugu tespit edildi. Maruz
kaldig1 tuz seviyesi arttik¢ca 30 dakika, 1 ve 2 saat uygulama surelerinde verilen
tepkilerle 6, 12 ve 24 saatte verilen tepkilerin birbirlerine daha benzer oldugu
belirlendi. 100 mM da kenar bolgelerin haricinde orta bdlgedeki hiicrelerde de
bozulamalarin basladigi ve silire uzatildikga bozulmalarin hizlandigi ve
yogunlastig1 tespit edildi. 300 mM da olusan hasarin 15 dakikadan itibaren hizli
basladigr ve hiicrelerin hizli bir sekilde yogunlastigi 30 dakikadan itibaren
hiicrelerin kiire hallerini kaybettikleri ve 1 saatten sonra yalanci parlamalarin
olustugu tespit edildi. 500 mM da 30 dakikadaki gorunttinin 300 mM tuz

konsantrasyonuna maruz birakilmis misir kok dokusu hiicrelerinin gérintistne
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benzer oldugu, hiicresel bozukluklarin artik kok dokusunun biitiiniine yayildigi

yalanci parlamanin 1. saatten itibaren dahada yogunlastig: tespit edildi

DAPI analizi ile elde edilen bulgular neticesinde misir kék dokusu
hiicrelerinde programli hiicre 6liimii (PHO) olup olmadigini tespit etmek igin
TUNEL analizi uyguland: ve hiicrelerin PHO'ye ugradig: tespit edildi. Edilen
bulgularda 50 Mm dan itibaren misir kok dokusu hiicrelerinin tuz stresine tepki
verdigi, bu tepkilerin zayif, orta ya da siddetli parlamalar seklinde ve kok
dokusunda o6zellikle kenar ve ilerleyen evrelerde orta kisimdaki dokularda
bolgesel olduklar1 gdzlendi. Maruz kaldig1 tuz seviyesi arttikca DAPI boyamada
oldugu gibi 30 dakika, 1 ve 2 saat uygulama siirelerinde verilen tepkilerle 6, 12
ve 24 saatte verilen tepkilerin birbirlerine daha benzer oldugu belirlendi. 100
mM da kenar kisimlardaki parlamanin orta kisimlara gore daha belirgin oldugu,
30 dakika ve 1 saat goriintiisiiniin benzer oldugu, 1 saatten sonra kdokiin
biitiiniinde parlamalarin arttig1 ve siire ilerdik¢e olusan parlamalarda yalanci
parlamalarin artmaya basladigi tepit edildi. 300 mM da dokunun yiiksek derece
pozitif sonu¢ verdigi, Ozellikle siire 1 ve 2 saate uzatildiginda parlamalarin
kenar kisimlar haricinde orta kisimlarda da hizlica yayildigi, siirenin 6, 12 ve 24
saatlere ilerledik¢ce nukleuslarin yapilarin1 kaybettigi ve doku yapisinin genel
itibari ile yiiksek oranda hasarli oldugu tespit edildi. 500 mM da baslangigta
parlama siddetinin zayif ama pozitif oldugu siire ilerledikce bu bozulmanin
onceki uygulamalara gore (50, 100, 300 mM) daha kisa siirede hizlandigi, 1
saate dokunun genelinde parlamalarin olustugu ve hiicrenin biitiinliiglini
kaybettigi, slre ilerletildikce kenar ve orta hatta yalanci parlamalarin bariz

oldugu ve 1simalarin genel itibari ile siddetli pozitif oldugu tespit edildi.

PHO'ye ugrayan hiicrelerde mikrotiibiil organizasyonun incelenmesi igin
mikrotiibiil etiketleme analizi uygulandi ve PHO’ye ugrayan misir kok dokusu
hiicrelerinde PHO'den 6nce mikrotiibillerin hiicre ¢ceperine paralel uzandiklari,
nukleus ve vakuoliin etrafinda toplandiklar1 goruldd. Elde edilen sonuclar 50
mM dan itibaren misir kok dokusu hiicrelerinin tuz stresine verdigi tepki sonucu
gorilen PHO siirecinde mikrotiibiil organizasyonunda nukleus ve vakuoliin
etrafinda kiimelenme, bolgesel kalinlagsma ve rastgele bir dagilim sergiledikleri
maruz kaldig1 tuz seviyesi arttikga nukleus c¢evresinde mikrotiibiillerin

diizensizliginde artiglarin oldugu, hiicre duvarina paralel mikrotiibiil uzantilari
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olustugu ve bu goriintiilerinde belirli bir zaman sonra nukleusun ve vakuollerin
sarildig1 bir bant goriiniimiine doniistiigii izlendi. PHO niin ¢ok ilerledigi evreler
olan 6, 12 ve 24 saat uygulama surelerinde mikrotlbil demetlerinin birden
fazla yerde yogun ve diizensiz oldugu sonucuna ulasildi. 100 mM da
mikrotiibiillerin az seviyede bozularak nukleus etrafinda kumelenmelerin
basladigi, siire kademeli olarak ilerletildikce nukleus etrafindaki
kiimelenmelerin yogunlasarak devam ettigi ve mikrotiibiillerin
diizensizliklerinin oldukg¢a ilerdigi ozellikle siire 12 ve 24 saate uzatildiginda
mikrotiibiil yogunlagmalarinin arttig1 ve vakuollerin etrafinda yogunlastiklari
tespit edildi. 300 mM da mikrotubll demetlerinin dlzenli hallerinin
baslangigtan itibaren yiliksek seviyede bozuldugu, siirenin kademeli olarak
arttirildiginda ileri diizeyde potizif olarak mikrotobul demetlerinin bir ¢cok yerde
diizensiz sekilde kiimelendigi tespit edildi. 500 mM da mikrotobiil demetlerinin
orta siddetli olarak bozulmaya basladig1 ve siire artirildikca bu bozulmanin
hizlanarak mikrotiibiillerin nukleusun ve vakuollerin etrafinda kalin bir bant
goérinimine donistiikleri ve bozulmanin ileri diizeyde oldugu 12 ve 24 saate
benzer goriintiiniin olustugu ve misir dokusundaki mikrotiibiilleri gézlemenin
zorlagtigr ve hiicrelerin ¢ogu yerinde diizensiz mikrotiibiil kiimelenmelerinin

oldugu sonucuna ulasildi.

Bu arastirmada elde edilen 6nemli bulgular neticesinde dikkate deger

sonuglar elde edilmistir. Bu sonu¢lar maddeler halinde asagida agiklanmistir.

[1] Misir bitkisi tuz stresine karsi toleransli bir bitki degildir ve bitkinin
yasadig1 stres kousullar1 ne kadar yiiksek olursa hiicrede olusan hasarda o kadar
yiksek olmaktadir. Misir bitkisinin maruz kaldigi tuz miktar1 50 mM, 100 mM,
300 mM, 500 mM seklinde arttirildik¢a bitkinin aldigi1 hasar 15 dakikadan 2
saate kadar daha oranli, 2 saatten 24 saate dogru ise orantisiz bir attig gosterdigi

ve 12 ve 24 saatin benzer bir sonug verdigi belirlendi.

[2] Misir bitkisinin aldig1 hasar sonucunda ortaya ¢ikan PHO, DAPI
boyama ve TUNEL analizi yontemleriyle ayrintili bir bigimde goésterilmistir.
Misir bitkisi etkisinde kaldigi tuz stresinden dolayi kdk dokusu hiicrelerinde
kromatin yogunlasmasi, diizensiz sekilli nukleuslar ve stoplazma biiziilmesi gibi

hiicresel degisiklikler gosterdigi DAPI analiz metodu ile saptanmistir. Hiicresel
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degisiklikler saptanan misir kok hiicrelerine PHO niin saptanmas1 i¢in TUNEL

analiz yontemi uygulanmis ve elde edilen sonug pozitif olarak saptanmaistir.

[3] PHO’niin musir kok dokusu  hicrelerindeki — mikrotiibil
organizasyonuna etkisi incelenmis ve PHO’niin hiicredeki mikrotiibiil

organizasyonunu etkiledigi saptanmistir.
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