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OZET

YUKSEK LISANS TEZI

IN VITRO SARTLARDA AZASITIDIN UYGULAMASININ YONCA
KALLUSLARINDA ANTIOKSIiDAN SISTEM iLE SERK1 VE WEE1 GEN
IFADESI UZERINE ETKIiSINIiN iINCELENMESI

Fatma Ozge ASLAN

Erzurum Teknik Universitesi
Fen Bilimleri Enstitisu

Molekuler Biyoloji ve Genetik Ana Bilim Dali

Danisman: Dog. Dr. Ismail BEZIRGANOGLU

Yonca yliksek besin degeri, verim potansiyeli biyotik ve abiyotik stress
faktorlerine dayanikli olmasindan dolay:r diinyadaki en onemli yem bitkisidir. Bu
calismada, yonca bitkisinin yaprak eksplantlarindan alinan kalluslar 0.0125mg\mL
kinetintlmg\mL 2,4-D, 0.0125mg\mL Kinetin+1mg\mL 2,4-D+2,5uM 3uL 5-azaC,
0.0125mg\mL kinetin+1mg\mL 2,4-D+2,5uM 6ulL 5-azaC igeren ortamlarda 7, 14 ve
21 giin yetistirilmis ve yonca kalluslarinda malondialdehit (MDA) miktar1, hidrojen
peroksit (H202) seviyesi, superoksit dismutaz (SOD) ve peroksidaz (POD) enzim
aktivitelerinde meydana gelen degisimler, prolin, toplam protein, dinitrosalisilik asit
(DNSA) ve toplam fenolik madde miktarlar1 belirlenmistir. Buna ilaveten, azasitidin
uygulamasma bagli olarak Somatik Embriyogenez Reseptor Kinaz 1 (SERK1) ve G2
Kontrol Noktast Kinaz (WEE1) genlerinin ifadelerinde meydana gelen degisimler
Olclilmiistiir. Azasitidin uygulamasma bagli olarak MDA ve H20: miktarlarinin
azaldigi, SOD aktivitesi ve protein miktarmin diistiigi, POD aktivitesi ve prolin
miktarmm arttig1 belirlenmistir. SERK1 ve WEEL genlerinin ifadelerinin uygulanan
azasitidin konsantrasyonuna ve zamana baglh olarak degistigi gézlenmistir.

2023, 53 Sayfa
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ABSTRACT

MS. Thesis

INVESTIGATION OF THE EFFECT OF AZACITIDINE APPLICATION ON
ANTIOXIDANT SYSTEM AND SERK1 AND WEE1 GENE EXPRESSION IN
ALFALFA CALLUSES IN IN VITRO CONDITIONS

Fatma Ozge ASLAN

Erzurum Technical University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Molecular Biology and Genetics

Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Ismail BEZIRGANOGLU

Alfalfa is the most important forage crop in the world due to its high nutritional
value, yield potential and resistance to biotic and abiotic stress factors. In this study,
calli taken from leaf explants of alfalfa plant 0.0125mg\mL Kinetin+1mg\mL 2,4-D,
0.0125mg\mL kinetin+1mg\mL 2,4-D+2.5uM 3uL 5-azaC, 0.0125mg\mL Kinetin+1mg\
mL 2.4D+2.5uM 6uL 5-azaC grown for 7, 14 and 21 days and in alfalfa callus
malondialdehyde (MDA) amount, hydrogen peroxide (H202) level, superoxide
dismutase (SOD) and peroxidase (POD) enzymes The changes in the activity of the
protein, proline, total protein, dinitrosalicylic acid (DNSA) and total phenolic
substances were determined. In addition, changes in the expressions of Somatic
Embryogenesis Receptor Kinase 1 (SERK1) and G2 Checkpoint Kinase (WEE1) genes
were measured due to azacitidine administration. It was determined that MDA and H»0>
amounts decreased, SOD activity and protein amount decreased, POD activity and
proline amount increased due to azacitidine application. It was observed that the
expressions of SERK1 and WEEL genes changed depending on the applied azacitidine
concentration and time.

2023, 53 Page

Keywords: Azacytosine, callus, in vitro culture, somatic embryo, gene expression
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1. GIRIS

1. GIRIS

Gelisen diinya ile paralel artan niifus yogunlugu bir¢ok ihtiyaci beraberinde
getirmektedir. 8 milyara dayanan insan niifusunun gida ve enerji ihtiyact her gecen giin
artmaktadir. Bu baglamda, tiim diinyada hem bitkisel hem de hayvansal iiretimin
artirllmas1 hedeflenmektedir. Gida ihtiyacinin karsilamasi i¢in atilacak en Onemli
adimlardan biri mahsul iiretimini, verimini ve kalitesini artirmaktir. Geg¢misten
giiniimiize bitki verim ve kalitesini artrmak i¢in yaygimn olarak kullanilan bitki 1slah
yontemleri fazla is giicii ve zaman almasi, melezlemelerde kisirlik ve uyusmazlik
problemlerinin ortaya ¢ikmasi veya istenmeyen gen kagismma neden olabildigi igin
giiniimiizde bitki doku kiiltiirleri tiriin verimi ve kalitesini gelistirmek i¢in yaygin olarak
kullanilmaya baslanmistir (Kurt ve Savsathh 2005). Geleneksel yoOntemlerle
kiyaslandiginda bitki doku kiiltiirii teknikleri ile ihtiyag duyulan bitkinin daha kisa
surede ve kontrollli in vitro kosullarda tiretimi miimkiindiir. Dahasi, bitki doku kiiltiirii
yontemleri ile tarim enstitiisiinde ¢ok sayida basarili ¢alisma yapildigi i¢in bu yontem

gelecek icin umut vadeden biyoteknolojik bir yaklasimdir (Shahzad et al. 2017).

1.1. Bitki Doku Kulturd

Bitki doku kalturh temelde bir Gretim prosesi olup klasik tretim ydntemleriyle
kiyaslandiginda in vitro sartlarda bitkiden alinan eksplantin (yaprak, kok, govde vb.)
sterile edildikten sonra gerekli uyaranlar1 iceren besiyerine aktarilmasmi ve sicaklik,
151k, nem gibi kontrollii sartlarda gergeklestirilen bir kiiltiir islemidir. Doku kaltlr
yontemleri genel olarak 5 grup altinda toplanmaktadir. Bu yontemlerin kendine has

ozellikleri olmasina ragmen temelde hepsinde benzer teknikler kullanilmaktadir (Tiirkeg

ve Turan 1992).

1.1.1. Kallus kulttra

Kallus, organize olmamis hiicreler toplulugu olup bitkinin farkli dokularindan
(yaprak, kok vs.) elde etmek mimkindir (Dingcer vd 2016). Kallus hucrelerinin
totipotent 6zelliginin olmas1 en 6nemli 6zelliklerinden biridir. Yani hucrelerin butln

genetik bilgiye sahip ve biitiin organlar1 farklilasmis bir bitki meydana getirebilme
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kapasitesine sahip olmas1 demektir. Kalluslar, eksplant alinan bitki tiiriine bagl olarak
uygun uyaranlar (hormon, kimyasal madde) igeren besi ortaminda yetistirilir (Welsh
1981). Uzun slre devam eden kallus kiiltiiri baz1 kromozomal degismelere sebep olur
bu degismeler, genetik varyasyon c¢aligmalarinda arastirilmaktadir (TUrke¢ ve Turan
1992).

1.1.2. Embriyo kalttr

Embriyo kiiltiirii, yumurtalik icerisinde gelisiminin belirli bir evresinde olgun
veya olgunlagmamis olarak izole edilen embriyolarn in vitro kosullarda gelismesi veya
muhafaza edilmesi olarak tanimlanir. Ortamdaki karbonhidratlar embriyo i¢in biiyiik
onem tagimaktadir. Yaygin olarak kullanilan karbonhidratlar, embriyo i¢in sadece enerji
kaynagi degil, ayn1 zamanda osmotik diizenleyici olarak kullanilir (Dinger vd 2016).
Embiryo kulttrl in vivo da melezlenmesi zor olan tiirler ve cinsler arasi melez elde
etmek icin kullanilabilir. Ayrica embiriyo kiiltiiriinden dormansi ve erken ¢imlenme

sorunlarinin ¢éziimiinde de yararlanilmaktadir (TUrkeg ve Turan 1992).

1.1.3. Protoplast kaltard

Protoplastlar, hiicre duvarmin kimyasal bir islemle parcalanmasiyla elde edilir.
Iki ayr1 bitkinin ayn1 ortamda kiiltiirlenen protoplastlarm karsilikli fiizyonu ile hibrit
bitki olusur. Protoplastlar mekanik ve enzimatik yontemlerle izole edilebilirler.
Protoplast kultlirii ile protoplastlardan ¢ok sayida bitki elde edilmesi mimkiindiir
(Dinger vd 2016).

1.1.4. Hicre kultara

Hiicre kiiltiiriinde tek hiicreler ya da hiicre gruplar1 kullanilabilir. Kagit ve petri
disi olmak tizere iki farkli teknik kullanilarak hiicre kiiltiirli yapmak miimkiindiir. Kagit
yonteminde, kallustan mikropipetle alman hiicre kagit iistiine konulur ve boliinerek
stirgiin ve kok olusturduktan sonra yeni ortamlara taginir. Petri kabi tekniginde ise

sterilize edilmis besi ortami ile hiicre gruplar1 karistirilarak 6zel bir steril ortamdan
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gecirilir ve farkl petri diglerine aktarildiktan sonra kiiltiire alinir. Koklenen siirgiinler

yeni besi ortamina alarak tiim bitki olusumu tesvik edilir (Vidalie 1988).

1.1.5. Organ kaltura

Organ kiiltiirlinde siirgiin olusturma ve bitki tiremesinde; yapraklar, embriyonik
parcalar (kotiledon, hipokotil), siirgiin ve siirglin uglari, koltuk ve terminal tomurcuklar1

gibi bitkinin farkli kisimlar1 materyal olarak kullanilmaktadir (Vidalie 1988).

Doku kiiltiiriiniin avantajlar:

- Uretim siirecinin kisa olmast,

- Varyasyonlarm olmasi,

- Metabolik yolaklarin incelenmesine imkan vermesi,

- Hucresel sureclerin incelenmesi,

- Strese direngli bitkilerin gelistirilmesinde olumlu sonuglar vermesi olarak

siralanabilir (TUrkeg ve Turan 1992).

1.2. Yonca (Medicago sativa L.)

Yoncanin (Medicago sativa L.) orijin noktas1 Anadolu’yu da igine alan Kafkasya
bolgesidir. Bu bitkinin tilkemiz topraklarinda varolusu yaklasik 3300 yil OGncesine
dayanmaktadir. (Sakiroglu and Brummer 2013). Sonraki yillarda ana vatani
Kafkaslardan Sibirya, Meksika, Sili, Kuzey Afrika iilkeleri ve Amerika Birlesik
Devletleri de dahil Diinya ¢apinda genis bir yayilim gostermistir (Barnes et al. 1988;
Avcioglu vd 2009).

Yonca yaklagik 350 cins ve 10.000 kadar tiirii barindiran baklagiller (Fabaceae)
familyasina dahildir (Sakiroglu vd 2011).
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Cizelge 1.1. M. sativa’ nin sistematik smiflandirilmas: (Schoch et al. 2020)

Alem Bitkiler alemi (Plantae)

B6lim Kapali Tohumlular (Magnoliophyta)
Simif iki Cenekliler (Magnoliopsida)
Takim Fabales

Familya Fabaceae (Baklagiller)

Alt Familya  Faboideae

Cins Medicago

Tur Medicago sativa L.

Medicago cinsi temel kromozom sayilar1 x=7 olan tek yillik ve temel kromozom
sayilart x=8 olan ¢ok yillik tiirlere sahiptir. M. sativa’nin alt birimleri diploid (2n = 2x =
16) ve tetraploidtir (4n = 4x = 32) (Sakiroglu ve Ilhan 2011).

Cizelge 1.2.M. sativa tir kompleksi igindeki birimlerin taksonomik iligkisi

(Sakiroglu vd 2011).

Diploit(2n=2x= 16)

<— M. sativa alttiir —> M. sativa alttivr <—
Jalcata

M. sativa alttiir
caernlea

M sativaalttir — X
glomerata

l l ! !

M. sativaalttiir  <— M. safiva alttir
varia sativa

hemicycla

M. sativa alttir —> M. sativa alttir €<— M. sativa alttir —>

glomerata funetana Jalcata

(= M. glutinosa)

Tetraploit(2n=4x=16)

M. sativa, Medicago cinsine ait Falcago seksiyonunun Falcatae alt seksiyonuna
dahil edilmektedir ve Falcatae kompleksi igin ¢igek rengi ve meyve sekli 6nemli
karakterlerdir (Small et al. 1990). Morfolojik karakterlere ek olarak ploidi seviyelerine
gorede karakterlendirmeler yapilmistir (Sakiroglu et al. 2010). Kompleksin diploid
alttirleri; M. sativa subsp. falcata sar1 ¢igek-orak meyve, M. sativa subsp. caerulea
mor-menekse ¢igek-kivrilmig meyve yapisina sahipken bu iki alttiiriin dogal melezi M.
sativa subsp. xhemicycla ebruli cicek-melez meyve 6zelliklerini gosterir. Tetraploid alt
turler de ise M. sativa subsp. sativa L., M. sativa subsp. falcata ve M. sativa subsp.

xvaria yer almaktadir (Quiros and Bauchan 1988).
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Sekil 1.1: M. sativa L.” nin genel ve ¢igek goriintiisii

M. sativa diinyada ekimi en fazla yapilan, ilk kiiltiire alinan, genis adaptasyon
yetenegine sahip olmasi ve diger yem bitkilerine gore yiiksek besin igerigine sahip
olmas1 nedeniyle yem bitkilerinin kraligesi olarak isimlendirilmistir (El¢i 2005; Yesil ve
Sengiil 2009; Radovic et al. 2009). Yem bitkilerin igerigi hayvanlarin giinliik ihtiyag
duydugu besinleri karsilayabilmesi agisindan ¢ok oOnemlidir. Yonca ham protein
iceriginin (15-22 %) yaninda B1, B2, A, K, E, D, B7, B12 vb. gibi bir¢ok vitamine ek
olarak Potasyum (K), Magnezyum (Mg), Klor (Cl), Kalsiyum (Ca) gibi mineralleri de
biinyesinde barmdirir. Ayrica karoten (provitamin A), o-tokoferol (E vitamini), K
vitamini ve kanath hayvan kalitesini etkileyen ksantofil (Xanthophyll) bakimindan
olduk¢a zengindir. Yonca hayvanlarda et, siit ve dol verimini artirilmasinda énemli bir
role sahiptir (Bauchan and Greene 2002; Geren vd 2004). Sahip oldugu zengin igerigi
ile hayvanlar igin besleyici ve lezzetli bir besin kaynagidir (Radovic et al. 2009). Ayni
zamanda seliiloz miktarinin az olmasi nedeniyle sindirilebilirlik oranmi artirmaktadir

(Karadavut vd 2011).

M. sativa diinya genelinde ortalama 80 milyon hektarda yetistirilmektedir
(Michaud et al. 1988; Frame et al. 1998; Russelle 2001). M. sativa yetistiriciligi i¢in
sicak yaz aylarinda neme doymus ve pH’ s1 6,5’tan az olmayan topraklar tercih
edilmektedir (Orak ve Gokkaya 2014). 1 kg kuru ot eldesi i¢in yaklasik 800 litre su
gerekmektedir, bu nedenle az yagis alan bolgelerde ekstra sulama yapilmaktadir
(Gengkan vd 1992). M. sativa yetistigi en ideal sicaklik ise 25-26 °C arasmndadir
(Gokalp vd 2017). Yonca topragm 8-10 m derinlerine ulasabilen kok yapist sayesinde

su ve besin ihtiyacini kolaylikla temin edebilir ve diger bitkiler i¢cin verimli bir alan
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hazirlar (Ac¢ikgoéz 2001). Etkili kok derinligi 120-180 cm’yi bulan yonca topraktaki
organik maddeyi arttirarak topragin fiziksel yapisina da katki saglamaktadir. Derinlere

ulasabilen kokleri sayesinde toprak koruyucu 6zelligi ile erozyonla miicadelede etkin bir

rol Gstlenir (Uslu ve Balc1 2020).

Yesil ve kuru ot iiretiminin yani sira silo yemi, pelet yem, yonca unu, yer ortiisii
(erozyona kars1) ve yesil giibre olarak da degerlendirilmektedir. Cok yillik baklagil olan
yoncanin bir vejetasyon dongiisii i¢erisinde birden fazla bigilebilmesi birim alanda ot
veriminin yiiksek olmasini saglamistir (A¢ikgéz 2001; Radovic et al. 2009). M. sativa,
besin degeri oldukca yiksek, uzun Omirll, yiksek adaptasyon kabiliyetine sahip
olmasi, morfolojik olarak oldukca ¢esitli olmasi ve Sinorhizobium meliloti bakterilerini
kullanarak azot fiksasyonu yoluyla atmosferik azotu baglayarak toprak verimliligini
arttrmasindan dolayr siirdiiriilebilir tarim i¢in en Onemli yem bitkisi oldugu

diistiniilmektedir (Uslu ve Balc1 2020).

1.3. 5-Azasitidin (5-azaC)

5-Azasitidin DNA metilasyon inhibitori olan sitizinin kimyasal analogudur ve
DNA metiltrensferazi inhibe ederek etki gosterir (Argemi et al. 2009). 5-azaC DNA
metilasyonunun gelisim siirecindeki roliinii incelemek i¢in siklikla tercih edilir. Yeni
sentezlenen DNA sarmalina sitozin nukleotidi yerine 5-azaC rastgele dahil edilir ve
sonucunda doza ve maruz kalinan siireye gére DNA metiltransferaz aktivitesinde diisiis

gbézlemlenebilir. Bu olay1 rastgele dizilerde genomun hipometilasyonu takip eder

(Christman 2002; Issa and Kantarjian 2009).

NH»>
Nt*\N
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OH OH

Sekil 1.2. 5-azaC’ 1n kimyasal yapis1 (Anonymous 2020)
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5-azaC’ m DNA’ya eklenmesi gen ifadesinde degisimlere sebep olur. Bir genin
metillenmesi ile ifade edilmesi arasinda ters bir iliski vardir. Yani DNA’da ne kadar az
metillenme meydana gelirse genin o kadar yiiksek oranda ifadesi anlamima gelmektedir
(Lietal. 2015).

1.4. Gen Anlatim Analizi

DNA’daki genetik bilginin belirli faktorler araciligi ile degisimlere ugramasi
mimkindlr. Bu degisimler genlerin anlatimmi etkilemektedir. Gen anlatimini
belirlemede tek basina veya kombinasyon halinde birkag yontem kullanilmaktadir. Bu
teknikler differansiyel goruntuleme (differential display; DD), DNA mikrodizilim
(DNA microarray) Northern melezleme (Northern blotting), temsili fark analizi
(representational difference analysis; RDA) ve Ger¢ek Zamanli Polimeraz Zincir
Reaksiyonu (RT-gPCR) olarak siralanabilir (Ding and Cantor 2004; Wang et al. 2009).
Kullanilan tiim tekniklerin bazi avantajlar1 ve dezavantajlar1 mevcuttur. Bu sebeple gen

anlatimi igin segilecek yontem yapilacak ¢alismaya gore belirlenmelidir.

1.4.1. Gercek zamanh polimeraz zincir reaksiyonu (RT-gPCR)

Gercek zamanli PCR, hedef DNA amplifikasyonunu es zamanli gosterebilen
floresan isaretli prob ve boyalarm kullanildig1 bir ¢ogaltma yontemidir. Bu yontemde
her dongiiden sonra meydana gelen floresan 1sima kaydedilir ve reaksiyon tiipiinde
olugan ilk anlamli artis iissel fazdan itibaren goriintiilenebilir (Heid et al. 1996). Gen
anlatim analizlerinde problar hedefe Ozgiinliik sagladigi igin daha uygun olsa da
maliyetleri olduk¢a yiiksektir; bu sebeple genellikle SYBR Green boyasi tercih edilir
(Lekanne Deprez et al. 2002).

Real-time PCR' da amplifiye edilen hedef DNA miktar1 her PCR dongsu
sonucunda belirlenir. PCR reaksiyonu sonucunda olusan riin miktari, problarmn veya
boyalarin olusan Uriine baglanmasiyla meydana gelen floresans emisyonunun izlenmesi
ile belirlenir (Kubista et al. 2006). ilk 10-15 PCR dongiisiinde, floresan emisyonu yeni
baslar ve arka plan emisyonunu asamaz. Hedef DNA dizisi tarafindan indiklenen

floresansin arka plan emisyonunu gectigi dongu, esik dongiisii (cycle treshold, Ct)
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olarak adlandirilir. Bu dongii hedef DNA dizisinin amplifiye edildigi ilk dongldr.
Diistik veya yliksek Ct degerleri baslangic DNA miktarina baghdir. Baslangic DNA
dizisi miktar1 ne kadar yuksek olursa, floresan emisyonu o kadar hizli artar ve Ct degeri
0 kadar diisiik olur. PCR reaksiyonu ilerledik¢e 0rin miktar1 artar ve floresans
emisyonu artar. Bir sire sonra PCR bilesenleri smirlanir ve floresans yogunluklari
hesaplanamaz hale gelir. Reaksiyonda bu asamasi plato asamasi olarak adlandirilir
(Wong and Medrano 2005).
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Sekil 1.3. RT-PCR’m genel calisma prensibi; floresan 1simanin arka plan 1simasini
gecmesi sonucu Ct degerine ulasilmasi, floresan miktarmin sabit degere
ulagmasiyla plato fazma girilmesi, grafikte A 6rnegi B 6rneginde daha fazla
miktarda Urun icermektedir (Kubista et al. 2006).

Klasik PCR’a gore avantajlart mevcuttur. Hizli ve hassas bir yontemdir. Klasik
PCR’daki gibi sonrasinda bir elektroforez gerektirmez ve daha kisa DNA fragmentlerini
cogaltabilmektedir. DNA materyalinin ¢ok az oldugu ve yiiksek hassasiyet gereken
durumlarda bu yontem oldukga faydalidir (Okubara et al. 2005). Gen anlatim
analizlerine ek olarak; patojen belirleme, GDO analizleri DNA hasar1 belirleme,
metilasyon tespiti, tek nikleotid polimorfizmi (Single nucleotide polymorphism, SNP),
kromozom bozukluklarmin tespiti gibi ¢aligsmalarda da tercih edilen bir yontemdir

(Kubista et al. 2006).
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1.5. Serbest Radikaller ve Oksidatif Stres

Oksijen elementi bitkiler icin oldukca elzemdir ancak eksik indirgenmesi
durumunda hticrelere zarar veren reaktif oksijen tirleri meydana gelmektedir. Genelini
serbest radikallerin olusturdugu bu reaktif oksijen tlrleri molekiler oksijenle
karsilastirildiginda bitki i¢in oldukga tehlikeli triinlerdir. Serbest radikaller son
orbitallerin de bir ya da birden fazla eslenmemis elektron barindiran non-spesifik
bilesiklerdir. Eslenmemis elektronlar1 sayesinde reaktiviteleri oldukca fazladir.
Hucrelerin oksijen metabolizmas1 esnasinda maruz kaldig1 bir¢ok stres etmeni oksijen
kaynakli serbest radikallerin olusumuna sebep olmaktadir. Baslica serbest radikaller;
tekli oksijen, stiperoksit anyonu, hidroksi, peroksi ve alkoksi radikalleridir (Kaur and
Kapoor 2001). Serbest radikallerdeki artis oksidatif stres ile sonuglanir. Oksidatif stres
reaktif oksijen tiirleri ile organizmayi bu zararlilardan koruyan savunma sistemi
(antioksidanlar) arasindaki dengenin bozulmasi surecidir. Reaktif oksijen turleri (ROT)
ile oksidatif stres paralel olarak artar. Artan oksidatif stres ile reaktif oksijen turleri
(ROT) hiicredeki DNA, protein, karbonhidrat, lipit gibi yapilara zarar vermektedir.
Buda birgok olumsuz etkiyle birlikte bitkiyi 6lume kadar géturmektedir (Diplock 1998).

1.5.1. Hidrojen peroksit (H,0,):

Hidrojen peroksit kararli bir ROT'tur ve ¢esitli stres kosullar1 altinda hiicrede
sentezi artmaktadir (Ogawa and Iwabuchi 2001). Hidrojen peroksit olusumu oksijenin
iki elektron tarafindan enzimatik olarak indirgenmesi veya slperoksit radikallerinin

stiperoksit dismutaz enzimi ile katalizlenmesi reaksiyonlar1 ile olusur (Neill et al. 2002).

0"+ 0, +2H" 50| H,0,+ O, (1.1)

Bitki hiicrelerinde genellikle bu reaksiyon ile olugmaktadir. Orta derecede
reaktif ve uzun Omiirlii bir oksidandir. Yapisinda ortaklanmamis elektron icermedigi
icin radikal 6zelligi yoktur ve reaktif bir tiir degildir. Oksitleyici bir tlr olarak bilinir,
¢unkii demir ve bakir gibi metal iyonlarmin varhiginda hidroksil radikali gibi daha

zararli molekiillerinin Onciisii olarak hareket eder. Bu 0Ozelliginden dolayr hiicrede
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olusan, H,0, hizla uzaklastirilmalidir. Uzaklastirma islemi katalaz ve bazi genel

peroksidaz enzimleri tarafindan gergeklestirir (Asada 1999).

Hidrojen peroksit hem indirgeyici hem de oksitleyici bir madde olarak islev
gorur. Enzimlerin tiol gruplarini oksitleyerek etkisiz hale getirir. Bitkilerde, Calvin
dongusunde gorev alan enzimleri inaktive eder. Hidrojen peroksit proteinlerin hem
grubundaki demire baghidir. Yiksek oksidasyon durumlarinda reaksiyona girerek reaktif
demir formlar1 olustururlar. Bu reaktif demir formu kuvvetli oksidasyon etki gosterir
(Kaiser 1979).

1.6. Antioksidanlar

Serbest radikallerin sebep oldugu oksidasyonlar1 onleyen, serbest radikalleri
yakalama ve stabilize etme yetenegine sahip maddeler antioksidan olarak adlandirilir

(Karabulut ve Gulay 2016).

Antioksidanlar temelde 4 mekanizmaya sahiptirler;

- Temizleme; enzimler ve mikro molekiller bu yolu kullanarak ya oksijen
radikallerinin tutunmasini etkilerler ya da oksidanlar1 etkisizlestirirler.

- Baskilama; vitaminler ve flavonoidler bu yolu kullanarak ya oksidanlara
hidrojen baglayarak etkisiz hale getirirler ya da reaksiyon hizlarini
yavaslatirlar.

- Onarma; lipid, protein ve DNA yapilardaki hasarin onarilmasidir.

- Zincir koparma; serbest oksijen radikallerine baglanarak islevini
engellerlerler (Valko et al. 2007).

1.6.1. SOD (Superoksit Dismutaz)

Stiperoksit dismutaz (SOD) enzimi oksidatif strese karsi hiicre i¢inde 6nemli bir
antioksidan savunma hattidir. SOD, siiperoksit radikallerini molekiiler oksijen ve
hidrojen perokside doniistiiren reaksiyonu katalize eden bir metaloenzimdir (Stephenie

et al. 2020). Hidrojen peroksit daha sonra glutatyon peroksidaz ve katalaz enzimi

10
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aracilig1 uzaklastirilmaktadir. Bu sistem hiicrede O, seviyesini kontrol altinda tutar.
SOD, bir a-heliks alt birim ve bir a-heliks ve B- tabaka alt birim olmak lzere iki alt

birimden olusmaktadir.

Kofaktor olarak igerdigi metal iyonuna gore {i¢ izoformu mevcuttur:

- Kloroplastik ve sitosolik olan Bakir/¢inko SOD (Cu/Zn-SOD)

Bir disiilfit bagi ile baglanmis iki ayni alt birimden olusur. Alt birim basima birer
cinko ve bakir igerir. Enzimin etkinligi igin bakir elzem iken ¢inko; CoH?*, Hg?* |
Ca?* ile yer degistirebilir. Dismutasyon bakir ile siiperoksit radikali arasmndaki

etkilesimle gerceklesir.

- Mitokondride bulunan Manganez SOD (Mn-SOD)

Iki ayni alt birimden olusur. Alt birim basina birer Manganez igerir.

- Kloroplastik olan Demir SOD (Fe-SOD)

Prokaryotlarda ve bazi1 bitkilerde bulunur. Mn-SOD’a benzer yapidadir
(Smirnoff 1993; Sen Raychaudhuri et al. 2000; Molassiotis et al. 2006).

1.6.2. POD (Peroksidaz)

Peroksidaz enzimi hidrojen atomu verici bilesikler ile bu atomlar1 alic1 hidrojen
peroksit (H,0,) bilesigi arasindaki reaksiyonu katalizlayen bir oksirediiktazdir (Adams
1978; Whintaker and Stauffer 1994). Bu reaksiyonlarda hidrojen verici olarak genellikle
Guaiacol (2-metoksifenol) (gayakol) kullanilir (Bernt and Bergmeyer 1974). Hidrojen
peroksit miktar1 peroksizomlarda, sadece H,0, substrati kullanan katalaz enzimleri
tarafindan diizenlenirken; hiicrenin geri kalan bolimlerinde H,0,” den baska
substratlara da ihtiyag duyan farkli peroksidaz enzimleri tarafindan diizenlenir

(Scandalios 2019). POD, hidrojen peroksit araciligiyla organik ve inorganik

11
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substratlarin oksidasyonunu katalizlerken; ¢ok sayida aromatik bilesiklerin (fenoller,
hidrokinonlar, hidrokinonid aminler gibi) dehidrojenasyonunu da katalizler. (Putter and
Becker 1987; Huystee 1987). Peroksidazlar, bitkilerin bircok hayati fonksiyonlarinda
rol alir ve ¢ogu bitkinin kloroplastlarinda sentezlenir. Peroksidaz, bitki sinamil
gruplarinin lignine polimerizasyonunu katalize eder. Lignin, hiicre duvarlarinin 6nemli
bir bilesenidir, bitki dokularina mekanik destek saglar ve ksilemde de bulunur. Bitkileri
patojenlerden korumada 6nemli bir rol oynar. Peroksidaz ayrica hiicre duvarlarini
temizler ve fenolik polimerleri biriktirir (Agostini et al. 1997; Duarte-Véazquez et al.
2000). Bitki peroksidazlar1 yaprak, yarali govde, kotiledon, ¢igek ve saplarinda ve
epikotillerde, niikleus, ribozom, hiicre duvar1 ve hiicre membranlarinda bulunmaktadir

(Banci 1997).

Yuksek bitkiler ferriprotoporfirin POD igerirler. Ferriprotoporfirin peroksidazlar
bir prostetik grup olarak ferriprotoporfirin 1X 32 (hematin ya da hem) ihtiva ederler
(Adams 1978; Whitaker et al. 1994).

1.6.3. Fenolik bilesikler

Fenolik bilesikler (polifenoller) bitkilerde dogal olarak bulunurlar. Bitkinin
karakteristik Ozelliklerini etkilemenin yaninda ¢esitli zararlilara karsi gelistirilen
savunma mekanizmasinda gorev alirlar (Bohn 2014). Aromatik benzen halkasina bir
veya birden ¢ok hidroksil (-OH) grubunun baglanmasi ile meydana gelirler. Bir adet
hidroksil grubu igeren benzen halkasi (fenol) fenolik bilesiklerin temel yapisidir. Diger
fenolik bilesikler bu temel iskeletten tiiremislerdir (Hulme 1971; Acar 2006). Fenolik
bilesikler flavonoidler ve flavonoid olmayanlar olmak Gzere iki grupta incelenirler.
Flavonoidler  flavanoller, flavonoller, flavonlar, flavanonlar, izoflavonlar ve
antosiyanidinler olmak {izere alt1 alt gruba ayrilirken flavonoid olmayanlar fenolik
asitler, stilbenler ve lignanlar olmak iizere ii¢ alt gruba ayrilirlar (Shahidi and Yeo
2016). Polifenoller, bitki metabolitlerinin en yaygin gruplarindan biridir oksidanlar ve
antioksidanlar arasindaki dengenin saglanmasinda 6nemli role sahiptirler. Polifenoller
hicre icerisinde; hiicre vakuollerinde konumlanan serbest formdaki fenolikler,
glikozitlere veya diisik molekiil agirlikli bilesenlere esterlesebilen konjuge formdaki

fenolikler ve hiicre duvarindaki yapilara baglanan bagli formdaki fenolikler olmak tizere
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u¢ formda bulunmaktadirlar (Nayak et al. 2015). Polifenollerin antioksidan etkileri,
hidrojen veya elektron vericileri olarak yiksek reaktivitelerinden ve polifenollerden
turetilen radikalleri elimine etme yeteneklerinden kaynaklanmaktadir. Eslenmemis
elektronlar1 (zincir kirma islevi) ve gecis metal iyonlarin1 (Fenton reaksiyonlarini
sonlandirarak) selatlama yetenegine sahiptirler (Rice- Evans et al. 1997). Ayrica fenolik
bilesikler lipit metabolizmasmi degistirerek ve zar akiskanligini azaltarak flavonoidlerin
peroksidasyon kinetiklerini degistirebilmeleridir. Bu degisiklikler serbest radikallerin
yayilmasini dnleyebilir ve peroksit reaksiyonlarmi sinirlayabilir. Antioksidan islevi olan
fenolik bilesikler, lipit peroksidasyonunu katalize edebilen serbest radikal zincir
sonlandiricilar1 ve redoks-aktif metal iyonlarinin baglayicilar1 olarak islev gorebilir
(Schroeter et al. 2002). Polifenollerin antioksidan etkilerinin yaninda antimikrobiyal,

antienflamatuvar ve antiviral etkileride vardir (Karabulut ve Yemis 2019).

1.6.4. Prolin

Prolin, proteinleri olusturan 20 amino asitten biridir. Diger amino asitler bir
birincil amin grubuna sahipken prolinin yan zincirindeki ¢ karbon atomu bir halka
olusturarak tekrar peptid bagindaki azot atomuna baglandigi i¢in, birincil amin (-NHy)
grubundan yoksundur. Sahip oldugu azot (N) ikincil amin olarak isimlendirilmektedir.
Prolin imminoasit olarak da isimlendirilebilir. Esansiyel olmayan ve glukojenik bir
amino asittir. o-ketoglutarat araciligiyla sentezlenir ve parcalanir. Prolin, ROT Ureten
reaksiyonlara maruz kaldiginda enzimatik olmayan hidroksilasyona
ugrayabilmektedirler. ROT’ larin hiicre zarini tahrip etmesinden kaynaklanan ozmotik
dengesizlik prolin birikimi ile engellenir. Prolin birikimi de yikimin bir indikatori
olarak degerlendirilir. Ninhidrin ile reaksiyonundan pembe renkli bir bilesik
olusturmaktadir (TUrkan at al. 2005).

1.6.5. Malondialdehit (MDA)

Serbest radikallerin hiicre membranindaki doymamis yag asitleri ile reaksiyona
girmesi sonucu lipid peroksidasyonu meydana gelir. Ilk olarak yag asitlerinden hidrojen
atomlarmin koparilmasi ile yag asit zincirleri lipid radikali 6zelligine sahip olur.

Molekiler oksijen ile reaksiyona giren lipid radikalleri lipid peroksit radikallerini
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olusur. Lipit peroksit radikalleri membrandaki diger yag asitlerini etkileyerek yeni lipid
radikallerini olusturur. Agiga c¢ikan oksijen lipid peroksit ile reaksiyona girerek
lipitperoksitlere doniisiir. Lipid peroksitler yikildiginda biyolojik olarak aktif akrolein,
malondialdehit, 4-hidroksinonenal {iriinleri agiga ¢ikmaktadir. Olusan nihai Grtinler ya
metabolize edilirler ya da hasar1 farkli noktalara yayarlar (Young and Woodside 2001;
Ayala et al. 2014).

Malondialdehit (MDA), arasidonik asidin ve daha biiyiikk ¢oklu doymamis yag
asitlerin enzimatik olmayan oksidatif lipid peroksidasyonunun toksik etkili son
uruniddr ve MDA oksidatif hasarin onemli biyobelirteglerinden biridir. 1960’lardan
beri oksidatif stres dl¢iimleri i¢in siklikla kullanilmaktadir. ikiden fazla ¢ift baga sahip
yag asitlerinin otooksidasyonu sirasinda serbestlesen siklik endoperoksitler MDA nin
ana kaynagini olusturmaktadir. Lipid peroksidasyonu cesitli sekillerde hlicre hasarina
neden olabilmektedir. Hiicre membraninda islev bozuklugu, serbest radikallerin ve
sitotoksik aldehitlerin olumsuz etkisi bu olaya 6rnek verilebilmektedir (Tilrkan et al.
2005). Literatiir taramalarinda farkl stres kosullarinda bitkilerde MDA igeriginde artma
oldugu gosteren ¢alismalar bulunmustur (Qiu et al. 2014; Kaya ve Doganlar 2016). Bazi
caligmalar ise MDA’nin gen ekspresyonunu diizenleyici ve haberci olarak ¢alistigini

gostermistir (Wang et al. 2014).
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Osorio-Montalvo et al. (2018), Bir DNA metilasyon inhibitoru olan 5-azaC’in
somatik embriyogenezdeki roliinii ¢alismislardir. DNA metilasyonunu gen ifadesine
olan etkisinden dolayr somatik embriyogenez (SE) sonucunu etkileyen baslica
faktorlerden biri olarak tanimlamislar ve hipometilasyon ve hipermetilasyon arasinda
kurulan dengenin, SE'nin basarisinda 6nemli bir role sahip oldugunu aktarmislardir.
Calisma sonucunda SE protokolleri sirasinda 5-azaC kullanimmin DNA metilasyon
seviyesini dengeleyebilecegi ve bitki hiicrelerinin embriyojenik yetkinlik kazanmasinda

etkili rol oynadigini savunmuslardir.

Chen et al. (2020), 5-azaC ile muamele edilen Longan (Dimocarpus longan
Lour) bitkisisin erken SE mekanizmasini ¢alismiglardir. Calismalar1 sonucunda 5-azaC
muamelesinin longan bitkisinde erken SE sirasinda global DNA metilasyon seviyesinde

diisiise yol acarken erken SE gelisimini olumlu yonde etkiledigini rapor etmislerdir.

Kartal ve Sayak (2020), Van Yiiziincii Y1l Universitesi’nin kampiisiinden
toplanan materyalleri kullanilarak yoncanin antioksidan ozelligi {izerine ¢alismislardir.
M. sativa bitkisinin govde, yaprak ve ¢igek kisimlarinin total fenolik ve flavonoid
miktarlar1 belirlenmistir. Toplam fenolik i¢erigi en yiiksek bitki govdesinde 274,752 mg
GAE/g kuru ekstre olarak bulurken en diisiik bitkinin ¢icek kisminda 58.094 mg GAE/g
kuru ekstre olarak bulunmustur. Toplam flavonoid igerigi en diisiik katesin (50,233 mg
KE/g kuru ekstre) ve kuartesin (204,470 QE/g kuru ekstre) es degerine gore bakilarak
bitkinin govde kisimlarindayken en yiiksek bitkinin yaprak kisminda bulunmustur. Bu
sonuglara gore yoncanin antioksidan iceriginin oldukg¢a yiiksek oldugu kanisina

varmislardir.

Luan et al. (2020), embriyonik olan ve embriyonik olmayan ananas (Ananas
comosus (L.) Merr.) bitki kalluslarimda SERK1 ifade seviyesini ¢alismiglardir.
Embriyonik olmayan kalluslar igin; farkli zamanlarda (3, 5, 7 ve 9 giin) farkli 5-azaC
(OpM, 0,5uM, 5 uM, 50uM, 100 uM) konsantrasyonlari ile ananas bitkisini muamele
etmisler ve SERK1 ifade seviyeleri RT-gPCR ile analiz edilmistir. 3 giinlik ve 5 gunlik

0,5uM  5-azaC  konsantrasyonun  SERKI ekspresyonunu indiikleyemeyecegini
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bulmuslardir. En yiksek ekspresyon seviyesi 5. Gin 5 puM 5-azaC muamelesinde
gbozlemlenmistir. S0uM den sonraki konsantrasyonlarda gen ekspresyon seviyesinde
azalma gozlemlenmistir. Embriyonik kalluslarda ise en ylksek AcSERK1'in ifade
seviyesi 5 UM 5-azaC ile muamele edilen kalluslarda 30. giinde gbzlemlenmistir.
Calisma sonucunda 5-azaC uygulamasinin metilasyonu dogrudan etkileyerek ananasta

somatik embriyolarin sayisini etkiledigini rapor etmislerdir.

Osorio-Montalvo et al. (2020), Cocos nucifera L. bitkisinde farkli maruziyet
stiresi ve farkli konsantrasyonlarda 5-azaC muamelesinin SE mekanizmasina etkisi ve
dolayisiyla SE’ i indiikleyen bazi genlerin (SERK) ifade seviyeleri (Uzerine
caligmislardir. 3. giin kontrol gruplarinda (5-azaC icermeyen) erken somatik embriyo
olusumu goézlemlenmemistir. 15 UM ve 20 pM 5-azaC dozlarinin DNA metilasyon
seviyesini azaltarak SERK ifade seviyelerini diizenledigini ve SE gelisimini olumlu
yonde etkiledigini tespit etmislerdir. Calismaya gore; SERK geni, 30. giinde 15 uM i¢in
2,2 kat ve 20 uM 5-azaC muamelesi i¢in ise 2,7 kat artig gostermistir. 90 giinde ise 15

uM ve 20 uM 5-azaC konsantrasyonlarinda énemli 6l¢iide azalma gézlemlemislerdir.

Zeng et al. (2020), Hus agaci1 (Betula platyphylla Sukaczev) bitkisi DNA
metilasyon inhibitéri olarak gorev yapan 5-azaC ile muamele edilerek DNA metilasyon
seviyesi ve antioksidan savunma mekanizmasinda gorev alan enzimlerin aktivasyon
seviyesi iizerine ¢alisilmislardir. Ornekler farkli 5-azaC konsantrasyonlarma 6, 12, 24,
48, 72, 120 ve 168 saat siirelerle maruz birakilmistir. Calisma sonuglarina gére 0.1 mM
5-azaC ile 6 saatlik muamele sonrasi SOD aktivitesi, kontrolden 1,84 kat daha
yiksekken 24 ve 72. saatte kontrolden Onemli Olgiide disiiktir. Ayni
konsantrasyonlardaki POD aktivitesinde ise 168. saatte kontrole gore yaklasik 1,2 kat
daha yiiksekken 24, 48 ve 120. saatte kontrolden dnemli 6l¢iide diisiik oldugu rapor
edilmigtir. DNA metilasyon seviyesinde ise 5-azaC’a maruz kalma siiresine gore kontrol

gruplarimdan daha diisiik metillenme oldugunu bulmuslardir.

Li et al. (2021), Kenaf (Hibiscus cannabinus L.) bitkisinin tuz stresinden dolay1
DNA metilasyon seviyesinde meydana gelen artis1 5-azaC muamelesiyle azaltmayi

amaclamiglardir. Caligmaya gore tuz stresi kenaf fidesinin biiyiimesini engellemis ve
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DNA metilasyon seviyelerini arttirmis. 5-azaC muamelesi ile MDA igerigini azaltarak

antioksidan enzimlerin aktivitelerini artirmis ve metilasyon seviyesini diislirmiistiir.
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3.1. Kullanilan Cihazlar

Cizelge 3.1. Tez galigmasinda yararlanilan cihazlar ve modelleri

Cihaz Model

Hassas Terazi Shimadzu ATX224
Iklimlendirme Kabini ~ Wisd Thermostable GC-450
Manyetik Karistirict Daihan, shr

Otoklav JSR, JSAC-60

pH Metre OHAUS ST3100F
Spektrofotometre Thermo Scientific™ MultiskanGO
Steril Kabin ESCO Nordicsafe™

Ultra Saf Su Cihaz1 Millipore, Q-3W

PCR Longgene A600

RT-gPCR Rotor-Gene Q

3.2. Kullanilan Cozeltiler ve Hazirlamislan

Calisma siiresince kullanilan ¢ozeltilerin kullanim alanlar1 ve hazirlanma

protokolleri asagida belirtilmistir.

- 22 % ‘lik Sodyum hipoklorit (NaOCIl) Cozeltisi (100mL icin); Tohum
sterilizasyonu asamasinda kullanilmistir. 22mL Sodyum hipoklorit tizerine dH, O ile son

hacim 100mL’ye tamamlanmistir.

- Makro Element Cozeltisi (1.000mL ig¢in); MS (Murashige and Skoog 1962)
besiyeri i¢in kullanilmistir. 33g Amonyum Nitrat (NH4NOs), 38g Potasyum Nitrat
(KNO3), 8,792 g Kalsiyum Kilorid (CaCl,), 7,4g Magnezyum Sulfat Heptahidrat
(MgS0, 7H,0) ve 3,4g Monopotasyum Fosfat (KH.PO4) 1000mL dH,O igerisinde
coziilene kadar manyetik karistiricida karistirilmis ardindan +4 °C’de muhafaza

edilmistir.

- Mikro Element Cozeltisi (1.000mL igin); MS besiyeri i¢in kullanilmistir. 0,629
Borik Asit (H3BOs), 1,69g Manganaz Silfat Monohidrat (MnSO,H,0), 0,083 g
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Potasyum Iyodiir (KI), 0,86 g Cinko Siilfat Heptahidrat (ZnS0,7H,0), 0,025 g Sodyum
Molibdat Dihidrat (Na,Mo0,2H,0), 0,0025 g Bakir (II) Siilfat Pentahidrat
(CuS0,5H,0) ve 0,0025 g Kobalt (I1) Kloriir Hekzahidrat (CoCl,6H,0) 1000mL dH,0
igerisinde ¢oziilene kadar manyetik karistiricida karistirilmig ardindan +4 °C’de

muhafaza edilmistir.

- Demir Selat Cozeltisi (1.000mL icin); MS besiyeri i¢in kullanilmistir. 2,78 g
Demir (1) Salfat (FeSO,) ve 3,726 g EDTA Disodyum Tuzu(CioH14N2Na2Og)
1.000mL dH,O icerisinde ¢oziilene kadar manyetik karistiricida karistirilmis ardindan

+4 °C’de muhafaza edilmistir.

- MS Vitamin Cozeltisi (1.000mL igin); MS besiyeri i¢in kullanilmistir. 0,2 g
Glisin(C-HsNO2), 10 g Myo-inositol (CsH1206), 0,05 g Nikotinik Asit (CsHsNO-), 0,05
g Pridoksin Hidroklorir (CgH,,CINO3) ve 0,01 g Tiamin Hidroklortr (C;,H;,N,0S)
1.000mL dH,O icerisinde ¢oziilene kadar manyetik karistiricida karistirilmis ardindan

+4 °C’de muhafaza edilmistir.

- 70%’de Etanol (1.000mL icin); RNA izolasyonu ve sterilizasyonda
kullanilmustir. 300 mL Etil Alkol dH,0 ile 1.000mL ye tamamlanmustir.

- Fosfat Tamponu (300mL igin); POD, SOD, Total Fenolik ve Total Protein
aktivite tayininde kullanilmustir. 4,08 g 0,1M Monopotasyum Fosfat ( KH,P0O,), 0,90 g
3%’lik PVP ve 0,087 g 1ImM EDTA (Etilendiamin Tetraasetik Asit, C10H1sN2Og) 200

mL dH,O0 icerisinde ¢oziilmiistiir. pH 6,75’e ayarlandiktan sonra son hacim 300 mL’ye

tamamlanip + 4°C’de muhafaza edilmistir.

- POD Cozeltisi (300mL igin); POD aktivite tayininde kullanilmistir. 4,26 g
0.1M Disodyum Fosfat( Na,HPO,) tartilarak 200 mL dH,0 igerisinde ¢oziilmiistiir. pH
5.5’e ayarlandiktan sonra tizerine 180uL Etilen Gualikol (C2HeO-) ve 126 pL Hidrojen
Peroksit (H,0,) ilave edilmistir ve dH,0 ile son hacim 300 mL’ye tamamlanip +

4°C’de karanlikta muhafaza edilmistir.
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- SOD Cozeltisi (300 mL i¢in); 2,61 g 50mM Monopotasyum Fosfat (KH,PO,)
tartilarak 200 mL dH,O icerisinde ¢oziilmiistiir. pH 7.8’e ayarlandiktan sonra iizerine
0,58 g 13mM Metiyonin (CsH1:NO>S), 0,018g 75mM NBT (Nitro Mavi Tetrazolyum
Klorir, CsH30Cl2N10Og) ve 0,0087 g 0.1mM EDTA (Etilendiamin Tetraasetik Asit,
C10H16N20g) ilave edilmistir ve dH,0 ile son hacim 300 mL’ye tamamlanip + 4°C’de

muhafaza edilmistir.

- 0,1%’lik TCA (Trikloroasetik asit) Cozeltisi (100mL igin); MDA aktivite
tayininde kullanilmigtir. 100 mL dH,O0 igerisine 0,1 gram TCA eklenmistir ve TCA tam
olarak coziilene kadar manyetik karistiricida karistirilarak hazirlanmis ve +4 °C’de

muhafaza edilmistir.

- 20%’lik TCA (Trikloroasetik asit) Cozeltisi (100mL igin); MDA
(Malondialdehit) aktivite tayininde kullanilmistir. 100 mL dH,O igerisine 20 gram TCA
eklenmigstir ve TCA tam olarak ¢o6ziilene kadar manyetik karistiricida karistirilarak

hazirlanmis ve +4 °C’de muhafaza edilmistir.

- 0,5%’lik TBA (Tioborbutirik asit) Cozeltisi (100mL icin); MDA aktivite
tayininde kullanilmistir. 100 mL dH, O icerisine 0,5 gram TBA eklenmistir ve TBA tam
olarak coziilene kadar manyetik karistiricida karistirilarak hazirlanmis ve +4 °C’de

muhafaza edilmistir.

- KI (Potasyum Iyodiir) COzeltisi (50mL icin); H,0, (Hidrojen Peroksit) aktivite
tayininde kullanilmistir. 40mL dH,0 igerisine 8,3 g KI eklenmis ve KI tam olarak
¢oziilene kadar manyetik karistiricida karistirilmistir. Ardindan son hacim 50 mL’ ye

tamamlanmuistir.

- KH,PO, (Monopotasyum Fosfat) Cozeltisi (200 mL icin); H,0, aktivitesi
tayininde kullanilmigtir. 100mL dH,O icerisine 0,136 g KH,PO, eklenmistir ve
KH, PO, tam olarak ¢6ziilene kadar manyetik karistiricida karistirilmistir. Ardindan pH

7’ye ayranmis ve son hacim 200 mL’ ye tamamlanmustir.
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- 3%’lik Sdlfosalisilik Cozeltisi (50 mL igin); Prolin aktivite tayininde
kullanilmistir. 1,5 mL Silfosalisilik Gzerine dH,0 ile son hacim 50 mL’ ye

tamamlanmustir.

- DNSA (3,5-Dinitrosalisilik Asit) Cozeltisi (100mL igin); DNSA (3,5-
Dinitrosalisilik Asit) aktive tayininde kullanilmistir. 1 g DNSA 20 mL 2M Sodyum
Hidroksit (NaOH) ile 45 dakika c¢alkalanmistir. Uzerine 30 g Sodyum Potasyum
Tartarat (KNaCsH40s-4H2) ve 50 mL dH,0 karisimi eklenmistir. Son hacim dH,O0 ile

100 mL ye tamamlanarak aliminyum folyo igerisinde +4 °C’de muhafaza edilmistir.

- 2,5 N HCI (Hidroklorik Asit) Cozeltisi (35 mL igin); DNSA aktive tayininde
kullanilmastir. 7,25 mL HCI izerine 27,75 mL dH, 0 eklenerek hazirlanmustir.

- 20%’lik Na,C05 (Sodyum Karbonat) Cozeltisi (100mL icin); Total Fenolik
aktive tayininde kullanilmistir. 20g Na,CO; 70mL dH,O ile iyice c¢ozilene kadar

manyetik karistiricida karistirilmis ardindan son hacim 100mL ye tamamlanmistir.

3.3. Bitki Materyali ve Kallus Olusumu

Calismada M. sativa tohumlar1 kullanilmustir.

- Tohumlar 22 %’lik Sodyum hipoklorit (NaOCI) icerisinde 20 dakika 300 rpm

karistiricida sterilize edilmistir.

- Steril kabinde tohumlar ez az 3 defa dH»O ile yikanmustir.

- Standart MS ortaminda (Murashige and Skoog 1962) her bir petriye yaklagik
30 yonca tohumu ekilerek 70 %’ lik nemde, 16/8 1gik/karanlik foto periyoduna sahip bir
iklimlendirme kabininde 4 hafta beyaz floresan isikta bekletilerek rejenere olmasi

saglanmigtir.
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Cizelge 3.2. Standart MS besiyeri i¢gin kullanilan maddeler ve miktarlar

Kullanilan Madde Miktar
Makro Elementler 50 mL
Mikro Elementler 1.000 mL
Demir Selat 10 mL
Seker 3049
Agar 8¢

Agar hari¢ tim kimyasallar 1.000 mL’lik bir erlene aktarilmistir. Ardimdan
kimyasal maddelerin iizerine yaklastk 900mL dH,0 eklenerek elektromanyetik
karistiricida 500 rpm de karistirilarak pH 5.8’e ayarlanmustir. Son hacim dH,0 ile 1.000

mL’ye tamamlandiktan sonra agar ilave edilmistir. Daha sonra 121°C ayarh otoklavda
1,5 saat steril edilmistir.

1.000 mL besiyerine steril kabin igerisinde;

C Vitamini=1.000 pL

Ms Vitamin=1.000 uL filtreden gegirilerek eklenmisitir.

1 gece steril kabinde bekletilen Standart MS besiyerine steril tohumlar ekilerek 4

hafta rejenerasyon olusumu beklenmistir.
Rejenere olan tohumlarin yaprak kismi bistliri yardimiyla kesilerek steril ekim

kabininde Kinetin ve 2,4-D’li MS ortamina aktarilmis ve 4 hafta karanlikta bekletilerek

kallus olusumu saglanmstir.
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Cizelge 3.3. MS besiyeri (Kinetin ve 2,4-D) i¢in kullanilan maddeler ve miktarlar1

Kullanilan Madde Miktan
Makro Elementler 50 mL

Mikro Elementler 1.000 mL
Demir Selat 10 mL

Seker 3049

Agar 8¢

Kinetin 0.0125mg\mL

2,4-Diklorofenoksiasetik asittir (2,4-D) 1mg\MI

Agar, kinetin ve 2,4-D hari¢ tim kimyasallar 1.000 mL’lik bir erlene
aktarilmustir. Ardindan kimyasal maddelerin {izerine yaklasik 900mL dH,0 eklenerek
elektromanyetik karistiricida 500 rpm de karistirilarak pH 5.8’e ayarlanmistir. Son
hacim dH,0 ile 1.000 mL’ye tamamlandiktan sonra agar ilave edilmistir. Daha sonra

121°C ayarli otoklavda 1,5 saat steril edilmistir.

1.000 mL besiyerine steril kabin igerisinde;

C Vitamini=1.000 pL

Ms Vitamin=1.000 pL

Kinetin= 0.0125mg\mL

2,4-D=1mg\mL filtreden gegirilerek eklenmisitir.

1 gece steril kabinde bekletilen MS besiyerine steril kabinde rejenere olmus

tohum yapraklar1 aktarilarak 4 hafta karanlikta kallus olusumu beklenmistir.

3.4. Kalluslara Azasitidin (5-azaC) Uygulamasi

Olusan kalluslar Cizelge 3.4. de verilen farkli 5-azaC konsantrasyona sahip yeni

besiyeri ortamia aktarilmistur.
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Cizelge 3.4. Farkli 5-azaC konsantrasyonlari uygulamasi

Kontrol 0.0125mg\mL kinetin+1mg\mL 2,4-D
(250 mL Besiyeri igin)

3uL 5-azaC 0.0125mg\mL  Kinetin+lmg\mL  2,4-
(250 mL Besiyeri igin) D+2,5uM 3uL 5-Azac

6uL 5-azaC 0.0125mg\mL  Kkinetin 1mg\mL 2,4-
(250 mL Besiyeri igin) D+5uM 6uL 5-Azac

Cizelge 3.3. gosterilen MS besiyeri (Kinetin ve 2,4-D) igerisine Cizelge 3.4 de

verilen farkli 5-azaC konsantrasyonlar1 eklenerek besiyeri hazirlanmistir. Hazirlanan

besiyeri 1 gece steril kabinde bekletilmistir. Kalluslar 5-azaC igeren besiyerine steril

kabinde aktarilmistir.

7, 14 ve 21 ginliik bekleme siiresine tabii tutulmustur. Her konsantrasyon ve

giin i¢in 3 tekrar yapilmstir.

3.5. Gen Ekspresyonu Tayini

3.5.1. RNA izolasyonu

Hassas terazi yardimi ile 0,3 gram tartilan kallus dokusu sivi azot
kullanilarak ezilmistir.

Uzerine 1mL trizol eklenerek homojenize edilmistir. 25°C’de 5 dakika
bekletilmistir.

200 pL kloroform eklenerek 3 dakika 25°C’de bekletilmistir.

12.000 rpm +4 °C’de 15 dakika santriflij yapilmistir. Olusan ii¢ faz sirasi ile
en Ustte RNA ortada DNA+protein ve en altta organik baz seklindedir.
Stpernatant (RNA) kismi alinmustir. Yaklasik 250 uL. RNA Uzerine 250 pL
25 °C’de izopropanol eklenerek 5-10 kez alt iist yapilmustir.

Ardmdan 10 dakika 25 C de bekletilmistir.

+4°C’de 12.000 rpm de 10 dakika santrifiij yapilmistir.

Siipernatant atilarak olusan pellet ImL -20°C 70 %/’lik etanol ile alt Ust

edilmistir.
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- 7.500 rpm de 5 dakika santrifiij yapilmistir.
- Daha sonra pellet alkolden dikkatli bir sekilde uzaklagtirilmistir.
- Pellet tamamen alkolden arindirildiktan sonra 40 pL RNAaz free saf suda

¢Ozlindiirtlmiistiir.

RNA konsantrasyonunu belirlemek icin izole edilen RNA Nanodrop cihazinda

260/280 nm 6l¢llmiis elde edilen sonuclar 500 ng/ul ‘ye bolinmiistiir.

3.5.2. cDNA sentezi

cDNA sentezi NucleoGene cDNA Syntnesis kiti ile yapilmistir.

Cizelge 3.5.cDNA sentezi icin konsantrasyonlara gore belirlenen RNA ve dH,0

miktarlari.

Numune RNA Miktan dH,0
7.gun Kontrol 3,25 uL 12,75 uL
7.gun 3pL 5-azaC 4,73 uL 11,27 L
7. gun 6pL 5-azaC 14,48 pL 1,52 pL
14.gun Kontrol 0,87 pL 15,13 uL
14.gun 3uL 5-azaC 3,68 pL 12,32 uL
14.gun 6uL 5-azaC 1,93 pL 14,07 puL
21.gUn Kontrol 2,28 pL 13,72 uL
21.gun 3pL 5-azaC 0,54 pL 15,46 uL
21.gun 6pL 5-azaC 2,61 pL 13,39 uL

Her numune i¢in 3 tekrarl olacak sekilde,

4 pl NucleoGene cDNA mix, degisen oranda dH,0 ve RNA (Cizelge 3.5.)
kullanilarak her tlp igin son hacim 20 pL ye tamamlanmistir. PCR kosullar1 Cizelge

3.6.da verilmistir.

Cizelge 3.6. cDNA sentezi igin PCR kosullar1

Islem Sicakhk  Siire
Denatirasyon 25°C 5dk
Baglanma 42°C 30 dk
Uzama 85°C 5 dk
4°C 0
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PCR isleminin ardindan her tiipe 30 uL dH, O eklenmistir.

3.5.3. RT-gPCR

Eva Green Kiti kullanilarak RT-qPCR yapilmustur.

Cizelge 3.7. RT-gPCR i¢in kullanilan primerler

Primerler Baz Dizisi 5'-3'

WEE1-F TCCGATTGAGGAAGGAGATG
WEE1-R AATGAATGACCAGGCAGGAG
MtSERK1-F GTTGTGGGGATTTTGGATT
MtSERK1-R AGTCGAGCAAGGTCAAAAGC
Mt18S-F TGACGGAGAATTAGGGTTCG
Mt18S-R CCTCCAATGGATCCTCCGTTA

Her numune i¢in 3 tekrarli olacak sekilde;

WEEL1 ic¢in;

2 UL master mix

0,2 uL WEE1 Forward primer (TCCGATTGAGGAAGGAGATG)
0,2 uL WEE1 Reverse primer (AATGAATGACCAGGCAGGAG)
2 UL cDNA

5,6 uL dH,0

MtSERK1 icin;

2 UL master mix

0,2 puL SERK1 Forwad primer (GTTGTGGGGATTTTGGATT)
0,2 pL SERK1 Reverse primer (AGTCGAGCAAGGTCAAAAGC)
2 UL cDNA

5,6 uL dH,0
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Mt18S (Kontrol igin kullanilmistir) igin;

2 UL master mix

0,2 pL Mt18S Forward primer (TGACGGAGAATTAGGGTTCG)
0,2 pL Mt18S Reverse primer (CCTCCAATGGATCCTCCGTTA)
2 uL cDNA

5,6 pL dH,0 kullanilarak PCR tiipleri hazirlanmistir.

Tiim reaksiyonlar 10ul total hacimde gerceklestirilmistir. RT-qPCR islemlerinde
kullanilan primerlerin en uygun baglanma sicakliklar1 (Tm) ise daha once yapilan
calismalardaki tekrarli 6n denemeler sonucunda belirlenmistir. RT-qPCR kosullar

Cizelge 3.8.’de verilmistir.

Cizelge 3.8. Gen ifade seviyesi i¢cin RT-gPCR kosullar1

Islem Sicaklik Siire

On Denattirasyon 95 °C 15 dk
Denaturasyon 95 °C 15sn

Baglanma 55°C 30 sn 40 Kez
Uzama 72 °C 30 sn

3.6. Antioksidan Aktivite Tayini

3.6.1. POD (Peroksidaz) aktivitesi

- Muamele edilen her doz icin 3 tekrarli sekilde 0,2 g yonca kalluslari
tartilarak sivi azot ile ezilmistir.
- Ugzerine buz lizerinde muhafaza edilen fosfat tamponundan (pH: 6.75) 2 mL

koyularak homojenize edilmistir.
- 2 mL eppendorf tiiplerde +4°C 15.000 rpm’de 15 dakika santrifiij yapilarak

slpernatant kism1 alinmistr.
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Her numune i¢in 3 tekrarli olacak sekilde kiivete 3 mL POD c¢6zeltisi ve 100
ML numune eklenerek 5 dakika bekletilmistir. Ardindan nanodropta 470 nm
dalga boyunda 6l¢gim alinmistir (Heath and Packer 1968).

Kor icin 3mL POD c¢ozeltisi kullanilmistir.

3.6.2. SOD (superoksit dismutaz) aktivitesi

Muamele edilen her doz i¢in 3 tekrarli sekilde 0,2 g yonca kalluslari
tartilarak sivi azot ile ezilmistir.

Uzerine buz tzerinde muhafaza edilen fosfat tamponundan (pH: 6.75) 2 mL
koyularak homojenize edilmistir.

2 mL eppendorf tuplerde +4°C 15.000 rpm’de 15 dakika santrifiij yapilarak
SUpernatant kism1 alinmaistir.

Her numune igin 3 tekrarli olacak sekilde kilvete 2,84 mL SOD ¢ozeltisi, 100
uL riboflavin (B,) ve 100 pL numune eklenerek 15 dakika bekletilmistir.
Ardmdan nanodropta 560 nm dalga boyunda 6l¢iim alinmistir (Velikova et
al. 2000).

Kor icin 2,84 mL SOD ¢6zeltisi ve 100 pL riboflavin kullanilmistir.

3.6.3. MDA (melonaldehit) aktivitesi

Muamele edilen her doz i¢in 3 tekrarli sekilde 0,2 g yonca kalluslari
tartilarak sivi azot ile ezilmistir.

Uzerine 2 mL 0,1 %’lik TCA (Trikloroasetik asit) koyularak homojenize
edilmistir.

2 mL eppendorf tuplerde +4°C 15.000 rpm’de 15 dakika santrifiij yapilarak
slipernatant kism1 alinmustur.

Her numune i¢in 3 tekrarhi olacak sekilde cam tuplere 1 mL 20% TCA
(Trikloroasetik asit), 1mL 0,5 % TBA (Tiyobarbitlrik asit) ve 1 mL numune

eklenmistir.
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- 98°C su banyosunda 40 dakika bekletilmistir. Ardindan 6rnekler buz tzerine
alimmustir.

- Her numune icin ti¢ tekrarl olacak sekilde 100 pL alinip 96 well plate’e
aktarilarak nanodropta 562 nm ve 600 nm dalga boyunda 6l¢iim alinmistir
(Heath and Packer 1968; Jaleel et al. 2008).

Kor igin 1 mL 20% TCA, 1mL 0,1% TCA ve 1mL 0.5% TBA kullanilmistr.

3.6.4. Hidrojen peroksit (H,0,) aktivitesi

- Muamele edilen her doz i¢in 3 tekrarli sekilde 0,2 g yonca kalluslari
tartilarak sivi azot ile ezilmistir.

- Uzerine 2 mL 0,1 %’lik TCA (Trikloroasetik asit) koyularak homojenize
edilmistir.

- 2 mL eppendorf tiiplerde +4°C 15.000 rpm’de 15 dakika santrifiij yapilarak
stipernatant kismi1 alinmastir.

- Her numune i¢in ii¢ tekrarli olacak sekilde sUpernatanttan 800 pL almarak
800 puL KH, PO, ve 1.600 pL KI karisimi bulunan tiplere ilave edilmistir.

- Her numune igin ¢ tekrarli olacak sekilde 200 pL almip 96 well plate’e
aktarilarak nanodropta 390 nm dalga boyunda 6lgiim alinmistir (Sergiev et
al. 1997; Velikova et al. 2000).

Kor i¢in 800 uL KH, PO, ve 1.600 pL KI kullanilmustir.

3.6.5. Prolin aktivitesi

- Muamele edilen her doz i¢in 3 tekrarli sekilde 0,1 g yonca kalluslari
tartilarak sivi azot ile ezilmistir.

- Uzerine 10 mL 3 %’ liik siilfosalisilik asit koyularak homojenize edilmistir.

- 6.000 rpm ‘de 10 dakika santrifiij yapilarak stipernatant kismi alinmistir.

- 2 mL siipernatantin uzerine 1mL asit ninhidrin ve 1mL asetik asit
(CHsCOOH) ilave edilmistir.

- 100°C su banyosunda 1 saat bekletilmis ardindan buz iizerine alinmustir.
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- Orneklerin tzerine 4 mL toluen koyulmustur.
- Her numune igin ii¢ tekrarli olacak sekilde 100 pL alinip cam kiivetlere

aktarilarak 520 nm dalga boyunda 6l¢iim alinmistir (Velikova et al. 2000).

Kor icin 1 mL asit ninhidrin, 1mL asetik asit ve 2 mL sulfosalislik asit

kullanilmastir.

3.6.6. DNSA (3,5-dinitrosalisilik asit) aktivitesi

-  Muamele edilen her doz i¢in 3 tekrarli sekilde 0,1 g yonca kalluslar
tartilarak sivi azot ile ezilmistir.

- Uzerine 5 mL 2.5 N HCI (+4°C) koyularak homojenize edilmistir.

- 9.000 rpm’de 10 dakika santrifllj edilmistir. Siipernatant kismi almarak cam
tiipe aktarilmistir.

- 2 mL siipernatantin Uzerine 2 mL DNSA (3,5-dinitrosalisilik asit)
koyulmustur.

- 90°C su banyosuna alinarak 20 dakika bekletilmis ardindan buz iizerine
alinmustir.

- Her numune i¢in ii¢ tekrarli olacak sekilde 100 pL alinip 96 well plate’e
aktarilarak nanodropta 550 nm dalga boyunda 6lgiim alinmistir (Velikova et
al. 2000).

Kor icin 2 mL DNSA ve 2 mL 2,5 N HCI kullanilmustir.

3.6.7. Total fenolik aktivitesi

- Muamele edilen her doz i¢in 3 tekrarli sekilde 0,5 g yonca kalluslari
tartilarak sivi azot ile ezilmistir.

- Uzerine buz uzerinde muhafaza edilen 1 mL fosfat tamponu (pH: 6,75)
eklenerek homojenize edilmistir.

- 15.000 rpm’de 15 dakika santrifiij yapilmistir. Siipernatant alimmustir.

- Cam tiplere 125 pL Folin, 250 pL 20 %’lik Na, CO5, 25 pL numune
koyulup tzeri dH,0 ile 2500 pL’ye tamamlanmustir.
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- Su banyosunda 37°C’de 30 dakika bekletilmistir.
- Her numune icin ti¢ tekrarl olacak sekilde 100 pL almip 96 well plate’e

aktarilarak nanodropta 765 nm dalga boyunda 6lgiim alinmistir (Velikova et
al. 2000).

Kor igin 125 pL Folin, 250 pL 20 %’lik Na, CO5 kullanilmustir.

3.6.8. Total protein aktivitesi

-  Muamele edilen her doz i¢in 3 tekrarli sekilde 0,2 g yonca kalluslari
tartilarak sivi azot ile ezilmistir.

- Uzerine buz tzerinde muhafaza edilen fosfat tamponundan (pH: 6,75) 2 mL
koyularak homojenize edilmistir.

- 2 mL eppendorf tiiplerde +4°C 15.000 rpm’de 15 dakika santrifiij yapilarak
supernatant kismi alinmastir.

- Her numune i¢in {i¢ tekrarli olacak sekilde 15 mL bisinkonik asit+ 300 uL
bakir siilfattan olusan c¢o6zeltiden 200 pL almarak 96 well plate’e
aktarilmustir.

- Uzerine 20 pL numune eklenerek su banyosunda 60’de 15 dakika
bekletilmistir (Mor renk olusumu gézlemlenmistir).

- Nanodropta 562 nm dalga boyunda 6l¢tim almmustir (Ye et al. 2003; Erdal
2012)

Kor icin 15 mL bisinkonik asit ve 300 puL bakir siilfattan olusan ¢ozeltiden 200
pL kullanilmastir.

3.7. istatiksel Analiz

Caligmadaki tim istatistiksel analizler, SPSS 20.0 (IBM Crop., Armonk, NY,
ABD) kullanilarak yapilmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

Calismada kullanilan M. sativa kalluslar1 farkli doz ve sirelerde (7,14 ve 21
gun) bir DNA metilasyon inhibitéri olan 5-azaC’ a maruz birakilmistir. Kalluslardaki
SERK1 ve WEEL1 genlerinin ifade seviyeleri ve antioksidan mekanizmasinda gorev alan

maddelerin analiz sonuglarina ulasiimistir.

4.1. Suiperoksit Dismutaz (SOD) Aktivitesi
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Sekil 4.1. M. sativa bitkisinde 5-azaC uygulamasinin SOD aktivitesine etkisi 1: 7. gun
kontrol, 2: 7. giin 3 uL 5-azaC, 3: 7. guin 6 pL 5-azaC, 4: 14. gln kontrol, 5:
14. gun 3 pL 5-azaC, 6: 14. gun 6 pL 5-azaC, 7: 21. gin kontrol, 8: 21. glin 3
ML 5-azaC, 9: 21. gun 6 pL 5-azaC.
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4.2. POD (Peroksidaz) Aktivitesi
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Sekil 4.2. M. sativa bitkisinde 5-azaC uygulamasmin POD aktivitesine etkisi 1: 7. gun
kontrol, 2: 7. giin 3 uL 5-azaC, 3: 7. giin 6 pL 5-azaC, 4: 14. gln kontrol, 5:
14. gun 3 pL 5-azaC, 6: 14. gun 6 pL 5-azaC, 7: 21. gin kontrol, 8: 21. glin 3
pL 5-azaC, 9: 21. glin 6 pL 5-azaC.

4.3. MDA (Malondialdehit) Aktivitesi
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Sekil 4.3. M. sativa bitkisinde 5-azaC uygulamasmm MDA aktivitesine etkisi 1: 7. glin
kontrol, 2: 7. glin 3 puL 5-azaC, 3: 7. giin 6 pL 5-azaC, 4: 14. gln kontrol, 5:
14. glin 3 pL 5-azaC, 6: 14. giin 6 pL 5-azaC, 7: 21. glin kontrol, 8: 21. giin 3
ML 5-azaC, 9: 21. gin 6 pL 5-azaC.
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Cizelge 4.1.5-azaC’nin farkli konsantrasyonuna maruz birakilan M. sativa kalluslarinda
meydana gelen SOD, POD ve MDA igeriklerindeki degisimler.

Uygulamalar SOD POD MDA
(mg/g FW) (mg/g FW) (nmol/g)

1 98,99+0,03" 114,84+22 481 3,14+0,003?
2 98,97+ 0,02 129,62+34,16¢ 3,07+0,003"
3 98,700,101 214,22+33,15% 3,06+0,003"
4 99,08+0,01% 127,88+8,56¢ 3,15+0,023?
5 98,72+0,11¢ 627,11+35,34% 3,07+0,002°
6 99,07+0,09" 219,27+62,58 3,03+0,003°
7 99,27+0,04° 373,02+27,14% 3,05+0,002°
8 98,82+0,08¢ 532,86+171,18% 2,98+0,006¢
9 99,01+0,05" 143,14+46,63¢ 3,06+0,003°

1: 7. giin kontrol, 2: 7. giin 3 puL 5-azaC, 3: 7. giin 6 pL 5-azaC, 4: 14. gun kontrol, 5: 14. giin 3 pL 5-
azaC, 6: 14. gun 6 pL 5-azaC, 7: 21. gun kontrol, 8: 21. gun 3 yL 5-azaC, 9: 21. gun 6 uL 5-azaC

5-azaC’nin farkli konsantrasyonuna maruz birakilan M. sativa kalluslarinda
meydana gelen SOD, POD ve MDA iceriklerindeki degisimler verilmistir (Cizelge
4.1.). SOD analiz sonucuna gore, 7., 14. ve 21.glin kontrolleriyle kiyaslandiginda en 1yi
sonuglart 3 PL 5-azaC vermistir. POD analiz sonucuna gore 7. ve 14. giin de
konsantrasyon artikga hasar artmustir. 21. giinde ise 6 pL 5-azaC’de en iyi sonucu
vermistir. MDA analiz sonucuna gore 7. ve 14. giinde konsantrasyon artik¢a hiicrede
meydana gelen hasar azalmistir. Fakat en iyi sonucu 21. giinde 3 pL 5-azaC vermistir

(Cizelge 4.1).

4.4. Prolin Analizi

Prolin aktivitesinin yorumlanmasi Sekil 4.4.’te verilen prolin standart grafigi

referans alinarak yapilmistir.
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Sekil 4.5. M. sativa bitkisinde 5-azaC uygulamasmm prolin aktivitesine etkisi 1: 7. gun
kontrol, 2: 7. giin 3 uL 5-azaC, 3: 7. giin 6 pL 5-azaC, 4: 14. gln kontrol, 5:
14. gun 3 pL 5-azaC, 6: 14. gun 6 pL 5-azaC, 7: 21. gin kontrol, 8: 21. glin 3
ML 5-azaC, 9: 21. gun 6 pL 5-azaC.

4.5. DNSA (3,5-Dinitrosalisilik Asit) Aktivitesi

DNSA aktivitesinin yorumlanmasi Sekil 4.6.’da verilen DNSA standart grafigi

referans alinarak yapilmustir.
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Sekil 4.7. M. sativa bitkisinde 5-azaC uygulamasinin DNSA aktivitesine etkisi 1: 7. glin
kontrol, 2: 7. giin 3 uL 5-azaC, 3: 7. giin 6 pL 5-azaC, 4: 14. gln kontrol, 5:
14. gun 3 pL 5-azaC, 6: 14. gun 6 pL 5-azaC, 7: 21. gin kontrol, 8: 21. giin 3
ML 5-azaC, 9: 21. gun 6 pL 5-azaC.
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Cizelge 4.2.5-azaC’nin farkli konsatrasyonuna maruz birakilan M. sativa kalluslarinda
meydana gelen prolin ve DNSA igeriklerindeki degisimler.

Uygulamalar Prolin DNSA
(mg/g FW) (mg/g FW)

1 0,035+0,0005° 0,0133+0,0003%
2 0,032+0,0006° 0,0120+0,0011"
3 0,033+0,0000° 0,0144+0,0010?

4 0,032+0,0002° 0,0108+0,0002°

5 0,059+0,0010% 0,0122+0,0002
6 0,048+0,0018° 0,0150+0,0003?

7 0,047+0,0011° 0,0109+0,0004°

8 0,056+0,0010° 0,0143+0,0003?

9 0,040+0,0007¢ 0,0145+0,0004%

1: 7. giin kontrol, 2: 7. giin 3 pL 5-azaC, 3: 7. giin 6 pL 5-azaC, 4: 14. gun kontrol, 5: 14. gin 3 pL 5-
azaC, 6: 14. gin 6 uL 5-azaC, 7: 21. gun kontrol, 8: 21. giin 3 uL 5-azaC, 9: 21. gun 6 uL 5-azaC

5-azaC’nin farkli konsatrasyonuna maruz birakilan M. sativa kalluslarinda
meydana gelen prolin ve DNSA igeriginde meydana gelen degisikler Cizelge 4.2° de
verilmistir. Prolinde 7. giin diger konsantrasyonlarla kiyaslandiginda herhangi farklilik
gozlemlenmemistir. 14. ve 21. giin kontrolle kiyaslandiginda farkliliklar
gbzlemlenmistir. 14. ve 21. ginde en iyi sonucu 3 pL 5-azaC vermistir. DNSA
sonucuna gore, 7., 14. ve 21. giin kontrolle kiyaslandiginda farkliliklar gézlemlenmistir.
Konsantrasyon degerleri ve giin sayis1 artikca suda ¢ozilebilir seker miktarinda artis

gozlemlenmistir.

4.6. Total Fenolik Aktivitesi

Total fenolik aktivitesinin yorumlanmas: Sekil 4.8.’te verilen total fenolik

standart grafigi referans alinarak yapilmistir.
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Sekil 4.9. M. sativa bitkisinde 5-azaC uygulamasimnin total fenolik aktivitesine etkisi 1:
7. gln kontrol, 2: 7. giin 3 pL 5-azaC, 3: 7. gin 6 pL 5-azaC, 4: 14. gun
kontrol, 5: 14. giin 3 pL 5-azaC, 6: 14. gin 6 pL 5-azaC, 7: 21. gun kontrol,
8: 21. gln 3 pL 5-azaC, 9: 21. gun 6 pL 5-azaC.

4.7. Total Protein Aktivitesi

Total protein aktivitesinin yorumlanmasi Sekil 4.9.’da verilen total protein

standart grafigi referans alinarak yapilmistir.
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Sekil 4.10: Total protein standart grafigi
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Sekil 4.11. M. sativa bitkisinde 5-azaC uygulamasinin total protein aktivitesine etkisi 1:
7. gun kontrol, 2: 7. gin 3 yL 5-azaC, 3: 7. glin 6 pL 5-azaC, 4: 14. gin
kontrol, 5: 14. gun 3 pL 5-azaC, 6: 14. gin 6 pL 5-azaC, 7: 21. giin kontrol,
8: 21. gln 3 pL 5-azaC, 9: 21. gun 6 pL 5-azaC.

4.8. Hidrojen Peroksit (H,0,) Aktivitesi

Hidrojen peroksit aktivitesinin yorumlanmasi Sekil 4.12°de verilen H2O:

standart grafigi referans alinarak yapilmistir.
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Sekil 4.13. M. sativa bitkisinde 5-azaC uygulamasinin H20; aktivitesine etkisi 1: 7. glin
kontrol, 2: 7. giin 3 uL 5-azaC, 3: 7. gun 6 pL 5-azaC, 4: 14. gln kontrol, 5:
14. gin 3 pL 5-azaC, 6: 14. giin 6 pL 5-azaC, 7: 21. gln kontrol, 8: 21. gln
3 ML 5-azaC, 9: 21. gun 6 pL 5-azaC.
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Cizelge 4.3. 5-azaC’ in farkli konsantrasyonlarma maruz birakilan M. sativa
kalluslarinda meydana gelen total fenolik, total protein ve H-O>

iceriklerindeki degisimler.

Uygulamalar Total Fenolik Total Protein H202

(H9/9) (Ho/g) (Ho/9)
1 1,53+0,00024*"  0,14+0,0007¢ 1,175620,00002°
2 1,56+0,00121®®  0,14%0,0009° 1,1757+0,00004°
3 1,53+0,00009¢ 0,15+0,0023 1,17560,000012%
4 1,58+0,00005°  0,14+0,0006° 1,1757+0,00005%
5 1,53+0,00072f 0,15+0,0015° 1,1749+0,00006°
6 1,53+0,00020%  0,14+0,0010% 1,1755+0,00001¢
7 1,53+0,00006%  0,14+0,0005% 1,175620,000012°
8 1,53+0,00007f 0,16+0,0013? 1,1753+0,00003¢
9 1,53+0,00006° 0,14+0,0008% 1,1757+0,00003%°

1: 7. gun kontrol, 2: 7. giin 3 pL 5-azaC, 3: 7. gun 6 pL 5-azaC, 4: 14. glin kontrol, 5: 14. gin 3 pL 5-
azaC, 6: 14. gin 6 uL 5-azaC, 7: 21. gun kontrol, 8: 21. giin 3 uL 5-azaC, 9: 21. gun 6 yL 5-azaC

5-azaC’nin farkli konsantrasyonlarina maruz birakilan M. sativa kalluslarinda
meydana gelen total fenolik, total protein ve H>O> iceriklerindeki degisimler Cizelge
4.3’ te verilmistir. Total fenolik igerigi 7. giinde 3 pL 5-azaC’de, 21. glinde 6 pL 5-
azaC’de en yiiksek seviyede gostermektedir. Total protein igerigi 7. glinde 6 uL 5-
azaC’de, 14. ve 21. giinde 3 uL 5-azaC’de artis gostermistir. H2O2 7. Giinde herhangi
bir degisim gozlemlenmezken, 14. Ve 21. giinde 3 pL 5-azaC’de birikimi daha azdir ve

hiicre hasar1 diger konsantrasyonlara oranla daha diisiiktiir.

Wei et al. (2019) yaptiklar1 bir galismada DNA metilasyonunun Cephalotaxus
mannii suspansiyon hiicrelerinde sefalotaksinin blylmesi ve sentezi Uzerindeki etkisini
incelemek i¢in farkli konsantrasyonlarda (15, 25 ve 35 pmol/L) 5-aza-2'-deoksisitidin
(5-azaC) demetile edici reaktif C. mannii siispansiyon kiiltiirlerine eklemislerdir. Elde
edilen sonugclar, 5-Aza-CdR'nin hiicre blylmesi tzerindeki etkisinin konsantrasyonuna
bagli oldugunu ortaya koymuslardir. Ayrica 5-Aza-CdR'nin etki bolgelerinin temel
olarak birincil metabolik siirece odaklandigini gostermislerdir. Bizim c¢alismamizdada

5-azaC’nmn farkli konsantrasyonuna maruz birakilan M. sativa kallus kultlrlerinde

41



4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

Prolin ve DNSA gibi parametrelerin igeriginde konsantrasyon ve giine bagli olarak

degisimler meydana gelmistir.

4.9. Gen Aktivitesi

1

2

1.4
3
4
5 1.2
6
7

1.0
8
9

SERK1 WEE1

Sekil 4.14. 5-azaC’nin  farkli  konsantrasyonuna maruz birakilan M. sativa
kalluslarindaki SERK1 ve WEEL1 gen ifadelerinde meydana gelen
degisimler.

5-azaC’nin farkli konsantrasyonuna maruz birakilan M. sativa kalluslarmdaki
SERK1 ve WEE1 gen ifadelerinde meydana gelen degisimler Sekil 4.14° te verilmistir.
SERK1 gen seviyesinde 7. glin kendi arasinda kiyaslandiginda 5-azaC konsantrasyonu
artikca asag1 olarak gen ifadesi olmustur. 14. giinde ise 6 pL 5-azaC (0,832)’de yukar1

regiilasyon olmustur. 21. giinde ise gen ifadesi oldukca diisiiktiir.

WEE1 gen seviyesinde 7. Guni SERK1 geniyle ayni seviyede regilasyon
gostermistir. 14. (1,004) ve 21. (1,001) giinde ise 6 pL 5-azaC’de yukar1 regiilasyon
olmustur. M. sativa’da uygulanan farkli 5-azaC’nin konsantrasyonunda en iyi sonucu
14. gunde ise 6 pL 5-azaC gostermistir. Gen regiilasyonunda Ct degerleri 0,832 ile
1,573 arasindaki skala da degisiklik gostermistir. En iyi sonucu ise WEEL gen
regililasyonu gostermistir. Kisacasi 7. giin ve 21.giin 5-azaC en uygun uygulama siresi

olarak kabul edilemez.
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5-azaC muamelesinden sonra sessiz genlerin reaktivasyonunun metillenmis
sitozin diizeylerinde bir degisimle ve gen ekspresyonunun diizenlenmesinde rol
oynadigmi gosteren birgok c¢alisma mevcut olup; Santos and Fevereiro (2002)
Medicago truncatula iizerine yaptiklar1 ¢alismada DNA metilasyonunun somatik
embriyogenez etkisini arastirmak i¢in, somatik embriyolar {iretmek igin farkli
kapasitelere sahip M. truncatula Jemalong c¢esidinin embriyogenik ve embriyogenik
olmayan hatlarmi kargilagtirmislardir. Alinan sonuglarda, somatik embriyo {iretiminin
belirli bir dizeyde DNA metilasyonuna bagli oldugunu gostermektedir. Bizim
calismamizda 5-azaC’nin M. sativa kalluslarinda SERK1 gen ifadesinin degistirdigini
gbzlemlenmis olup bu genin somatik embriyo olusumunda rol oynadigi belirlenmistir.
Bu sonu¢ metilasyonun gen ifadesinin gelisimsel diizenlenmesinde bir rol oynadigi

normal bitki geligimi i¢in gerekli oldugunu dogrulamaktadir.

Montalvo et al. (2020) yaptiklar1 bir ¢alismada ise 15 uM ve 20 uM 3 giinliik 5-
azaC uygulamasinin erken somatik embriyo olusumunu 6nemli Olgiide artirdigr ek
olarak SERK, WUS, BBM ve LEC genlerinin ekspresyon seviyelerini énemli dlctde
etkiledigini belirlemislerdir. Bu sonug¢ gostermektedir Ki 5-azaC uygulamasi in vitro
sartlarda DNA metilasyonunun somatik embriyo olusumu, gelisimi ve hiicre

farklilagmas1 gibi tiim siire¢ boyunca 6nemli bir faktér oldugunu géstermektedir.

Levanic et al. (2004) yaptiklar1 baska bir ¢alismada kabak bitkisine ait 3 farkli
embriyogenik hattin doku kiiltiirii sartlarinda 2,4-D iceren ve icermeyen ayrica 5-azaC
iceren ortamda kdltire alarak somatik embriyo sirecindeki DNA metilasyonu
degisikliklerini belirlemislerdir. Sonugta 2,4-D icermeyen 12,3 uM 5-azaC ilave edilmis
ortamda embriyo farklilagmasini siirecinde DNA  metilasyonun azaldigini

bildirmislerdir.

Hugo et al. (2012) yaptiklar1 ¢alismada ise 2,4-D ile 5-azaC kombine etkisinin
Acca sellowiana bitkisinde somatik embriyo uyarimini ve sayisini artirdigimni yapilan
histolojik testler ile kiiltiirden 10 giin sonra hizli hiicre boliinmesinin gergeklestirildigi,
kiltirden 20 gln sonra eksplant yuzeyleri (zerinde globuler somatik embriyolarin

olustugu, 30 giin sonra ise ikincil somatik embriyolarin olustugu gézlemlenmistir.
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Li et al. (2010) kenaf bitkisinde 5-azaC uygulamasinin tuz stresine uyarici
genlerin aktivasyonu flizerine yaptiklar1 bir caligmada biyokutle ve antioksidan
aktivitelerin stiperoksit dismutaz, 5-azaC ile 6n isleme tabi tutulmus kenaf fidelerinin
peroksidaz ve katalaz degerleri dnemli 6l¢iide artarken, siiperoksit anyonunun igerigi ve
malondialdehit (MDA) azaldi, bu da 5-azaC 6n islemi, tuz stresi kars1 olumsuz etkiyi
onemli 6lctide azaltabilir. Ayrica 5-azaC uygulamasimin tuz stresine tepki veren genlerin

aktive edilmesini sagladi. Bizim ¢alismamizda da benzer sonuglar alinmistir.

Yalamalle et al. (2020) yaptiklar1 bir ¢alismada sogan tohumlarinin 5-azaC ile
muamele edilmesinin ¢imlenme ve canlilik {izerindeki etkisi degerlendirildi. 1ki farkli
sogan ¢esidinin tohumlari, 'Bhima Raj' (BRJ) ve 'Bhima Red' (BRD), 0, 10, 25 veya 50
ug mL-1 5-azaC (bir DNA demetilasyon ajani) uygulandi. Kontrol uygulamasi (0 ug
mL-1 5-azasitidin) ile karsilastirildiginda, 5-azaC ile uygulama tohum ¢imlenmesini,
fide uzunlugunu, fide kuru agirligin1 ve tohum canlilik indekslerini gelistirmistir. 5-
azaC muamelesi ayrica siiperoksit dismutaz (SOD) aktivitesini ve toplam antioksidan
kapasiteyi (TAC) arttird1. 5-azaC ile tohum muamelesi, yaslanmis sogan tohumlarinin

canliligini ve giiciinii artirma potansiyeline sahiptir.

5-AzaC, farkl bitki tiirlerinde somatik embriyo olusumu saglamak i¢in bir¢ok
calisgmada kullanilmustir, aralarinda Pinus pinaster, Brassica napus, Hordeum vulgare
ve Theobroma cacao gibi embriyogenik kallus olusum oranmin pozitif oldugu durumlar
olmustur. P. pinaster'de (Ait.), embriyogenik kalluslar farkli konsantrasyon ve siirelerde
5-AzaC'ye maruz birakildi. Embriyogenik kalluslar 9 giin sireyle 5-azaC' e maruz
birakildiginda, biiylimeleri hormon konsantrasyonundaki artigla ters orantiliydi. En
yiiksek somatik embriyo miktarlar1 10 ve 15 pM 5-AzaC seviyelerinde elde edilmistir
(Klimaszewskak et al. 2009). Brassica napus ve Hordeum vulgare'de (Solis et al. 2015),
5-azaC (2.5 pM) ile dort glnlik muamele ile somatik embriyo olusum orani her iki
tirde de artis gozlenmistir. 5-azaC uygulamasinin, gen ekspresyonunun yeniden
programlanmasini,  totipotensi kazanimini ve mikrosporlarda embriyogenezin
baslatilmasmi destekledigini gosteriyor. Bizim c¢alismamizda da 6 pM 5-azaC

uygulamasmin somatik embriyo olusum oranmi artirdi@i  tespit edilmistir.
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5. SONUC ve ONERILER

5.1. Sonuglar

Bu arastirmada in vitro sartlar altinda yonca bitkisine ait kat1 kiiltiir ortamima
yaprak eksplantlar1 alinarak kallus olusumu saglanmistir. Bu kalluslar farkli doz ve
strelerde (7,14 ve 21 gin) bir DNA metilasyon inhibit6ri olan 3uL 5-azaC ve 6uL 5-
azaC’a maruz brrakilmistir. Kalluslarin kisa ve uzun siire 5-azaC’a maruz birakilmasiyla
SOD, POD, MDA, H:02, DNSA, prolin, total fenolik, total protein igerikleri
belirlenmistir. Ayrica SERK1 ve WEE1 genlerinin ifade seviyelerine ulasilmistir.

Elde edilen sonuglar asagida 6zetlenmistir:

SOD ve POD analizi sonuglarina gore en iyi sonug 6 pL. 5-azaC’de alimmustir.

MDA analizi sonuglarina gore en iyi sonu¢ 3 pL 5-azaC’de alinmistir.

5-azaC muameleli kalluslar da prolin ve DNSA igerigi yiiksek konsantrasyonla
iligkilidir.

5-azaC muameleli kalluslar da total protein ve total fenolik icerikleri

konsantrasyon ve giine bagli olarak degisiklik gostermistir.

Zararli reaktif oksijen tiirlerinden biri olan ve genelde stres kosullarinda artan

H20> miktar1 uzun stireli 3 pL. 5-azaC’de azalmistir.

SERK1 ve WEE1 geninin metilasyona verdigi tepkiler konsantrasyon ve siireye

bagli olarak farklilik gostermistir.
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5.2. Oneriler

Yoncada in vitro sartlarda yapilan bu ¢alisma diger bitki tirlerinde antioksidan
enzim aktiviteleri ve gen ifadesi ¢caligmalar1 i¢inde uygulanabilir. Yapilan bu ¢aligma ile
daha kisa siirede daha hizli bir sekilde somatik embriyolarin iiretilmesi saglanarak hizli
rejenerasyon sistemleri tesis edilerek doku kiiltiiriine inatg1 bitki tiirlerinde bile in vitro
optimizasyon kosullar1 saglanarak embriyogenik kapasiteye sahip somatik embriyolar

uretilebilir.
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