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KISALTMALAR

2.4-D: 2,4-Diklorofenoksiasetik asit

AP2/ERF: APETALA2/Etilen-Tepki Faktorii
ARR: Arabidopsis Yanit Diizenleyicileri

B¢: Baz Cifti
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Col-0: Columbia-0 ekotip

DNA: Deoksiriboniikleik Asit

DNMT: DNA metiltransferaz
DSE: Direkt Somatik Embriyogenez

EtOH: Etil Alkol

GLP: G9 Benzeri Protein (G9 Like Protein)
GO: Gen ontolojisi

H3K27: Histon 3 Lizin 27

H3K9: Histon 3 Lizin 9

HAT: Histon asetiltransferaz

HKDM: Histon lizin demetilaz

HKMT: Histon lizin Metiltransferaz

TIAA: Iindol-3-Asetik Asit

ICso: Yar1 Maksimum Inhibitér Konsatrasyonu (Half maximal
concentration)

IZE: Olgunlasmamis Zigotik Embriyo (Immature Zygotic Embryo)

iPSC: Indiiklenmis Pluripotent Kok Hiicre
ISE: indirekt Somatik Embriyogenez

KEGG: Kyoto Genler ve Genomlar Ansiklopedisi
KMT: Lizin Metiltransferaz

LSD: ise lizin-spesifik demetilaz
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MBD: Metil-CpG baglayic1 domain
MS: Murashige ve Skoog Besiyeri

NaOCI: Sodyum Hipoklorit

NaOH: Sodyum Hidroksit

pH: Hidrojen Potansiyeli

PRC2: Polikomb Baskilayici Kompleks 2 (Polycomb Repressive Complex 2)
RNA: Riboniikleik Asit

RNA-seq: RNA Dizileme

ROS: Reaktif Oksijen Tiirleri

SAM: S- adenosil-metiyonin

SCR: Somatik Hiicre Yeniden Programlamasi

SE: Somatik Embriyogenez
SHA: S — adenosil - homosistein
TBE: Tris Borat EDTA

TF: Transkripsiyon Faktorii

TSA: Trikostatin

Vi



SEKIL LISTESI

Sekil 2. 1. Arabidopsis thaliana'nin yasam dongiisii (Kramer, 2015). ......ccccecvveneee. 4
Sekil 2. 2. Dikotil bitkilerde somatik embriyogenez (Yuan ve ark., 2024). ................ 6
Sekil 2. 3. Arabidopsis embriyolarinin gelisim evreleri. (A) A. thaliana embriyolarinin
gelisim evreleri. Dikey Olgek cubuklari = 50 pum. (B) Bu g¢alismada kullanilan
tohumlarin i¢indeki embriyolarin farkli kontrast goriintiileri. Soldan saga: kiiresel,
kalp, torpedo, biikiilmiis kotiledon ve olgun yesil evre. Olgek cubuklar: = 100 pm.
(YOO VE arK., 2021). .eveeieiieeiiie ettt et e et e e et eesasaeeebaeesssaeessnaeennnees 7
Sekil 2. 4. Somatik embriyogenezin iki farkli yolu (Kumar ve ark., 2017 referans
aliarak dUZenIeNnMmISTIT). ......ccueeiiiiiiiiieeciie ettt e e re e e eeaeeeenes 7
Sekil 2. 5. Somatik embriyogenezin molekiiler mekanizmalar1 (Long ve ark., 2022
referans alinarak diizenlenmiStir). .........ccoceieiuiieriieeiee e 9
Sekil 2. 6. Epigenetik araglar. DNMT'ler: DNA metiltransferazlari, HKMT'ler: Histon
lizin metiltransferazlari, PRMT'ler: Protein arjinin metiltransferazlari, HAT'lar: Histon
asetiltransferazlari, MBD'ler: Metil-CpG baglayici alanlar, PHD: Bitki homeo alani,
HKDM'ler: Histon lizin demetilazlari, HDAC'ler: Histon deasetilazlari (Biswas ve
ark., 2018 referans alinarak dizenlenmiStir). .......ccccveeeverieeriieniieeiiienieeieesie e 15
Sekil 2. 7. Histon modifikasyon diizenlemesinin genel goriiniimii. A. Histon
metilasyonu belirli genomik lokuslardaki "yazicilar" (histon metiltransferazlar) ve
"siliciler" (histon demetilazlar) arasindaki denge tarafindan diizenlenen dinamik
sireglerdir. B. Histon H3 ve H4 iizerindeki ana metilasyon bolgeleri, ilgili
metiltransferazlar (yukarida) ve demetilazlar (asagida) gosterilmistir (Tao ve ark.,

2024). ettt sttt ettt st aeeanes 19
Sekil 2. 8. Lizin metiltransferaz katalizinin genel mekanizmas1 (DeCarlo ve ark.,
20012). ettt ettt st neeanes 20
Sekil 2. 9. Dogal iiriin bazli inhibitorler (DeCarlo ve ark.,2012). .......cccovveeieennennee. 21
Sekil 2. 10. BIX-01294 lizin metiltranzferaz inhbitoriiniin molekiiler yapist (DeCarlo
VE ATK., 20T2) ittt e et e e e e e be e e eab e e e enraeennree s 22
Sekil 2. 11. G9a yapis1 (Casciello ve ark., 2015)......ccovviieeiiieeiieeieeeeeeeeeee e 23
Sekil 2. 12. G9%a'nin kromatin iizerindeki etki mekanizmasinin sematik gosterimi
(Hajar ve ark., 2025 referans alinarak diizenlenmistir).........cccceeveeeieenicniieniienneenn. 24
Sekil 2. 13. Coklu omik yaklagimlar (Roychowdhury ve ark., 2023). ..........ccc.. 27
Sekil 3. 1. Silikler olustuktan sonra olgunlagmamis zigotik embriyolarin doku
kiiltlirtine aktartlmast...........coeeiiiiiiiiiii e 31
Sekil 3. 2. Kiitiiphane hazirlig1 i$ aki$1......ccovevviieiiiieiieceeeeee e 36
Sekil 4. 1. Yedi haftalik Arabidopsis thaliana Col-0 bitkisi ve silik yapilari ............ 38
Sekil 4. 2. 7 haftalik silik yapisinin kapali ve acgik hali (Beyaz ok: olgunlagmamis
ZIGOtIK @MDITYOIAT) .....iiiiiiiiieiiieie ettt ettt et esaaaens 39

Sekil 4. 3. 7 haftalik siliklerin igerisinde bulunan biikiilmiis kotiledon ve torpedo
evresindeki olgunlasmamis zigotik embriyo goriintiileri (Soldan saga: A) Biikiilmiis

kotiledon, B) TOIPEA0)....ccuuiieiiiieiiieeiie ettt n 39
Sekil 4. 4. B5 besiyerinde Arabidopsis thaliana IZE’lerinin 21 giinliik gelisimi (A:
S.gln, B: 10.giin, C:15.glin, D: 21.81N) .cceciiiieiiieeiie e 40

vii



Sekil 4. 5. 5 uM 2,4-D igeren besiyerinde Arabidopsis thaliana IZE’lerinin 21 giinliik
gelisimi (A: 5.glin, B: 10.giin, C:15.glin, D: 21.giin) (Beyaz ok: Somatik embriyo
yapisi) (Siyah ok: Protiiberans yapis1). .......ccceceerieeiienieniienieeieesee e eveesene e 40
Sekil 4. 6. 2,5 uM BIX-01294 igeren besiyerinde Arabidopsis thaliana 1ZE’lerinin 21
giinliik geligimi (A: 5.giin, B: 10.gilin, C:15.glin, D: 21.glN).....ccccveviieriieniieiienes 41
Sekil 4. 7. 1 uM BIX-01294 igeren besiyerinde Arabidopsis thaliana 1ZE’lerinin 21
giinliik geligimi (A: 5.giin, B: 10.gilin, C:15.glin, D: 21.gln).....ccccveviieviieniieiienns 42
Sekil 4. 8. 0,1 uM BIX-01294 igeren besiyerinde Arabidopsis thaliana 1ZE’lerinin 21
giinlik gelisimi (A: 5.giin, B: 10.giin, C:15.giin, D: 21.giin) (Beyaz ok: Somatik

CINDIIYO YAPIST)..eeeiiieniieeiiieiie ettt ettt ettt e et e st e et e ateesbe e seesabeesseeenbeesseesnseesneeans 42
Sekil 4. 9. 0,5 uM BIX-01294 iceren besiyerinde Arabidopsis thaliana 1ZE’lerinin 21
giinliik gelisimi (A: 5.gilin, B: 10.giin, C:15.gilin, D: 21.g0n)......ccccoceniininininnenee. 43
Sekil 4. 10. 0,05 uM BIX-01294 igeren besiyerinde Arabidopsis thaliana 1ZE’lerinin
21 giinliik gelisimi (A: 5.giin, B: 10.giin, C:15.giin, D: 21.glin)....c..ccoceeveriiniennennee. 44
Sekil 4. 11. Somatik embriyolar olusturan eksplantlarin yiizdesi (Beyaz: BS, Turuncu:
5 uM 2,4-D, Yesil: 2,5 uM BIX-01294, Mavi: 0,1 uM BIX-01294)..........cccveenneeee. 45

Sekil 4. 12. 21 giinliik kiiltiir sonunda bir olgunlagmamis zigotik embriyo lizerinde
olusan SE sayis1 (Beyaz: BS5, Turuncu: 5 uM 2,4-D, Yesil: 2,5 uM BIX-01294, Mavi:
0,1 UM BIXA01294). .ottt ettt ettt s 46
Sekil 4. 13. Farkli donemlerdeki (kotiledon, bitkicik, kallus, somatik embriyo,
kallustan kokenlenmis somatik embriyolar) yapilarin Sudan Red 7B ile boyanmasi
(Ust satir: Boyama Oncesi, Alt satir: Boyama Sonrasi)............c.cocoeveveverevevevevenennnn. 46
Sekil 4. 14. 5. ve 10. glinde izolasyonu yapilan RNA 6rneklerinin agaroz jel goriintiisii.
Markir (Thermo 100 be 1) BS Kontrol; 2) 0,05 uM BIX-01294; 3) 0,5 uM BIX-01294;
4) 0,1 uM BIX-01294; 5) 1 uM BIX-01294; 6) 2,5 uM BIX-01294; 7) 5 uM 2,4-D; 8)
2,5 uM BIX-01294 SE*; 9)5 UM 2,4-D SE™)..cciiiiiiiiieieeeee et 47
Sekil 4. 15. Ornekler arasinda en fazla varyasyon gosteren ilk 50 genin anlatim profili

Sekil 4. 16. Gergeklestirilen karsilastirma gruplar1 ve anlamli derece farklilik gosteren
genlerin sayilart (FDR < 0.05). .oouiiiiiiiiieiee e 55
Sekil 4. 17. 5. ve 10. giinlere ait belirtilen karsilastirmalara ait venn semalar1 A) 5.glin
BS- 5.giin 2,5 uM BIX-01294 ve 5.glin B5- 5.giin 5 uM 2,4-D uygulamalarindaki
DEG’ler i¢in Venn diagrami B) 10.giin B5- 10.giin 2,5 uM BIX-01294 ve 10.giin B5-
10.glin 5 uM 2,4-D uygulamalarindaki DEG’ler i¢in Venn diagrami C) 10.giin B5-
10.glin 2,5 uM BIX-01294, 10.glin B5- 10.giin 5 uM 2,4-D ve 10.giin 5 uM 2,4-D-

10.giin 2,5 uM BIX-01294 uygulamarindaki DEG’ler i¢in Venn diagrami.............. 56
Sekil 4. 18. Belirtilen karsilastirmalara ait venn semalart ...........cccceevevveencieenneennne. 57
Sekil 4. 19. Karsilastirma 5. giin B5S — 5. giin 5 pM 2,4-D i¢in en anlamli degiskenlik
OSLETEN GO tETIMICTI....cuviieiiiieeiie ettt ettt e e s aee e s e e e ssaeeesnneeenes 64
Sekil 4. 20. Karsilagtirma 5. giin 5 uM 2,4-D — 5.giin 2,5 pM BIX i¢in en anlamli
degiskenlik gosteren GO terIMIETT .......cccveeeiiieeiiieeiiie e 65
Sekil 4. 21. Karsilagtirma 10. giin BS — 10. giin 2,5 uM BIX-01294 i¢in en anlamli
degiskenlik gosteren GO teriMIET .......cccuvieeiiieeiiieeiee e e 66
Sekil 4. 22. Karsilastirma 10. giin BS — 10. giin 5 uM 2,4-D i¢in en anlaml1 degiskenlik
OSLETEN GO tETIMICTI....c.uviieiiiieeiie ettt ettt e ee e st e e s e e e snaeeensaeeenes 67



Sekil 4. 23. Karsilastirma 10. giin 5 uM 2,4-D — 10. giin 2,5 uM BIX i¢in en anlamli

degiskenlik gosteren GO terIMIETT .......cccuvieeiiieeiiieeiee e 68
Sekil 4. 24. Karsilagtirma 5. giin B5 — 5. giin 5 uM 2,4-D i¢in en anlamli artis gosteren
yolaklarin dot plot gorsellestirmesi........cccvieeiiieeiiieeiieeeie et 70
Sekil 4. 25. Karsilagtirma 5. giin B5 — 5. giin 5 uM 2,4-D i¢in en anlaml1 diisiis gosteren
yolaklarin dot plot gorsellestirmesi........cccvieeriieeciiieeiie e 72
Sekil 4. 26. Karsilastirma 5. giin 5 uM 2,4-D — 5. giin 2,5 uM BIX-01294 i¢in en
anlaml artis gosteren yolaklarin dot plot gorsellestirmesi ........cceeecvveeecieeeecieeerneennns 74
Sekil 4. 27. Karsilastirma 5. glin 5 uM 2,4-D — 5. giin 2,5 uM BIX-01294 i¢in en
anlamli diisiis gosteren yolaklarin dot plot gorsellestirmesi .........cceevveeiierieeiieennnnne 76
Sekil 4. 28. Karsilagtirma 10. giin BS — 10. giin 2,5 uM BIX-01294 i¢in en anlaml
artis gosteren yolaklarin dot plot gorsellestirmesi .........cocueeveerieiiiieniieniieiieeieee 78
Sekil 4. 29. Karsilagtirma 10. giin BS — 10. giin 2,5 uM BIX-01294 i¢in en anlaml
diisiis gosteren yolaklarin dot plot gorsellestirmesi ........c.eeeeveereeiiieniieiiienieeiieee 80
Sekil 4. 30. Karsilagtirma 10. giin B5S — 10. giin 5uM 2,4-D i¢in en anlaml artig
gosteren yolaklarin dot plot gorsellestirmesi ........oc.eeevueeriieiiiiniiiiieceeee e 82
Sekil 4. 31. Karsilagtirma 10. giin B5 — 10. giin 5uM 2,4-D igin en anlamli diisiis
gosteren yolaklarin dot plot gorsellestirmesi .......cocueeeiueeriieiiieiiieiiieieeeee e 84
Sekil 4. 32. Karsilastirma 10. giin 5 uM 2,4-D — 10. giin 2,5 uM BIX-01294 i¢in en
anlamli artis gésteren yolaklarin dot plot gorsellestirmesi ...........cceeeeeevieenieniieennene 86
Sekil 4. 33. Karsilastirma 10. giin 5 uM 2,4-D — 10. giin 2,5 uM BIX-01294 igin en
anlamli diisiis gdsteren yolaklarin dot plot gorsellestirmesi ..........coceeeeverieneennennee. 88
Sekil 4. 34. Karsilastirma 5. giin BS — 10. giin B5 i¢in en anlaml artis gosteren
yolaklarin dot plot gOrselleStirmesi.........coeeveriireeririenieeeeeeee e 90
Sekil 4. 35. Karsilagtirma 5. giin BS — 10. giin BS i¢in en anlamh diislis gosteren
yolaklarin dot plot gOrselleStirmesi.........eveeueriirieiirienieeeceeee e 92
Sekil 4. 36. Karsilagtirma 5. giin 2,5 uM BIX-01294 — 10. giin 2,5 uM BIX-01294 i¢in
en anlamli artig gdsteren yolaklarin dot plot gorsellestirmesi...........ccoeevereeneenncnnee. 94
Sekil 4. 37. Karsilagtirma 5. giin 2,5 uM BIX-01294 — 10. giin 2,5 uM BIX-01294 i¢in
en anlamli azalig gosteren yolaklarin dot plot gorsellestirmesi .........coceeveveereeennenee. 96
Sekil 4. 38. Karsilastirma 5. giin 5 uM 2,4-D — 10. giin 5 uM 2,4-D i¢in en anlamh
artig gosteren yolaklarin dot plot gorselleStirmesi .......coceeververeeveeiiinienenicnecceene. 98
Sekil 4. 39. Karsilastirma 5. giin 5 uM 2,4-D — 10. giin 5 uM 2,4-D i¢in en anlamh
azalig gosteren yolaklarin dot plot gorselleStirmesi .........coeevververeerieiienicneniennns 100

Sekil 5. 1. Somatik embriyogenez sirasinda oksin ve BIX-01294 uygulamalarina bagl
olarak oksin taginim genlerinin (AUX1, LAX1, LAX2, PIN1, PIN3, PIN4, PING6,
PIN7) anlatim deGiSIMIETI. ......eeevuiieiieeiie et e 108
Sekil 5. 2. Somatik embriyogenez sirasinda vejetatif-embriyonik gecisi diizenleyen
WRINKLED1 (WRI1) — aracili yolaK .........cccoveeeiiiiiiiieeiieeeiee e 110
Sekil 5. 3. 2,4-D ve BIX-01294 uygulamalarimin 10. giinde H3K9me2 seviyesi ve non-
CpG DNA metilasyon genleri (CMT2, CMT3, DRM2) {izerindeki etkisi. ............. 111



TABLO LIiSTESI

Tablo 2. 1. Bitki rejenerasyonunda rol oynayan bazi temel diizenleyici faktorler
(transkripsiyon faktorleri, epigenetik diizenleyiciler ve oksin homeostazinda rol
oynayan digerleri) (Ibanez ve ark., 2020). .......ccooviieiiieeiiieeieeeee e 12
Tablo 2.2. Bitki rejenerasyonunda rol oynayan bazi temel diizenleyici faktorler
(transkripsiyon faktorleri, epigenetik diizenleyiciler ve oksin homeostazinda rol

oynayan digerleri) (Ibanez ve ark., 2020) (devami)..........cccceerveeriieniieniienieeieeneeans 13
Tablo 3. 1. Somatik embriyogenez indiiksiyonu i¢in killanilan besiyerleri
(Wojcikowska ve ark., 2017). ..ocoieiiieiieeieeiieeie ettt e 31
Tablo 3. 2. Gamborg B5 besiyeri igerigi (Gamborg ve ark., 1976). ........cccevvenenee. 32
Tablo 3. 3. RNA izolasyonunda kullanilan soliisyonlar.............ccccoecveeviieniiennennnnn. 35
Tablo 4. 1. Somatik embriyolar olusturan eksplantlarin 21 giinliik kiiltiirde SE
olusturma Say1S1 V& YoSE ..cc.uoiiiiiiiiii e 45
Tablo 4. 2. Izolasyonu yapilan 5.giin zigotik embriyo RNA 6rneklerinin saflastirma
Oncesi ve sonrasi konsanstrasyon/saflik degerleri ........ccocoeeveeviieiiieniiiiiieniieiiees 47
Tablo 4. 3. Izolasyonu yapilan 5.giin zigotik embriyo RNA 6rneklerinin saflastirma
Oncesi ve sonrasi konsanstrasyon/saflik degerleri (devami). ..........cccceeeevveriieniiennnnnns 48
Tablo 4. 4. izolasyonu yapilan 10.giin zigotik embriyo RNA 6rneklerinin saflastirma
Oncesi ve sonrasi konsanstrasyon/saflik degerleri .........cocoevvveviiiiieniiienieniieiiees 48
Tablo 4. 5. izolasyonu yapilan 10.giin zigotik embriyo RNA 6rneklerinin saflastirma
.................................................................................................................................... 49

Tablo 4. 6. Dizileme i¢in secilen 5. giin RNA’larin Qubit 3 florometresi 6l¢timii
sonrasi saflik degerleri ve Agilent 2100 Bioanalyzer dl¢iimii sonrasi elde edilen RNA
butlinligl (RIN) deSerleri......ccoviriiiiiiiiiiiiiieeeeeeee e 50
Tablo 4. 7. Dizileme i¢in secilen 10. giin RNA’larin Qubit 3 florometresi dl¢iimi
sonrasi saflik degerleri ve Agilent 2100 Bioanalyzer 6l¢limii sonrasi elde edilen RNA

bUtinligl (RIN) dEZrleri....cccuviieiiieeiiieeiiieeieeeeeee e e 50
Tablo 4. 8. Calisilan 6rneklere ait grup bilgileri, okuma sayilar1 ve hizalama degerleri
.................................................................................................................................... 51
Tablo 4. 9. Ornekler arasinda en fazla varyasyon gosteren ilk 50 gen profili........... 53
Tablo 4. 10. Ornekler arasinda en fazla varyasyon gosteren ilk 50 gen profili (devamu).
.................................................................................................................................... 54
Tablo 4. 11. SE dokularinda DNA metilasyonu ve Demetilasyonu ile iliskili genler
.................................................................................................................................... 60
Tablo 4. 12. DEG'lerde anlatim1 artan ve embriyonik gelisimde Onemli islevi
01N TF GENIETL ...eeiiiiiiiiiiieie ettt e ebeesaaaens 60
Tablo 4. 13. DEG'lerde anlatimi1 artan ve embriyonik gelisimde O6nemli islevi
olan TF genleri (deVAMIL).......ccciiiiiiiiiiie ettt et 61
Tablo 4. 14. 5. giin BS — 5.giin 2,4-D ve 10. giin B5 — 10. giin 2,4-D kiyaslarinda
Aux/IAA genlerinin kat degiSImMIETi.......c.ocouiiiiiiiiiiiiiieeiee e 61
Tablo 4. 15. Karsilagtirma 5. giin B5 — 5. giin 5 uM 2.4-D kapsaminda anlatim profili
Y E2 1 1o 11 (<) PRSPPSO 69
Tablo 4. 16. Karsilagtirma 5. giin B5 — 5. giin 5 uM 2.4-D kapsaminda anlatim profili
AZAAN GENLET....c..iiiiiiiiiiie e ettt be e ens 71



Tablo 4. 17. Karsilastirma 5. glin 5 puM 2,4-D — 5. giin 2,5 uM BIX-01294 kapsaminda

anlatim profili artan eNIeT.........cceiiiiiieiiieeee e e 73
Tablo 4. 18. Karsilastirma 5. glin 5 puM 2,4-D — 5. giin 2,5 uM BIX-01294 kapsaminda
anlatim profili azalan enler............cocviiiiiieiiieceeee e 75
Tablo 4. 19. Karsilagtirma 10.giin B5 — 10. giin 2,5 uM BIX-01294 anlatim1 artan
o053 11 1<) PSSP 77
Tablo 4. 20. Karsilagtirma 10. glin BS — 10. giin 2,5 uM BIX-01294 anlatim1 azalan
o053 11 1<) oSSR PRSPPI 79

Tablo 4. 21. Karsilastirma 10. giin B5 — 10. giin 5 uM 2,4-D anlatimi artan genler 81
Tablo 4. 22. Karsilagtirma 10. giin B5 — 10. giin 5uM 2,4-D anlatimi1 azalan genler§83
Tablo 4. 23. 10. glin 5 uM 2,4-D — 10. giin 2,5 uM BIX-01294 anlatimi artan genler

.................................................................................................................................... 85
Tablo 4. 24. 10. giin 5 uM 2,4-D — 10. giin 2,5 uM BIX-01294 anlatim1 azalan genler
.................................................................................................................................... 87
Tablo 4. 25. Karsilagtirma 5. giin BS — 10. glin B5 anlatimi artan genler................. 89
Tablo 4. 26. Karsilagtirma 5. giin BS — 10. glin BS anlatim1 azalan genler .............. 91
Tablo 4. 27. Karsilagtirma 5. giin 2,5 uM BIX-01294 — 10. giin 2,5 uM BIX-01294
anlatimi artan GENLET.........cooiiiiiiiii e 93
Tablo 4. 28. Karsilagtirma 5. giin 2,5 uM BIX-01294 — 10. giin 2,5 uM BIX-01294
anlatimi azalan @ENIer ...........cooiiiiiiiiiii e 95
Tablo 4. 29. Karsilastirma 5. giin 5 uM 2,4-D — 10.glin 5 uM 2,4-D anlatim1 artan
ZEICT ...ttt h ettt a ettt b et et a et eaees 97
Tablo 4. 30. Karsilastirma 5. giin 5 uM 2,4-D — 10. giin 5 uM 2,4-D anlatim1 azalan
ZEIET ...ttt ettt ettt b ettt aeeaees 99

Xi



OZET

Cok hiicreli organizmalarda hiicre kaderinin belirlenmesi, gen anlatiminin epigenetik
diizeyde hassas bir bigimde diizenlenmesiyle saglanir. Bu siireglerin 6nemli
orneklerinden biri olan somatik embriyogenez, farklilasmis hiicrelerin yeniden
programlanarak embriyo benzeri yapilara doniismesini ifade eder. Bu olay, bitkilerin
gelisimsel yeniden programlanabilirliginin en carpici Orneklerinden biri olup,
hayvansal sistemlerdeki hiicresel yeniden programlama ve pluripotensi olusum
stirecleriyle yliksek diizeyde benzerlik gostermektedir. Her iki sistemde de epigenetik
diizenlemeler (DNA metilasyonu, histon modifikasyonlar1 ve kromatin yeniden
yapilanmasi) hiicre kimliginin yeniden tanimlanmasinda kritik rol oynar.

Histon metilasyonunun diizenlenmesi, somatik embriyogenez siirecinde hiicresel
yeniden programlamanin epigenetik kontroliinde énemli bir mekanizma olarak 6ne
cikmaktadir. Son yillarda yapilan arastirmalar, histon metiltransferaz inhibitorlerinin
bu siireci yonlendirmede etkili olabilecegini ortaya koymustur. Ozellikle BIX-01294
inhibitoriiniin, farkli bitki tlirlerinde H3K9me2 diizeyini azaltarak embriyogenez
siirecini tegvik ettigi gosterilmistir. Bu etkinin, H3K9’un ikinci dereceden
metillenmesini katalizleyen histon lizin metiltransferaz (SUVH) enzimlerinin
inhibisyonu yoluyla gerceklestigi diisiiniilmektedir. Bitkilerde cesitli histon lizin
metiltransferaz (HKMT) aileleri tanimlanmis olup, bu enzimlerin biilyiik ¢cogunlugu,
hayvanlar ve mayalarda bulunan SET domaini ile yapisal ve islevsel homoloji
gostermektedir. Bu durum, epigenetik mekanizmalarin canlilar arasinda biiyiik dl¢iide
korunmus oldugunu ve hiicresel yeniden programlamanin temelinde benzer molekiiler
yollarin yer aldigin1 gostermektedir.

Kok ve kanser hiicreleri gibi ¢ok hiicreli sistemlerde yeniden programlama ajani olarak
tanimlanan diazepin-kinazolin-amin tiirevi BIX-01294’{in, bitki hiicrelerinde somatik
embriyogenez siirecini tetikleyip embriyo gelisimini destekleyen epigenetik
mekanizmalar lizerindeki potansiyel etkileri bu tez kapsaminda incelenmistir. Bu
dogrultuda, farkli konsantrasyonlar (0,1; 0,05; 0,5; 1 ve 2,5 uM) BIX-01294 ve
somatik embriyogenezi tesvik eden 5 uM 2,4-D (oksin) igeren kiiltiir ortamlarinda,
olgunlasmamis zigotik embriyolardan somatik embriyogenez elde edilmesi
hedeflenmigtir. HKMT inhibitoriiniin  farkli konsantrasyonlarda kiiltiir ortamina
eklenmesiyle gergeklestirilen denemeler sonucunda, 0,1 uM’lik konsantrasyonun
embriyogenez indiiksiyonu i¢in yeterli oldugu saptanmigtir. 21. giin sonunda, 2,5 pM
BIX-01294 veya oksin varliginda olgunlasmamis zigotik embriyolardan olusan SE
sayist sirastyla %35,41 ve %31,25 olarak belirlenmistir. Bulgularimiz, BIX-01294’{in
2,4-D’ye kiyasla biikiilmiis kotiledon evresindeki olgunlagsmamis zigotik embriyolarda
1,13 kat SE olusumunu artirdiin1 gostermistir. Ayrica bir eksplant iizerinde olusan
somatik embriyo sayist 5 uM 2,4-D’ye kiyasla 2,5 uM BIX-01294’te 3,95 kat
artmistir. Yaptigimiz transkriptomik g¢alisma sonucunda diferansiyel gen anlatim
analizi (DEG) incelendiginde, 10. giin kontrol grubuna kiyasla 10. giin, 5 uM 2.4-D
uygulamasinda SUVH3 (AT1G73100) (2,49 kat), SUVH5 (AT2G35160) (2,36 kat),
SUVR2 (AT5G43990) (2,34 kat) ve SUVRS (AT2G23740) (2,21 kat) olmak iizere
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histon lizin metiltransferaz transkriptlerinin anlaml diizeyde arttig1 saptanmistir. Buna
karsilik 10.giin kontrole kiyasla 2,5 uM BIX-01294 histon lizin metiltransferaz
inhibitoriiniin uygulandig1 grupta bu transkriptlerin anlamli bir degisiklige sahip
olmadig1 belirlenmistir. Bu durum, BIX-01294’iin HKMT enzimlerinin aktivitesini
inhibe ettiginin ve epigenetik yeniden programlama siirecinde somatik embriyogenez
tizerinde tesvik edici bir etki yarattigini diisiindiirmektedir. Bulgularimiz, BIX-01294
ve 2,4-D’nin somatik embriyogenez siirecinde rol oynayan ana diizenleyici
transkripsiyon faktorlerini (LECI, AGL15, FUS3, PHV, PHB, PLT, AIL7) benzer
sekilde tetikledigini ortaya koymustur. SE’nin 5 uM 2.4-D ile indiiksiyonunda
ozellikle oksin sinyal genleri (YUCCA, IAA, ARF) aktif olarak rol oynarken, 2,5 uM
BIX-01294’te ise WRIl-aracili yolak, SE siirecinin indiiksiyonunda en olas1 aday
mekanizma olarak 6ne cikmistir. Bu sonuglar, BIX-01294’iin hiicresel yeniden
programlamada 6nemli bir diizenleyici rol oynadigini géstermektedir.

Cok hiicreli sistemlerde kimyasal yeniden programlama ajani olan BIX-01294’{in ilk
kez model bir bitki olan Arabidopsis thaliana’ da kullanilmistir. Bu tez calismasindan
elde edilen bulgular, hiicrelerin yeniden programlanmasi i¢in gerekli molekiiler ve
hiicresel mekanizmalarin anlagilmasina katki saglayabilir. Hiicreyi embriyoya
doniistiiren yeniden programlama yollarinin daha derinlemesine anlasilmasi, bitki
mikrocogaltimin1 ve yesil biyoteknoloji uygulamalarini gelistirmemize yardimci
olacaktir.

Anahtar Kelimeler: Arabidopsis thaliana, BIX-01294, Yeniden Programlama,
Somatik Embriyogenez, RNA dizileme
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ABSTRACT

Cell fate determination is accomplished through the precise epigenetic regulation of
gene expression in multicellular organisms. A notable example of such tightly
regulated processes is somatic embryogenesis (SE), which involves the
reprogramming of differentiated cells into embryo-like structures. This phenomenon
represents one of the most striking examples of developmental plasticity in plants and
shows a high degree of similarity with cellular reprogramming and pluripotency
induction in animal systems. In both systems, epigenetic regulations, including DNA
methylation, histone modifications, and chromatin remodeling, play a critical role in
redefining cell identity.

The regulation of histone methylation plays a key role as a mechanism underlying the
epigenetic control of cellular reprogramming during somatic embryogenesis. Recent
studies have indicated that histone methyltransferase (HMT) inhibitors can effectively
guide this process. In particular, the BIX-01294 inhibitor has been shown to promote
embryogenesis in various plant species by reducing H3K9me?2 levels. This effect is
thought to occur through the inhibition of histone lysine methyltransferase (SUVH)
enzymes, which catalyze the secondary methylation of histone H3 at lysine 9 (H3K09).
Several families of histone lysine methyltransferases (HKMTs) have been identified
in plants, most of which exhibit structural and functional homology with the SET
domain-containing enzymes found in animals and yeast, suggesting that epigenetic
mechanisms are largely conserved across organisms and that similar molecular
pathways underlie cellular reprogramming in plants.

In this thesis, the potential effects of the diazepine-quinazoline-amine derivative BIX-
01294, identified as a reprogramming agent in multicellular systems (e.g., stem cells
and cancer cells), on epigenetic mechanisms that may trigger somatic embryogenesis
and support embryo development in plant cells, were investigated. Accordingly, the
aim was to induce somatic embryogenesis from immature zygotic embryos in culture
media containing different concentrations of BIX-01294 (0,01; 0,05; 0,5; 1 and 2,5
uM) and 2,4-D (5 uM). It was determined that the presence of the HKMT inhibitor at
different concentrations in the medium was sufficient to induce embryogenesis at 0.1
uM. By day 21, the number of SEs derived from immature zygotic embryos in the
presence of 2.5 uM BIX-01294 and 5 uM 2,4-D was found to be 35.41% and 31.25%,
respectively. Our findings showed that BIX-01294 increased SE formation by 1.13-
fold in immature zygotic embryos at the bent-cotyledon stage compared to 2,4-D.
Additionally, the number of somatic embryos per explant increased 3.95-fold under
2,5 uM BIX-01294 compared to 5 uM 2,4-D. Analysis of differentially expressed
genes (DEGs) revealed that on day 10, compared to the control, the transcripts of
histone lysine methyltransferases SUVH3 (AT1G73100, 2.49-
fold), SUVHS5 (AT2G35160, 2.36-fold), SUVR2 (AT5G43990, 2.34-fold),
and SUVRS5 (AT2G23740, 2.21-fold) were significantly upregulated in medium
containing 5 uM 2,4-D. In contrast, no significant changes in these transcripts were
detected in the group treated with 2,5 uM BIX-01294. Our results demonstrated that
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BIX-01294 and 2,4-D similarly activated key regulatory transcription factors involved
in SE, including LECI, AGLI15, FUS3, PHV, PHB, PLT, and AIL7. During SE
induction with 5 uM 2,4-D, auxin signaling genes (YUCCA, IAA, ARF) were actively
involved, whereas in 2.5 uM BIX-01294, the WRI1-mediated pathway emerged as the
most likely candidate mechanism in the induction of SE. These findings indicate that
BIX-01294 plays a significant regulatory role in cellular reprogramming.

The chemical reprogramming agent BIX-01294 has been used for the first time in the
model plant Arabidopsis thaliana in multicellular systems. The findings from this
thesis may serve as a tool to reveal the molecular and cellular mechanisms required
for reprogramming. A deeper understanding of the reprogramming pathways that
convert somatic cells into embryos will help us advance plant micropropagation and
green biotechnology applications.

Keywords: Arabidopsis  thaliana, BIX-01294, Reprogramming, Somatic
Embryogenes, RNA sequencing
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1. GIRIS

Cok hiicreli organizmalarda gelisim, tek bir dollenmis yumurtadan baglayarak,
senkronize hiicre boliinmesi ve farklilasma siirecleri araciligiyla gesitli ve fonksiyonel
olarak 6zellesmis hiicre tiplerinden olusan doku ve organlarin olusumunu saglar. Bu
farklilagma siireci genellikle geri doniigsilizdiir; hiicresel totipotensi, farklilasmanin
ilerlemesiyle kademeli olarak kaybolur. Bununla birlikte, baz1 farklilasmis bitki
hiicreleri, belirli uyarilara (6rnegin doku yaralanmasi veya ekzojen fitohormon
uygulamalari) yanit olarak, daha az farklilasmis bir duruma geri dénerek pluripotensi
veya totipotensi sergileyebilir. Bu siire¢ epigenetik ve transkripsiyonel yeniden

programlamayi icerir (Morinaka ve ark., 2022).

Memelilerde ve bitkilerde, kok hiicreler kendini yenileme kapasitesine sahip
farklilasmamis hiicrelerdir ve ayni zamanda spesifik islevlere sahip birden fazla
somatik hiicre tipine farklilasma potansiyeline sahiptir. Aksine, farklilasmis somatik
hiicreler, somatik hiicre yeniden programlamasi (SCR) adi verilen bir siirecte,
kendiliginden veya spesifik indiikleyici kosullar altinda totipotent veya pluripotent

durumlara yeniden programlanabilir (Ebrahimi ve ark., 2019).

Hayvan sistemlerinde hiicre yeniden programlanmas: (6rnegin indiikklenmis
pluripotent kok hiicreler, iPSC) ile bitkilerdeki somatik embriyogenez arasinda
islevsel ve molekiiler diizeyde dikkat ¢ekici benzerlikler mevcuttur ve her iki siire¢ de
epigenetik yeniden programlamayr temel alir ve hiicre kimliginin yeniden

tanimlanmasinda benzer mekanizmalari igerir.

Hayvanlarda, indiklenmis pluripotent kok hiicrelerin {iretimi, bircok Onemli
transkripsiyon faktoriiniin ifadesine baglidir. Hayvan hiicrelerine benzer sekilde,
bitkilerde kok hiicrelerin indiiksiyonu B-ARR sinifi, WUSCHEL (WUS) veya
WUSCHEL ile iligkili homeobox (WOX5) gibi birkag Onemli transkripsiyon
faktoriiniin indiiksiyonuna ve ifadesine baglidir. Bu nedenle, WUS veya WOX35 gibi
pluripotent genleri ifade eden bitkilerde indiiklenen kok hiicreler bitki iPSC'leri olarak
ifade edilebilir (Sang ve ark., 2018). Bu benzerlikler, ¢ok hiicreli yasamin epigenetik



kontrol mekanizmalarinin evrimsel olarak korunmus olabilecegini diisiindiirmektedir.
Histon modifikasyonlar1 da bu kontrol mekanizmalarinda baslica rol oynar (Xu ve ark.,
2020; Liu ve ark., 2023). Bu siiregte gorevli olan en 6nemli modifikasyon ise histon
metilasyonudur. Histon metilasyonu SET domain olarak bilinen ve evrimsel agidan
olduk¢a korunmus bir protein bolgesine sahip histon metiltransferazlar tarafindan
gerceklestirilir (Pontvianne ve ark., 2010). SET domainine sahip enzimler, genellikle
H3 iizerindeki belirli lizinin metillenmesiyle sessizlestirilmis kromatin bolgelerinin
siirdiiriilmesine katki saglar. Bu nedenle, farklilagsmis hiicrelerin kimligini korumada
onemli bir gorev lstlenirler. SET domaini i¢eren histon lizin metiltransferazlar
(HKMT) hem yapisal hem islevsel olarak hayvanlardaki homolog enzimlerle
iligkilidir. Bu baglamda literatiirde, bitkilerdeki SUVHS ve SUVHS6 ile hayvanlardaki
EHMT?2 (G9a) enzimlerinin incelendigi ¢calismalar yer almaktadir (Qin ve ark., 2010).

Bitkilerde somatik embriyogenez, somatik hiicrelerin uygun kiiltiir kosullar1 altinda
embriyo benzeri yapilara doniismesi siirecidir. Bu siire¢, cevresel uyaranlar ve
gelisimsel sinyallerle  tetiklenir ~ ve  bitkilerin gelisimsel  yeniden
programlanabilirliginin 6nemli bir 6rnegidir. Benzer sekilde, hayvanlarda da somatik
hiicreler, belirli transkripsiyon faktorlerinin anlatimi ile pluripotent bir duruma geri
dondiiriilebilir; bu siire¢ indiiklenmis pluripotent kok hiicrelerin olusumunu saglar.
Her iki durumda da hiicre kimligi, gen anlatiminin epigenetik diizeyde hassas bir

bicimde diizenlenmesiyle yeniden sekillenir.

Somatik embriyogenez, somatik hiicrenin daha sonra tiim bir bitkiye yol agabilen
totipotent bir hiicreye doniistiiriilebildigi tipik bir SCR 6rnegidir (Peng ve ark., 2023).
Bitki hiicrelerinde totipotensi, kromatindeki degisikliklerle kontrol edilebilir. /n vitro
somatik embriyogenez, hiicrelerin metabolik, genetik, epigenetik ve gelisimsel
yeniden programlanmasini igeren karmasik bir siirectir (Feher ve ark., 2015).
Epigenetik degisiklikler, hiicrelerin gen anlatim profillerinde degisikliklere sebep
olarak somatik embriyo gelisimine yol agan sinyal yolunun énemli bir parcasi olarak
gorev almaktadirlar (Sivanesan ve ark., 2022). Histon metilasyonu, transkripsiyonun
diizenlenmesinde ve heterokromatin olusumunda yer alan &nemli bir epigenetik
modifikasyondur. Cok sayida gelisim siirecinin diizenlenmesinde kilit rol oynar. Bu
karmasik epigenetik etiket, protein dizisinin farkli bolgelerinde, lizin veya arginin

rezidiilerinde meydana gelebilir ve farkli sayida metil grubunun eklenmesi ile olusur.



Histon metilasyon paternleri, histon lizin metiltransferaz (HKMT'ler) ve protein
arginin metiltransferazlar gibi metil gruplari ekleyen "yazicilar" ve histon demetilazlar
(HDM'ler) gibi metil grubunu ¢ikaran "siliciler" tarafindan diizenlenir (Liu ve ark.,
2023). Histon metiltransferazlar ii¢ sinifa ayrilmaktadir. Bunlar SET domaini igeren
lizin metiltransferazlar, SET domaini i¢cermeyen lizin metiltransferazlar ve arginin
metiltransferazlardir. Hepsi metilasyon i¢in metil vericisi olarak S-adenosilmetiyonin
(SAM) kullanir ve yan iiriin olarak S-adenosilhomosistein (SAH) olusur. Lizin metil
transferazlarin SE iizerindeki etkilerinin belirlenmesi icin kimyasal yeniden
programlama ajanlar1 kullanilmaktadir. Bu kimyasal yeniden programlama ajanlari
lizin metiltransferaz inhibitorleri grubuna dahildir ve en sik kullanilanlar1 kaetosin,
BIX-01294, 3-deazaneplanocin A, BIX-011338'dir (Bissinger ve ark., 2010; Ebrahimi
ve ark., 2021).

Bu tez calismasinda, model bitki tiirli olarak yaygin sekilde kullanilan Arabidopsis
thaliana ’nmin Col-0 ekotipinde, epigenetik yeniden programlama kapasitesine sahip bir
histon lizin metiltransferaz inhibit6rii olan BIX-01294'in farkli konsantrasyonlarda
uygulanmast yoluyla somatik embriyogenez (SE) siirecinin indiiklenmesi
hedeflenmistir. BIX-01294, 6zellikle H3K9 metilasyonunu inhibe ederek kromatin
acilmasi ve buna bagl olarak totipotens kazanimina yonelik genetik programlarin
aktive edilmesini saglayabilen bir epigenetik modiilator olarak 6ne ¢ikmaktadir. Bu
kapsamda, farkli konsantrasyonlarda BIX-01294 uygulamasina maruz birakilan
olgunlagsmamis zigotik embriyolarda yiiksek duyarlilikli transkriptomik analizler
gerceklestirilerek somatik embriyogenez siirecini tetikleyen gen anlatim degisimleri
kapsamli bicimde ortaya konulmustur. Elde edilecek bulgularin hem temel epigenetik
bilgi birikimine hem de uygulamali bitki biyoteknolojisi alanina 6nemli katkilar

sunmasi beklenmektedir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Arabidopsis thaliana

Ilk olarak 1577'de Kuzey Almanyamin Harz Daglari'nda hekim Johannes Thal
tarafindan tanimlanan A. thaliana, Linnaeus tarafindan 1753'te yayinlanan Tiir
Plantarum II adl1 eserde yer almistir. 1842°de ise Gustav Heynhol tarafindan bugiinkii
ismi Arabidopsis thaliana (L.) Heynh almistir (Kramer, 2015) (Sekil 2.1).

Arabidopsis thaliana (L.) Heynh. molekiiler ve gelisimsel biyolojiden ekoloji ve
evrimsel arastirmalara kadar bitki biyolojisinde bir model tiir olarak benimsenmistir.
Taksonomik olarak Brassicaceae ailesine ait olan Arabidopsis, kisa bir yasam
dongiisiine sahip tek yillik bir bitkidir ve ¢ogunlukla kendi kendine dollenme yoluyla
cogalir. Angiospermler arasinda kiiclik bir genoma (2n=10 kromozom) sahiptir ve
nispeten kii¢iik bir genom boyutu (~135 Mb) vardir, bu da onu bir genetik model
sistemi olarak elverisli hale getirir. Yasam dongiisii cevresel faktorlere bagli olarak 5-
8 hafta gibi bitkiler icin oldukga kisa sayilabilecek diizeydedir. Bunun yaninda yiiksek
sayida tohum iiretmesi ve kiiclik alanlarda da kolayca yetistirilebilmesi avantajlar
arasinda siralanabilir. Cok fazla sayida dogal ekotipi mevcuttur ve ekotipler arasinda

melezleme yapilmasi kolaydir (Long ve ark., 2013; Leventhal ve ark., 2025).
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Sekil 2. 1. Arabidopsis thaliana'nin yasam dongiisii (Kramer, 2015).
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2.2. Somatik Embriyogenez

In vitro bitki rejenerasyonu siklikla organogenez veya embriyogenez yoluyla elde
edilir. Somatik embriyogenez (SE), somatik hiicrelerin embriyo benzeri yapilar

olusturmak igin bir dizi gelisimsel degisiklige ugradig bir siirectir.

SE, ¢ogu bitkinin yasam dongiisiinde benzersiz bir siiregtir ve esas olarak ticari
uygulama i¢in kitlesel cogaltim ve iiriin iyilestirme i¢in bitki biyoteknolojisinde temel
bir ara¢ haline gelmistir. SE, geleneksel kitle ¢ogaltimima giiglii bir alternatiftir ve
geleneksel tarimsal yontemlerle iiriin iyilestirme i¢in yeni bir model sistemdir (Kumar

ve ark., 2017).

Bir¢ok cicekli bitkide, vejetatif somatik hiicreler uygun in vitro kosullar altinda SE ad1
verilen bir silirecte embriyonik hiicrelere doniistiiriilebilir. Genetik transformasyon,
somatik hibridizasyon, klonal ¢ogaltim ve sentetik tohum tiretimi dahil olmak {izere
bitki biyoteknolojisi ve bitki 1slahindaki uygulamalar i¢in giiclii bir ara¢ saglamanin
yan1 sira SE, bitki embriyosu bagslangici ve sonraki morfogenez sirasinda meydana
gelen hiicresel ve molekiiler mekanizmalar1 anlama potansiyeli sunar (Karami ve ark.,

2023).

Bitki totipotensisi arastirmalari, Schleiden (1838) ve Schwann'in (1839) hiicre
teorisine dayanmaktadir. Bu teoriye gore organizmalar, bagimsiz olarak biiyiiyebilen
ve boliinebilen bireysel hiicrelerden olusur. Bu teoriden yola ¢ikarak, Haberlandt
(1902) kiiltiirlenmis hiicrelerden yapay embriyolarin olusturulabilecegini dngorerek in
vitro bitki totipotensi arastirmalarinin temelini atmistir. /n vitro SE, deneysel olarak
ilk kez 1957 yilinda, Waris tarafindan Oenanthe aquatic (deniz rezenesi) bitkisi
izerinde yapilan calismalarla tanimlanmistir. Kisa bir siire sonra Steward ve ekibi ile
Reinert de Daucus carota (havug) lizerinde calisarak bu alandaki bulgularim

yaymlamislardir (Horstman ve ark., 2017).

Embriyogenez, bir embriyonun ya bir zigottan (zigotik embriyogenez, ZE) ya da
somatik hiicrelerden (somatik embriyogenez, SE) olusumunun basladig: siirectir. ZE,

gametlerin birlesmesinden sonra gergeklesir (Medez-Hernandez ve ark., 2019).

Somatik embriyogenezi ve diizenlenmesini kontrol eden mekanizmalar1 anlamak, bitki
biyolojisinde onemli bir konudur, SE yoluyla klonal

cogaltim, Coffea tiirleri, Pinus tiirleri, Theobroma cacao L. ve diger tiirler gibi
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tarimsal ilgi goren ¢esitli bitkiler i¢in yaygin olarak kullanilmaktadir. Ciinkii oldukca
hizli ve etkili bir sekilde seckin genotiplerin klonal ¢ogaltilmasini kolaylastirir. Ayrica,
SE bu tarimsal tiirlerin ve celtik, soya, misir, bugday gibi diger iiriinlerin genetik
transformasyon protokollerinde de yaygin olarak kullanilmaktadir. Transformasyonun
verimliligi embriyojenik ve rejenerasyon kapasitesiyle iligkili oldugundan, SE

stireclerinin anlasilmasi biiylik 6nem tasimaktadir (Salatin ve ark., 2021).

SE, cok cesitli bitki tiirlerinde elde edilebilir ve indiiksiyon siirecinin dogrudan veya
dolayli olarak iki yolu vardir. Kotiledonlar, yapraklar, yaprak saplari, kokler, stirgiin
uclar ve olgunlasmamis zigotik embriyolar dahil olmak iizere ¢esitli eksplant tipleri

somatik embriyolar1 indiiklemek i¢in kullanilabilir (Sekil 2.2) (Yuan ve ark., 2024).

Arabidopsis thaliana'da somatik embriyogenez, in vitro protoplastlardan, kok
eksplantlarindan, siirgiin apikal ucu ve ¢igek tomurcugu eksplantlarindan, geng
fidelerin silirgiin apeks eksplantlarindan veya olgun tohumlardan ¢imlenen
embriyolardan indiiklenebilir (Serna ve ark., 2023). Kadokura ve ark., 2018’de
yaptiklar ¢alismada Arabidopsis thaliana'da siliklerden toplanan ve eksplant kaynagi
olarak yaygin sekilde kullanilan zigotik embriyolarin disinda, geng fidelerin siirgiin
uclarinin  somatik embriyolar igin alternatif bir doku kaynagi oldugunu
bildirilmislerdir ve SE olusumunun indiiklenmesi i¢in siirgiin ucu eksplantlarini 6 saat

boyunca 0,7 M mannitol ile muamele etmislerdir (Kadokura ve ark., 2018).

Somatik Embriyogenez
Eksplantlar
Sﬁrgiir‘1 ucu

Direkt Somatik Embriyogenez

Tek hiicre

V"

Yaprak dokusu

Globular Kalp Kotiledon

Embriyogenik kallus

Olgunlagmamig Indirekt Somatik Embriyogenez
embriyo

Sekil 2. 2. Dikotil bitkilerde somatik embriyogenez (Yuan ve ark., 2024).

Somatik embriyogenez siirecinde zigotik embriyo gelisimi, monokotiledon bitkilerde
globular, gen¢ ve koleoptil sekilli; dikotiledon bitkilerde globular, kalp, torpedo ve
kotiledon sekilli; kozalakli agaclarda globular, erken ve geg kotiledon sekilli gibi farkl
gelisim agamalarini temsil etmektedir (Sekil 2. 2, Sekil 2. 3) (Kumar ve ark., 2017).
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TR ‘. 00’

1 hiicre 2-4 hiicre 8 hiicre Globular Kalp Torpedo Bent Olgun Yesil
Kotiledon

Sekil 2. 3. Arabidopsis embriyolarinin gelisim evreleri. (A) A. thaliana embriyolarinin
gelisim evreleri. Dikey o6lgek cubuklart = 50 pm. (B) Bu c¢alismada kullanilan
tohumlarin i¢indeki embriyolarin farkli kontrast goriintiileri. Soldan saga: kiiresel,
kalp, torpedo, biikiilmiis kotiledon ve olgun yesil evre. Olgek cubuklari = 100 um.
(Yoo ve ark., 2021).

Eksplant — e

hormonlar
Somatik hiicreler
l ARF, ARF19, PRC1
Farklilasmamuis hiicreler l
LEC1, LEC2
(endojen oksin seviyelerini artirir) Embriyogenik kallus
Kromatin yeniden diizenlenmesi l
Oksin sinyali
o Proembriyonik hiicre
CLFE, WUS ve SERK geninin Kiitlesi
ifadesini artirir
Totipotensinin
ifadesi
Direkt Embriyogenez 1 Indirekt Embriyogenez

Somatik embriyolar

Sekil 2. 4. Somatik embriyogenezin iki farkli yolu (Kumar ve ark., 2017 referans
alinarak diizenlenmistir).

Somatik  embriyogenez  siireci, farklilasmig  hiicrelerde  dogrudan veya
kallus/proembriyojenik hiicre kiitlesi araciligiyla dolayli olarak indiiklenebilir.
Endojen (i¢sel) veya ekzojen (dissal) sinyaller (stres veya bitki biiylime diizenleyicileri

ya da bunlarin kombinasyonlar1), yeterli hiicrelerde dediferansiasyona yol agarak



dogrudan somatik embriyogenezi ve kallus dokusu farklilasmasini tetikleyebilir (Sekil
2. 4). Genetik diizeyde, somatik hiicre dediferansiasyonu ve embriyojenik yolun
aktivasyonu, transkripsiyonel aktivitede degisiklikler, baz1 spesifik genlerin
anlatiminin kapatilmasi ve baslica embriyo kimlik genleri olmak iizere diger birkag

genin aktive edilmesi anlamina gelen karmasik bir stirectir (Serna ve ark., 2023).

SE indiiksiyonu i¢in gerekli olan stres bilesenleri farkli bigimler alabilir. Kiiltiir
ortaminda yiiksek seviyede bitki biiylime diizenleyicileri en yaygin kullanilanidir,
ancak aymi zamanda yaralama, asir1 pH, ozmotik veya 1s1 soku veya farkhi

kimyasallarla uygulamalar da olabilir (Salaiin ve ark., 2021).

Arabidopsis'te somatik embriyogenezde elde edilen ilerleme, SE'yi kontrol eden
karmagik diizenleyici aglarin altinda yatan molekiiler mekanizmalarda yer alan bazi
genlerin karakterizasyonuna izin vermistir. Tek basina veya diger bitki biiyiime
diizenleyicileriyle veya stresle kombinasyon halinde ekzojen oksinler, SE'yi ve farkli

genlerin anlatimini indiiklemektedir (Sekil 2. 4).

2.3. Somatik Embriyogenezin Molekiiler Mekanizmasi

Somatik embriyogenez siireci; epigenetik diizenleme, transkripsiyon faktorleri ve
hormon sinyal yollar1 tarafindan diizenlenir. DNA metilasyonu ve histon
modifikasyonlarini igceren epigenetik diizenleme, transkripsiyon faktorlerinin gen
promotdr bdlgelerine erisimini baskilayarak somatik embriyogenezde yer alan
genlerin ifadesini engeller. Bir¢ok transkripsiyon faktorii (4813, LECI, LEC2, BBM)
bu diizenleyici agda yer alir ve ayn1 zamanda birbirlerini diizenler ve asag1 akis oksin
ve sitokinin sinyal yollarmni aktive eder. Ek olarak, miR-160 ve miR-165/-166 gibi
cesitli kodlama yapmayan RNA’lar da somatik embriyogenezin diizenlenmesinde rol

oynar. (Sekil 2.5) (Long ve ark., 2022).



Epigenetik DNA Metilasyonu Histon Modifikasyonu
Diizenlemeler MET1, CMT3, DRM PRCIL, PRC2, PKL, HDAC' lar, HAT’ lar

Transkripsiyon
Faktorleri

Hormon
Sinyali

Sekil 2. 5. Somatik embriyogenezin molekiiler mekanizmalar1 (Long ve ark., 2022
referans alinarak diizenlenmistir).

2.3.1. Hormonal Kontrol

Bitki hormonlari, 6zellikle oksinler ve sitokininler, somatik embriyogenez siirecinde
kilit faktorlerdir. Bu nedenle, hormon sinyal yolaklariyla iligkili genlerin bu siirecte

onemli bir rol oynamas1 muhtemeldir (Sekil 2. 5) (Long ve ark., 2022).

Embriyojenik gelisim siirecini baslatan ¢esitli dis uyaranlar arasinda, hiicre dongiistinii
diizenlemeleri ve hiicre boliinmelerini tetiklemeleri nedeniyle in vitro ortamlarda
kullanilan oksinler ve sitokininler gibi bitki biiylime diizenleyicileri en sik dikkate
alinanlardir. Endojen fitohormonlarin diizeyi, eksplantlarin embriyonik potansiyelini

etkileyen 6nemli faktorlerden biri olarak kabul edilir (Karami ve ark., 2009).

Arabidopsis'te TF kaynakli somatik embriyo olusumunu kontrol eden yollar
belirlemek amaciyla son on yilda ¢ok sayida kromatin immiinopresipitasyonu ve gen
anlatimi1 c¢alismasi gergeklestirilmistir. Bu calismalar, SE kaynakli TF'lerin ortak
yolaklari, ozellikle oksin yolunu diizenledigini ve bu farkli TF'ler arasinda
transkripsiyonel ¢apraz iletisim (cross-talk) oldugunu géstermistir (Horstman ve ark.,

2017).



Oksin, embriyo gelisimi sirasinda apikal, bazal eksen ve asimetri olusumunu diizenler.
Ayn1 zamanda embriyogenez sirasinda doku olusumunun ve ¢ogalmasinin sinyalini
vermede de kritik bir rol oynar (Khan ve ark., 2023). Son SE protokollerinin %65°1,
SE indiiksiyonu i¢in dogal oksin, indol-3-asetik asitin (IAA) sentetik bir analogu olan
2,4-diklorofenoksiasetik asit (2,4-D) herbisitini kullanmaktadir (Wéjcikowska ve ark.,
2020). SE, IAA, diger sentetik oksinler veya stres tarafindan indiiklenebilse de bircok
durumda 2,4-D en etkilidir ve bu nedenle bir¢ok bitki tiiriinde SE i¢in yaygin olarak
kullanilir (Karami ve ark., 2023).

Somatik embriyolar, diisiik oksinli bir ortamda in vitro yetistirilen bitki dokularindan
(6rnegin olgunlasmamis zigotik embriyolar) dogrudan indiiklenebilir. Alternatif
olarak, dolayli somatik embriyogenez (SE) genellikle kallus olusumu araciligiyla
gerceklesir. Kallus olusumu genellikle yiiksek oksin iceren ortamlarda baslatilir ve bu
kallustan koken alan dolayli SE, daha sonra diisiik oksin diizeyine sahip bir ortama

gecilmesiyle indiiklenebilir (Salaiin ve ark., 2021).

Oksinler arasinda, bazi oksinlerin SE indiiksiyonuyla iligkili oldugu bildirilmistir. 2,4-
SE indiiksiyonunda yaygin olarak kullanilir, hiicre dediferansiasyonunda ve SE
olusumunda 6nemli bir rol oynamaktadir. Genel olarak, 2,4-D'nin embriyonik
hiicreden somatik embriyoya doniisiimiine aracilik ettigini diisiiniilmektedir (Asghar
ve ark., 2023; Oliveira ve ark., 2023). Direkt SE siirecinde somatik embriyo olusumu,
biikiilmiis kotiledon asamasindaki olgunlasmamis embriyolarin sentetik oksin 2,4-
diklorofenoksiasetik asit (2,4-D) ile desteklenmis bir ortamda kiiltiire alinmasiyla
indiiklenir. Eksplantlarin daha sonra oksinsiz bir ortamda alt kiiltiire alinmasi,

embriyonun daha fazla gelismesini tesvik eder (Chen ve ark., 2024).

Arabidopsis’te, Domains Rearranged Methyltransferase 1/2 (DRM1-2) genleri, RNA-
yonelimli DNA metilasyonu (RdADM) yoluyla de novo metilasyon i¢in gereklidir. Buna
karsilik, Methyltransferase 1 (METI) ve Chromomethylasel-3 (CMTI-3) genleri,
DNA replikasyonu sirasinda metilasyon deseninin korunmasini saglar. Zigotik
embriyo olusumunun erken asamalarinda benzer sekilde, Arabidopsis'te
METI ve CMT3, DRM1 ve DRM?2'den 6nemli 6l¢iide daha yiiksek bir ifade seviyesine
sahiptir. Cesitli ¢alismalar, oksin (2,4-D) uygulmasinin (de)metilazlar1 kodlayan
genleri farkli sekilde diizenleyebilecegini ve buna bagli olarak, bir oksin ortaminin D.

carota ve Arabidopsis'in embriyojenik kiiltiirlerinde DRM'ler ve CMT3 metilazlarinin
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anlatimini artirip, Repressor of silencingl (ROS1), Demeter (DME) ve Demeter-like
protein2 (DML2) demetilazlarinin anlatimini azalttigini gostermistir (Wojcikowska ve

ark., 2020; Grzybkowska ve ark., 2018).

Sitokininlere yanit, sitokinin yanit elemanina baglanan ve sitokinin yanit genlerinin,
sitokinin sinyallemesinin negatif geri besleme diizenleyicileri olan tip-A ARR'leri de
dahil olmak iizere, anlatimini aktive eden tip-B Arabidopsis response regulators
(ARR'ler) araciligiyla saglanir (Liu ve ark., 2020). Sitokinin sinyali zardan nukleusa
iletilir ve burada tip B ARR'ler daha sonra tip A ARR'ler olarak bilinen ikinci bir ARR
sinifinin transkripsiyonunu baslatir. Tip A ARR'ler, baslangi¢ sinyal iletim yolunun
negatif dilizenleyicileri olarak gorev yapar ve ayrica asagl akis tepkilerini de

diizenleyebilir (Argyros ve ark., 2008).

2020’de yapilan bir calismada, tip B ARR olan ARR1'in, in vitro kiiltiir sirasinda
stirgiin rejenerasyonunun temel bir inhibitérii oldugu, ARRI2'ye bagimli bir
sekilde WUS ve CLV3 anlatimini diizenledigi ve dogrudan IAA17' yi aktive ederek

siirglin rejenerasyonunu engelledigi gosterilmistir (Liu ve ark., 2020).

2.3.2. Transkripsiyonel Kontrol

Bircok transkripsiyon faktorii, somatik embriyogenez siirecinin temel diizenleyicileri
olarak tanimlanmistir (Sekil 2.5) (Long ve ark., 2022). Transkripsiyon faktorleri
(TF'ler), gen transkripsiyonunun diizenlenmesinde rol alan diizenleyici proteinlerdir.
TF'ler, spesifik DNA diizenleyici dizilerine baglanan DNA baglayic1 domainlere
sahiptir ve baglanma bolgelerine bagli olarak DNA promotdr dizilerine
baglandiklarinda transkripsiyon baslangicin1 kolaylastirabilirler veya giiclendirici
(enhancer) dizilere baglandiklarinda gen transkripsiyonunu aktive edebilir veya

baskilayabilirler (Yuan ve ark., 2024).

TF'ler bitki embriyogenezisi sirasinda onemli roller oynarlar. Hiicre kaderinin
belirlenmesi, apikal-bazal desen olusumu, embriyonik siirgiin ve kok olusumu gibi
stireglerde farkli TF ailelerinin c¢esitli {iyelerinin gerekli oldugu gosterilmistir.
APETALA2/Etilen-Tepki Faktorii (AP2/ERF) ailesinden BABY BOOM (BBM),
homeobox ailesinden WUSCHEL ve WUSCHEL ile iliskili homeobox (W0OX), B3
ailesinden LEAFY COTYLEDON 2 (LEC2) gibi TF'ler bitki embriyogenezisi

sirasinda 6nemli roller iistlenen ana diizenleyicilerden bazilaridir (Yuan ve ark., 2024).
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Arabidopsis'te bazi embriyonik kimlik transkripsiyon faktorii genlerinin ektopik asiri
ifadesi, ekzojen biiylime diizenleyicileri olmadan SE'lerin olusumunu indiikleyebilir.
Transkripsiyon faktorleri ii¢ alt gruba aittir: (1) CCAAT baglayici faktorlerin HAP3
ailesi Leafy cotyledon 1 (LECI) ve LEC1-LIKE (L1L); (2) Abscisic acid intensitive 3
dahil olmak {izere bitkiye 6zgii B3 domain proteinlerinin bir alt grubu; ve (3) Leafy
cotyledon 2 (LEC2). LECI/LIL, ABI3, FUS3 ve LEC2' nin hepsi “LAFL” olarak
adlandirilir. LAFL genleri embriyogenez boyunca baslica diizenleyiciler olarak ifade
edilir ve embriyonik kimlik i¢in  gereklidir (Su ve ark., 2020).
WUS, LECI , LEC2 veya BBM gibi bu genlerden bazilarinin normal gelisim sirasinda
meristem/embriyo kimliginden sorumlu oldugu bildirilmistir ve bunlarin ektopik
ifadesi dogrudan somatik hiicreleri yeniden programlayabilir ve ekzojen uyaranlarin

yoklugunda SE'yi indiikleyebilir (Ibanez ve ark., 2020).

Lotan ve ark., 1998°de yaptiklar1 ¢alismada Arabidopsis LECI geninin kotiledon
kimliginin belirlenmesi ve embriyo olgunlasmasimin tamamlanmasi i¢in gerekli
oldugunu ve LECI'in hem embriyo morfogenezi hem de hiicresel farklilasma igin
gerekli genlerin transkripsiyonunu aktive eden Onemli bir embriyo gelisimi

diizenleyicisi oldugunu bildirmislerdir (Lotan ve ark., 1998).

Tablo 2. 1. Bitki rejenerasyonunda rol oynayan bazi temel diizenleyici faktorler
(transkripsiyon faktorleri, epigenetik diizenleyiciler ve oksin homeostazinda rol
oynayan digerleri) (Ibanez ve ark., 2020).

Gen Kisaltmasi Bitki Rejenerasyonundaki Fonksiyonu Molekiiler
Fonksiyonu

ABA ABI3 BBM aracili somatik Dof tipi

INSENSITIVE 3 embriyogenezisi nicel olarak diizenler. transkripsiyon
faktori

Pozitif bir diizenleyici olarak islev goriir

AGAMOUS LIKE AGLIS5 Oksin biyosentezini aktive eder, totipotens MADS domain
15 kazancina ve SE baglatilmasina yol agar transkripsiyon
faktori
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Tablo 2.2. Bitki rejenerasyonunda rol oynayan bazi temel diizenleyici faktorler
(transkripsiyon faktorleri, epigenetik diizenleyiciler ve oksin homeostazinda rol
oynayan digerleri) (Ibanez ve ark., 2020) (devamu).

FUSCA 3 FUS3 Embriyo gelisiminde rol oynar. B3 domaini
iceren
Basarili SE i¢in 6nemlidir. transkripsiyon
faktorii
POLYCOMB PRC2 Lys27'nin histon H3'te di- ve tri- Histon lizin
REPRESSIVE metilasyonu. metiltransferaz
COMPLEX 2
PRC2 aktivitesi hormon aracili SE'yi
engeller.
BABY BOOM BBM, PLT4, Ektopik anlatimi aym1 zamanda somatik AP2/ERF
AILS hiicreleri dogrudan yeniden transkripsiyon

programlayabilir ve ekzojen uyaranlarin faktori
yoklugunda SE'yi indiikleyebilir

LEAFY LECI, LEC2 Ektopik ifadesi ayn1 zamanda somatik B3 domaini
COTYLEDON |, hiicreleri dogrudan yeniden igeren

LEAFY programlayabilir ve ekzojen uyaranlarin transkripsiyon
COTYLEDON 2 yoklugunda SE'yi indiikleyebilir. faktori

2.3.3. Epigenetik Kontrol

"Epigenetik" terimi, DNA dizi varyasyonundan bagimsiz olarak gen anlatimindaki
genetik degisiklikleri ifade eder. Epigenetik mekanizmalar, gen anlatimimi kontrol
eden son derece dinamik eylemlerdir. Epigenetik diizenlemeler, anlatiminin ve
hiicresel farklilasmanin kontroliinde merkezi bir rol oynar ve bu mekanizmalar hem
bitkilerde hem de hayvanlarda bir¢cok temel siiregte korunmustur. Gen anlatimini
diizenleyen temel epigenetik mekanizmalar arasinda histon modifikasyonlari, DNA
metilasyonu, kiiciik RNA’lar ve kromatin yeniden modellenmesi yer alir ve bu
mekanizmalar hiicrelerin farklilasma potansiyelini belirler ve yeniden programlanma
kapasitesini etkiler (Liu ve ark., 2023; Seffer ve ark., 2013). Epigenetik diizenlemeler,
embriyo gelisimi ve somatik hiicre yeniden programlamasinin yonetiminde merkezi
bir rol oynar (Chen ve ark.,, 2022). Bu mekanizmalar son yillarda somatik
embriyogenez sirasinda kritik faktorler olarak onem kazanmistir (Kumar ve ark.,
2017). Epigenetik gen susturulmasi, hem bitkilerde hem de memelilerde baskilama
gibi gelisimsel olgularda ve hiicre farklilasmasi ve yeniden programlamasinda da
onemlidir (Feng ve ark., 2011). Epigenetik regiilasyon, embriyoya 6zgii genlerin
ifadesini baskilayarak, somatik hiicre kimliginin korunmasinda anahtar bir rol

oynamaktadir (Long ve ark., 2022).
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Gen anlatimi ¢esitli hiicresel siirecler i¢in kritik 6neme sahiptir ve yalnizca DNA dizisi
ve transkripsiyon faktorleri tarafindan degil ayni zamanda epigenetik diizenleme
tarafindan da kontrol edilir. Bu epigenetik diizenleme, DNA metilasyonu, kromatin
yeniden sekillendirme, histon varyantlar1 ve histonlarin translasyon sonrasi
modifikasyonlart (PTM'ler) dahil olmak {izere cesitli sekillerde degistirilebilen
kromatinin durumuna baglidir. Histonlarin PTM'lerinde dogrudan yer alan proteinler
tic kategoriye ayrilir: Bunlar degisiklikleri olusturan enzimler ("yazicilar"),
degisiklikleri taniyan proteinler ("okuyucular") ve degisiklikleri kaldiran enzimler
("siliciler") dir (Sekil 2.6). Histonlarin PTM'leri metilasyon, asetilasyon, fosforilasyon,
sumolasyon, ubikitinasyon ve glikozilasyon igerir, ancak bunlarla sinirli degildir
(Kaniskan ve ark., 2018). Bu histon modifikasyonlar1 kromatin yapisini etkiler ve
ayrica kromatin yeniden modelleyicileri, histon saperonlari, DNA/histon degistiren
enzimler ve genel transkripsiyon faktorleri gibi gesitli transkripsiyon faktorleri i¢in
baglanma platformlari saglar. Bu nedenle, histon modifikasyonlar1 gen anlatimi, DNA
replikasyonu ve onarimi, kromatin sikismasi ve hiicre dongiisii kontrolii dahil olmak

tizere birgok hiicresel olayda 6dnemli rollere sahiptir (Hyun ve ark., 2017).
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Epigenetik Araglar
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Sekil 2. 6. Epigenetik araclar. DNMT'ler: DNA metiltransferazlari, HKMT'ler: Histon
lizin metiltransferazlarl, PRMT'ler: Protein arjinin metiltransferazlari, HAT'lar: Histon
asetiltransferazlari, MBD'ler: Metil-CpG baglayict alanlar, PHD: Bitki homeo alani,
HKDM'ler: Histon lizin demetilazlari, HDAC'ler: Histon deasetilazlar1 (Biswas ve
ark., 2018 referans alinarak diizenlenmistir).

Gen anlatimmin oksin aracili diizenlenmesi ayrica oksinin DNA ve histonlarin
epigenetik modifikasyonlar1 ile etkilesimini igerir, bu siire¢ler hayvanlarda ve
bitkilerde gelisim siire¢lerinin kontroliinde énemli bir rol oynar. DNA metilasyonu,
gen anlatimini kontrol eden en yogun sekilde incelenen epigenetik mekanizmadir

(Wojcikowska ve ark., 2020).

Bitkilerdeki DNA metilasyonu, bazilar1 hayvanlarda benzerleri bulunmayan genis bir
spesifik DNA metiltransferaz enzimi seti tarafindan gergeklestirilir. Bitkilere 6zgii bir

enzim olan CMT3, simetrik CHG bdélgelerinin metilasyonunu korur ve muhtemelen
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asimetrik CHH bdlgelerinin metilasyonuna da katkida bulunur. MET1'in aksine,
CMT3'in hemi-metillenmis bolgeler i¢in spesifik bir tercihi yoktur. CMT3,
kromodomaini aracilifiyla, histon H3 molekiillerinin dokuzuncu lizin rezidiisiinde
metillenmis oldugu niikleozomlar1 tanir (H3K9mel, H3K9me2 ve H3K9me3). Buna
karsilik, H3K9'a 6zgli metiltransferazlar olan KRYPTONITE (KYP)- diger adiyla
SU(VAR)3-9 HOMOLOG 4 (SUVH4), SUVHS5 ve SUVH6- SRA domainleri
araciligiyla, CHG ve CHH bolgelerine spesifik bir tercih gdstererek her tlirden
metillenmis DNA bolgelerini tanir (Ashapkin ve ark., 2019).

2.3.4. Kromatin Yeniden Diizenlenmesi

Kromatin yeniden sekillenmesi, kromatinin yeniden diizenlenmesidir ve
transkripsiyon faktorlerinin veya diger DNA baglayici proteinlerin DNA'ya erismesine

ve gen anlatimini kontrol etmesine olanak tanir. (Kumar ve ark., 2017).

Hormonlarla birlikte epigenetik isaretler, SE indiiksiyonu ve ilerlemesi sirasinda
onemli bir rol oynar. Kromatin degistirici faktorler, kromatinin konformasyonel
durumlarinm1 ve transkripsiyonel mekanizmaya erisilebilirligini diizenler. Epigenetik
modifikasyonlar, 6zellikle DNA metilasyonu ve histon metilasyonu ve asetilasyonu,
hem hayvanlarda hem de bitkilerde hiicre ¢cogalmasi ve farklilagsmasi sirasinda gen
anlatimin1  diizenleyen kromatinin islevsel durumuna katkida bulunan temel
faktorlerdir (Ibanez ve ark., 2020). Bir histon metiltransferaz enzimi olan Polycomb
baskilayict kompleks 2 (PRC2) aracili histon metilasyonu, histon deasetilasyonu ve
PICKLE (PKL) ile iliskili kromatin yeniden diizenlenmesi de bu epigenetik
modifikasyonlara dahildir. Embriyonik kimlik genlerinin gerekli oldugu ve endojen
oksinin SE'lerin indiiksiyonu sirasinda hiicre yeniden programlamasinda merkezi bir

rol oynadigi aciktir (Thang ve ark., 2020).

SE calismalarinda, hiicrelerin totipotensinin agik bir kromatin konformasyonu ile
iliskili oldugu bulunmustur. Ozellikle, bir dizi tiirde hiicre yeniden programlamasinin
ve embriyogenez baglangicinin ilk asamalarmmin genellikle yaygin DNA
hipometilasyonunu, histon H3K9 demetilasyonunu ve histon H3 ve H4 asetilasyonunu

icerdigi bulunmustur.

Bu epigenetik isaretlerden sorumlu enzimatik aktiviteleri inhibe eden bilesikler, SE'yi

tesvik etmek i¢in yaygin epigenetik degisiklikleri manipiile etmek amaciyla cesitli in
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vitro embriyogenez sistemlerinde kullanilmistir. SE indiiksiyonunu tesvik ettigi
gosterilen bazi epigenetik modiilatorler; DNA metiltransferaz inhibitorlerinden
azasitidin ve zeburalin; H3K9'a 6zgii histon metiltransferaz inhibitorii BIX-01294 ve
histon deasetilaz inhibitorleri trikostatin A veya suberoilanilid hidroksamik asittir.

(Ibanez ve ark., 2020).

Son zamanlarda, Arabidopsis'te, H3K27me3'in yaklasik 9006 genin anlatimin
diizenledigi ve H3K9me2'nin dediferansiyasyon kosullarinda gen anlatiminda aktif
olarak yer aldigi belirlenmistir (Kumar ve ark., 2017). Grafi ve ark., yaptiklar
calismada (2007) kromatin yeniden diizenlenmesinin hiicresel dedifferansiyasyon ve
proliferasyon acisindan Onemini degerlendirmek icin, kallus olusturan ortam
tarafindan tetiklendiginde kallus olusturma kabiliyetleri acisindan kromatin
diizenleyen genlerdeki Arabidopsis mutantlarmi taramistir. Incelenen birka¢ mutant
arasinda, yalnizca histon H3 lizin 9 metiltransferazi kodlayan KYP/SUVH4 geninde
mutasyon tastyan kyp-2'nin kallus olusumunda bozukluk oldugu goriilmiistiir. Daha
ileri analizler ile KYP/SUVH4’iin dedifferansiyasyon sirasinda telomerazdan
bagimsiz telomer uzamasinda ve hiicre dongiisii ilerlemesinde rol oynayan belirli

genlerin transkripsiyonunda rol oynadigi gosterilmistir (Grafi ve ark., 2007).

Arabidopsis'te, SE indiiksiyonunun DNA metilasyonu araciligiyla H3K9me2 veya
H3K27me3 gibi epigenetik baskilayic1 isaretlerin kaldirilmasmna ve histon
asetilasyonunun artmasina yol agarak, LECI, LEC2, BBM veya AGLI5 gibi spesifik
transkripsiyon faktorlerinin ifadesine izin verdigi ve bu faktorlerin oksin biyosentezini
ve sinyallemesini aktive ederek totipotensi kazanimina ve SE baglatilmasina yol agtig1

One siiriilmiistiir (Ibanez ve ark., 2020).

Bu bulgular, epigenetik yeniden programlamanin SE indiiksiyonundaki kritik roliinii
ortaya koymaktadir. Dahasi, bu ¢aligmalar, epigenetik modiilatorlerin kullanimiyla in
vitro embriyogenezin verimliligini artirmak i¢in yeni olanaklar sunmakta ve bu da
SE'nin ¢ogalma, 1slah ve koruma programlarinda uygulanmasini genisletebilmektedir

(Ibanez ve ark., 2020).

2.4. Histon Modifikasyonlar:

Kromatin, dkaryotik hiicrelerde DNA ve proteinlerin bir araya gelmesiyle olusan,

ylksek derecede diizenli bir yapidir. DNA, diizenli araliklarla dizilmis niikleozomlara
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paketlenir ve her bir niikleozom, bir ¢ekirdek histon oktamerinin etrafina sarilmis
yaklasik 147 b¢ DNA tarafindan olusturulur (Vazquez ve ark., 2022). Okaryotlarda
niikleozom, DNA ve H2A, H2B, H3 ve H4'iin iki kopyasin1 igeren bir ¢ekirdek histon
oktamerinden olusan kromatinin ana yapisal elemanidir ve histon H1, niikleozom ile

DNA arasinda bir baglant1 goérevi goriir (Huang ve ark., 2021).

DNA'nin nukleus i¢indeki organizasyonu, kromatin erisilebilirligi ve transkripsiyonun
diizenlenmesinde ¢ok 6nemli bir rol oynamaktadir. Bu organizasyon biiylik Ol¢iide,
DNA ile etkilesime girerek kompakt niikleozom yapilarini olusturan histon proteinleri
araciligiyla saglanir. Bu niikleozomlar, yalnizca DNA'y1 yapilandirmakla kalmaz, ayni
zamanda histonlar tizerindeki ¢esitli posttranslasyonel modifikasyonlar araciligyla, ki
bu modifikasyonlar topluca histon kodunu olusturur, kromatin dinamiklerini de

modiile eder (Le ve ark., 2025).

Histon PTM'leri metilasyon, asetilasyon, fosforilasyon, ubikitinasyon ve sumilasyon
gibi reaksiyonlari icerir. Bu reaksiyonlar, spesifik genomik bolgelere getirilen histon
degistirici enzimler tarafindan katalize edilir. Aktif genlerin kromatin profili tercihen
yilksek oranda asetillenmis histonlarla iligkilendirilirken, inaktif genler
hipoasetillenmis histonlarla iliskilendirilir. Genel varsayim, lizin ve arginin
rezidiilerinin asetilasyonunun DNA-histon etkilesimlerini azalttigi ve kromatin
yapisini gevsettigi ve bunun sonucunda transkripsiyonel mekanizmanin DNA'ya

erisilebilirligin arttig1 seklindedir (Vazquez ve ark., 2022).

Histon asetiltransferaz, histon metiltransferaz ve histon fosfotransferaz, hepsi
translasyon sonras1 modifikasyonlar iiretebilir; bunlardan histon lizin metilasyonu en
cok karakterize edilen translasyon sonrasi modifikasyonlardan biridir (Cao ve ark.,
2022). Ornegin, asetilasyon genellikle gen aktivasyonunu kolaylastiran dkromatin
olarak bilinen daha agik bir kromatin konfiglirasyonuyla sonuglanir. Buna karsilik,
belirli metilasyon kaliplari, transkripsiyonu engelleyen heterokromatin olarak

adlandirilan daha kompakt bir yap1 olusturabilir (Tresas ve ark., 2025).

Metilasyon, histonlardaki hem lizin hem de arginin amino asitlerinde meydana gelir
ve hem aktif hem de inaktif kromatinleri isaretlemek icin kullanilir. Histonlardaki
Lys(K) kalintilarinin metilasyonunu katalize eden bir grup protein, ortak SET alanlari
aracilifiyla birbirleriyle iligkilidir. Yaklasik 130 amino asit uzunlugundaki SET alani,
ilk olarak Drosophila'daki kromatinle iliskili Su (var)3-9, E(Z) ve Trithorax (TRX)
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proteinlerinde tanimlanmistir. Karakteristik bir psddodiigiim benzeri yapiya sahiptir
ve histon lizin metiltransferazin katalitik kismin1 olusturur. Bu HKMT!'ler,
psododiigiimiin bir tarafina bagli olan metil vericisi S-adenosil metiyonin’den (SAM)
bir metil grubunu lizin rezidiilerinin E-amino grubuna aktarir. Metilasyon,
histonlardaki farkli Lys(K) rezidiilerinde meydana gelebilir: Histon H3'te K4, K9,
K27, K36 ve K79; H413'te K20, K59 ve H1B'de K26 (Satish ve ark.,2017).
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Sekil 2. 7. Histon modifikasyon diizenlemesinin genel goriiniimi. A. Histon
metilasyonu belirli genomik lokuslardaki "yazicilar" (histon metiltransferazlar) ve
"siliciler" (histon demetilazlar) arasindaki denge tarafindan diizenlenen dinamik
stireclerdir. B. Histon H3 ve H4 iizerindeki ana metilasyon bolgeleri, ilgili
metiltransferazlar (yukarida) ve demetilazlar (asagida) gosterilmistir (Tao ve ark.,
2024).

Arabidopsis'teki histon metilasyonu, sirastyla metilasyon isaretleri ekleyen ve kaldiran
cok sayida histon metiltransferaz ve demetilaz tarafindan dinamik olarak diizenlenir
(Sekil 2. 7). Genel olarak, histon metiltransferazlar Su(var) 3e9, Enhancer-of-zeste ve
Trithorax (SET) domain igeren protein ailelerine aittir, histon demetilazlar ise lizin-
spesifik demetilazlar (LSD) veya JmjC histon demetilazlar olarak siiflandirilabilir
(Hu ve ark., 2022). Histon H3'liin N-terminal kuyruklarindaki birka¢ lizin rezidiisii
metillenebilir ve her bir lizin rezidiisiine eklenen metil gruplarimin konumuna ve
sayisina bagli olarak gen anlatimini pozitif veya negatif etkileyebilir. Histon H3'lin

lizin 4'teki (H3K4me3) trimetilasyonu tipik olarak aktif gen anlatim ile iliskilidir,
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buna karsilik lizin 27'deki (H3K27me3) trimetilasyon gen baskilamasi ile baglantilidir.
Histon H3"in lizin 36'sinda trimetilasyon (H3K36me3) transkripsiyonel aktivasyon ile
iliskilidir ve histon H3"in lizin 36'sinda trimetilasyon (H3K36me3) transkripsiyonel
aktivasyon ile iliskilidir (Ikeuchi ve ark., 2015; Liu ve ark., 2023).

2.5. Histon Lizin Metil Transferazlar

Histon lizin metiltransferazlar (KMT), histonlar iizerindeki lizin rezidiilerine metil
gruplarinin (-CH3) eklenmesini katalize eden enzim grubudur. KMT, metil grubunu
bir metil vericisinden genellikle bir koenzim S-adenosil-metiyonin (SAM) histonlar
tizerinde bulunan bir lizin rezidiisiine aktarir. SAM, fosfat ve pirofosfat {ireten bir
islem olan metiyonin ve ATP ile birlestirilir. Metil grubunun transferinden sonra SAM,

S-adenosil-homosisteine (SHA) doniistiiriiliir. (Sekil 2. 8).
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Sekil 2. 8. Lizin metiltransferaz katalizinin genel mekanizmasi (DeCarlo ve ark.,
2012).

PKMT'ler tarafindan katalize edilen lizin metilasyonu, gen anlatimi ve
transkripsiyonunun diizenlenmesinde énemli bir mekanizma olarak kabul edilmistir.
Histon lizin metilasyonu, metilasyonun meydana geldigi yere ve metilasyon durumuna
(0rnegin, mono-, di- veya trimetilasyon) bagli olarak transkripsiyon aktivasyonuna

veya baskilanmasina yol agabilir (Kaniskan ve ark., 2014).

2.6. Lizin Metiltransferaz inhibitorleri

KMT inhibitérleri, KMT enzimlerini hedef alan bir bilesik siifidir. Bu inhibitérler,

KMT'nin aktivitesini ve dolayisiyla histonlar iizerindeki epigenetik modifikasyonlar1
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modiile etmek amaciyla gelistirilmistir. Bunun, gen anlatimi, gelisim, hiicre
farklilagsmasi ve hastalik dahil olmak tizere ilgili hiicresel siireglerin diizenlenmesi
tizerinde etkileri olabilecegi diisiinlilmektedir. Bu inhibitorler dogal iiriin bazl

inhibitorler ve kinazolin bazli inhibitorler olarak iki gruba ayrilmaktadir (Sekil 2.9).

Kaetosin (Ch), Chaetomium tiirli mantarlarin metabolitlerinden elde edilen yeni bir
dogal iiriindiir ve yapist ilk kez 1970 yilinda Hauser ve arkadaslari tarafindan

aciklanmistir.
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Sekil 2. 9. Dogal iiriin bazl1 inhibitorler (DeCarlo ve ark.,2012).

Ebrahimi ve ark., tarafindan 2021°de gerceklestirilen calismada Nicotina tabacum
bitkisinde histon metiltransferaz inhibitorlerinden birisi olan Ch ajaninin ¢imlenme
sonrasi biiyltime ve kallus indiiksiyonu iizerine olan etkileri arastirilmistir. Calismada,
kaetosinin direkt ¢imlenme besiyerine eklendiginde yaprak gelisimini geciktirdigi
fakat biiyiime asamasinda uygulandiginda kallus olusumunu 1,4 kat arttirdig
bildirilmigtir. 5 uM Ch ile muamele edilmis gruplarda yetistirilen 30 giinliik
bitkiciklerin yaprak disklerinden elde edilen kalluslarin sayis1 ve boyutu, kontrole
kiyasla sirasiyla %12 ve %20 oraninda artig gostermis ve ¢imlenme sonrasi bilylime
asamasinda 5 pM konsantrasyonda Ch uygulanmasi, kallus olusumunu kontrole
kiyasla 6nemli 6l¢iide artirdig: bildirilmistir. Bu artisin kontrolden 1,4 kat daha fazla

oldugu ve istatistiksel olarak anlamli oldugu gdsterilmistir (Ebrahimi ve ark., 2021).
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2.6.1. BIX-01294

G9a histon lizin metiltransferaz inhibitdrii olarak tanimlanan ve birkag memeli hiicre
hattinda toplu H3K9me2 seviyelerini azaltan bir diazepin-kinazolin-amin tiirevidir

(Berenguer ve ark.,2017; Hajar ve ark., 2025)
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Sekil 2. 10. BIX-01294 lizin metiltranzferaz inhbitoriiniin molekiiler yapisi (DeCarlo
ve ark., 2012).

Hiicreler, islevlerini belirleyen 6zgilin molekiiler ve fizyolojik 6zelliklere sahiptir.
Ancak birgok hiicre tipi, uygun uyaranlar veya kimyasal ajanlar sayesinde farkli hiicre
tiplerine doniisme kapasitesine sahiptir. Bu siire¢, hiicrenin 6zglin molekiiler
ozelliklerini kaybederek, degismeyen genom dizisi lizerinde tamamen yeni ve kalitsal
bir molekiiler profilin olusturulmasini igerir. Epigenetik yeniden programlama olarak
bilinen bu siire¢, genellikle kromatin tizerindeki kovalent modifikasyonlarin degismesi
sonucu transkripsiyon ve kromatin yapisinda degisiklikler igerir (Krishnakumar ve
ark., 2015). Histon H3 lizin 9 dimetilasyonu (H3K9me?2) gibi baskilayict bir histon
modifikasyonu, hiicrenin var olan kimligini korumasma yardimci olan 6nemli bir
bariyer gorevi gorebilir. BIX-01294, bu bariyere dogrudan miidahale eden bir kiiciik
molekiil inhibitordiir ve oOzellikle EHMT2 (G9a) gibi histon metiltransferazlar
(“yazicilar”) hedef alarak H3K9me2 diizeylerini diisiiriir (Chang ve ark., 2009).
Boylece kromatin daha erisilebilir bir hale gelerek hiicrelerin embriyonik/totipotent
ozelliklere yeniden programlama kapasitesini artirmaktadir. Dolayisiyla BIX-01294,
yalnizca bir metiltransferaz inhibitérii degil, yeniden programlama siireglerini

kolaylastiran 6nemli bir epigenetik modiilator olarak degerlendirilmektedir.

H3K9'un mono- ve dimetilasyonu G9a ve GLP tarafindan katalize edilir. G9a'nin

yapisi, yukar akista yer alan N-terminal ucunda bir otometilasyon bdlgesi, ardindan

22



bir glutamat acisindan zengin alan (E), bir sistein a¢isindan zengin alan (Cys), mono
ve dimetillenmis histon H3K9'u taniyan ankrin tekrarlar1 ve enzimatik aktiviteden
sorumlu katalitik bir SET domaini ile karakterize edilen G9a yapisal organizasyonu

Sekil 2.11°de gosterildigi gibidir (Casciello ve ark., 2015; Hajar ve ark., 2025).
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Sekil 2. 11. G9a yapisi1 (Casciello ve ark., 2015).

H3K9’un dimetillenmesinden sorumlu olan G9a metiltrasferaz enzimi, genomun
baskilanmis okromatik bolgeleriyle iliskilidir, bu da G9a ve GLP'in, spesifik hedef
genlerin H3K9 dimetilasyonu yoluyla 6kromatik gen transkripsiyonunu baskiladigi
anlamma gelir. Ek olarak hem G9a hem de GLP'in ¢esitli transkripsiyonel olarak

baskilayici protein kompleksleriyle etkilesime girdigi bulunmustur.

2002 yilinda Tachibana ve ark. yaptiklar1 ¢alismada G9a tarafindan diizenlenen
Okromatik H3K9 metilasyonunun erken embriyogenez igin gerekli oldugunu ve
gelisimsel genlerin transkripsiyonel baskilanmasinda rol oynadigini gostermistir

(Tachibana ve ark., 2002).
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Substrat tanima

H3K9 metilasyonu

Kromatin yeniden modelleme

Sekil 2. 12. G9a'nin kromatin iizerindeki etki mekanizmasinin sematik gosterimi
(Hajar ve ark., 2025 referans alinarak diizenlenmistir).

Histon metilasyonu, epigenetik diizenlemenin 6nemli gdstergelerinden biridir ve bu
stire¢, G9a gibi histon metiltransferazlar tarafindan katalize edilir. G9a, histon 3 lizin 9
(H3K9) ve histon 3 lizin 27'nin (H3K27) metilasyonunu katalizler (Sekil 2.12). Ek
olarak G9a, DNA metilasyonunu diizenleyerek DNA replikasyonu, hasar yaniti,
onarim siiregleri ve gen anlatiminin kontroliinde énemli bir rol oynar. Cok sayida
calisma, BIX-01294'ln embriyonik gelisim siiresince, kanser olusumu ve ¢ogalmasi

sirasinda G9a'y1 inhibe ederek islev gordiigiinii géstermistir (Cao ve ark., 2019).

Huang ve arkadaglar1 (2017) tarafindan gerceklestirilen ¢calismada, G9a inhibitorii olan
BIX-01294’1in akut T lenfoblastik 16semi hiicrelerinde (MOLT-4 ve Jurkat) biiyiime,
hiicre 6liimii ve epigenetik diizenleme tlizerindeki etkileri arastirilmistir. MTT ve akim
sitometrisi analizleri, BIX-01294’iin hiicre proliferasyonunu belirgin sekilde
baskiladigin1 ve apoptozu artirdigint gostermistir. Molekiiler diizeyde, anti-apoptotik
Bcl-2 proteinini azaltirken pro-apoptotik Bax ve kaspaz-3 diizeylerini yiikseltmistir.
Ayrica P21 artist ile hiicre dongiisiinii GO/G1 fazinda durdurmus; DNMT 1’1 baskilayip
timor baskilayict P15°1 yiikselterek c¢ogalmanin oOniline ge¢mistir. Epigenetik
incelemelerde ise H3K9 mono ve di-metilasyon seviyelerini diigiirmiis, buna karsilik
H3K9 tri-metilasyonu ve H3 asetilasyonu {izerinde anlamli bir etkisi olmadigi
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goriilmiistiir. Genel olarak bulgular, BIX-01294’{in histon metilasyonunu yeniden
diizenleyerek hiicre dongiistiinii durdurdugunu ve apoptozu tetikleyerek T-ALL

hiicrelerinin hayatta kalmasini engelledigini gostermektedir (Huang ve ark., 2017).

2016’da yapilan bir ¢calismada ise, BIX-01294' iin insan glioma hiicrelerinde otofajiyi
indiikleyip indiiklemedigini ve bunun glioma kok hiicrelerinin (GSC) farklilagsmasini
nasil etkiledigini arastirilmistir. Toksik olmayan konsantrasyonlarda BIX-
01294'tin ATG (autophagy related genes) genlerinin promotorlerindeki H3K9me?2 ve
H3K27me3 baskilayici isaretlerini azaltarak glioma hiicrelerinde ve GSC kiirelerinde
otofajiyi indiikledigi gosterilmistir. Bulgulara dayanarak, BIX-01294' iin GSC' lerde
G9a histon metiltransferazi inhibe ettigi ve bunun sonucunda baskilayict H3K9me2
isaretlerinin azaldig1, otofaji ve farklilagsmayla iligkili genlerin promotdrlerindeki
H3K4me3 isaretlerinin aktivasyonunun arttig1 bir model 6nerilmistir. Bu degisiklikler,
GSC'lerde otofaji bilesenlerinin yeniden programlanmasint ve bu siirecin
aktivasyonunu tetikleyerek hiicre farklilagmasini tetikledigi belirtilmistir (Ciechomska

ve ark., 2016).

Brassica napus ve Hordeum vulgare bitkilerinde BIX-01294 ilk kez uygulandiginda,
major bir baskilayict modifikasyon olan histon H3K9 metilasyonunun dinamikleri,
olasi diger rolleri ve mikrospor embriyogenez baglangict iizerindeki etkileri
arastirilmistir. HKMT inhibitorii BIX-01294"n kisa siireli uygulamasinin, H3K9
metilasyonunun azalmasiyla birlikte hiicre yeniden programlama, totipotensi ve
embriyojenez baslatma etkinligini arttirdigim1 ortaya koymustur. Kisa siireli BIX-
01294 uygulamas1 embriyogenezi baglatan mikrosporlarin oranini arttirirken H3K9
metilasyonunu azaltmis, aksine uzun siireli uygulamada BIX-01294 uygulamasinin
embriyo farklilagsmasini bozarak, gelismekte olan embriyolarda H3K9 metilasyon
seviyelerini diisiirmiistiir. BIX-01294 uygulamasiyla, global DNA metilasyonunda
meydana gelen azalmanin H3K9 metilasyonunda da azalmaya yol a¢tig1 gosterilmistir.
Kiiltiir ortaminda bu kimyasal ajanin varligi Once totipotensi ve embriyogenez
indiiksiyon etkinligini arttirmistir, ancak daha sonra proembriyo asamasinda siireci
bloke etmistir. Bu nedenle, BIX-01294'"lin hiicre farklilasmasi basladiktan sonraki ileri
asamalarda ortadan kaldirilmasi, daha fazla gelismeyi destekleyecegi ve embriyo

iretimini arttiracagi diisliniilmektedir (Berenguer ve ark., 2017).
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2019 yilinda yapilan bagka bir ¢caligmada ilkbahar ve kislik bugday genotipleri igin
etkili ve genis ¢apta uyarlanabilir mikrospor kiiltiirii metodolojisi gelistirmek amaciyla
scriptaid, BIX-01294, TSA ve sodyum biitirat inhibitorleri kullanilmistir. Bu
inhibitorler yapilarina gore gruplandirilabilir; TSA ve scriptaid hidroksamik asitlerdir,
sodyum biitirat bir yag asididir ve BIX-01294 bir histon metiltransferaz inhibitoriidiir.
Mevcut bugday mikrospor kiiltiirii yontemleri, 6zellikle kislik genotipler i¢in rutin
uygulama i¢in hala yetersizdir. Yapilan ¢alisma, mikrospor embriyogenezinin sikligini
artirmay1 ve mikrospordan tiiretilen embriyolarin verimli yesil bitkilere doniistimiinii
lyilestirmeyi icermektedir. 28 giinlik bir uygulama i¢in BIX-01294 ajaninin
bulundugu kiiltiirler, kontrol ile karsilastirildiginda 6nemli bir fark géstermemistir. Bu
sonucun, BIX-01294 inhibitoriiniin etkisiz olmasindan veya test edilen dozun ¢ok
diisiik konsantrasyonlarda uygulanmasindan kaynaklanabilecegi bildirilmistir (Wang

ve ark., 2019).

2.7. Omik Teknolojiler

Omik teknolojileri, bir hiicreyi, dokuyu veya organizmay1 olusturan molekiillere dair
biitiinsel bir bakis a¢is1 benimsemektedir. (Horgan ve Kenny, 2011). Yeni nesil
dizileme (NGS) teknolojilerinin ortaya ¢ikisi, genomlar, epigenomlar, transkriptomlar,
proteomlar, metabolomlar ve fenomenler i¢in yiiksek veri hacmi ve hizli veri tiretimine
yol agmistir. Omik teknolojilerinden elde edilen bilgilerin birlesimi, tarimsal ilgi ¢geken
Ozelliklerin genetik temellerinin daha derinlemesine anlasilmasi i¢in bir gerceve

sunmaktadir (Tripodi, 2025).

Son teknolojiler, bitki genomu, transkriptom, proteom ve metabolomun tiim
bilgilerinin derinlemesine analiz edilebildigi stratejilerin verimli bir sekilde
gelistirilmesini saglayarak, coklu omik ¢agini baslatan bitki biyolojisinde devrim
yaratmistir. Gliniimiizde, ¢esitli dizileme (6rnegin genomik, transkriptomik,
proteomik, epigenomik) veya fenotipleme tabanli (metabolomik, fenomik ve
iyonomik) teknolojiler, bitkilerde genotip ve fenotipleri birbirine baglayan molekiiler
ve fizyolojik mekanizmalar1 derinlemesine inceleyebilmektedir (Sekil 2. 13).
Proteomik caligmalarda yaygin olarak kullanilan iki temel laboratuvar yaklasimu;
protein elektroforezi ve kiitle spektrometrisi temelli protein tanimlama yontemleridir.

Geleneksel jel bazli protein elektroforezi yontemleri arasinda iki boyutlu elektroforez
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(2-DE) ve diferansiyel jel elektroforez (DIGE) teknikleri 6ne ¢ikmaktadir
(Roychowdhury ve ark., 2023).

Transkriptomik Genomik Iyonomik
: ‘ LA a B
o MOONAMMONM a
Proteomik . * N
<+ .
“ Omik Yaklasimlar -
Vletabolomlk » Fenomik
e ¥
|
. ., 3
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— 007 i

Lipidomik - .lzli)‘i‘genoil-liig ; Interaktomik

Sekil 2. 13. Coklu omik yaklagimlar (Roychowdhury ve ark., 2023).
2.7.1. Transkriptomik

Transkriptomik teknikler, belirli bir zamanda belirli bir genomdan transkripsiyona
ugrayan RNA molekiillerini tespit etmeye ve miktarini belirleyerek drnekler arasinda
gen anlatim modellerinin karsilastirilmasina olanak saglamaktadir (Dai ve ark., 2022).
Transkriptomu anlamak, genomun yapisal ve fonksiyonel organizasyonunu
aydinlatmada c¢ok oOnemlidir. Mikroarray (mikrodizi), EST dizileme (expressed
sequence tag) gen anlatiminin seri analizi ve RNA dizileme (RNA-seq) dahil olmak
tizere ¢esitli hibridizasyon ve dizi tabanli yaklasimlar, transkriptom profillemesi i¢in

gelistirilmistir (Wang ve ark., 2024).

Baslangigta transkriptom dinamikleri, geleneksel profilleme yontemleri olan cDNA-
AFLP, diferansiyel display-PCR (DD-PCR) ve SSH teknikleriyle incelenmistir.
Ancak bu yontemler smirli bir ¢oéziiniirliik saglamistir. Kisa siire sonra, mikrodizi,
dijital gen ifade profillemesi, NGS, RNA-Seq ve SAGE gibi daha gelismis ve giivenilir
teknolojilerin kullanilmaya baglanmasiyla, RNA ifade profillerinin yiiksek dogrulukla

olusturulmas1 miimkiin hale gelmistir (Yang ve ark., 2021).

Dizileme teknolojilerindeki siirekli ilerlemeler sayesinde, transkriptom analiz
yaklasimlart son yillarda temel DNA mikrodizi platformlarindan RNA-Seq

teknolojisine dogru 6nemli bir gelisim gostermistir (Tyagi ve ark., 2022).
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Bu yaklagimlar arasinda, yiiksek verimli dizileme ile tiim transkriptleri yakalayan
RNA-seq, dogru ve yiiksek ¢oziiniirliiklii transkriptom analizi i¢in devrim niteliginde
bir aragtirr RNA dizileme (RNA-seq) yliksek verimli dizileme teknolojileri
kullanilarak transkriptlerin varligin1 ve miktarini incelemeyi ifade eden ve neredeyse
her tiirde gen anlatiminin hassas bir sekilde tespit edilmesini saglamakla birlikte
hiicrelerin nasil isledigini ve metabolik olarak nasil islev gordiigiinii anlamamiza
yardimei olan bir tekniktir (Wang ve ark., 2024). Ornegin, NGS tabanli RNA-seq, 25
ila 300 bp uzunlugunda milyonlarca kisa okuma iiretir. Gen anlatim seviyeleri
genellikle RNA-seq okumalar1 temel alinarak degerlendirilir. RNA-seq okumalarini
bir referans transkriptoma veya genoma esleyerek, her bir genle eslesen okuma sayis1
ve gen ifade seviyeleri, kilobaz basina haritalanmis okuma parcaciklari, milyon basina
transkriptler ve milyon basina sayimlar gibi algoritmalar kullanilarak okuma

sayilarinin normallestirilmesiyle nicel olarak degerlendirilir (Wang ve ark., 2023).

2024 yilinda yapilan bir caligmada bir histon deasteliz inhibitérii (HDAC) olan
Trikositatin A (TSA) uygulamas1 yapilan Arabidopsis bitkilerinde SE'de histon
asetilasyonuyla diizenlenen genlerin anlatimini tanimlamak i¢in transkriptomik analiz
gerceklestirilmistir.  TSA ve oksin (2,4-D) ile indiiklenen transkriptomlar
karsilagtirilmistir. RNA-seq sonuglari, TSA’nin cogunlukla genlerin biiyiik bir
kismmin baskilandigimi, TSA ve oksin kaynakli transkriptomik yanitlarin
benzerliklerini ortaya koymustur. Diferansiyel anlatim analizi sonuglarinda, somatik
embriyogenezin temel diizenleyicileri olan transkripsiyon faktorlerinin yani sira, oksin
biyosentezi, sinyal iletimi ve polar taginmasinda gorev alan genler ile indol-3-asetik
asit biyosentezinde islev goren nitrilaz kodlayan genler tantmlanmistir. Transkriptomik
verilerle uyumlu olarak, TSA kaynakli eksplantlarda salisilik asit ve absisik asit
birikmis ve bu da SE indiiksiyonu sirasinda stres hormonu ile iliskili yanitlarin
diizenlenmesinde histon asetilasyonunun roliinii diisiindiirmiistiir. (Wojcikowska ve

ark., 2024)

Wickramasuriya ve ark. (2015) tarafindan yiiriitilen calismada ise, Arabidopsis
thaliana’da erken somatik embriyogenez siirecinin aydinlatilmasi amaglanmis ve {i¢
farkli gelisim asamasinda (in vitro kiiltiirden 5., 10. ve 15. glinler) transkriptomik
analiz gergeklestirilmistir. Besinci ve onuncu giinlerde elde edilen embriyonik
kiiltiirlerin analizi, 1.195 genin diferansiyel olarak ifade edildigini gdstermistir; bu

genlerin 778’1 10. gline kiyasla 5. giinde daha yiiksek diizeyde ifade edilmistir. Ayrica,
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10. ve 15. giinler arasinda 1.718 genin ifade diizeyinde anlamli degisiklikler
gozlenmistir. Veriler, erken somatik embriyogenez sirasinda en az sekiz farkli gen
ifade paterninin varligin1 ortaya koymus; genlerin biiyiik ¢ogunlugunun 5. giinde
embriyonik dokularda transkripsiyonel olarak daha aktif oldugu belirlenmistir.
Somatik embriyolardan ve yaprak dokularindan elde edilen transkriptomlarin
karsilastirilmast sonucunda, embriyolarda yapraklara kiyasla 4.951 genin daha yiiksek
diizeyde ifade edildigi saptanmistir. Bu genlerin 6nemli bir kisminin DNA sitozin
metilasyonu ve histon deasetilasyonu gibi epigenetik diizenleme siire¢lerinde gorev
aldig1 bildirilmistir. Buna ek olarak, somatik embriyolarda diger dokulara gére daha
yiiksek diizeyde ifade edilen 49 gen tanimlanmistir. Bu genler arasinda, islevi heniiz
tanimlanmamis bazi genlerin yani sira oksidatif ve ozmotik stres tepkileri ile oksin
sinyal yolaklarinda gérev alan genler de yer almaktadir (Wickramasuriya ve ark.,

2015).
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3. MATERYAL- METOT

3.1. Bitki Materyali

Bu tez ¢alismasinda deneysel materyal olarak kullanilan Col-0 tohumlart NASC (The

European Arabidopsis Stock Centre), Nottingham Universitesi’nden temin edilmistir.

3.2. Bitkilerin Yetistirilmesi

Doku kiiltiirtinde kullanilacak olan tiim malzemeler (pens, bistiiri, filtre kagidi, beher)
kuru sterilizatorde 120 dakika 180 °C’de steril edildi. Arabidopsis thaliana tohumlari
1,5 ml’lik mikrofijj tiipii icerisinde 1 dakika boyunca %70’lik etil alkol (EtOH) ile alt-
tist edildi. Ardindan tohumlar alkolii uzaklagtirmak i¢in 1 dakika distile su ile yikandi
daha sonrasinda tohumlar %1°’lik sodyum hipoklorit (NaOCI) ile 9 dk alt st edildi.
Sodyum hipokloritin uzaklastirilmas: i¢in 5 kez 1’er dakika distile su ile yikama
gerceklestirildi ve tohumlar steril filtre kagidinda kurumaya birakildi. Tohumlar
sonrasinda Murashige ve Skoog (1/2 MS), %1 siikroz ve %0,8 agar iceren ¢imlendirme
besiyerine alind1 her magentaya 12 tohum olacak sekilde ekildi. Magentalar ekimden
sonra 4 giin +4 °C’de karanlikta bekletildi sonrasinda soguk beyaz floresan lambalar
kullanilarak uzun giin (LD) fotoperiyodu (16 saat 151k/8 saat karanlik) ve 264 lux 151k
yogunlugu altinda 22 °C' de 4 hafta bitki biiyiitme kabininde inkiibe edildi. (Jeong ve
ark., 2021). Dort haftay1 dolduran bitkiler, li¢ hafta daha siliklerin olusumu igin toprak-
perlit karisimi igeren saksilarda T.C. Istanbul Kiiltiir Universitesi Molekiiler Biyoloji
ve Genetik Boliimii’ndeki iklimlendirme odasinda, 16 saat giin/ 8 saat karanlik
periyodu boyunca, 25 °C kosullar altinda yetistirildi. Aklimatizasyon siirecinde, in
vitro kosullardan in vivo ortama transfer edilen bitkiler yliksek neme kademeli uyum
saglayabilmeleri i¢in birka¢ giin boyunca seffaf kapaklar altinda tutuldu, giin i¢inde
belirli araliklarla kapaklar kisa siireli agilarak havalandirma saglandi ve yetistirilme

stiresi boyunca bitkiler distile su ile sulandi.
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Sekil 3. 1. Silikler olustuktan sonra olgunlasmamis zigotik embriyolarin doku
kiiltiirine aktarilmasi

3.3. Kimyasal Yeniden Programlama Ajam BIX-01294’iin Uygulamasi ve

Somatik Embriyogenez Indiiksiyonu

Somatik embriyogenez indiiksiyonu i¢in segilen BIX-01294 (Sigma, B9311-5MG)
histon lizin metiltransferaz inhibitorii 8,33 mM ana stok haline getirilmesi amaciyla 1
ml steril distile su ile ¢ozdiiriildii. Somatik embriyogenez i¢in belirlenen besiyeri

kombinasyonlari asagidaki sekildedir (Tablo 3.1).

Tablo 3. 1. Somatik embriyogenez indiiksiyonu i¢in killanilan besiyerleri
(Wojcikowska ve ark., 2017).

Besiyeri Ismi Besiyeri Icerigi

E0 3,2 g/ Gamborg BS5 tuzu, 8g/L agar, 20 g/L siikroz

EA 3,2 g/l Gamborg BS tuzu, 8g/L agar, 20 g/L siikroz, 5 uM 2,4-D

EB 3,2 g/L Gamborg B5 tuzu, 8g/L agar, 20 g/L siikroz, belirlenen

konsantrasyonlarda (0,1uM; 0,5uM; 0,05 uM; 1 uM; 2,5uM) BIX-01294

Siliklerin ylizey sterilizasyonu 15 ml’lik falkon igerisinde 15 dk %1’lik sodyum
hipoklorit ile alt iist edilerek gergeklestirildi. Daha sonra sodyum hipokloriti
uzaklastirmak i¢in 3 kez steril distile su ile yikama gerceklestirildi ve silikler steril
filtre kagidi lizerinde kurumaya birakild1 (Lu ve ark., 2023). Silikler steril pens ve
bistiiri yardimi ile Olypmpus TH4-200 stereo mikroskop altinda acilip biikiilmiis

kotiledon evresindeki olgunlasmamis zigotik embriyolar toplandi. Siliklerden
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toplanan olgunlagmamig zigotik embriyolar her konsantrasyon i¢in bir petride 15 adet

olgunlagsmamuis zigotik embriyo olacak sekilde ii¢ tekrarli halde petrilere ekildi (Sekil

3.1).

Gamborg B5 besiyerinin hazirlanmasi;

1. Erlen igerisine 3,2 g Gamborg B5 tuzu (Duchefa, G0209.0025) eklenerek tuz

karisimi ¢Ozlinene kadar bir miktar su ile karistirildi.

2. Distile su ile hacim 1 litreye tamamlandiktan sonra 1N NaOH/HCI yardimu ile

ortam pH’1 5.8’e ayarlandi. Besiyeri 121°C'de 15 dakika otoklavlanarak steril

edildi. Sogutulmus besiyerine 1 mg/L. son konsantrasyonunda Gamborg B5

vitamin eklendi. (Duchefa, G0415.0100)

Tablo 3. 2. Gamborg BS5 besiyeri igerigi (Gamborg ve ark., 1976).

Mikro Elementler mg/L pM
CoCL.6H,O 0.025 0.11
CuS0O4.5H0 0.025 0.10
FeNaEDTA 36.70 100.00
H;BO; 3.00 48.52
KI 0.75 4.52
MnSO4. H2O 10.00 59.16
Na;Mo0..2 H,O 0.25 1.03
ZnS04.7 H0 2.00 6.96
Makro Elementler

CaCl, 113.23 1.02
KNO3 2500.00 24.73
MgSO4 121.56 1.01
NaH,PO4 130.44 1.09
(NH4)2S0O; 134.00 1.01

3.3.1. Sudan Red 7B Boyamasi

50 mg Sudan Red 7B (Santa Cruz Biotechnology) 25 ml PEG-300 igerisinde

¢ozdiiriildii. Soliisyon 1 saat 90 °C’de inkiibe edildi ve icerisinde su bulunan bir beher



yardimi ile sogutma islemi uygulandi. Soliisyon igerisine esit miktarda %90 gliserol

eklendi ve oda sicakliginda saklandi.

Eksplantlar, oksin ve kimyasal inhibitor uygulamasindan 5-10 giin sonra embriyolara
0zgii olan triasilgliserol iceren dokularin varligini belirlemek amaciyla Sudan
Kirmizis1 boyamasi agisindan degerlendirildi (Brundrett ve ark., 1991). Eksplantlar
boyama soliisyonu icerisinde 24 saat birakildi ve 24 saat sonra birkag kez distile su ile
yikama gerceklestirildikten sonra Olypmpus TH4-200 stereo mikroskobunda eksplant

goriintiileri alindi.

3.4. Total RNA Izolasyonu

Total RNA izolasyonu MagMAX Plant RNA Kit Isolation (Thermo Fisher Scientific,
A33784) kullanilarak tiim gruplar i¢in 5. giin olgunlagsmamis zigotik embriyolardan ve
10. Giin i¢in de kontrol grubu ve oksin/ inhibitor iceren gruplardaki somatik embriyo
iceren eksplantlardan RNA izolasyonu gergeklestirildi. izolasyonda kullanilacak
havan ve havan elleri niikleazlarin degredasyonu amaciyla kuru sterilizatérde 180
dakika 180 °C’de steril edildi. izolasyon sirasinda kullanilacak olan pipet uclari ve

mikrofij tiipleri 121 °C’de 1 atm basingta 2 kere otoklavlanarak steril edildi.

MagMAX Plant RNA Kit Isolation (Thermo Fisher Scientific, A33784) kitinin

izolasyon basamaklart:

1. Her deney grubu i¢in yaklasik 15 mg’lik 6rnekler petrilerden steril bistiiri ucu
yardimt ile toplanarak steril havana aktarildi ve siv1 azot ile steril havan eli
yardimiyla ezildi.

2. Homojenize edilen 6rnegin iizerine 612 pl Lysis Buffer-DTT soliisyonu
eklendi ve elde edilen homojenat 1,5 ml’lik mikrofiij tiipiine aktarildi. 10 sn
vorteks uygulandi ve 56 °C’de 5 dk inkiibasyona birakildi.

3. Inkiibasyon sonrasi &rnekler maksimum hizda (20.817xg) 10 dk santrifiij
(Eppendorf Centrifuge 5430R) edildi.

4. Santrifiijden sonra iist faz 1,5 ml mikrofijj tiipiine alind1. Her 400 pl iist faz i¢in
25 pl RNA Binding Beads eklendi. RNA Binding Beads her kullanim 6ncesi
10 sn yiiksek ayarda vortekslendi.

5. RNA Binding Beads ve 6rnegin oldugu mikrofiij tiipii igerisine 400 ul %96

etanol eklendi ve 10 sn yiiksek ayarda vortekslendi. Ornekler daha sonra
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10.

11.

DynaMag™-2 Magnet standina yerlestirildi. Tiip icerisindeki s1vi berraklasana
kadar yaklasik 2 dk bekletildi. Sonrasinda siipernatant atildi ve tlip stanttan
alind1.

Icerisinde sadece manyetik boncuklar bulunan tiip igerisine 700 pl Wash
Buffer 1 eklendi.

Ornekler 10 sn yiiksek ayarda vortekslendi sonrasinda spin atildi ve manyetik
stanta yerlestirildi. Tiip igerisindeki sivi berraklasana kadar yaklasik 2 dk
bekletildi. Sonrasinda siipernatant atild1 ve tiip stanttan alindi. Mikrofiij tiipii
agzi1 acik bir sekilde etanol ugana kadar yaklasik 5 dk bekletildi.

Daha sonra tiip icerisindeki manyetik boncuklarin iizerine 200 pl DNase
eklendi. Ornekler 37 °C 250 rpm’de 15 dk boyunca calkalamali etiivde (New
Brunswick Excella E25) inkiibe edildi. Ornekler inkiibasyon sonrasi 10 sn
yiiksek ayarda vortekslendi sonrasinda spin atildi ve manyetik stanta
yerlestirildi. Tiip igerisindeki sivi berraklasana kadar yaklasik 2 dk bekletildi.
Sonrasinda siipernatant atildi ve tiip stanttan alindu.

Icerisinde sadece manyetik boncuklar bulunan tiip igerisine 700 pl Wash
Buffer 1 eklendi. Ornekler 10 sn yiiksek ayarda vortekslendi sonrasinda spin
atildi ve manyetik stanta yerlestirildi. Tiip igerisindeki siv1 berraklagana kadar
yaklasik 2 dk bekletildi. Sonrasinda siipernatant atild1 ve tiip stanttan alindu.
Igerisinde sadece manyetik boncuklar bulunan tiip icerisine 700 ul Wash
Buffer 2 eklendi. Ornekler 10 sn yiiksek ayarda vortekslendi sonrasinda spin
atild1 ve manyetik stanta yerlestirildi. Tiip icerisindeki siv1 berraklasana kadar
yaklasik 2 dk bekletildi. Sonrasinda siipernatant atild1 ve tiip stanttan alindi. Bu
adim iki kere tekrar edildi.

Icerisinde sadece manyetik boncuklar bulunan tiip igerisine 50 pl Niikleaz
icermeyen su eklendi ve 6rnekler 10 sn yiiksek ayarda vortekslendi sonrasinda
spin atild1 ve manyetik stanta yerlestirildi. Tiip icerisindeki siv1 berraklasana
kadar yaklasik 2 dk bekletildi. Sonrasinda siipernatant steril mikrofiij tiipline
alind1. Ornekler kullanilana kadar -80 °C’de muhafaza edildi.
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Tablo 3. 3. RNA izolasyonunda kullanilan soliisyonlar

Soliisyon icerik
Lizis -DTT Soliisyonu 600 pl Lizis Buffer +12 ul 2M DTT
Dnaz Soliisyonu 100 pl 2X Dnaz Buffer + 4 pl DNaz I Soliisyonu+ 20 pl

Manganez Kloriir Soliisyonu + 76 pl Niikleaz igermeyen
su

5.ve 10. giinlerde izole edilen 6rneklerin RNA kalitesini belirlemek amaciyla 6rnekler
6X yiikleme tamponu (Beyotime, D0071) ile karistirilarak %1,3’liikk agaroz jelde 1X
TBE tamponu icerisinde 60V 50 dk yiiriitiildi. Yiirlitme bittikten sonra jel GEN-BOX
imagER Fx sisteminde goriintiilendi (Sekil 4.14). Orneklerin konsantrasyonlar1 ve
safliklari1 belirlemek i¢cin NanoDrop spektrofotometre (Implen NP80) cihazi
kullanilmis ve RNA sekanslama i¢in A260/230 ve A260/280 degeri yaklasik 2 olacak
sekilde uygun ornekler segildi. Safliklar1 RNA sekanslama i¢in uygunluk gdstermeyen
ornekler i¢in saflastirma islemi gergeklestirildi. Saflastirma oncesi/sonrasi o6rneklerin

konsantrasyon ve saflik bilgileri Tablo 4.2, 4.3te verilmistir.

A260/230 degeri diisiik ¢ikan ornekler icin saflagtirma igslemi agsagidaki basamaklar
dogrultusunda gergeklestirildi.

1. RNA 6rneginin hacmi mikropipet yardimi ile 6lgiildii. Ornek hacmi niikleaz
icermeyen su ile 200 pl total hacime tamamland1 ve hafif pipetaj yapildi.

2. Ornek hacmi kadar 3M Sodyum Asetat (AppliChem, 8A002341) eklendi ve
hafifce pipetaj yapildi. Toplam hacim kadar %100 izopropanol (Emsure,
11184834 201) eklendi ve hafifce alt iist edildi.

3. 1 saat oda sicakliginda inkiibasyon gerceklestirildi.

4. Daha sonra 12.000 x g’de 15 dk +4 °C’de santriflij islemi (Eppendorf
Centrifuge 5430R) ger¢eklestirildi.

5. Santrifiij isleminden sonra siipernatant dikkatli bir sekilde dokiildii ve pellet
lizerine 500 pl %70 soguk etanol eklendi. Ornekler 7.500 x g’de 2 dk +4 °C’de
santrifiij edildi, bu basamak iki kere tekrarlandi.

6. Santrifiij islemi sonrasi siipernatant dokiildii ve pellet iizerindeki alkol ugana
kadar 6rnekler agz1 agik sekilde bekletildi.

7. Pellet 30 ul niikkleaz icermeyen su ile ¢ozdiiriildii ve 6rnekler kullanilana kadar

-80 °C’de muhafaza edildi (Green ve Sambrook., 2025).
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3.5. RNA Dizileme

mRNA dizileme islemi Gen Era Diagnostik sirketi tarafindan gerceklestirilmistir.
Izole edilmis RNA materyaline ait kalite kontrol islemlerinde florometrik ve kapiler
elektroforez yontemleri kullanilarak, miktar, saflik ve yapisal biitiinliik tayini
yapilmustir. Olgiimlerde Qubit 3 florometresi (Thermo Fisher, ABD, #Q33216) ve
2100 Bioanalyzer (Agilent, ABD, #G2939BA) veya alternatif olarak 4200 TapeStation
(Agilent, ABD, #G2991BA) kullanilmistir. Izole edilmis RNA materyalinin
kiitiphane hazirliginda, Illumina Stranded mRNA Prep kiti (Illumina, ABD,
#20040534) kullanilmistir. Kit, tim RNA i¢indeki hedeflenen mRNA’larin poly-A
kuyruklarindan yakalanmasi, rastgele pargalanmasi ve ardindan birincil ve ikincil
cDNA zincirlerinin olusturulmasi esasina dayanir. Kiitiiphane hazirlik siirecinde
strastyla, yakalama, par¢alama, mRNA piirifikasyonu, cDNA sentezi, index-barkod
dizilerinin eklenmesi ve piirifikasyon islemleri iiretici firmanin kit yonergeleri takip

edilerek gerceklestirilmektedir.

rRNA’larin
Uzaklastirilmasi- PolyA
Kuyrugu ile Se¢im Fragmentlere Ayirma  c¢DNA Sentezi Ligasyon ve Amplifikasyon Dizileme
VO = =
\ &Y e
%, .

Sekil 3. 2. Kiitliphane hazirlig: is akisi

Dizileme c¢alismasinda Illumina NovaSeq 6000 yeni nesil dizileme platformu
kullanilmistir. Bu basamakta 6rnek basi ortalama 30 milyon adet 150 bp uzunlukta ¢ift
yonlii (paired-end) okuma elde edilmesi planlanmistir. Kiitiiphane 6l¢limii, seyreltme
ve yiikleme islemleri, iretici firmanin ilgili yOnergeleri takip edilerek

gergeklestirilmistir.

3.5.1. Biyoinformatik Analiz

Dizileme islemi sonrasinda, elde edilen okuma verilerinin kalite kontrolii
amaciyla FASTQC araci kullanmilmistir. Kalite kontrol sonuglarina gore her bir
Ornegin, veri miktarlari, okuma kaliteleri, GC dagilimlari, kmer dagilimlari, olasi
adaptdr kontaminasyonlar1 incelenmistir. Dizileme siirecinde, ham okuma

verilerindeki  diigiik kalitedeki baz okumalari ve olasi adaptor-indeks
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kontaminasyonlarinin sonraki analiz basamaklarinda sapmalara neden olmamasi i¢in,
okumalardan kirpilmistir. Kalite degerlerine gore kirpma islemleri i¢in Trimmomatic

(v0.39) arac1 kullanilmistir (Bolger ve ark., 2014).

Kirpma sonrasinda eldeki diziler, Illumina DRAGEN Bio-IT platformu ve RNA
Pipeline is akis1 kullanilarak analiz edilmistir. Bu analiz siirecinde, okumalar, se¢ilen
genoma  kirpilma  bolgeleri  dikkate  alimarak  (splice-aware)  hizalama
gerceklestirilmistir. Bu uygulamada referans genom olarak ilgili organizmanin giincel
referans genomu (Arabidopsis thaliana TAIR) kullanilmistir. Hizalama sonrasi
anotasyonunda gen, ekzon ve transkript bilgileri i¢in ilgili veriseti kullanilmistir. Bu
islem sonrasinda her bir transkript tizerindeki okuma sayilar1 hesaplanmis ve ardindan
ilgili transkriptin uzunluguna gore normalize edilerek RPK (Reads per Kilobase)
degerleri elde edilmistir. Bu degerler ardindan toplam okuma sayisina gore tekrar
normalize edilerek TPM (Transcripts Per Million) degerleri c¢ikarilmistir.
Normalizasyon sonrasinda, gruplar arasi anlatimi degisen genleri (Differentially
Expressed Genes) belirlemek i¢cin edgeR R paketi Quasi-Likelihood modeli
kullanilmistir. Gen ontoloji analizinde TopGO paketi ve Kolmogorov-Smirnov (KS)
istatistiksel  testi  kullanilmistir. Yolak analizlerinde clusterProfiler paketi
kullanilmistir (Yu ve ark., 2012). Grup i¢i ve gruplar arasi istatistiksel karsilastirma
caligmalarinin ~ diizenlenmesi, veri gorsellestirme uygulamalart ve rapor

olusturulmasinda R betikleri kullanilmistir.

3.6. Ilstatistiksel Analiz

Arabidopsis thaliana bitkilerine ait BS, 5 uM 2,4-D, 2,5 uM BIX-01294 ve 0,1 uM
BIX-01294 gruplarinin somatik embriyolar olusturan eksplantlarin yilizdesi ve bir
eksplant lizerinde olusan somatik embriyolarin sayis1 Graphpad PRISM 8 programinda

tek yonlii ANOVA testi kullanilarak degerlendirildi.
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4. SONUCLAR

4.1. Bitkilerin Gelisimi

Yaklasik yedi haftalik biliyiime sonrasinda Arabidopsis thaliana bitkisinin gelisimi
bliylime asamasi 8. evrededir (Boyes ve ark., 2001) (Sekil 4.1). Ekimi yapilan 250
bitkide ¢imlenme orani %100 olarak hesaplanmistir. Bir silikte ortalama 20
olgunlagsmamuis zigotik embriyo bulunmaktadir (Sekil 4. 2). 7 haftalik bir bitkide silik
icerisindeki olgunlagmamis zigotik embriyolar genelde biikiilmiis kotiledon
evresindedir. Tam olgunlasmamais siliklerde ise torpedo evresine ait olgunlagsmamis
zigotik embriyolar ile karsilagiimigsa da bu dokular ¢alismada kullanilmamistir (Sekil

4.3).

Sekil 4. 1. Yedi haftalik Arabidopsis thaliana Col-0 bitkisi ve silik yapilar
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Sekil 4. 2. 7 haftalik silik yapisinin kapali ve acik hali (Beyaz ok: olgunlagsmamis
zigotik embriyolar)

Sekil 4. 3. 7 haftalik siliklerin igerisinde bulunan biikiilmiis kotiledon ve torpedo
evresindeki olgunlagmamis zigotik embriyo goriintiileri (Soldan saga: A) Biikiilmiis
kotiledon, B) Torpedo)

4.2. Somatik Embriyogenez: Doku Kiiltiiriiniin Kurulmasi ve Somatik

Embriyolarin Gelisimi

Biikiilmiis kotiledon evresindeki olgunlasmamis zigotik embriyolar1 iceren yedi
haftalik silikler toplandiktan sonra yiizey sterilizasyonu gergeklestirilip igerisinde
Gamborg BS5 tuzu bulunan besiyerlerine biikiilmiis kotiledon evresindeki
olgunlagsmamis zigotik embriyolarin ekimi gergeklestirilmistir. IZE’lerin gelisimi 21
glin boyunca takip edilmis ve belirli araliklarda (5, 10, 15 ve 21. giinler) stereo

mikroskobunda gelisimler fotograflandirilmistir.
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Sekil 4. 4. BS besiyerinde Arabidopsis thaliana 1ZE’lerinin 21 giinliik gelisimi (A:
5.giin, B: 10.giin, C:15.giin, D: 21.giin)

Sekil 4.4°te goriildiigii tizere igerisinde herhangi bir inhibitor ve oksin bulundurmayan
B5 besiyerinde gelisimlerini tamamlayan eksplantlarda hi¢bir somatik embriyoya
dontisiimiin gergeklesmedigi gozlemlenmistir. Tiim IZE’lerde 21 giin boyunca bitkicik

gelisimi gézlemlenmistir.

Sekil 4. 5. 5 uM 2,4-D igeren besiyerinde Arabidopsis thaliana 1ZE’lerinin 21 giinliik
gelisimi (A: 5.giin, B: 10.giin, C:15.giin, D: 21.gilin) (Beyaz ok: Somatik embriyo
yapisi) (Siyah ok: Protiiberans yapist).

40



Sekil 4. 5’te goriildiigi tizere icerisinde 5 uM 2,4-D oksin igeren besiyerinde gelisen
IZE’lerin 21 giin sonunda 48 embriyo eksplantinin yalnizca 15’inin somatik

embriyoya dontistiigii gozlemlenmistir.

Sekil 4. 6. 2,5 uM BIX-01294 iceren besiyerinde Arabidopsis thaliana 1ZE’lerinin 21
giinliik gelisimi (A: 5.giin, B: 10.giin, C:15.giin, D: 21.giin)

Sekil 4. 6’da goriildiigii tizere igerisinde 2,5 pM BIX-01294 iceren besiyerinde gelisen
IZE’lerin 21 giin sonunda 48 embriyo eksplantinin yalnizca 17’°sinin somatik

embriyoya doniistigli gozlemlenmistir.
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Sekil 4. 7. 1 uM BIX-01294 igeren besiyerinde Arabidopsis thaliana 1ZE’lerinin 21
giinliik gelisimi (A: 5.giin, B: 10.gilin, C:15.giin, D: 21.giin).

Sekil 4. 8. 0,1 uM BIX-01294 iceren besiyerinde Arabidopsis thaliana 1ZE’lerinin 21
giinliik gelisimi (A: 5.giin, B: 10.giin, C:15.giin, D: 21.glin) (Beyaz ok: Somatik
embriyo yapisti).

Oksin icermeyen EO ortaminda kiiltlire edilen IZE’ler direkt bitkicik olarak gelisim
gosterirken, ortama BIX-01294 (2,5-0,1 uM) inhibitorii eklenmesi embriyo benzeri
yapilarin olusumuyla sonuglanmistir. 2,5-0,1 uM BIX-01294 iceren besiyerinde

gelisen IZE’lerin swrasiyla %35,41- 20,83%iniin SE indiiksiyonuna ugradigi
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belirlenmistir. EA ve EB ortaminda ilk protiiberans (SE ¢ikisi) 10. Giin itibari ile

gozlemlenmistir.

0,1 uM BIX-01294 igeren besiyerindeki IZE’ler 10. giinden itibaren ilk ¢ikintilarmni
verdigi belirlenmistir. 2,5 uM BIX-01294 ve 0,1 pM BIX-01294 igeren
besiyerlerindeki bir eksplantin sahip oldugu SE kapasitesinin oksin igeren
besiyerindeki bir eksplantin sahip oldugu SE kapasitesine kiyasla daha fazla oldugu
belirlenmistir (Sekil 4. 8).

Sekil 4. 9. 0,5 uM BIX-01294 iceren besiyerinde Arabidopsis thaliana 1ZE’lerinin 21
giinliik geligimi (A: 5.giin, B: 10.gilin, C:15.giin, D: 21.giin).
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Sekil 4. 10. 0,05 uM BIX-01294 igeren besiyerinde Arabidopsis thaliana 1ZE’lerinin
21 giinliik gelisimi (A: 5.giin, B: 10.giin, C:15.gilin, D: 21.giin).

Sekil 4. 9, 4. 10 ve 4. 7°de e goriildigi iizere 0,05-0,5 ve 1 uM BIX-01294 igeren
besiyerlerinde gelisen IZE’lerin B5 ortaminda gelisen bitkiciklerle benzer yapiya sahip
oldugu gozlemlenmis ve bu 1ii¢ besiyerinde de herhangi bir SE gelisimi

gerceklesmedigi gozlemlenmistir.

4.3. Somatik embriyogenez etkinligi ve somatik embriyogenez iiretkenliginin

belirlenmesi

SE icin eksplant kapasitesi 21 giinliik bir kiiltiirde degerlendirilmistir ve SE etkinligi,
somatik embriyolar olusturan eksplantlarin yiizdesi ve SE iiretkenligi, embriyogenik
eksplant tarafindan tretilen somatik embriyolarin ortalama sayis1 olmak iizere iki

parametrede degerlendirilmistir (Nowak ve ark., 2024).

21 giinliik kiiltiir tamamlandiktan sonra B5 besiyerinde herhangi bir SE olusumu
gozlemlenmemistir (Tablo 4. 1). 5 uM 24-D ve 2,5 uM BIX-01294 igeren
besiyerindeki SE yiizdeleri 15.giinde esitlenmistir (Sekil 4. 11). 0,1 puM iceren
besiyerinde ise bu oran yartya diismiistiir. 21 giin sonunda ise en ¢ok SE doniistimiine
sahip IZE yiizdesi %35,41 ile 2,5 uM BIX-01294 igeren besiyerinde saptanmistir. Bir
eksplant tizerinde olusan somatik embriyo orani ise 5 uM 2,4-D’ye kiyasla 2,5 uM
BIX-01294"te 3,95 kat olarak belirlenmistir (Sekil 4. 12).
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Tablo 4. 1. Somatik embriyolar olusturan eksplantlarin 21 giinliik kiiltiirde SE
olusturma sayist ve %SE

Ornek Ad1 10.giin 15.giin  2l.giin % SE
B5 0 0 0 0
5uM 2,4-D 11 14 15 %31,25
2,5 uM BIX-01294 9 14 17 %35,41
0,1 uM BIX-01294 5 7 10 %20,83
= B5
50=
45— = 5pM2,4-D
40— = 2,5 uM BIX-01294
35 - = 0,1 uM BIX-01294
30= -
L
%@ 25+
° 20
15—
10
5=
0 I 1 1 I 1 1
10.gln 15.gUn 21.gun

Sekil 4. 11. Somatik embriyolar olusturan eksplantlarin yiizdesi (Beyaz: BS, Turuncu:
5 uM 2,4-D, Yesil: 2,5 uM BIX-01294, Mavi: 0,1 uM BIX-01294).
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Sekil 4. 12. 21 giinliik kiiltiir sonunda bir olgunlasmamis zigotik embriyo {lizerinde
olusan SE sayis1 (Beyaz: B5, Turuncu: 5 uM 2,4-D, Yesil: 2,5 uM BIX-01294, Mavi:
0,1 uM BIX-01294).

4.4. Sudan Red 7B ile Embriyojenik Dokularin Boyanmasi

Farkli donemlerdeki (kotiledon, bitkicik, kallus, somatik embriyo, kallustan
kokenlenmis somatik embriyolar) eksplantlarda, embriyolara 6zgii olan triasilgliserol

iceren dokularin varligr Sudan Red 7B ile boyayarak dogrulanmistir (Sekil 4.13).

Kotiledon Kallus Somatik embriyo Kallus+ Somatik embriyo

Boyama oncesi

Sudan Red 7B

Sekil 4. 13. Farkli donemlerdeki (kotiledon, bitkicik, kallus, somatik embriyo,
kallustan kokenlenmis somatik embriyolar) yapilarin Sudan Red 7B ile boyanmasi
(Ust satir: Boyama Oncesi, Alt satir: Boyama Sonras).
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4.5. RNA’larm Kalitatif ve Kantitatif Degerlendirilmesi

Sekanslama igin segilen gruplar; BS (Kontrol grubu), 5 uM 2,4-D igeren grup, BIX-
01294 inhibitorii iceren gruplar (2,5-1-0,1 uM) ve 5 uM 2,4-D igeren besiyerinde SE
dontigsmiis eksplantlarin RNA 6rnekleri ve aym sekilde 2,5 uM BIX-01294 igeren
besiyerinde SE doniligsmiis eksplantlarin RNA 6rneklerini igermektedir. 0,05-0,5 ve 1
puM BIX-01294 bitki gruplari, RNA safliklarinin belirtilen diizeyde elde edilememesi

nedeniyle transkriptom deney dizaynindan ¢ikarilmistir.

Sekil 4. 14. 5. ve 10. giinde izolasyonu yapilan RNA 6rneklerinin agaroz jel goriintiisii.
Markir (Thermo 100 bg 1) BS Kontrol; 2) 0,05 uM BIX-01294; 3) 0,5 uM BIX-01294;
4) 0,1 uM BIX-01294; 5) 1 uM BIX-01294; 6) 2,5 uM BIX-01294; 7) 5 uM 2,4-D; 8)
2,5 uM BIX-01294 SE*; 9)5 uM 2,4-D SE*)

5. ve 10. giin drneklerinde 28S ve 18S bantlarin belirgin sekilde gozlenmesi, RNA

biitlinliigliniin 1yi oldugunu gostermektedir (Sekil 4. 14).

Tablo 4. 2. izolasyonu yapilan 5.giin zigotik embriyo RNA 6rneklerinin saflastirma
oncesi ve sonrasi konsanstrasyon/saflik degerleri

Ornek Ad1 Konsantrasyon (ng/pl) A260/280 A260/230
Oncesi 67.120 2.1 0,49

B5 (5A1)
Sonrast 37.760 2.1 2.4

B5 (5A2) Oncesi 34.280 2.1 0.35
Sonrasi 26.680 2.0 2.0

B5 (5A3) Oncesi 27.560 2.1 0.24
Sonrasi 19.920 2.2 2.1
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Tablo 4. 3. Izolasyonu yapilan 5.giin zigotik embriyo RNA 6rneklerinin saflastirma

Oncesi ve sonrasi konsanstrasyon/saflik degerleri (devamu).

2,5 uM BIX (5C1) Oncesi 60.440 2.1 0.48
Sonrast 47.160 22 22
2,5 uM BIX (5C2) Oncesi 52.440 2.1 0.57
Sonrast 37.440 2.1 22
2,5 pM BIX (5C3) Oncesi 35.360 2.1 0.6
Sonrast 39.200 2.1 2.3
5 uM 2,4-D (5E1) Oncesi 33.080 2.1 0.15
Sonrast 23.560 22 1.8
5 uM 2,4-D (5E2) Oncesi 48.280 22 0.47
Sonrast 20.240 2.0 22
5 uM 2,4-D (5E3) Oncesi 23.560 22 1.82
Sonrast 26.880 2.1 2.0

Tablo 4. 4. izolasyonu yapilan 10.giin zigotik embriyo RNA &rneklerinin saflastirma
oncesi ve sonrasi konsanstrasyon/saflik degerleri

Ornek Adi Konsantrasyon (ng/pl) A260/280 A260/230
B5 (10A1) Oncesi 109.48 22 1.4
Sonrast 104.40 22 22
B5 (10A2) Oncesi 45.560 2.3 0.88
Sonrast 39.880 2.1 2.1
B5 (10A3) Oncesi 62.450 22 0.63
Sonrasi 49.080 2.2 2.2
2,5 uM BIX SE*(10F1) Oncesi 57.560 2.1 0.8
Sonrast 17.000 2.0 1.7
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Tablo 4. 5. izolasyonu yapilan 10.giin zigotik embriyo RNA 6rneklerinin saflastirma

2,5 uM BIX SE* (10F2) Oncesi 48.400 22 0.6
Sonrasi 20.600 2.0 1.65
2,5 uM BIX SE* (10F3) Oncesi 81.960 22 0.6
Sonrast 82..280 22 23
5 uM 2,4-D SE* (10G1) Oncesi 145.96 2.1 0.4
Sonrasi 89.040 2.1 2.1
5 uM 2,4-D SE* (10G2) Oncesi 97.360 2.1 0.4
Sonrast 52.400 22 2.0
5 uM 2,4-D SE* (10G3) Oncesi 238.88 22 1.12
Sonrast 244.88 22 24

4.6. RNA Sekanslama

Caligma kapsaminda 5. ve 10. Giinlere ait 6 deney grubu RNA o6rnekleri 3 tekrarl
olacak sekilde toplamda 18 adet ornek i¢in analiz gergeklestirilmistir ve asagida

belirtilen deney gruplar1 kullanilmistir:

1. 5.giin BS grubu (Kontrol grubu) (A)

5.gilin 2,5 uM BIX-01294 inhibitorii iceren grup (C)
5.giin 5 pM 2,4-D igeren grup (E)

10.giin B5 grubu (Kontrol grubu) (A)

10.giin 2,5 uM BIX-01294 inhibitdrii igeren grup (F)
10.glin 5 uM 2,4-D igeren grup (G)

AN i

Secilen gruplardaki RNA orneklerinin Qubit 3 florometresi (Thermo Fisher, ABD,
#Q33216) sonras1t A260/230, A260/280 degerleri ve 2100 Bioanalyzer (Agilent, ABD,
#G2939BA) 6l¢iimii sonrast RNA biitiinliigii hakkinda bilgi veren RIN (RNA Integrity
Number) degerleri Tablo 4.4 ve Tablo 4.5’te verilmistir.

49



Tablo 4. 6. Dizileme i¢in secilen 5. giin RNA’larin Qubit 3 florometresi 6l¢timii
sonrasi saflik degerleri ve Agilent 2100 Bioanalyzer 6l¢iimii sonrasi elde edilen RNA
biitiinliigii (RIN) degerleri

Ornek Adi A260/280 A260/230 RIN
5.giin BS

5A1 2,08 2,03 8,9
5A2 1,97 1,99 7,6
5A3 2,07 1,75 8,7

5.giin 2,5 pM BIX-01294

5C1 2,14 2,43 7,8
5C3 2,07 2,05 8,9
5C5 2,05 1,82 7,2

5.giin 5 pM 2,4-D

SE2 2,12 1,96 8,8
SE3 1,97 1,8 8,7
S5E4 2,39 2,31 73

Tablo 4. 7. Dizileme i¢in segilen 10. giin RNA’larin Qubit 3 florometresi 6l¢tiimii
sonrast saflik degerleri ve Agilent 2100 Bioanalyzer 6l¢iimii sonrasi elde edilen RNA
biitiinligt (RIN) degerleri

Ornek Adi A260/280 A260/230 RIN

10.giin BS grubu

10A1 2,14 1,96 8,8
10A2 1,98 2,19 9
10A3 2,11 2,08 8,9

10.giin 2,5 tM BIX-01294

10F1 2,09 1,59 93
10F2 2,05 1,54 8,9
10F3 2,06 2,16 8,6

10.giin 5 pM 2,4-D

10G1 2 2,02 10
10G2 2,09 1,88 9,6
10G5 2,01 2,46 8,6
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Calisma kapsaminda 12 farkli grup icinde 33 farkli numunenin RNA dizilemesi

gerceklestirilmistir. Asagidaki Tablo 4.6 icinde ilgili 6rneklerin adlari, deney gruplari,

dizileme sonucunda elde edilen okuma sayilar1 ve bu okumalarin ne kadarinin genoma

hizalandig1 yer almaktadir. “Toplam” siitunu numuneden elde edilen toplam okuma

sayisint; “Hizalanan” siitunu genoma hizalanan okumalarin sayisini; “Hizalama

Oran1” siitunu genoma hizalanan okumalarin oranmi; “Hizalanmayan” genoma

hizalanamayan okumalarin sayisini; “Q30 Kalite Oran1” ise Q30 ve daha iistiinde

Phred kalite skoru alan okumalarin oranini belirtmektedir. Okuma sayilar1 hizalama

oranlart %97.97 ile 99.81 arasinda degigsmektedir. Q30 kalite orani ise %91.54 ve

95.66 oranlar arasindadir. Hizalanmayan dizi sayilar1 oldukca azdir.

Tablo 4. 8. Calisilan 6rneklere ait grup bilgileri, okuma sayilar1 ve hizalama degerleri

Ornek Ad1 Toplam Hizalanan Hizalan Q30 Kalite Hizalama
mayan Oram Oram

5.giin BS

5A1 73.138.964 72.652.854 486.110 94.54% 99.34%

5A2 65.911.998 65.353.104 558.894 94.64% 99.15%

5A3 81.934.720 80.465.552 1.469.168 94.25% 98.21%

5.giin 2,5 pM BIX-01294

5C1 155.074.290  154.698.065 376.225 94.34% 99.76%

5C3 164.182.968  163.629.990 552.978 93.78% 99.66%

5CS 69.480.762 69.093.084 387.678 94.64% 99.44%

5.giin 5

uM 2,4-D

SE2 62.601.584 55.982.503 6.619.081 91.54% 89.43%

5E3 88.841.264 88.058.410 782.854 93.33% 99.12%

SE4 65.063.296 64.809.454 253.842 94.44% 99.61%

10.giin BS

10A1 79.910.594 79.187.041 723.553 94.36% 99.09%

10A2 101.652.560  101.372.449 280.111 94.64% 99.72%

10A3 120.376.462  120.148.152 228.310 94.28% 99.81%

10.giin 2,5 pM BIX-

01294

10F1 61.163.430 59.923.071 1.240.359  94.15% 97.97%

10F2 86.106.288 85.092.846 1.013.442  94.24% 98.82%

10F3 204.085.948  201.409.476 2.676.472  93.69% 98.69%

10.giin 5 pM 2,4-D

10G1 205.735.728  204.753.676 982.052 94.42% 99.52%

10G2 269.028.702  268.457.886 570.816 93.33% 99.79%

10G5 98.255.370 97.908.937 346.433 95.66% 99.65%

51



Asagida yer alan Sekil 4.15°teki 1s1 grafigi (heatmap), ornekler arasinda en fazla
varyasyon gosteren ilk 50 genin anlatim profillerini gostermektedir. Is1 grafiginde yer
alan 6rnek ve genler, profil benzerliklerine gore de her iki eksende kiimelenmis ve
benzerlikler dendrogramlar ile gorsellestirilmistir. Is1 grafiginde, sadece protein
kodlayan genler dahil edilmistir. Is1 grafigi analizinde ornekler arasinda varyasyon

gosteren ilk 50 gen Tablo 4.7°de verildigi gibidir.
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Sekil 4. 15. Ornekler arasinda en fazla varyasyon gosteren ilk 50 genin anlatim profili
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Tablo 4. 9. Ornekler arasinda en fazla varyasyon gosteren ilk 50 gen profili

GEN ID Gen ismi

AT3G48580 Xyloglucan endotransglucosylase/hydrolase 11, XTHI1

AT1G59740 Major facilitator superfamily protein

AT1G13620 root meristem growth factor-like protein, RGF2

AT2G04025 root meristem growth factor, RGF3

AT2G46850 Protein kinase superfamily protein

AT1G19115 uncharacterized protein

AT2G05330 BTB/POZ domain-containing protein

AT4G34970 actin depolymerizing factor 9, ADF9

AT1G14940 Polyketide cyclase/dehydrase and lipid transport superfamily
protein

AT2G33070 nitrile specifier protein 2, NSP2

AT3G29970 B12D protein

AT4G27450 aluminum induced protein with YGL and LRDR motifs

AT5G10040 uncharacterized protein)

AT4G30880 Bifunctional inhibitor/lipid-transfer protein/seed storage 2S
albumin superfamily protein

AT5G64770 root meristem growth factor, RGF9

AT2G34430 light-harvesting chlorophyll-protein complex Il subunit Bl,
LHBIBI

AT5G38420 Ribulose bisphosphate carboxylase (small chain) family protein,
RBCS2B

AT5G38410 Ribulose bisphosphate carboxylase (small chain) family protein,
RBCS3B

AT5G38430 (Ribulose bisphosphate carboxylase (small chain) family protein,
RBCSIB)

AT3G01500 carbonic anhydrase 1, CAl

AT5G14740 carbonic anhydrase 2, CA2

AT1G31580 ECS1

AT5G42530 uncharacterized protein

AT5G48490 Bifunctional inhibitor/lipid-transfer protein/seed storage 2S
albumin superfamily protein

AT3G27690 photosystem II light harvesting complex protein 2.3, LHCB2.3
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Tablo 4. 10. Ornekler arasinda en fazla varyasyon gdsteren ilk 50 gen profili (devami).

AT3G16670 Pollen Ole e 1 allergen and extensin family protein

AT3G05730 defensin-like protein

AT3G14210 GDSL-like lipase/acylhydrolase superfamily protein, ESM1

AT5G20630 germin 3, GER

AT3G16660 Pollen Ole e 1 allergen and extensin family protein

AT3G21380 Mannose-binding lectin superfamily protein

AT4G11310 Papain family cysteine protease

AT2G05510 Glycine-rich protein family

AT5G46890 Bifunctional inhibitor/lipid-transfer protein/seed storage 2S
albumin superfamily protein

AT5G46900 Bifunctional inhibitor/lipid-transfer protein/seed storage 2S
albumin superfamily protein

AT4G12510 Bifunctional inhibitor/lipid-transfer protein/seed storage 2S
albumin superfamily protein

AT4G12520 Bifunctional inhibitor/lipid-transfer protein/seed storage 2S
albumin superfamily protein

AT3G01190 Peroxidase superfamily protein

AT2G33790 arabinogalactan protein 30

AT1G65970 thioredoxin-dependent peroxidase 2, TPX2

AT4G23670 Polyketide cyclase/dehydrase and lipid transport superfamily
protein

AT4G30170 Peroxidase family protein

AT1G73330 drought-repressed 4, DR4

AT4G29905 uncharacterized protein

AT2G01530 MLP-like protein 329

AT3G53980 Bifunctional inhibitor/lipid-transfer protein/seed storage 2S
albumin superfamily protein

AT4G12550 Auxin-Induced in Root cultures 1, AIRI

AT2G01520 MLP-like protein 328, MLP328

AT2G05540 Glycine-rich protein family

AT2G45180 Bifunctional inhibitor/lipid-transfer protein/seed storage 2S

albumin superfamily protein
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4.6.1. Diferansiyel Anlatim Analizi

Diferansiyel anlatim analizi (DEG), normalize edilmis okuma sayilari iizerinden,
deney gruplar1 arasindaki istatistiksel olarak anlamli anlatim degisikliklerini tespit
etmek icin kullanilir. Diger bir deyisle, belirli bir gen i¢cin okuma sayilarinda gozlenen
bir farkin sadece rastgele varyasyon ile meydana gelme beklentisinden daha biiyiik
olup olmadigina karar vermek i¢in Diferansiyel Anlatim Analizi kullanilir. Sekil
4.16’da DEG analizi sonrasinda her bir karsilastirma grubunun detaylar1 ve anlaml

derecede (FDR < 0,05) farklilik gdsteren genlerin sayilar1 yer almaktadir.

§.giin 2,5 uM BIX-01294/ 10.giin 2,5 pM BIX-01294 [y —
5.glin SuM 2.4-D / 10.gitn 5 uM 2.4-D [
5.giin B5/ 10.giin BS [ e
10.gin 5 pM 2.4-D / 10.gim 2.5 M BIX-01294 [ —
10.gtin B3 / 10.gitn 5 1M 2.4-D [
10.gim BS / 10.gin 2,5 pM BIX-01294 [ ——
5.giin SpM 2,4-D / 5.giin 2,5 uM BIX-01294 [

5.0 BS / 5.giin 2,5 pM BIX-01294 |

S.ginBS /5.gin SuM 24D |
0 500 1000 1500 2000 2500 3000

B Ekspresyonu artan genler B Ekspresyonu azalan genler

Sekil 4. 16. Gergeklestirilen karsilastirma gruplari ve anlamli derece farklilik gosteren
genlerin sayilar1 (FDR < 0.05).

5 uM 24-D ve 2,5 uM BIX-01294 inhibitorii uygulanan Arabidopsis thaliana
IZE’lerinde 5.glin ve 10.gilinlerde farkli sekilde ifade edilen genlerin analizleri
artan/azalan olarak degerlendirilmistir (Sekil 4. 16).

5. glin B5 kontrol grubuna kiyasla oksin igeren ortamda 1093 gende anlamli artis, 1751
gende anlamli azalis saptanmistir. 5. giin B5 kontrol grubuna kiyasla BIX-01294
inhibitdrii iceren ortamda 7 gende artis, 115 gende azalig saptanmistir. 5.giin oksin
iceren ortama kiyasla BIX-01294 iceren ortamda 2022 gende anlamli artis ve 1220
gende anlamli azalis saptanmustir.

10. giinde ise B5 kontrol grubuna kiyasla oksin igeren ortamda 2229 gende anlamli
arti, 3114 gende anlaml1 azalis bulunmustur. Kontrol grubuna kiyasla (BS) 5. ve 10.

giinlerde oksin igeren ortamlarda 2106 ortak gen saptanmustir.
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10.giinde ise B5 kontrol grubuna kiyasla BIX-01294 inhibitorii iceren ortamda 914
gende anlamli artis, 646 gende anlamli azalis bulunmustur. Kontrol grubuna kiyasla
(B5) 5. ve 10.glinlerde BIX-01294 inhibitorii iceren ortamlarda 7 ortak gen
saptanmustir.

10. giin oksin igeren ortama kiyasla BIX-01294 iceren ortamda 2693 gende anlamli
artis ve 1710 gende anlamli azalis tespit edilmistir.

Oksin igeren ortama kiyasla BIX-01294 igeren ortamda S5.glin ve 10.giin
karsilastirmasinda 465 ortak gen tespit edilmistir.

548
(9.3%)

5. giin B5 — 5. giin 5 pM 2,4.D 10. giin BS - 10. giin 5 pM 2,4 D

2833
(46.6%)

5. giin 5 pM 2,4-D - 5. giin 2,5 pM BIX 01294

Sekil 4. 17. 5. ve 10. giinlere ait belirtilen karsilastirmalara ait venn semalar1 A) 5.giin
B5- 5.giin 2,5 uM BIX-01294 ve 5.giin B5- 5.giin 5 uM 2,4-D uygulamalarindaki
DEG’ler i¢in Venn diagrami B) 10.giin BS- 10.giin 2,5 uM BIX-01294 ve 10.giin B5-
10.giin 5 uM 2,4-D uygulamalarindaki DEG’ler i¢in Venn diagrami C) 10.glin B5-
10.giin 2,5 uM BIX-01294, 10.giin B5- 10.gtin 5 uM 2,4-D ve 10.glin 5 pM 2,4-D-
10.giin 2,5 uM BIX-01294 uygulamarindaki DEG’ler i¢in Venn diagrami
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10. giin BS — 10. giin 5 pM 2,4-D

Sekil 4. 18. Belirtilen karsilagtirmalara ait venn semalar1

Karsilastirma 5. giin B5 — 5. giin 2,5 pM BIX-01294 icin yapilan analize gore
istatistiksel olarak en anlamli degisiklik goésteren 15 gen ve kat degisimleri su
sekildedir; AT1G19960 (transcription factor) 3,32 kat, AT2G41380 (S-adenosy!-L-
methionine-dependent methyltransferases superfamily protein) 1,61 kat, AT4G33550
(Bifunctional inhibitor/lipid-transfer protein/seed storage 2S albumin superfamily
protein ) 1,85 kat, AT2G38750 (annexin 4) 2,43 kat, AT2G37870 (Bifunctional
inhibitor/lipid-transfer protein/seed storage 28 albumin superfamily protein) 2,04 kat,
AT3G26460 (Polyketide cyclase/dehydrase and lipid transport superfamily protein)
1,72 kat, AT2G27080 (Late embryogenesis abundant (LEA) hydroxyproline-rich
glycoprotein family) 1,56 kat, AT5G23820 (MD-2-related lipid recognition domain-
containing protein) 1,58 kat, AT5G06320 (NDRI/HINI-like 3) 1,56 kat, AT1G75830
(low-molecular-weight cysteine-rich 67) 3,7 kat azalis, AT5G01075 (Glycosyl
hydrolase family 35 protein) 1,6 kat, AT3G60140 (Glycosyl hydrolase superfamily
protein) 3,42 kat, AT1G26250 (Proline-rich extensin-like family protein) 2,6 kat,
AT3G13960 (growth-regulating factor 5) 1,53 kat, AT2G29630 (thiaminC) 1,66 kat

artig saptanmigtir.

Karsilagtirma 5. giin BS — 5. giin 5 pM 2,4-D i¢in yapilan analize gore istatistiksel
olarak en anlamli degisiklik gosteren 15 gen ve kat degisimleri su sekildedir;
AT4G27260 (Auxin-responsive GH3 family protein) 20,37 kat artis, AT1G05260
(Peroxidase superfamily protein) 1000 kat, AT3G01190 (Peroxidase superfamily
protein) 1000 kat, AT3G25930 (Adenine nucleotide alpha hydrolases-like superfamily
protein) 500 kat, ATAG30170 (Peroxidase family protein) 333,33 kat, AT5G47990
(cytochrome P450, family 705, subfamily A, polypeptide 5) 500 kat, AT2G01530
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(MLP-like protein 329) 1000 kat, AT2G45220 (Plant invertase/pectin methylesterase
inhibitor superfamily) 166,66 kat, AT3G09220 (laccase 7) 270,27 kat, AT5G66390
(Peroxidase superfamily protein) 119,04 kat, AT1G73330 (drought-repressed 4)
909,09 kat, AT1G45145 (thioredoxin H-type 5) 27,77 kat, AT1G18980 (RmlC-like
cupins superfamily protein) 149,25 kat, AT3G29250 (NAD(P)-binding Rossmann-fold
superfamily protein) 144,92 kat, AT4G37410 (cytochrome P450, family 81, subfamily
F, polypeptide 4) 384,61 kat azalis saptanmistir.

Kargilagtirma 5. giin 5 uM 2,4-D — 5. giin 2,5 uM BIX-01294 i¢in yapilan analize gore
istatistiksel olarak en anlamli degisiklik gosteren 15 gen ve kat degisimleri su
sekildedir;, AT2GO05510 (Glycine-rich protein family) 1265 kat, AT2G33790
(arabinogalactan protein 30) 856,93 kat, AT3G25930 (Adenine nucleotide alpha
hydrolases-like superfamily protein) 420,45 kat, AT1G05260 (Peroxidase superfamily
protein) 552,33 kat, AT4G21830 (methionine sulfoxide reductase B7) 178,68 kat,
AT5G62340 (Plant invertase/pectin methylesterase inhibitor superfamily protein)
94,65 kat, AT4G30170 (Peroxidase family protein) 268,25 kat, AT2G37750
(uncharacterized protein) 32,58 kat, AT4G21850 (methionine sulfoxide reductase B9)
18,80 kat, AT2G44790 (uclacyanin 2) 52,86 kat, AT5G19230 (Glycoprotein
membrane precursor GPIl-anchored) 18,99 kat, AT1G74458 (uncharacterized
protein) 96,97 kat artis, AT5G07310 (Integrase-type DNA-binding superfamily
protein) 65,35 kat, AT4G27260 (Auxin-responsive GH3 family protein) 13,15 kat

azalig saptanmustir.

Karsilagtirma 10. giin B5 — 10. giin 2,5 uM BIX-01294 i¢in yapilan analize gore
istatistiksel olarak en anlamli degisiklik gosteren 15 gen ve kat degisimleri su
sekildedir; AT1G75640 (Leucine-rich receptor-like protein kinase family protein)
6,69 kat, AT3G07540 (Actin-binding FH?2 (formin homology 2) family protein) 3,88
kat, AT4G32490 (early nodulin-like protein 4) 19,96 kat, AT2G20750 (expansin Bl)
4,13 kat, AT1G66250 (O-Glycosyl hydrolases family 17 protein) 3,98 Kkat,
ATI1G25510 (Eukaryotic aspartyl protease family protein) 4,91 kat, AT5G48360
(Actin-binding FH2 (formin homology 2) family protein) 7,01 kat, AT5G10310
(EPIDERMAL PATTERNING FACTOR-like protein) 4,09 kat, AT1G32583 (tapetum
determinant protein) 13,50 kat, AT1G80280 (alpha/beta-Hydrolases superfamily
protein) 3,95 kat, AT1G32860 (Glycosyl hydrolase superfamily protein) 3,61 kat,
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ATI1G54160 (nuclear factor Y, subunit A5) 3,84 kat artis, AT3G61890 (homeobox 12)
3,57 kat, AT4G22880 (leucoanthocyanidin dioxygenase) 19,23 kat, AT5G17220
(glutathione S-transferase phi 12) 14,70 kat azalig saptanmustir.

Kargilagtirma 10. giin BS — 10. giin 5 uM 2,4-D i¢in yapilan analize gore istatistiksel
olarak en anlamli degisiklik gosteren 15 gen ve kat degisimleri su sekildedir;
AT1G04610 (YUCCA 3) 65,74 kat, AT2G05330 (BTB/POZ domain-containing
protein) 230,08 kat artis, AT2G21045 (Rhodanese/Cell cycle control phosphatase
superfamily protein) 37,03 kat, AT3GO01190 (Peroxidase superfamily protein) 714,28
kat, AT5G46890 (Bifunctional inhibitor/lipid-transfer protein/seed storage 2S
albumin superfamily protein) 526,31 kat, AT4G12545 (Bifunctional inhibitor/lipid-
transfer protein/seed storage 28 albumin superfamily protein) 50,50 kat, AT4G12510
(Bifunctional inhibitor/lipid-transfer protein/seed storage 2S albumin superfamily
protein) 833,3 kat, AT4G35060 (Heavy metal transport/detoxification superfamily
protein) 27,7 kat, AT4G07820 (CAP (Cysteine-rich secretory proteins, Antigen 5, and
Pathogenesis-related 1 protein) superfamily protein) 303 kat, AT4G12550 (Auxin-
Induced in Root cultures 1) 119,04 kat, AT3G24020 (Disease resistance-responsive
(dirigent-like protein) family protein) 13,69 kat, AT5G66390 (Peroxidase superfamily
protein) 71,42 kat, AT2G37870 (Bifunctional inhibitor/lipid-transfer protein/seed
storage 2S albumin superfamily protein) 21,27 kat, AT4G30170 (Peroxidase family
protein) 303 kat, AT4G26320 (arabinogalactan protein 13) 40 kat azalis saptanmistir.
10. giin kontrole kiyasla 10. giin 5 uM 2,4-D ve 10. giin 2,5 uM BIX-01294 en anlaml1
degisiklik gosteren transkriptler disinda bu karsilastirmalara ait DEG'lerde anlatimi
artan ve embriyonik gelisimde 6nemli islevi olan TF genleri ve SE dokularinda DNA
metilasyonu ve demetilasyonu ile iligkili genler tanimlanmistir. Tablo 4.8 ve 4.9°da bu

kiyaslara ait kat degisimleri verilmistir.
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Tablo 4. 11. SE dokularinda DNA metilasyonu ve Demetilasyonu ile iligkili genler

Gen ID Isim 10.giin BS 10.giin B5-
10.giin 5 pM 2,4-D 10.giin 2,5 pM BIX

AT5G49160 METI +2,50

AT1G69770 CMT3 +2,24

AT5G14620 DRM?2 +1,92 +2,05
AT5G66750 DDM1 +2,56

AT2G16390 DRDI +2,51 +2,59
AT1G57820 VIM1 +3,53 +2,4
AT5G39550 VIM3 +1,97

AT5G04560 DMEI1 +2,22

AT3G10010 DML2 +3,13
AT2G36490 ROSI +2,28

AT5G13960 CMT2 +3,04
AT2G36490 DRM3 +1,86 +1,85
AT2G36490 DMLI +1,80

Tablo 4. 12. DEG'lerde anlatimi artan ve embriyonik gelisimde Onemli islevi
olan TF genleri

Gen ID isim 10.giin BS 10.giin B5
10.giin. 5 pM 2,4-D 10.giin 2,5 pM BIX-01294

AT1G21970) LECI 49,99 +14,91

AT1G30490 PHV +2,79 +2,04

AT2G34710 PHB +6,04 +2,05

AT3G24650 ABI3 +2,26

AT3G26790 FUS3 +2,46 +3,99

AT5G13790 AGLIS +2,65 +3,46

AT1G51190 PLT 2/AIL4 +22,25

AT3G20840 PLT 1/AIL3 +49,04

AT4G37750 ANT +3,0

AT5G10510 PLT 3/AIL 6 +7,97

AT5G10510 PLT 4/BBM/AIL2 +5,79
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Tablo 4. 13. DEG'lerde anlatimi artan ve embriyonik gelisimde Onemli islevi
olan TF genleri (devamui).

AT5G57390 PLT5/AILS +2,33
AT5G65510 PLT 7/4IL7 +2,41 +3,43
AT3G11260 WOoXx 5 +4,16

ATS5G05770 wox7 +5,43

AT3G03660 wWox 11 +28,56

Tablo 4. 14. 5. giin BS — 5.giin 2,4-D ve 10. giin B5S — 10. giin 2,4-D kiyaslarinda
Aux/IAA genlerinin kat degigsimleri

Isim/ Gen ID 5.giin B5- 5.giin 5 pM 2,4-D 10.giin B5-10.giin 5 pM 2,4-D
144 1 (AT4G14560) +10,88 +6,97
144 2 (AT3G23030) +3,54 +6,24
144 3 (AT1G04240) -0,25

144 4 (AT5G43700) +4,0 +3,43
144 7 (AT3G23050) +2,82

144 8 (AT2G22670) +1,61
144 9 (AT5G65670) +1,81 +1,66
14411 (AT4G28640) +1,72

14412 (AT1G04550) +1,57
14413 (AT2G33310) +2,95 +2,13
14417 (AT1G04250) +2,81
14419 (AT3G15540) +3,76 +6,72
14420 (AT2G46990) +43,18 +33,60
14426 (AT3G16500) +2,34 +1,65
14427 (AT4G29080) +2,76 +1,93
14428 (AT5G25890) -0,24 -0,53
14430 (AT3G62100) +32,65 +22,87
14433 (AT5GS57420) +53,41 +31,92

Karsilagtirma 10. giin 5 uM 2,4-D — 10. giin 2,5 uM BIX-01294 i¢in yapilan analize
gore istatistiksel olarak en anlamli degisiklik gosteren 15 gen ve kat degisimleri su
sekildedir; AT1G24020 (MLP-like protein 423) 4,59 kat, AT5G04950 (nicotianamine
synthase 1) 6,48 kat, AT3G15840 (post-illumination chlorophyll fluorescence
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increase) 3,32 kat, AT1G78490 (post-illumination chlorophyll fluorescence increase)
4,71 kat, AT3G15360 (thioredoxin M-type 4) 2,81 kat, AT4G21210 (PPDK regulatory
protein) 2,45 kat, AT2G05330 (BTB/POZ domain-containing protein) 7,85 kat art1s,
AT4G34970 (actin depolymerizing factor 9) 6,29 kat, AT4G09940 (P-loop containing
nucleoside triphosphate hydrolases superfamily protein) 5,53 kat, AT2G03830 (root
meristem growth factor) 5,91 kat, AT1G04610 (YUCCA 3) 5,58 kat, AT1G48000 5,35
kat (myb domain protein 112), AT1G15385 (cotton fiber protein) 5,49 Kkat,
AT3G14362 4,75 kat (ROTUNDIFOLIA like 10), AT3G02245 uncharacterized

protein) 4,85 kat azalis belirlenmistir.

Karsilastirma 5. giin B5 — 10. giin B5 i¢in yapilan analize gore istatistiksel olarak en
anlaml degisiklik gosteren 15 gen ve kat degisimleri su sekildedir; AT5G39720
(avirulence induced protein 2 like protein) 32,23 kat, AT2G30766 (uncharacterized
protein) 13,81 kat, AT1G13609 (Defensin-like (DEFL) family protein) 24,27 kat,
AT5G53450 (OBP3-responsive protein 1) 5,63 kat, AT3G05260 (NAD(P)-binding
Rossmann-fold superfamily protein) 27,61 kat artis, AT4G22235 (defensin-like
protein) 11,62 kat, AT1G76470 (NAD(P)-binding Rossmann-fold superfamily
protein) 12,98 kat, AT4G28850 (xyloglucan endotransglucosylase/hydrolase 26) 6,25
kat, AT1G18180 (3-oxo-5-alpha-steroid 4-dehydrogenase (DUF1295)) 4,16 kat,
AT3G29030 (expansin ~ A5) 6,25 kat, AT5G57530 (xyloglucan
endotransglucosylase/hydrolase 12) 4,76 kat, AT2G21260 (NAD(P)-linked
oxidoreductase superfamily protein) 4,34 kat, AT1G06080 (delta 9 desaturase 1) 7,14
kat, AT1G65880 (benzoyloxyglucosinolate 1) 10 kat, AT4G25820 (xyloglucan
endotransglucosylase/hydrolase 14) 4,54 kat azalig saptanmustir.

Karsilagtirma 5. giin 5 uM 2,4-D — 10. giin 5 uM 2,4-D i¢in yapilan analize gore
istatistiksel olarak en anlamli degisiklik gosteren 15 gen ve kat degisimleri su
sekildedir; AT2G17850 (Rhodanese/Cell cycle control phosphatase superfamily
protein) 25,84 kat, AT1G21500 (uncharacterized protein) 12,92 kat, AT4G21650
(Subtilase family protein) 37,72 kat, AT2G16060 (hemoglobin 1) 7,72 Kkat,
AT5G42200 (RING/U-box superfamily protein) 5,29 kat, AT4G27450 (aluminum
induced protein with YGL and LRDR motifs) 30, 47 kat, AT2G42220 (Rhodanese/Cell
cycle control phosphatase superfamily protein) 7,26 kat, AT2G01990 (XRII-like
protein) 5,15 kat, AT2G20570 (GBF's pro-rich region-interacting factor 1) 4,38 kat,
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AT1G52230 (photosystem I subunit H2) 7,77 kat, AT5G63180 (Pectin lyase-like
superfamily protein) 11,15 kat, AT4G37750 (Integrase-type DNA-binding
superfamily protein) 4,6 kat, AT2G29310 (NAD(P)-binding Rossmann-fold
superfamily protein) 17,94 kat, AT5G54510 (Auxin-responsive GH3 family protein)
3,99 kat, AT1G52050 (Mannose-binding lectin superfamily protein) 6,25 kat azalis

belirlenmistir.

Karsilagtirma 5. giin 2,5 uM BIX-01294 — 10. giin 2,5 uM BIX-01294 i¢in yapilan
analize gore istatistiksel olarak en anlamli degisiklik gosteren 15 gen ve kat degisimleri
su sekildedir; AT5G26290 (TRAF-like family protein) 11,03 kat, AT4G37410
(cytochrome P450, family 81, subfamily F, polypeptide 4) 272,97 kat, AT5G60950
(COBRA-like protein 5 precursor) 11,6 kat, AT1G29270 (transcription factor
bHLH35-like protein) 8,33 kat, AT3G15450 (aluminum induced protein with YGL and
LRDR motifs) 12,92 kat, AT3G48580 (xyloglucan endotransglucosylase/hydrolase
11) 22,63 kat, AT1G66270 (Glycosyl hydrolase superfamily protein) 31,59 Kkat,
AT5G62920 (response regulator 6) 3,68 kat, AT3G63210 (mediator of aba-regulated
dormancy protein (DUF581)) 3,8 kat, AT1G17430 (alpha/beta-Hydrolases
superfamily protein) 4,16 kat, AT1G65610 (Six-hairpin glycosidases superfamily
protein) 5 kat, AT4G25980 (peroxidase superfamily protein) 5,26 kat, AT5G40960
(transmembrane protein, putative (DUF 3339)) 3,33 kat, AT1G22710 (sucrose-proton
symporter 2) 3,84 kat azalis belirlenmistir.

Karsilagtirma 5. giin 5 uM 2,4-D — 10. giin 5 uM 2,4-D i¢in yapilan analize gore
istatistiksel olarak en anlamli degisiklik gosteren 15 gen ve kat degisimleri su
sekildedir; ATS5G26290 (TRAF-like family protein) 3,46 kat, AT4G37410
(cytochrome P450, family 81, subfamily F, polypeptide 4) 8,09 kat, AT5G60950
(COBRA-like protein 5 precursor) 3,54 kat, AT3G15450 (aluminum induced protein
with- YGL and LRDR motifs) 3,69 kat, AT3G48580 (xyloglucan
endotransglucosylase/hydrolase 11) 4,50 kat, AT1G66270 (Glycosyl hydrolase
superfamily protein) 4,98 kat, AT5G62920 (response regulator 6) 1,88 Kkat,
AT3G63210 (mediator of aba-regulated dormancy protein (DUF581)) 1,93 kat artis,
AT1G17430 (alpha/beta-Hydrolases superfamily protein) 2 kat, AT1G65610 (Six-
hairpin glycosidases superfamily protein) 2,28 kat, AT4G25980 (peroxidase
superfamily protein) 2,37 kat, AT5G40960 (transmembrane protein, putative (DUF
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3339) 1,74 kat, AT1G22710 (sucrose-proton symporter 2) 1,92 kat, AT4G22730

(Leucine-rich repeat protein kinase family protein ) 1,98 kat azalis belirlenmistir.

4.6.2. Gen Ontolojisi

Gen Ontoloji (GO) analizi, genlerin fonksiyonel 6zelliklerine bagli olarak 6nceden
tanimlanmis terim veya gruplara atandigi ve Gen Ontolojisi siniflandirma sistemini
kullanan bir yorumlama yontemidir. Bir deneyde, altta yatan biyolojik siirecleri daha
iyl anlamak icin genellikle bu gen gruplarmin islevsel bir profilini almak icin
kullanilir. Gen ontolojileri ‘‘molekiiler fonksiyon (mf), hiicresel bilesen (cc) ve

biyolojik siire¢ (bp)’’ olmak iizere 3 ana baslik altinda gruplanur.

Biyolojik Siire¢
K&k morfogenezi _
Oksoasit metabolik siireci e
Organik asit metabolik stireci I
Uyarana tepla SRy

Terimler
%
w3
B
ga,

g

Inorganik
Glikosil bilesik metabolik sire¢ I "
Dis Uyarana teplci [
S-glikozit mmbollk strect [
Glikozinolat metabolilk streci [

Hiicresel Bilesen

Hiicre gevres: I

Dns kapslﬂleylcl vap: I
Bitki tipi hiicre duvar: |
Hiicre duvari
Apoplast RN
Plazma zar:
Mikrotiibiil sitokeletas: NG
Salgi kesecizi [N
Kaspari seridi [N
Ikincil hiicre duvar: [E_—_—_

Molekiiler Fonksiyon
Hem baglanmas: [
Tetrapirol baglanmas: I
DNA baglayici transkripsivon faktori aktrvites: PR
Oksidorediktaz aktivitesi P
Transkripsivon diizenleyici aktivitesi FE
Peroksidaz aktivites: I
Mikrotibiil baglanmast FE
Kromatinin vapisal bilegeni IR
Ciftlenmis donérler fizerinde etki eden, dahil olarak .. oksidorediiktaz aktivites: B
Peroksit iizerinde alici olarak etki eden oksidorediiktaz aktrvites: 000000000000
0 10 20 3
Aog10(P value)

Sekil 4. 19. Karsilagtirma 5. giin B5 — 5. giin 5 uM 2,4-D i¢in en anlamli degiskenlik
gosteren GO terimleri

Karsilagtirma 5. giin BS — 5. glin 5 uM 2,4-D i¢in yapilan analize gore anlatim
analizinde tespit edilen genlerin hangi GO terimlerinde gruplandigi detayl sekilde
analiz edilmistir (Sekil 4. 19). GO: BP analizinde 5.giinde kontrole kiyasla en ¢ok
etkilenen siirecler kok morfogenezi, oksoasit metabolik siireci ve organik asit

metabolik siire¢ olmustur.
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GO:MF analizinde ise en ¢ok etkilenen fonksiyonlar Hem baglanmasi, tetrapirol

baglanmasi ve DNA baglayici TF aktivitesi olmustur

Biyolojik Siirec¢

Organik maddeye yamt S
Uyaranlara yamt RS
Oksokarboksilik asit metabolik stireci [

Terimler
&E
et
BER

Hiicresel Bilesen

Dis kapsiil vapis: [

Hiicre duvar: [

Hucre cevresi [—

Bitki tipinde hiicre duvar: [NEE———
Apoplast _

Plazma zar: [

Koful [N

Kaspari
Bitki tlpmde koful _

Molekiiler Fonksiyon

Oksidorediiktaz aktivitest I
DNA'va baglanan transkripsiyon fakidni aktivites: B0
Hidrolaz aktivites:, O-glikosil bilesikleri hidrolizi B
Hidrolaz aktivitesi, glikosil baglarinda etki gosteren I
Kromatin yapisal bilegeni BN
Cift bagisci tizerinde etkili, katilim ile gerceklesen oksidorediiktaz aktivitesi IR
Transkripsivon diizenleyici aktivites: B
Monooksyenaz aktivites: BT

o 10 20

30

o 10(P value)

Sekil 4. 20. Kargilagtirma 5. giin 5 uM 2,4-D — 5.giin 2,5 pM BIX i¢in en anlaml

degiskenlik gdsteren GO terimleri

Karsilagtirma 5. glin 5 uM 2,4-D — 5. giin 2,5 uM BIX i¢in yapilan analize gore anlatim

analizinde tespit edilen genlerin hangi GO terimlerinde gruplandig1 detayli sekilde
analiz edilmistir (Sekil 4. 20). GO: BP analizinde 5.giin 5 uM 2,4-D’ye kiyasla 2,5 uM

BIX-01294 igeren ortamda yetisen bitkilerde organik maddeye yanit, uyaranlara yanit

ve oksokarboksilik asit metabolik siireci etkilenmistir. GO:MF analizinde ise en ¢ok

etkilenen fonksiyonlar tetrapirol baglanmasi, Hem baglanmasi ve oksorediiktaz

aktivitesi olmustur.
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Biyolojik Siirec
Monokarboksilik asit bivosentetik siireci
Doku gelisimi I —
Orpanik asit metabolik stirec [ SRS
Bolgesellestme [
_-_-———

Monokarboksilik asit metabolik siireci

Oksokarboksilik asit metabolik stireci I
Yag asidi biyosentetik stireci I——
e ]
P |

Terimler

Desen belirleme siireci

Menstem geligimi
Karbolksilik asit metabolik sireci [

Hiicresel Bilesen
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Bitki tipinde hiicre duvan

Hiicre duvar: I

13 ipligi orta bolgesi INNEG—_—_—

D5 kapsl yapas: [N
Polimerik iskelet 1if [N
Supramolekiiler polimer [
Supramolekiiler Lif [I_—_—_—

Molekiiler Fonksiyon
Oksidorediiktaz aktivitesi I
Beta-glukosidaz aktivites
Glukosidaz aktivitesi
DNA'va baglanan transkripsivon faktori aktivitest
Transkripsivon diizenlevici bolge niikleik asit baglanmasi
Transkripsivon cis-diizenleyici bélge baglanmas: [
Glukan endo-1,3-beta-D-glukosidaz altivites: B
Hem baglanmast
Oksidorediiktaz aktivitesi, cift bagiscilar tizerinde etkili, I
Diziye 6zgii cift zincirli DNA baglanmas:

5 10 15
<log 1 (P value)

o

Sekil 4. 21. Karsilagtirma 10. giin BS — 10. giin 2,5 uM BIX-01294 i¢in en anlaml
degiskenlik gdsteren GO terimleri

Kargilagtirma 10. giin BS — 10.giin 2,5 uM BIX-01294 i¢in yapilan analize gore
anlatim analizinde tespit edilen genlerin hangi GO terimlerinde gruplandigi detayli
sekilde analiz edilmigtir (Sekil 4. 21). GO: BP analizinde 10. giin BS’e kiyasla 2,5 pM

BIX-01294 iceren ortamda yetisen bitkilerde en ¢ok monokarboksilik asit biyosentez

stireci etkilenmistir. GO:MF analizinde ise en c¢ok etkilenen fonksiyonlar

oksidorediiktaz aktivitesi, beta-glukosidaz aktivitesi ve glukosidaz aktivitesi olmustur.
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Biyolojik Siirec
Uyaranlara yamt
Kok sisterni gelisimi [
Kok gelisimi [
Kimyasal maddeye yanst [EE
Tkineil metabolik stireg [

Bitki orgam geligimi [
Fotosentez [

Abiyotik uyarana yanut [
) Dolas gelisimi ———————
Inorganik maddeye yanst (R

Terimler

Hiicresel Bilesen

Plastid stroma [ —
Kloroplast strorno e |

Dis zar [
Organel diy zar:
Orzancl zax: [
Zort
Apoplast I
Tilakoid fumeni [

Molekiiler Fonksiyon
Oksidorediiktaz alctivitesi [ EEEEGEEEE—_——
Tetrapirol baglanmas: [
Hom baglanmass [
Peroksidi alic1 olarak kullanan oksidorediiktaz aktivitesi [l
Oksidorediiktaz aktivitesi, ¢ift bagiscilar tizerinde etkili, I
Antioksidan aktivitesi [T
Peroksidaz aktivitesi R
Monooksijenaz aktivites: [T
Klorofil baglanmas: I
Elektron transfer aktivitesi [l

o 10 20
-log10(P value)

Sekil 4. 22, Karsilagtirma 10. giin B5 — 10. giin 5 uM 2,4-D i¢in en anlamli degiskenlik
gosteren GO terimleri

Karsilagtirma 10. giin BS — 10. giin 5 uM 2,4-D ig¢in yapilan analize gore anlatim
analizinde tespit edilen genlerin hangi GO terimlerinde gruplandig1 detayli sekilde
analiz edilmistir (Sekil 4. 22). GO: BP analizinde 10. giin B5’e kiyasla 5 pM 2,4-D
iceren ortamda yetisen bitkilerde en ¢ok uyaranlara yanit siireci etkilenmistir. GO:MF
analizinde ise en ¢ok etkilenen fonksiyonlar oksidorediiktaz aktivitesi, tetrapirol

baglanmasi1 ve Hem baglanmasi aktivitesi olmustur.
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Biyolojik Siireg¢
Fotosentez, 151k reaksiyonu [ —
Tetrapirol metabolik stireci ||
Porfirin igeren bilesiklerin metabolik streci I

Terimler
:
g

Klorofil metabolik stireci [
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Pigment metabolik stirect [
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Hiicresel Bilesen

Apoplast I
Tilakoid Himen; [

Fotosister [
Hucre ici zarsiz organe] [N
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Fotosistern 1T [

Dis kapstl yapis: [N

Molekiiler Fonksiyon
Oksidorediiktaz aktivitesi
Tetrapirol baglanmas: I
Hem baglanmas: [T
Oksidorediiktaz aktivitesi, gift vericiler fizerinde etki eden, inkorporasyon ile_ [
Klorofil baglanmas: [
Oksidorediiktaz aktivitesi, peroksidi alici olarak kullanan FRT
Peroksidaz aktivites: I
Molekiiler fonksivon inhibitor aktivitesi IR
Pektinesteraz aktivitesi 0
Enzim inhibitér aktrvites: [0
U “og (P value)

Sekil 4. 23. Karsilastirma 10. giin 5 uM 2,4-D — 10. giin 2,5 uM BIX i¢in en anlaml
degiskenlik gdsteren GO terimleri

Kargilagtirma 10. giin 5 uM 2,4-D — 10. giin 2,5 uM BIX i¢in yapilan analize gore
anlatim analizinde tespit edilen genlerin hangi GO terimlerinde gruplandigi detayli
sekilde analiz edilmistir (Sekil 4. 23). GO: BP analizinde 10. giin 5 uM 2,4-D’ye
kiyasla 2,5 uM BIX-01294 iceren ortamda yetisen bitkilerde en ¢ok fotosentez, 151k
reaksiyonu, tetrapirol metabolik siireci etkilenmistir. GO:MF analizinde ise en ¢ok
etkilenen fonksiyonlar oksidorediiktaz aktivitesi, tetrapirol baglanmasi ve Hem

baglanmas1 olmustur.

4.6.3. KEGG Analizi

Yolak analizi, bir molekiiler yolak i¢inde yer alan proteinleri kodlayan genlerin
anlatiminin, deney ve kontrol gruplari arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik
gosterip goOstermediginin testini saglar. Buna bagl olarak, bir yolaktaki gen
anlatimindaki degisiklikleri inceleyerek biyolojik gruplar arasindaki fenotip
farkliliklarinin nedenleri arastirilabilir. Gergeklestirilen analizde, bu amacgla KEGG
Pathway yolak veritaban1 kullanilmistir. Yolaklar, barindirdiklari gen sayisina gore

istatistiksel olarak test edilmistir.
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Karsilagtirma 5. giin BS — 5. giin 5 uM 2,4-D kapsaminda, anlatim analizinde anlamli
degiskenlik gdsteren genlerin (FDR < 0.05) hangi yolak gruplarinda kiimelendigi
Tablo 4. 11 ve 4. 12°de belirtilmistir. Bu tablolarda, tespit edilen tiim yolaklar FDR
degerine gore diisiikten yiiksege olarak siralanmistir. Buna gore 1093 adet anlaml
artis gosteren genin 9 adet yolak icinde anlamli olarak kiimelendigi ve 1751 adet
anlaml diisiis gosteren genin 49 adet yolak i¢inde anlamli olarak kiimelendigi tespit
edilmistir (Sekil 4. 24 ve Sekil 4. 25). Tiim anlamli degiskenlik gosteren genler dikkate
alindiginda, 40 adet yolakta anlamli farklilik goriilmiistiir.

Tablo 4. 15. Karsilagtirma 5. giin B5 — 5. giin 5 uM 2,4-D kapsaminda anlatim profili
artan genler

ID Yolak Gen Oram P Degeri FDR
ath03030 DNA replikasyonu 19/43 7.47 x 1071¢ 6.20 x
107

ath04075 Bitki hormonu sinyal 46/433 1.04 x 10°° 430x10°*®
iletimi

ath04814 Motor proteinler 17/82 227 x10°® 5.62 x 107

ath03082 ATP-bagiml1 kromatin 15/64 2.71 x10°® 5.62x107
yeniden diizenlenmesi

ath03430 Yanlis eslesme onarimi 10/32 3.26 x 107 542 x10°°

ath03420 Niikleotid eksizyon 12/85 1.58 x 10 1.93 x 1073
onarimi

ath03410 Baz eksizyon onarimi 9/50 1.63 x 10~ 1.93 x 1073

ath03040 Splisosom 20/229 1.05 x 107 1.09 x 102

ath03440 Homolog rekombinasyon  8/60 2.88 x 1073 2.65 %107

ath04620 Toll-benzeri reseptor 3/15 2.15 %107 1.78 x 107!
sinyal iletimi

ath03013 Niikleositoplazmik tagima  9/105 2.77 x 1072 2.09 x 10!

ath04016 MAPK sinyal iletim yolu ~ 11/144 337 %107 2.33 x 10!

ath00908 Zeatin biyosentezi 4/32 4.03 x 102 2.57x 107!

ath00040 Pentoz ve glukuronat 8/108 7.47 x 1072 443 x 107!
enterkonversiyonlari
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DNA replikasyonu
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Sekil 4. 24. Karsilagtirma 5. giin B5 — 5. giin 5 uM 2,4-D i¢in en anlamli artis gosteren

yolaklarin dot plot gorsellestirmesi

Karsilagtirma 5. giin B5 — 5. giin 5 pM 2,4-D i¢in en anlamli artig gosteren ii¢ yolakta
rol oynayan genlerin ID’leri su sekildedir: DNA replikasyonu yolagi i¢in AT1G07370
(proliferating cellular nuclear antigen 1), AT1G09815 (polymerase delta 4),
AT1G44900 (minichromosome maintenance (MCM2/3/5) family protein),
AT1G67320 (DNA primase, large subunit family), AT1G77470 (replication factor C
subunit 3); bitki hormonu sinyal iletimi yolagi i¢cin AT1G04310 (ethylene response
sensor 2), AT1G04550 (AUX/IAA transcriptional regulator family protein),
AT1G04610 (YUCCA 3), AT1G19840 (SAUR-like auxin-responsive protein family),
AT1G19850 (Transcriptional factor B3 family protein / auxin-responsive factor
AUX/IAA-like protein), motor proteinler yolagi icinse AT1G18370 (ATP binding
microtubule motor family protein), AT1G59540 (P-loop containing nucleoside
triphosphate hydrolases superfamily protein), AT2G21300 (ATP binding microtubule
motor family protein), AT2G28620 (P-loop containing nucleoside triphosphate
hydrolases superfamily protein) ve AT2G29550 (tubulin beta-7 chain)’dir.
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Tablo 4. 16. Karsilagtirma 5. giin B5 — 5. giin 5 uM 2,4-D kapsaminda anlatim profili

azalan genler

ID Yolak Gen P Degeri FDR
Oram

ath00940 Fenilpropanoid 57/127 832x10%  8.66x 107
biyosentezi

ath01200 Karbon metabolizmast  60/275 1.78 x 1072 927 x 1071

ath00966 Glukozinolat 16/26 1.24 x 10 4.30 x 10710
biyosentezi

ath01210 2-Oksokarboksilik asit ~ 32/103 2.50 x 10™ 6.49 x 10710
metabolizmasi

ath00380 Triptofan 24/64 9.95 x 10 2.07 x 10~°
metabolizmasi

ath00630 Glikoksilat ve 27/81 1.55 x 107  2.68 x 107
dikarboksilat
metabolizmasi

ath00480 Glutatyon 28/102 1.03 x 10°® 1.52 x 1077
metabolizmasi

ath00360 Fenilalanin 14/33 1.39 x 107 1.81 x 10°¢
metabolizmasi

ath00071 Yag asidi yikimi 16/47 6.56 x 107 7.58 x 107¢

ath00592  Alfa-Linolenik asit 15/43 1.03 x 10°° 1.07 x 10~

metabolizmasi
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Tirozin metabolizmasi . 0.6
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Tropan, piperidin ve piridin alkaloid biyosentezi . 04
Izokinolin alkaloid biyosentezi . o
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Kiikiirt dongiisii -+ »
Propanoat metabolizmas: | e
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B T A e R e e
Adjusted p-value

Sekil 4. 25. Karsilastirma 5. glin B5 — 5. giin 5 uM 2,4-D i¢in en anlaml1 diisiis gosteren
yolaklarin dot plot gorsellestirmesi

Karsilagtirma 5. giin BS — 5. glin 5 uM 2,4-D i¢in en anlamli diislis gdsteren yolakta
rol oynayan genlerin ID’leri su sekildedir: fenil propanoid biyosentezi yolagi igin
AT1G05240 (Peroxidase superfamily protein), AT1G05250 (Peroxidase superfamily
protein), AT1G05260 (Peroxidase superfamily protein), AT1G14540 (Peroxidase
superfamily protein), AT1G30760 (FAD-binding Berberine family protein); karbon
metabolizmas1 yolagi icin AT1G06290 (acyl-CoA oxidase 3), AT1G09780
(Phosphoglycerate mutase, 2,3-bisphosphoglycerate-independent), AT1G12230
(Aldolase superfamily protein), AT1G17745 (D-3-phosphoglycerate dehydrogenase),
AT1G22430 (GroES-like zinc-binding dehydrogenase family protein); glukozinat
biyosentezi yolagi icinse AT1G16400 (cytochrome P450, family 79, subfamily F,
polypeptide 2), AT1G18590 (sulfotransferase 17), AT1G24100 (UDP-glucosy!
transferase 74B1), ATI1G74090 (desulfo-glucosinolate sulfotransferase 18),
AT1G74100 (sulfotransferase 16)°diir.

Karsilagtirma 5. giin 5 pM 2,4-D — 5. giin 2,5 uM BIX-01294 kapsaminda, anlatim
analizinde anlamli degiskenlik gosteren genlerin (FDR < 0.05) hangi yolak gruplarinda
kiimelendigi Tablo 4. 13 ve Tablo 4. 14’te belirtilmistir. Bu tablolarda, tespit edilen
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tim yolaklar FDR degerine gore diisiikten yiliksege olarak siralanmistir. Buna
gore 2022 adet anlamli artis gosteren genin 51 adet yolak icinde anlamli olarak
kiimelendigi ve 1220 adet anlamli diisiis gosteren genin 10 adet yolak i¢inde anlaml
olarak kiimelendigi tespit edilmistir (Sekil 4. 26 ve Sekil 4. 27). Tim anlamlh
degiskenlik gosteren genler dikkate alindiginda, 35 adet yolakta anlamli farklilik

goriilmiistiir.

Tablo 4. 17. Karsilastirma 5. giin 5 uM 2,4-D — 5. giin 2,5 uM BIX-01294 kapsaminda
anlatim profili artan genler

ID Yolak Gen Oram P Degeri FDR

ath00940  Fenilpropanoid biyosentezi 60/127 2.08 x 102 233 x 102

ath01200  Karbon metabolizmasi 85/275 1.45x 102" 8.10 x 1072

ath01210  2-Oksokarboksilik asit 41/103 425 x 10" 1.59 x 103
metabolizmasi

ath00630  Glikoksilat ve dikarboksilat 34/81 1.57 x 10713 440 x 10712
metabolizmast

ath00966  Glukozinolat biyosentezi 17/26 2.46 x 107" 5.51 x 107'°

ath00380  Triptofan metabolizmas1 26/64 290 x 107 541 x 107

ath01230  Amino asit biyosentezi 54/242 399 x10% 639 x107

ath00941  Flavonoid biyosentezi 13/25 271 x107 379 x10°

ath00480  Glutatyon metabolizmasi 29/102 333 x 107  4.15x10°

ath00710  Calvin dongiisii ile karbon 23/71 437x107 4.89x10°
fiksasyonu

ath00410  Beta-alanin metabolizmasi 18/47 480 %107 4.89x10°

ath00270  Sistein ve metiyonin 32/125 1.11 x10¢  1.04 x 107
metabolizmast

ath00360  Fenilalanin metabolizmasi 14/33 217 x10° 1.87x107

ath00010  Glikoliz / Glukoneogenez 30/119 340 x10¢ 272 x10°

ath00620  Piriivat metabolizmasi 26/97 457 x10°¢ 341 x107°
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Glioksilat ve dikarboksilat metabolizmasi (]
Glukosinolat biyosentezi
Triptofan metabolizmasi @
Gen sayis1
Flavonoid biyosentezi o e 10
Calvin dongiisii ile karbon fiksasyonu ® ® 20
beta-Alanin metabolizmasi [ ] : jz
Fenilalanin metabolizmasi 2] @ s
Yag asidi bozunumu ° @
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Izoquinolin alkaloid biyosentezi ° 06
Tropan, piperidin ve piridin alkaloid biyosentezi e 05
Tirozin metabolizmas1 ° 04
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alfa-Linolenik asit metabolizmasi ©
Lipoik asit metabolizmasi [

Kiikiirt déngiisii © e

Selenyum bilesgigi metabolizmasi
10foToToTofotoTotorb 1610101610 10101618 101610 16D
Adjusted p-value

Sekil 4. 26. Karsilastirma 5. giin 5 uM 2,4-D — 5. giin 2,5 uM BIX-01294 i¢in en
anlamli artig gésteren yolaklarin dot plot gorsellestirmesi

Karsilagtirma 5. giin 5 uM 2,4-D — 5. giin 2,5 pM BIX-01294 i¢in en anlamli artis
gosteren li¢ yolakta rol oynayan genlerin ID’leri su sekildedir: fenilpropanoid
biyosentezi yolagi icin AT1G05240 (Peroxidase superfamily protein), AT1G05250
(Peroxidase superfamily protein), AT1G05260 (Peroxidase superfamily protein),
ATI1G14540 (Peroxidase superfamily protein), AT1G15950 (cinnamoyl coa
reductase 1); karbon metabolizmasi1 yolag: icin AT1G06290 (acyl-CoA oxidase 3),
AT1G09780 (Phosphoglycerate mutase, 2,3-bisphosphoglycerate-independent),
ATI1G12230 (Aldolase superfamily protein), AT1G13440 (glyceraldehyde-3-
phosphate dehydrogenase C2), AT1G17745 (D-3-phosphoglycerate dehydrogenase);
2-Oksokarboksilik asit metabolizmasi yolagi i¢inse AT1G16400 (cytochrome P450),
family 79, subfamily F, polypeptide 2), AT1G18500 (methylthioalkylmalate synthase-
like 4), AT1G21400 (thiamine diphosphate-binding fold (THDP-binding) superfamily
protein), AT1G24100 (UDP-glucosy! transferase 74B1) ve AT1G24180 (thiamine
diphosphate-binding fold (THDP-binding) superfamily protein)’dir.
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Tablo 4. 18. Karsilastirma 5. glin 5 pM 2,4-D — 5. giin 2,5 uM BIX-01294 kapsaminda
anlatim profili azalan genler

ID Yolak Gen P Degeri FDR
Oram

ath03030  DNA replikasyonu 18/43 6.29 x 10" 544 x 1071

ath03040  Splisosom 42/229 1.21 x 10" 544 x 1071

ath03010  Ribozom 51/393 2.79 x 10°® 8.37 x 1077

ath03082  ATP-bagimli kromatin 17/64 7.82 x10°® 1.76 x 10°¢
yeniden diizenlenmesi

ath03420  Niikleotid eksizyon 16/85 2.46 x 107 4.43 x 10
onarimi

ath03050  Proteazom 13/61 3.66 x 10 4.88 x 10

ath04075  Bitki hormonu sinyal 46/433 3.79 x 10~ 4.88 x 10~
iletimi

ath03430  Yanlis eslesme onarimi 9/32 593 x 107 6.67 x 10

ath03410 Baz eksizyon onarimi 10/50 5.02 x 10+ 5.02x 1073

ath04814  Motor proteinler 12/82 2.60 x 1073 2.34 x 1072

ath03020 RNA polimeraz 8/52 9.70 x 103 7.94 x 102

ath03008  Okaryotlarda ribozom 11/98 2.65 %1072 1.99 x 107!
biyogenezi

ath04620  Toll-benzeri reseptor 3/15 529 x 1072 3.50 x 107!
sinyal iletimi

ath01232  Niikleotid metabolizmas1  9/84 545 %107 3.50x 107

ath03013  Niikleositoplazmik 10/105 8.42 x 1072 5.05 x 10"
tasima
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Splisosom )

DNA replikasyonu
Ribozom °
Gen oram
ATP-bagimli kromatin yeniden diizenlenmesi . 0
Niikleotid eksizyon onarmmi ° ”
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Proteazom o
Bitki hormonu sinyal iletimi o Gen say1s1
® 10
Yanlis eslesme onarinmu . ®
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Baz eksizyon onarimi . @ «
@
Motor proteinleri .
RNA polimeraz

Okaryotlarda ribozom biyogenezi ®

Sekil 4. 27. Karsilastirma 5. giin 5 uM 2,4-D — 5. giin 2,5 uM BIX-01294 i¢in en
anlamli diisiis gosteren yolaklarin dot plot gérsellestirmesi

Kargilagtirma 5. giin BS — 5. glin 5 uM 2,4-D i¢in en anlamli diislis gosteren yolakta
rol oynayan genlerin ID’leri su sekildedir: DNA repliksyonu yolagi icin AT1G07370
(proliferating cellular nuclear antigen 1), AT1G09815 (polymerase delta 4),
ATI1G21690 (ATPase family associated with various cellular activities (AAA)),
AT1G67320 (DNA primase, large subunit family), AT1G77470 (replication factor C
subunit 3), splisosom yolagi i¢in AT1G03330 (Small nuclear ribonucleoprotein family
protein), AT1G09760 (U2 small nuclear ribonucleoprotein A), AT1G20580 (Small
nuclear ribonucleoprotein family protein), AT1G23860 (RS-containing zinc finger
protein 21), AT1G65700 (Small nuclear ribonucleoprotein family protein); ribozom
yolag1 i¢inse AT1GO07830 (ribosomal protein L29 family protein), AT1G14620
(decoy), AT1G15930 (Ribosomal protein L7Ae/L30e/S12e/Gadd45 family protein),
ATIG17560 (Ribosomal protein Li4p/L23e family protein) ve AT1G18540
(Ribosomal protein L6 family protein)’dir.

Karsilagtirma 10. giin B5 — 10. giin 2,5 uM BIX-01294 SE kapsaminda, anlatim
analizinde anlamli degiskenlik gosteren genlerin (FDR < 0.05) hangi yolak gruplarinda
kiimelendigi Tablo 4. 15 ve Tablo 4. 16’da belirtilmistir. Bu tablolarda, tespit edilen

tim yolaklar FDR degerine gore diisiikten yiliksege olarak siralanmistir. Buna
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gore 914 adet anlamli artis gosteren genin 19 adet yolak icinde anlamli olarak
kiimelendigi ve 646 adet anlaml diisiis gosteren genin 3 adet yolak i¢inde anlaml
olarak kiimelendigi tespit edilmistir (Sekil 4. 28 ve Sekil 4. 29). Tim anlamh
degiskenlik gosteren genler dikkate alindiginda, 16 adet yolakta anlamli farklilik

goriilmiistiir.

Tablo 4. 19. Karsilagtirma 10.giin B5 — 10. giin 2,5 uM BIX-01294 anlatim1 artan

genler

ID Yolak Gen P Degeri FDR
Oram

ath00061 Yag asidi 17/43 1.13 x 10 1.05 x 1072
biyosentezi

ath01212 Yag asidi 20/70 6.48 x 10714 3.01 x 102
metabolizmasi

ath04814  Motor proteinler 16/82 1.06 x 10°® 3.00 x 107

ath00785 Lipoik asit 11/36 1.57 x 1078 3.00 x 1077
metabolizmasi

ath00780 Biyotin 8/16 1.61 x 108 3.00 x 1077
metabolizmasi

ath00620 Pirtivat 16/97 1.28 x 1077 1.98 x 10°°
metabolizmasi

ath00640  Propanoat 9/42 871 x10° 1.16 x 10
metabolizmasi

ath00010 Glikoliz / 15/119 1.05 x 10°° 1.22 x 10
Glukoneogenez

ath01200 Karbon 24/275 1.76 x 10°3 1.82 x 10
metabolizmasi

ath00020 Sitrik asit 9/64 2.81 x 10 2.61 x 1073
dongiisii (TCA
dongiisii)

ath00280 Valin, 16sin ve 8/52 3.28 x 10 2.77 x 1073
izolosin yikimi

ath00310 Lizin yikimi 6/31 5.24 x 10+ 4.06 x 1073

ath01210 2- 11/103 7.01 x 10 4.74 x 1073
Oksokarboksilik
asit
metabolizmasi
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Yag asidi metabolizmas1 o
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Sekil 4. 28. Karsilagtirma 10. giin BS — 10. giin 2,5 uM BIX-01294 i¢in en anlaml
artis gosteren yolaklarin dot plot gorsellestirmesi

Karsilagtirma 10. giin B5 — 10. giin 2,5 uM BIX-01294 i¢in en anlamli artis gésteren
lic yolakta rol oynayan genlerin ID’leri su sekildedir: yag asidi biyosentezi yolagi igin
AT1G24360 (NAD(P)-binding Rossmann-fold superfamily protein), AT1G36160
(acetyl-CoA carboxylase 1), AT1G49430 (long-chain acyl-CoA synthetase 2),
AT1G62640 (3-ketoacyl-acyl carrier protein synthase I11), AT1G74960 (fatty acid
biosynthesis 1); yag asidi metabolizmasi yolagi icin AT1G24360 (NAD(P)-binding
Rossmann-fold superfamily protein), AT1G36160 (acetyl-CoA carboxylase 1),
AT1G49430 (long-chain acyl-CoA synthetase 2), AT1G62640 (3-ketoacyl-acyl
carrier protein synthase III) , AT1G67730 (beta-ketoacyl reductase 1); motor
proteinler yolagi icinse AT1G04820 (tubulin alpha-4 chain), AT1G18370 (ATP
binding microtubule motor family protein), AT1G50010 (tubulin alpha-2 chain),
AT2G28620 (P-loop containing nucleoside triphosphate hydrolases superfamily
protein) ve AT2G29550 (tubulin beta-7 chain)’dir.
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Tablo 4. 20. Karsilastirma 10. giin BS — 10. giin 2,5 uM BIX-01294 anlatim1 azalan

genler
ID Yolak Gen Orami P Degeri FDR
ath00940  Fenilpropanoid biyosentezi 15/127 296 x107 243 x10°
ath00073 Kiitin, siiberin ve mum 6/43 5.11 x 10 1.97 x 102
biyosentezi
ath00480  Glutatyon metabolizmasi 9/102 7.20 x 10 1.97 x 10
ath00941  Flavonoid biyosentezi 4/25 2.74 x 102  5.58 x 1072
ath04142  Lizozom 7/82 340x 102  558x107?
ath00380  Triptofan metabolizmasi 6/64 4.16 x 102  5.68 x 1072
ath00053  Askorbat ve aldarat 5/62 1.62 x 102 1.90 x 10!
metabolizmast
ath04146  Peroksizom 6/90 208x102%  1.91x107"
ath00190  Oksidatif fosforilasyon 9/170 2.09 x 1072 1.91 x 10!
ath00071  Yag asidi yikimu 4/47 2.57x102%  2.05x 107"
ath00460  Siyanamino asit metabolizmas1  5/71 2.75x102  2.05x 10"
ath00908  Zeatin biyosentezi 3/32 4.06x102  2.78 x 10!
ath00052  Galaktoz metabolizmasi 4/57 475 x102  3.25x 107
ath04075  Bitki hormonu sinyal iletimi 16/433 5.54 x 1072 3.25x 10
ath00010  Glikoliz / Glukoneogenez 6/119 6.64 x 1072 3.25x 10
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Sekil 4. 29. Karsilagtirma 10. giin BS — 10. giin 2,5 uM BIX-01294 i¢in en anlamli
diisiis gosteren yolaklarin dot plot gorsellestirmesi

Karsilastirma 10. giin B5 — 10. giin 2,5 uM BIX-01294 i¢in en anlaml diisiis gdsteren
yolakta rol oynayan genlerin ID’leri su sekildedir: fenilpropanoid biyosentezi yolagi
icin AT1G30870 (Peroxidase superfamily protein), AT1G68850 (Peroxidase
superfamily protein), AT2G18980 (Peroxidase superfamily protein), AT2G35380
(Peroxidase superfamily protein), AT2G38390 (Peroxidase superfamily protein);
kiitin, siiberin ve mum biyosentezi yolagi i¢cin AT1G11600 (cytochrome P450, family
77, subfamily B, polypeptide 1), AT3G10570 (cytochrome P450, family 77, subfamily
A, polypeptide 6), AT3G44550 (fatty acid reductase 5), AT5G22500 (fatty acid
reductase 1), AT5G58860 (cytochrome P450, family 86, subfamily A, polypeptide 1),
glutatyon metabolizmas1 yolagi i¢inse AT1G17190 (glutathione S-transferase tau 26),
AT1G27130 (glutathione S-transferase tau 13), AT2G29490 (glutathione S-
transferase TAU 1), AT2G30870 (glutathione S-transferase PHI 10) ve AT2G31570
(glutathione peroxidase 2)’dir.

Karsilastirma 10. giin BS —10. giin 5 uM 2,4-D kapsaminda, anlatim analizinde anlamli
degiskenlik gosteren genlerin (FDR < 0.05) hangi yolak gruplarinda kiimelendigi
Tablo 4. 17 ve Tablo 4. 18’de belirtilmistir. Bu tablolarda, tespit edilen tiim yolaklar
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FDR degerine gore diisiikten yiliksege olarak siralanmigtir. Buna gore 2229 adet
anlamli artig gosteren genin 13 adet yolak i¢inde anlamli olarak kiimelendigi
ve 3114 adet anlamli diislis gosteren genin 51 adet yolak iginde anlamli olarak

kiimelendigi tespit edilmistir (Sekil 4. 30 ve Sekil 4. 31). Tiim anlamli degiskenlik

gosteren genler dikkate alindiginda, 44 adet yolakta anlamli farklilik goriilmiistiir.

Tablo 4. 21. Karsilastirma 10. giin B5 — 10. giin 5 uM 2,4-D anlatim1 artan genler

ID Yolak Gen Oram P Degeri FDR
ath03040  Splisosom 71/229 6.53 x 10" 7.58 x107"3
ath03030 DNA replikasyonu 26/43 5.02 x 10 2.54 x10™"2
ath03008  Okaryotlarda ribozom 41/98 6.57 x 107 2.54 x1072
biyogenezi
ath03013  Niikleositoplazmik tasima 42/105 2.07 x 10" 5.99 x107
ath04814  Motor proteinler 34/82 1.29 x 107 2,99 x1071°
ath03430  Yanlis eslesme onarimi 18/32 2.22x10° 429 x10°%
ath03082  ATP-bagimli kromatin yeniden 25/64 296 x10® 490 x 107
diizenlenmesi
ath03410  Baz eksizyon onarimi 20/50 4.61 x107  6.68 x10°
ath04075  Bitki hormonu sinyal iletimi 86/433 9.77x 107 126 x 107
ath03420  Niikleotid eksizyon onarimi 24/85 414 x10° 480x10*
ath03018 RNA yikimu 28/114 149 x10*  1.57x103
ath03015 mRNA gozetim yolu 26/119 1.69 x 102 1.63 x 1072
ath03440 Homolog rekombinasyon 15/60 417 %103  3.72x1072
ath03020 RNA polimeraz 13/52 741 %102 6.14 x 1072
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Sekil 4. 30. Karsilastirma 10. giin BS — 10. giin 5uM 2,4-D i¢in en anlaml artis
gosteren yolaklarin dot plot gorsellestirmesi

Karsilagtirma 10. giin B5 — 10. giin 5uM 2,4-D i¢in en anlaml1 artis gosteren ii¢ yolakta
rol oynayan genlerin ID’leri su sekildedir: splisosom yolagi icin AT1G02840 (RNA-
binding (RRM/RBD/RNP motifs) family protein), AT1G03330 (Small nuclear
ribonucleoprotein family protein), AT1G06220 (Ribosomal protein S5/Elongation
factor G/III/V family protein), AT1G07360 (CCCH-type zinc fingerfamily protein with
RNA-binding  domain-containing protein), AT1G09760 (U2 small nuclear
ribonucleoprotein A); DNA replikasyonu yolagi i¢in AT1G07370 (proliferating
cellular nuclear antigen 1), AT1G08130 (DNA ligase 1), AT1G21690 (ATPase family
associated with various cellular activities (AAA)), AT1G44900 (minichromosome
maintenance (MCM?2/3/5) family protein), AT1G63160 (replication factor C 2);
Okaryotlarda ribozom biyogenezi yolagi icinse AT1G06720 (P-loop containing
nucleoside triphosphate hydrolases superfamily protein), AT1G08410 (P-loop
containing nucleoside triphosphate hydrolases superfamily protein), AT1G10300
(Nucleolar GTP-binding protein), AT1G10490 (GNAT acetyltransferase (DUF699))
ve AT1G15420 (WD repeat protein)’dir.
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Tablo 4. 22. Karsilastirma 10. giin B5 — 10. giin 5uM 2,4-D anlatim1 azalan genler

ID Yolak Gen Oram P Degeri FDR
ath00630  Glikoksilat ve dikarboksilat 54/81 7.69 x 10 9.53 x 1072
metabolizmast
ath01200  Karbon metabolizmasi 115/275 2.74 x 107 1.09 x 107"
ath00940  Fenilpropanoid biyosentezi 66/127 393 x10"  1.62x10"
ath00480  Glutatyon metabolizmasi 52/102 724 x 107 244 x 10"
ath00190  Oksidatif fosforilasyon 72/170 1.27 x 10" 3.10x 10"
ath00195  Fotosentez 43/77 241 x 1071 498 x 107"
ath00710  Calvin dongiisii ile karbon 39/71 814 x10" 259 %101
fiksasyonu
ath00196  Fotosentez- anten proteinleri 19/22 326 x 102  5.05x10™
ath00071  Yag asidi yrikimu 26/47 4.60 x 10°  6.34 x107'°
ath01210  2-Oksokarboksilik asit 43/103 527x10° 634 %107
metabolizmast
ath00860  Porfirin metabolizmasi 28/57 3.81 x10%  5.01 x107°
ath00380  Triptofan metabolizmasi 30/64 485x10®%  5.01 x10°
ath00966  Glukozinolat biyosentezi 17/26 7.67x10%  7.32x107
ath00330  Arjinin ve prolin metabolizmast  26/54 1.96 x 107  1.73 x 107
ath01240  Kofaktor biyosentezi 72/237 5.03x107 446 x10°
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Sekil 4. 31. Karsilagtirma 10. giin B5 — 10. giin 5uM 2,4-D igin en anlamli diisiis
gosteren yolaklarin dot plot gorsellestirmesi

Karsilagtirma 10. giin B5 — 10.giin 5uM 2,4-D i¢in en anlamh diisilis gosteren yolakta
rol oynayan genlerin ID’leri su sekildedir: glikoksilat ve dikarboksilat metabolizmasi
yolagi icin AT1G04410 (Lactate/malate dehydrogenase family protein), AT1G11860
(Glycine cleavage T-protein family), AT1G20620 (catalase 3), AT1G23310
(glutamate:glyoxylate aminotransferase), AT1G32470 (Single hybrid motif
superfamily protein); karbon metabolizmasi yolagi icin AT1G04410 (Lactate/malate
dehydrogenase family protein), AT1G11860 (Glycine cleavage T-protein family),
ATI1G12900 (glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase A subunit 2), AT1G13700
(6-phosphogluconolactonase 1), AT1G17745 (D-3-phosphoglycerate
dehydrogenase); fenilpropanoid biyosentezi yolag: icinse AT1G05240 (Peroxidase
superfamily protein), AT1G05250 (Peroxidase superfamily protein), AT1G05260
(Peroxidase superfamily protein), AT1G14540 (Peroxidase superfamily protein),
ATI1G15950 (cinnamoyl coa reductase 1)’ dir.

Karsilastirma 10.giin 5 uM 2,4-D - 10.giin 2,5 uM BIX-01294 kapsaminda, anlatim
analizinde anlamli degigkenlik gdsteren genlerin (FDR < 0.05) hangi yolak gruplarinda
kiimelendigi Tablo 4. 19 ve Tablo 4. 20°de belirtilmistir. Bu tablolarda, tespit edilen
tim yolaklar FDR degerine gore diisiikten yiliksege olarak siralanmistir. Buna

gore 2693 adet anlamli artis goOsteren genin 54 adet yolak icinde anlamli olarak
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kiimelendigi ve 1710 adet anlaml1 diisiis gosteren genin 7 adet yolak i¢inde anlaml
olarak kiimelendigi tespit edilmistir (Sekil 4. 32 ve Sekil 4. 33). Tim anlamh
degiskenlik gosteren genler dikkate alindiginda, 40 adet yolakta anlamli farklilik

gorilmistiir.

Tablo 4. 23. 10. giin 5 uM 2,4-D — 10. giin 2,5 uM BIX-01294 anlatim1 artan genler

ID Yolak Gen Oram P Degeri FDR
ath01200 Karbon metabolizmasi 123/275 1.78 x 1073 2.12 x1073!
ath00630 Glikoksilat ve dikarboksilat 53/81 5.76 x 102> 3.42 x107%
metabolizmasi
ath00710 Calvin dongiisii ile karbon 46/71 1.53 x 102" 6.07 x1072°
fiksasyonu
ath00940 Fenilpropanoid biyosentezi 57/127 5.69 x 107'¢  1.69 x107'*
ath00195 Fotosentez 42/77 7.38x 107" 1.76 X104
ath00860 Porfirin metabolizmasi 35/57 1.33 x 107> 2.64 x10™
ath00196 Fotosentez- anten proteinleri 20/22 5.60 x 107'*  9.52 x107*
ath00010 Glikoliz / Glukoneogenez 48/119 1.47 x 107 2,19 x107'°
ath01212 Yag asidi metabolizmasi 34/70 331 x10" 438 x107°
ath01240 Kofaktor biyosentezi 751237 494 x 10 5.87 x1071°
ath00030 Pentoz fosfat yolu 30/58 6.49 x 10" 7.03 x107'°
ath00620 Pirlivat metabolizmasi 41/97 8.14 x 10"  8.07 x107'°
ath01230 Amino asit biyosentezi 73/242 1.04 x 10°  9.54 x 107
ath00061 Yag asidi biyosentezi 23/43 486 x10° 413 x10°*
ath00071 Yag asidi yikimi 24/47 7.61 x 107 6.04 x10°®
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Sekil 4. 32. Karsilastirma 10. giin 5 uM 2,4-D — 10. giin 2,5 uM BIX-01294 i¢in en
anlamli artig gésteren yolaklarin dot plot gorsellestirmesi

Karsilagtirma 10. giin 5 uM 2,4-D — 10. giin 2,5 uM BIX-01294 i¢in en anlamli artis
gosteren li¢ yolakta rol oynayan genlerin ID’leri su sekildedir: karbon metabolizmasi
yolag1 i¢in ATIGO1090 (pyruvate dehydrogenase EI alpha), AT1G04410
(Lactate/malate dehydrogenase family protein), AT1G09420 (glucose-6-phosphate
dehydrogenase 4), AT1G11860 (Glycine cleavage T-protein family), AT1G12230
(Aldolase superfamily protein); glikoksilat ve dikarboksilat metabolizmasi yolagi i¢in
AT1G04410 (Lactate/malate dehydrogenase family protein), AT1G11860 (Glycine
cleavage T-protein family), AT1G12550 (D-isomer specific 2-hydroxyacid
dehydrogenase family protein), AT1G17650 (glyoxylate reductase 2), AT1G20620
(catalase 3); Calvin donglisi ile karbon fiksasyonu yolagi icinse AT1G04410
(Lactate/malate dehydrogenase family protein), AT1G12230 (Aldolase superfamily
protein), AT1G12900 (glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase A subunit 2),
AT1G23310 (glutamate:glyoxylate ~ aminotransferase) ve AT1G32060
(phosphoribulokinase)’dir.
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Tablo 4. 24. 10. giin 5 uM 2,4-D — 10. giin 2,5 uM BIX-01294 anlatim1 azalan genler

ID Yolak Gen Oram P Degeri FDR
ath03008  Okaryotlarda ribozom biyogenezi  50/98 3.75x 1072 3.79 x1072*
ath04075  Bitki hormonu sinyal iletimi 86/433 6.45x 10"  3.26 x107"°
ath03040  Splisosom 55/229 3.62x 10" 1.22x107°
ath03018 RNA yikimi 26/114 1.68 x 10 4.25x10™*
ath03013  Niikleositoplazmik tasima 24/105 341 x10°  6.88 x 10~
ath03010 Ribozom 60/393 .11 x10*  1.86 x 1073
ath03082  ATP-bagimli kromatin yeniden 16/64 231 x10% 3.34x1073
diizenlenmesi
ath03030 DNA replikasyonu 10/43 594 %103  7.50x 1072
ath04016 MAPK sinyal iletim yolu 23/144 870 %103  9.76 x 102
ath03410 Baz eksizyon onarimi 16/50 1.74 x 102 1.61 x 10"
ath03020 RNA polimeraz 10/52 226x102  2.08x 107!
ath01250 Niikleotid biyosentezi 16/41 279 x 102  2.25x 10"
ath00500 Nisasta ve sakkaroz 24/172 348x102 270 x 10"
metabolizmast
ath00040 Pentoz ve glukuronat 16/108 480x102% 3.46x 10"
enterkonversiyonlari
ath03430 Yanlis eslesme onarimi 6/32 7.74 x 102  3.89 x 10!
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Bitki hormonu sinyal iletimi @
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Sekil 4. 33. Karsilastirma 10. giin 5 uM 2,4-D — 10. giin 2,5 uM BIX-01294 igin en
anlamli diisiis gosteren yolaklarin dot plot gérsellestirmesi

Karsilagtirma 10. giin 5 uM 2,4-D — 10. giin 2,5 pM BIX-01294 i¢in en anlaml diisiis
gosteren yolakta rol oynayan genlerin ID’leri su sekildedir: dkaryotlarda ribozom
biyogenezi yolagi i¢cin AT1G06720 (P-loop containing nucleoside triphosphate
hydrolases superfamily protein), AT1G08410 (P-loop containing nucleoside
triphosphate hydrolases superfamily protein), AT1G10300 (Nucleolar GTP-binding
protein), AT1G10490 (GNAT acetyltransferase (DUF699)), AT1G15420 (WD repeat
protein); bitki hormonu sinyal iletimi yolag1 i¢in AT1G01360 (regulatory component
of ABA receptor 1), AT1G04180 (YUCCA 9), AT1G04250 (AUX/IAA transcriptional
regulator family protein), AT1G04310 (ethylene response sensor 2), AT1G04610
(YUCCA 3); splisosom yolag i¢inse AT1G02840 (RNA-binding (RRM/RBD/RNP
motifs) family protein), AT1G06220 (Ribosomal protein S5/Elongation factor G/III/V
family protein), AT1G07170 (PHF5-like protein), AT1G09140 (SERINE-ARGININE
PROTEIN 30) ve AT1G09760 (U2 small nuclear ribonucleoprotein A)’dir.

Karsilastirma 5. giin BS —10. giin B5 kapsaminda, anlatim analizinde anlamh
degiskenlik gosteren genlerin (FDR < 0.05) hangi yolak gruplarinda kiimelendigi
Tablo 4. 21 ve Tablo 4. 22°de belirtilmistir. Bu tablolarda, tespit edilen tiim yolaklar

FDR degerine gore diisiikten yiiksege olarak siralanmistir. Buna gore 614 adet anlaml
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artis gosteren genin 5 adet yolak icinde anlamli olarak kiimelendigi ve 982 adet
anlaml diisiis gosteren genin 24 adet yolak i¢inde anlamli olarak kiimelendigi tespit
edilmistir (Sekil 4. 34 ve Sekil 4.35). Tiim anlamli degiskenlik gosteren genler dikkate
alindiginda, 26 adet yolakta anlamli farklilik goérilmistiir.

Tablo 4. 25. Kargilastirma 5. giin BS — 10. giin BS anlatim1 artan genler

ID Yolak Gen Oram1 P Degeri FDR
ath04016  MAPK sinyal iletim yolu- bitki  11/144 2.77 x 107 1.48 x 102
ath00906  Karotenoid biyosentezi 5/29 3.55x10™ 1.48 x 1072
ath00330  Arjinin ve prolin metabolizmas1  6/54 1.05x 103 2.90 x 10
ath04142  Lizozom 7/82 1.95x102  3.75x 1072
ath00592  Alfa-linolenik asit 5/43 226 %102  3.75x1072
metabolizmasi
ath00561  Gliserolipid metabolizmasi 6/71 430% 1073 5.94 x 1072
ath00052  Galaktoz metabolizmast 5/57 7.70 x 102 9.13 x 1072
ath04075  Bitki hormonu sinyal iletimi 17/433 1.24 x 102 1.12 x 10!
ath00380  Triptofan metabolizmasi 5/64 1.24 x 102 1.12 x 10
ath01240  Kofaktdr biyosentezi 11/237 1.39 x 102 1.12 x 10
ath00010  Glikoliz / Glukoneogenez 7/119 1.48 x 107 1.12 x 10!
ath00999  Cesitli bitki ikincil 5/70 1.78 x 102 1.12 x 10!
metabolitlerinin biyosentezi
ath00620  Pirlivat metabolizmasi 6/97 1.88 x 1072 1.12 x 10!
ath00460  Siyanamino asit metabolizmas1  5/71 1.88 x 1072 1.12 x 10!
ath00500  Nisasta ve sakkaroz 8/172 336 x 1072 1.86 x 107"

metabolizmasi
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Sekil 4. 34. Karsilastirma 5. giin BS — 10. giin BS i¢in en anlamli artis gosteren
yolaklarin dot plot gorsellestirmesi

Kargilagtirma 5. giin B5 — 10. giin BS i¢in en anlamli artig gosteren {i¢ yolakta rol
oynayan genlerin ID’leri su sekildedir: MAPK sinyal iletim yolag: i¢cin AT1G60940
(SNF I-related protein kinase 2.10), AT1G78290 (Protein kinase superfamily protein),
AT2G27050 (ETHYLENE-INSENSITIVE3-like 1), AT2G29380 (highly ABA-induced
PP2C protein 3), AT3G20770 (Ethylene insensitive 3 family protein); karotenoid
biyosentezi yolagi i¢cin AT1G31800 (cytochrome P450, family 97, subfamily A,
polypeptide 3), AT4G25700 (beta-hydroxylase 1), AT5G52570 (beta-carotene
hydroxylase 2), AT5G57030 (Lycopene beta/epsilon cyclase protein), AT5G67030
(zeaxanthin epoxidase (ZEP) (ABA1)); arjinin ve prolin metabolizmasi yolagi i¢inse
AT1GO08980 (amidase 1), AT1G23800 (aldehyde dehydrogenase 2B7), AT2G39800
(deltal-pyrroline-5-carboxylate synthase 1), AT3G47450 (P-loop containing
nucleoside triphosphate hydrolases superfamily protein) ve AT3G55610 (delta I-
pyrroline-5-carboxylate synthase 2)’dir.
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Tablo 4. 26. Karsilastirma 5. giin BS — 10. giin BS anlatim1 azalan genler

ID Yolak Gen Oram P Degeri FDR
ath01212  Yag asidi metabolizmasi 22/70 1.01 x 10" 1.04 x107'2
ath00061  Yag asidi biyosentezi 17/43 1.57x 10 8.07 x 1072
ath00010  Glikoliz / Glukoneogenez 22/119 1.05x10°  3.62x107%
ath01200  Karbon metabolizmast 32/275 3.02x10®*  7.78 x 1077
ath00780  Biyotin metabolizmasi 8/16 5.56 x 10°#® 1.15x 10
ath01040 Doymamis yag asitlerinin 9/25 2.57x107 441 x10°
biyosentezi
ath00785  Lipoik asit metabolizmasi 10/36 8.60x107 1.27x107°
ath00620  Pirlivat metabolizmast 16/97 1.10 x 10~¢ 142 x 10~
ath00280  Valin, 16sin ve izoldsin yikimi 11/52 458 x10°¢ 524 x107
ath00100  Steroid biyosentezi 9/36 8.05x10° 829x107°
ath00940  Fenilpropanoid biyosentezi 15/127 1.43 x 10+ 1.64 x 10
ath00020  Sitrik asit dongiisii (TCA 10/64 191 x10* 1.64x107
dongtisii)
ath00260  Glisin, serin ve treonin 10/70 4.06 x 10~ 3.22x1073
metabolizmasi
ath00062  Yag asidi uzamasi 7/36 4.55x10* 335x1073
ath00640  Propanoat metabolizmasi 7/42 1.20 x 102 7.13x 107
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Sekil 4. 35. Karsilastirma 5. giin B5S — 10. giin BS i¢in en anlaml diisiis gosteren
yolaklarin dot plot gorsellestirmesi

Karsilagtirma 5. giin B5 — 10. giin BS i¢in en anlaml diisiis gosteren yolakta rol
oynayan genlerin ID’leri su sekildedir: yag asidi metabolizmasi yolagi icin
AT1G04710 (peroxisomal 3-ketoacyl-CoA thiolase 4), AT1G24360 (NAD(P)-binding
Rossmann-fold superfamily protein), AT1G24470 (beta-ketoacyl reductase 2),
AT1G62640 (3-ketoacyl-acyl carrier protein synthase III), AT1G67730 (beta-
ketoacyl reductase 1); yag asidi biyosentezi yolagi icin AT1G24360 (NAD(P)-binding
Rossmann-fold superfamily protein), AT1G62640 (3-ketoacyl-acyl carrier protein
synthase III), AT1G74960 (fatty acid biosynthesis 1), AT1G77590 (long chain acyl-
CoA synthetase 9), AT2G05990 (long chain acyl-CoA synthetase 9); glikoliz /
glukoneogenez yolagi iginse AT1G01090 (pyruvate dehydrogenase EI alpha),
AT1G12000 (Phosphofructokinase family protein), AT1G22170 (Phosphoglycerate
mutase family protein), AT1G30120 (pyruvate dehydrogenase EI beta) ve
AT1G34430 (2-oxoacid dehydrogenases acyltransferase family protein)’dur.
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Kargilagtirma 5. giin 2.5 pM BIX-01294 — 10. giin 2,5 uM BIX-01294 kapsaminda,

anlatim analizinde anlamli degiskenlik gosteren genlerin (FDR < 0.05) hangi yolak

gruplarinda kiimelendigi Tablo 4. 23 ve Tablo 4. 24’te belirtilmistir. Bu tablolarda,

tespit edilen tiim yolaklar FDR degerine gore diisiikten yliksege olarak siralanmustir.

Buna gore 1398 adet anlamli artig gosteren genin 12 adet yolak i¢inde anlamli olarak

kiimelendigi ve 1004 adet anlamli diisiis gosteren genin 16 adet yolak i¢cinde anlamli

olarak kiimelendigi tespit edilmistir (Sekil 4. 36 ve Sekil 4. 37). Tim anlamh

degiskenlik gosteren genler dikkate alindiginda, 20 adet yolakta anlamli farklilik

goriilmiistiir.

Tablo 4. 27. Karsilagtirma 5. giin 2,5 uM BIX-01294 — 10. giin 2,5 uM BIX-01294
anlatimi artan genler

ID Yolak Gen Oram1 P Degeri FDR
ath00195 Fotosentez 37/77 922 x 102 9.68 x 103
ath00196 Fotosentez — anten proteinleri 17/22 545107 286 x 107"
ath00860 Porfirin metabolizmasi 22/57 9.70 x 107 3.40 x 10
ath00710 Calvin dongiisii ile karbon 22/71 1.52 x 107 399 x 10®
fiksasyonu
ath00630 Glikoksilat ve dikarboksilat 20/81 7.89 x10%  1.66 x 10°°
metabolizmasi
ath00966 Glukozinolat biyosentezi 10/26 1.87 x10°¢ 327 x 107
ath01200 Karbon metabolizmasi 38/275 278 x 10  4.17x 10>
ath00030 Pentoz fosfat yolu 11/58 830 x10* 1.09 x 102
ath03010 Ribozom 40/394 1.57 %102 1.71 x 102
ath04075 Bitki hormon sinyal iletimi 43/433 1.63 x 102 1.71 x 1072
ath01240 Kofaktor biyosentezi 27/237 1.82x 102 1.73x 1072
ath04016 MAPK sinyal yolu — bitki 18/144 3.85x103 3.37x1072
ath00561 Glikolipid metabolizmasi 10/71 1.28 x 102 1.01 x 10
ath00906 Karotenoid biyosentezi 6/32 1.34 x 102 1.01 x 10
ath01210 2-Oksokarboksilik asit 12/103 277 x 102 1.94 x10°

metabolizmasi
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Sekil 4. 36. Karsilastirma 5. giin 2,5 uM BIX-01294 — 10. giin 2,5 uM BIX-01294 i¢in
en anlamli artig gosteren yolaklarin dot plot gorsellestirmesi

Kargilagtirma 5. giin 2,5 uM BIX-01294 — 10. giin 2,5 uM BIX-01294 i¢in en anlaml
artis gosteren li¢ yolakta rol oynayan genlerin ID’leri su sekildedir: fotosentez yolagi
icin AT1G03130 (photosystem I subunit D-2), AT1G03600 (photosystem II family
protein), AT1G06680 (photosystem II subunit P-1), AT1G08380 (photosystem I
subunit O), AT1G10960 (ferredoxin 1); fotosentez-anten proteinleri icin AT1G15820
(light harvesting complex photosystem Il subunit 6), AT1G19150 (PSI type II
chlorophyll a/b-binding protein (Lhca2*1)), AT1G29920 (chlorophyll A/B-binding
protein  2), AT1G29930 (chlorophyll A/B binding protein 1), AT1G45474
(photosystem I light harvesting complex protein 5); porfirin metabolizmasi yolagi
icinse  ATI1G03475  (Coproporphyrinogen  IIl  oxidase),  AT1G03630
(protochlorophyllide oxidoreductase C), AT1G08520 (ALBINA 1), AT1G44446
(Pheophorbide a oxygenase family protein with Rieske 2Fe-2S domain-containing
protein), AT1G58290 (Glutamyl-tRNA reductase family protein)’dir.
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Tablo 4. 28. Karsilastirma 5. giin 2,5 uM BIX-01294 — 10. giin 2,5 uM BIX-01294

anlatim1 azalan genler

ID Yolak Gen P Degeri FDR
Oram

ath00190 Oksidatif fosforilasyon 39/170 1.80 x 1071 1.77 x 1012

ath00940 Fenilpropanoid biyosentezi ~ 26/127 1.62 x 10° 7.96 x 10°®

ath01200 Karbon metabolizmasi 36/275 3.27 x 107 1.07 x 10~

ath00010 Glikoliz / Glukoneogenez 19/119 1.36 x 10°° 334 x10™

ath00020 Sitrik asit dongilisii (TCA 13/64 239 x10°° 4.68 x 10
dongiisii)

ath00052 Galaktoz metabolizmasi 11/57 1.65 x 10 2.70 x 1073

ath00480 Glutatyon metabolizmasi 15/102 2.84 x 10~ 340 x 1073

ath00460 Siyanamino asit 12/71 3.12 x 10+ 340 %1073
metabolizmast

ath00710 Calvin dongiisii ile karbon 12/71 3.12 x 10 340 %1073
fiksasyonu

ath00909 Seskiterpenoid ve 6/23 1.01 x 1073 9.87 x 1073
triterpenoid biyosentezi

ath00500 Nisasta ve sakkaroz 19/172 1.83 x 1073 1.63 x 102
metabolizmasi

ath00514 Diger O-glikan biyosentezi ~ 4/13 3.82x 1073 3.12x 1072

ath00040 Pentoz ve glukuronat 13/108 452 %107 341 x1072

ath00250 Alanin, aspartat ve glutamat 8/51 5.02 x 1073 3.52x1072
metabolizmast

ath04145 Fagozom 11/86 5.52 %1073 3.61 x 1072
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Lipoik asit metabolizmasi

Sekil 4. 37. Karsilastirma 5. giin 2,5 uM BIX-01294 — 10. giin 2,5 uM BIX-01294 i¢in
en anlamli azalig gosteren yolaklarin dot plot gorsellestirmesi

Kargilagtirma 5.giin 2,5 uM BIX-01294 — 10.giin 2,5 uM BIX-01294 i¢in en anlaml
azalis gosteren ili¢ yolakta rol oynayan genlerin ID’leri su sekildedir: oksidatif
fosforilasyon yolagi i¢in AT1G15120 (Ubiquinol-cytochrome C reductase hinge
protein), AT1G19910 (ATPase, FO/VO complex, subunit C protein), AT1G20260
(ATPase, V1 complex, subunit B protein), AT1G22840 (CYTOCHROME C-1),
AT1G49140 (NADH dehydrogenase ubiquinone I beta subcomplex subunit 10-B-like
protein (Complex I subunit NDUFSG6)); fenilpropanoid biyosentezi i¢cin AT1G05240
(Peroxidase superfamily protein), AT1G05250 (Peroxidase superfamily protein),
AT1G14540 (Peroxidase superfamily protein), AT1G30870 (Peroxidase superfamily
protein), AT1G34510 (Peroxidase superfamily protein); karbon metabolizmasi yolagi
icinse AT1G22440 (Zinc-binding alcohol dehydrogenase family protein),
AT1G24180 (thiamine diphosphate-binding fold (THDP-binding) superfamily
protein), AT1G36370 (serine hydroxymethyltransferase 7), AT1G70580 (alanine-2-
oxoglutarate aminotransferase 2), ATIG78050
(phosphoglycerate/bisphosphoglycerate  mutase), AT1G58290 (Glutamyl-tRNA

reductase family protein)’dir.
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Karsilagtirma 5. giin 5 uM 2,4-D — 10. giin 5 uM 2,4-D kapsaminda, anlatim analizinde
anlamli degiskenlik gosteren genlerin (FDR < 0.05) hangi yolak gruplarinda
kiimelendigi Tablo 4. 25 ve Tablo 4. 26’da belirtilmistir. Bu tablolarda, tespit edilen
tim yolaklar FDR degerine gore diisiikten yliksege olarak siralanmistir. Buna
gore 1266 adet anlamli artis gosteren genin 8 adet yolak icinde anlamli olarak
kiimelendigi ve 1584 adet anlamli diisiis gosteren genin 16 adet yolak i¢cinde anlamli
olarak kiimelendigi tespit edilmistir (Sekil 4. 38 ve 4. 39). Tiim anlamli degiskenlik

gosteren genler dikkate alindiginda, 23 adet yolakta anlamli farklilik goriilmiustiir.

Tablo 4. 29. Karsilastirma 5. giin 5 uM 2,4-D — 10.giin 5 pM 2,4-D anlatim1 artan

genler

ID Yolak Gen Oram1 P Degeri FDR

ath04075 Bitki hormon sinyal iletimi 71/433 577 %10 6.29 x 10712

ath00966 Glukozinolat biyosentezi 11/26 2.40 x 107 1.31 x 10

ath04016 MAPK sinyal yolu — bitki 25/144 4.66 x 107°° 1.69 x 10~

ath03013 Niikleositoplazmik taginim 18/105 1.20 x 10~ 3.28 x 1073

ath03008 Okaryotlarda ribozom 16/98 5.05x 10+ 1.10 x 1072
biyogenezi

ath00500 Nisasta ve sakkaroz 23/172 6.77 x 10 1.23 x 1072
metabolizmasi

ath01210 2-Oksokarboksilik asit 16/103 8.86 x 10 1.38 x 102
metabolizmasi

ath00380 Triptofan metabolizmasi 11/64 245 %107 3.34 x 107

ath00592 Alfa-linolenik asit 8/43 571 %1073 6.22 x 1072
metabolizmasi

ath04712 Sirkadiyen ritim — bitki 8/43 571 %1073 6.22 x 1072

ath00071 Yag asidi yikimi 8/47 9.87 x 1073 9.78 x 1072

ath00950 izokinolin alkaloid 5/22 1.18 x 1072 1.07 x 107
biyosentezi

ath03040 Splisosom 24/229 1.30 x 102 1.09 x 107

ath00270 Sistein ve metiyonin 15/125 1.49 x 102 1.10 x 10
metabolizmasi

ath00350 Tirozin metabolizmasi 7/41 1.52 x 102 1.10 x 107
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Sekil 4. 38. Karsilastirma 5. giin 5 uM 2,4-D — 10. glin 5 uM 2,4-D i¢in en anlamh
artis gosteren yolaklarin dot plot gorsellestirmesi

Kargilagtirma 5. giin 5 uM 2,4-D — 10. giin 5 uM 2,4-D icin en anlaml1 artis gosteren
lic yolakta rol oynayan genlerin ID’leri su sekildedir: bitki hormon sinyal iletimi yolagi
icin AT1G04240 (AUX/IAA transcriptional regulator family protein), AT1G10470
(response regulator 4), AT1G19220 (auxin response factor 19), AT1G19850
(Transcriptional factor B3 family protein / auxin-responsive factor AUX/IAA-like
protein), AT1G27320 (Transcriptional factor B3 family protein / auxin-responsive
factor AUX/IAA-like protein); glukozinolat biyosentezi icin AT1G16400 (cytochrome
P450, family 79, subfamily F, polypeptide 2), AT1G18590 (sulfotransferase 17),
AT1G24100 (UDP-glucosyl transferase 74B1), AT1G74090 (desulfo-glucosinolate
sulfotransferase 18), AT1G74100 (sulfotransferase 16); MAPK sinyal yolu yolagi
icinse AT1G10210 (mitogen-activated protein kinase 1), AT1G20620 (catalase 3),
AT1G72770 (HYPERSENSITIVE TO ABAI), ATI1G78290 (Protein kinase
superfamily protein), AT2G23030 (SNF[-related protein kinase 2.9)’dur.
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Tablo 4. 30. Karsilagtirma 5. giin 5 uM 2,4-D — 10. giin 5 uM 2,4-D anlatim1 azalan

genler

ID Yolak Gen Orami P Degeri FDR

ath03010  Ribozom 118/394 412 x10%  5.07 x 1072

ath00190 Oksidatif fosforilasyon 49/170 236 x 107" 4.13x107'¢

ath01212 Yag asidi metabolizmasi 23/70 538 x 107 1.65 %107

ath03050 Proteazom 21/63 5.38 x 107 1.65x 107

ath00061 Yag asidi biyosentezi 16/43 3.83 x10°¢ 942 x 10

ath01200 Karbon metabolizmasi 51/275 4.20x10° 8.60 x 10

ath03060 Protein ihracati 18/62 497 x10°° 8.73 x 10

ath04145 Fagozom 22/86 6.46 x 10— 1.04 x 103

ath00630 Glikoksilat ve dikarboksilat 21/81 7.65 x 10 1.03 x 1073
metabolizmasi

ath00780 Biyotin metabolizmasi 8/16 9.36 x 10 1.15x 103

ath00710 Calvin dongiisii ile karbon 19/71 1.05 <10+ 1.18 x 103
fiksasyonu

ath01040 Doymamis yag asitleri 10/25 1.29 x 10 1.32 x 1073
biyosentezi

ath00280 Valin, 16sin ve izoldsin yikim1  14/52 7.87 x 107 7.45 %1073

ath00010 Glikoliz / Glukoneogenez 24/119 1.42 x 103 1.20 x 102

ath00785 Lipoik asit metabolizmasi 10/36 3.39x 1073 2.78 x 1072
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Sekil 4. 39. Karsilastirma 5. giin 5 uM 2,4-D — 10. giin 5 uM 2,4-D i¢in en anlamli
azalis gbsteren yolaklarin dot plot gorsellestirmesi

Karsilagtirma 5. giin 2,5 uM BIX-01294 — 10. giin 2,5 uM BIX-01294 i¢in en anlaml
azalig gosteren ii¢ yolakta rol oynayan genlerin ID’leri su sekildedir: ribozom yolagi
icin AT1GO01100 (60S acidic ribosomal protein family), AT1G09590 (Translation
protein SH3-like family protein), AT1G09690 (Translation protein SH3-like family
protein), AT1G15250 (Zinc-binding ribosomal protein family protein), AT1G16740
(Ribosomal protein L20); oksidatif fosforilasyon i¢cin AT1G04630 (GRIM-19 protein),
AT1G12840 (vacuolar ATP synthase subunit C (VATC) / V-ATPase C subunit /
vacuolar proton pump C subunit (DET3)), AT1G15120 (Ubiquinol-cytochrome C
reductase hinge protein), AT1G16700 (Alpha-helical ferredoxin), AT1G22450
(cytochrome C oxidase 6B); yag asidi metabolizmasi yolagi icinse AT1G04710
(peroxisomal 3-ketoacyl-CoA thiolase 4), ATIG24360 (NAD(P)-binding Rossmann-
fold superfamily protein), AT1G24470 (beta-ketoacyl reductase 2), AT1G62640 (3-
ketoacyl-acyl carrier protein synthase III), ATIG67730 (beta-ketoacyl reductase
1)’dir.
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5. TARTISMA

Epigenetik diizenlemeler, gen anlatimmin ve hiicresel farklilagmanin kontroliinde
merkezi bir rol oynar ve bu mekanizmalar hem hayvanlarda hem de bitkilerde bir¢ok
temel siiregte korunmustur. Ayrica, bitkiler ve memeliler gen diizenlemesi i¢in DNA
metilasyonu ve histon modifikasyonlarin1 (PTM'ler) benzer sekilde kullanirlar. Genel
olarak, genom organizasyonu ve epigenetik diizenlemenin farkli model sistemlerde
karsilastirilmasi, bitkiler ve memeliler arasinda beklenenden daha fazla benzerligin
bulundugunu gostermektedir. Memelilerde veya bitkilerde kesfedilen epigenetik
mekanizmalar genellikle her iki sistemle de ilgilidir (Pikaard ve ark., 2014). Epigenetik
gen susturulmast memelilerde ve bitkilerde gelisimsel siireglerde, hiicre farklilagmasi

ve yeniden programlamasinda 6nemli rol oynamaktadir (Feng ve ark., 2011).

Somatik hiicrelerin somatik embriyogenez aracilifiyla yeniden programlanma ve
farklilasma mekanizmalarinin anlasilmasi, gelisim biyolojisi aragtirmalarinin temel
odak noktalarindan biri olmaya devam etmektedir. Arabidopsis'te SE indiiksiyonu
tizerine yapilan ¢alismalar, embriyonik ge¢isi diizenleyen karmasik gen agini ortaya
koymus ve SE ile iliskili genlerin aktivasyonunda rol oynayan epigenetik
mekanizmalarin aydinlatilmas: gerektigini gostermistir (Wojcikowska ve ark., 2024).
Bu tez calismasinda, in vitro kosullar altinda yetistirilmis Arabidopsis thaliana Col-0
bitkilerinde, BIX-01294 histon metiltransferaz inhibitoriinlin somatik embriyogenez
(SE) tzerine etkileri transkriptomik olarak incelenmistir. Arabidopsis’te SE
indiiksiyonu genellikle olgunlagmamis zigotik embriyolardan elde edilen eksplantlara,

sentetik bir oksin olan 2,4-D’nin uygulanmasina dayanmaktadir.

Bu tez ¢alismasinda, yeniden programlama ajani histon metiltransferaz inhibitorii
BIX-01294 ile benzer bir strateji ile embriyo kiiltiiriinde gerceklestirilen uygulamanin
da SE indiiksiyonuyla sonuglandig1 gosterilmistir. Bu sonug, literatiirde yer alan farkl
bitki tiirlerinde (Berenguer ve ark., 2017) rapor edilen ¢aligmalarla uyumludur ve
histon metilasyonunun bitki somatik hiicrelerinin  embriyonik  yeniden
programlanmasinda kritik bir diizenleyici rol oynadigini ortaya koymaktadir. Ayrica,
bu sonug¢ Arabidopsis thaliana gibi bir model organizmada BIX-01294’iin somatik
embriyogenez tizerindeki etkisinin ilk kez gdosterilmesi bakimindan 6zgiinlik

tasimaktadir.
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Somatik embriyogenez siirecinin degerlendirilmesinde kontrol gruplarinin morfolojik
gelisimleri 6nemli bir karsilastirma dl¢iitii sunmaktadir. A. thaliana bitkilerinin kontrol
gruplarinda (2,4-D ve BIX-01294 inhibitorii uygulanmayan) olgunlasmamis zigotik
embriyo eksplantlarinda 5. giinden sonra kotiledon yapist gozlemlenmistir. 15. giine
gelindiginde ise gercek yapraklarin sayisimin artisi ile bitkiciklerin olustugu
saptanmistir. Ancak oksin ve BIX-01294 inhibitorii igeren ortamlarda kiiltiire alinan
olgunlagsmamis zigotik embriyo eksplantlarinda, somatik embriyo indiiksiyonunun 10.
glinlinde protuberans yapilarinin belirginlestigi ve kiiltiirtin ilerleyen giinlerinde bu
yapilarin tipik SE morfolojisine doniistiigii gozlemlenmistir. Elde ettigimiz bulgular,
literatlirde SE indiiksiyonunun 10. giiniinde protuberans olusumunun belirginlestigini
bildiren ¢calismalar ile uyum gostermektedir (Wojcikowska ve ark., 2018). Protuberans
olusumunun, erken embriyogenez siirecinde YUC ve WOJX genlerinin anlatiminin
artistyla iligkili olabilecegi bildirilmistir (Karami ve ark., 2023; Wojcikowska ve ark.,
2018). Histon asetilasyonunun SE siireci tizerindeki etkisi bilinmekle birlikte, bu tez
kapsaminda elde edilen bulgular ve literatiirdeki gii¢lii kanitlar, histon metilasyonunun
da embriyogenez mekanizmasinda rol oynayabilecegini diisiindiirmektedir. Ozellikle
histon 3’teki 9. lizinin metilasyonunun bir inhibitor ajan araciligiyla engellenmesinin
somatik embriyo olusumuyla iligkili olabilecegi ongoriilmektedir. Literatiirde, BIX-
01294’{in bitkilerde somatik embriyogenez indiiksiyonu {izerindeki etkisine iliskin tek
bir ¢alisma bulunmaktadir. Mikrospor embriyogenezinin BIX-01294 inhibitori ile
indiiklendigi bu ¢alismada, uygulamanin 0,5-1 puM dozlarimin Brassica napus ve
Hordeum vulgare mikrospor kiiltiirlerinde H3K9 metilasyonunu azalttig1 ve hiicrenin
yeniden programlamasi ile birlikte hiicre farklilasmasina yol agtigi bildirilmistir
(Berenguer ve ark., 2017). Benzer seklide insan/memeli hiicrelerinde BIX-01294’{in
etkilerinin histon metilasyonu ile iliskilendirildigi pek ¢ok ¢alisma gerceklestirilmistir.
Insan glioma kok hiicrelerinde 1-2 pM BIX-01294’iin H3K9me2 ve H3K27me3
diizeylerini diisiirdiigii ve otofaji/diferansiasyon siireclerini baslattig1 bildirilmistir
(Ciechomska ve ark., 2016). Memeli SCNT (Somatic cell nuclear transfer)
embriyolarinda ise 1 uM BIX-01294’iin gelisimi artirdigi, H3K9me2 diizeylerini
diisiirdligii rapor edilmistir (Cao ve ark., 2017).

Bu tez calismasinda, olgunlasmamis zigotik embriyolardan somatik embriyogenez
indiiksiyonu, oksin varliginda %31,25, 2,5 uM BIX-01294 uygulamasinda ise %35,41
oraninda ger¢eklesmistir. Berenguer ve ark., (2017)’nin yaptiklar1 calismada 2,5 uM
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BIX-01294’iin Brasssica napus mikrospor embriyogenezini yaklagik %50 oraninda
indiiklemesi bulgularimiz ile paralellik gostermektedir. Buna ek olarak, 0.5 pM BIX-
01294 uygulamasinda Hordeum vulgare bitkilerinde bu oran yaklasik %70 olarak
rapor edilmistir (Berenguer ve ark., 2017). Benzer sekilde, klasik oksin temelli SE
indiiksiyon protokollerinde bildirilen oranlar genellikle %40-60 aralifindadir
(Mozgova ve ark., 2017; Sivilay ve ark., 2023). Bu bulgular ve literatiirdeki gii¢lii
kanitlar, BIX-01294’lin somatik embriyogenezi indiikledigini gostermekle birlikte,
epigenetik inhibitorlerin bitki hiicrelerinde doza ve tiire bagh olarak gelisimsel
yeniden programlamayi diizenleyebilecegini ortaya koymaktadir. Ayrica, bu tez
caligmasinda, tek bir eksplant tizerinde olusan somatik embriyo sayisinin 5 uM 2,4-D
uygulanan gruba kiyasla 3,95 kat artmasi dikkat ¢ekici bir bulgudur. Bu bulgu,
Wojcikowska ve arkadaslarinin (2024) Arabidopsis bitkisinde IZE’lerden SE
indiikledikleri ¢aligmalarinda, HDAC inhibitori olan 0,5 uM TSA’nin 5 uM 2,4-D
uygulanan gruba kiyasla tek bir eksplant {izerinde olusan embriyo sayisimi 1,8 kat
arttirdig1 yoniindeki raporlartyla paralellik gostermektedir (Wojcikowska ve ark.,

2018).

Somatik embriyogenez siirecinde hiicresel farklilagma ve yeniden programlanmanin
incelenmesinde, lipid birikiminin boyama teknikleri ve mikroskobik ydntemler ile
saptanmas1 dokularin embriyonik olup olmadiginin anlasilmasinda 6nemli bir
gostergedir. Sudan Red 7B boyasi, nétr lipidler (triasilgliserol ve bazi esterler) ile
hidrofilik etkilesimler kurarak baglanir. Bu sebeple hiicrelerdeki lipid birikimi ile
dogru orantili olarak boyanan dokularda kirmiz1 lekeler goriiniir hale gelir. Somatik
embriyogenezde hiicresel yeniden programlanma, enerji depolanmasini saglayan notr
lipidlerin belirgin sekilde artistyla iliskilidir ve bu birikim zigotik embriyolara benzer
bir metabolik profilin olusmasina yol acar (Blanckaert ve ark., 2000). 2,4-D oksin ve
BIX-01294 inhibitor uygulama gruplarinda, olusan yapilarin embriyonik dokuya ait
oldugu, nétr lipid triasilgliserol birikimlerinin Sudan Red 7B boyasi kullanilarak
gosterilmesiyle dogrulanmistir (Sekil 4.13). Sudan Red 7B, yalmizca Arabidopsis gibi
model organizmada degil, narenciye ve g¢eltik gibi farkli tiirlerde de somatik
embriyogenez siirecindeki lipid birikimini gostermek icin kullanilmigtir (Wu ve ark.,
2024; Purwestri ve ark., 2023; Wojcikowska ve ark., 2024; Kadokura ve ark., 2018;
Mozgova ve ark.,2017).
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Arabidopsis thaliana’da somatik embriyogenez ile iligkili TF'ler ve potansiyel gen
yolaklar1 GO ve KEGG analizleri ile belirlenmistir. Molekiiler diizeyde, farklilagmis
bir dokudan embriyonik bir dokuya basarili bir gecis, hiicre kimligini yeniden
programlamak ig¢in gerekli olan anahtar gen anlatim profillerinin harekete
gecirilmesini de gerektirir. Son yillarda yapilan arastirmalar, SE siirecinde hiicre
yeniden programlanmasi ve totipotensinin, epigenetik isaretler, transkripsiyon
faktorleri ve oksin arasindaki karsilikli etkilesimlerden olusan karmasik bir
diizenleyici ag tarafindan kontrol edildigini ortaya koymustur. Bu ag, normal
kosullarda somatik hiicrelerde baskilanmis durumda bulunurken, stres kosullar1 veya
eksojen 2,4-D uygulamasi gibi digssal uyaranlarla yeniden aktive edilebilmektedir.
Ibanez ve arkadaslar1 (2020), Arabidopsis'te gerceklestirdikleri ¢alismada, SE
indiiksiyonunun, DNA metilasyonu, H3K9me2 veya H3K27me3 gibi epigenetik
baskilayici isaretlerin kaldirilmasi ve histon asetilasyonu artmasina yol acarak, LECI,
LEC2, BBM veya AGLI15 gibi spesifik transkripsiyon faktorlerinin anlatimina izin
verdigi ve bu faktdrlerin oksin biyosentezini ve sinyallemesini aktive ederek
nihayetinde totipotens kazanimina ve SE baglatilmasina yol actigini bildirmislerdir.
Calismamizda, DEG analizleri sonucunda 10. giin kontrole kiyasla 10. giin 5 uM 2,4-
D ve 2,5 uM BIX-01294 uygulamalarinda, IZE’lerden somatik embriyogenez
indiiklenmesi stirecinde ana diizenleyici olan TF’ler belirlenmistir. 10. Giin kontrol
grubuna kiyasla hem 10. Giin 2,5 pM BIX-01294 hem de 10.glin 5 pM 2,4-D
uygulanan grupta LECI, PHV, PHB, FUS3, AGLI15, SERKI ve PLT17 gibi somatik
embriyogenez silirecinde ana diizenleyici (master regiilatdr) olan TF genlerinin
anlatiminda artig olmasi, epigenetik yeniden programlamada ortak bir genetik yanitin
tetiklendigini diisiindiirmektedir. Ek olarak, SE siirecinde anlatim1 farklilik gosteren
WOXS5, WOX7, WOXI1, PLTI, PLT2, PLT3, PLT4, PLT7 gibi diger ana diizenleyici
TF’leri de 10.giin kontrole kiyasla 10.gilin 5 uM 2,4-D uygulamasinda saptanmistir. Bu
genlerin anlatiminin artis1 embriyogenez siirecinin yalnizca morfolojik olarak degil
molekiiler diizeyde de basladiginin gostergesidir (Karami ve ark., 2023).

Bu tez ¢alismasinda anlatim1 degisiklik gosteren ana diizenleyici TF genlerinden birisi
olan WOXS, bitkilerde hiicresel yeniden programlama siireclerinde onemli bir
transkripsiyon faktoriidiir ve farklilasmis hiicrelerin pluripotent duruma geri
donmesini tesvik eden genetik diizenleyicilerden biri olarak bilinmektedir (Wojcik ve
ark., 2025). WOX5 geninin yalnizca 5. (3,42 kat) ve 10. giin (4,16 kat) 5 uM 2,4-D

uygulamasinda anlamli sekilde artmasi, bu genin aktivasyonunun ozellikle oksin
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sinyal yoluna bagimli oldugunu gostermektedir. 2,4-D, hiicre polaritesi ve embriyonik
eksen olusumunu diizenleyen gii¢lii bir oksin analogu olup, embriyonik hiicre
kaderinin yeniden belirlenmesinde etkili olmaktadir.

Bir diger ana diizenleyici TF genlerinden birisi olan PLT (Plethora/Aintegumenta-like)
gen ailesine ait genlerin bir kisminin hem 2,4-D hem de BIX-01294 uygulamalarinda
ortak sekilde aktive oldugu, ancak biyiik cogunlugunun yalmizca 2,4-D
uygulamasinda artig gosterdigi belirlenmistir (Tablo 4.12 ve Tablo 4.13). Bu durum,
oksin sinyalinin PLT genlerinin transkripsiyonel kontroliinde belirleyici oldugunu,
inhibitdriin ise bu gen grubunda ikincil veya dolayli bir etki yarattigim
diisiindiirmektedir. PLT genlerinin, 5. glin ve 10. glin B5- 5 uM 2,4-D karsilastirmalari
incelendiginde PLT1’in 5. giinde 20,58 kat 10. giinde 49,04 kat, PLT2’nin 5. glinde
9,53 kat 10.giinde 22,25 kat, PLT4’iin ise sadece 10. giinde 5,79 kat arttis gosterdigi
saptanmistir. PLT transkripsiyon faktor ailesinin, oksin gradyanini ayarlayarak kok
meristeminde hiicre boliinmesi ve farklilasmasini diizenledigi bilinmektedir (Kerstens
ve ark., 2024) (Sekil 5. 2). Ancak son yillarda yapilan ¢aligmalar, PLT genlerinin
fonksiyonlarmin yalnizca kok gelisimiyle smrli olmadigini, ayn1 zamanda SE
sirasinda yeniden programlanan hiicrelerde embriyonik kimligin kazanilmasinda da
onemli rol oynadigini ortaya koymaktadir (Horstamn ve ark., 2017). Son yillarda,
filogenetik olarak farkli olan AILI ve ANT disindaki tim PLT proteinlerinin yiiksek
anlatiminin somatik embriyogenezi indiikledigi ortaya konmustur (Horstman ve ark.,

2017).

PLT Transkripsiyon Faktorleri

T Oksin gradyani

PLT1 20,58 kat L 49,04 kat
PLT2 9,53 kat PLT2 22,25 kat

5.gun 10. gln
B5 -5uM 2,4-D B5 -5uM 2,4-D

Sekil 5. 1. PLTI ve PLT2 genlerinin 5. ve 10. glinlerdeki kat degisimi
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Literatiirdeki  kanitlar, oksinlerin somatik hiicrelerin embriyoya yeniden
programlanmasinda kritik bir rol oynadig: fikrini desteklemektedir. Kiiltiir ortamina
2,4-D eklenmesinin, indol-3-asetik asitin endojen seviyelerinin artisiyla iligkili
embriyogenik bir tepkiyi indiikledigi one siiriilmiistiir. Cesitli tlirlerde, endojen TAA
seviyelerinin SE baslangici ve embriyo gelisimi sirasinda arttig1 gosterilmistir. Dahasi,
SE'ye endojen oksin biyosentezi, polar tagima ve sinyal yollarinin aktivasyonu eslik
eder. Bu durum, oksin biyosentez genleri YUC, TAAl ve TARZ2, polar tasima geni
PINI ve sinyal genleri Aux/IAA ve ARF'nin anlatim diizeylerindeki artis ile gosterilir
(Ibanez ve ark., 2020; Karami ve ark. 2022).

ARF (Auxin Response Factor) genleri, oksin sinyali hiicre i¢inde algilandiktan sonra,
oksinle iliskili hedef genlerin ifadesini baslatan transkripsiyon faktorleridir. Oksin,
birgok yanit1 kontrol eden Oksin Tepki Faktorleri (ARF'ler) ile sinyal iletim yollarini
aktive eder. Toplamda, Arabidopsis'te 23 ARF tanimlanmistir ve bunlardan bazilari
embriyonik siireglere de katilir (Elhiti ve ark., 2022). Bulgularimiza gore 10. glinde
kontrole kiyasla oksin ve BIX-01294 uygulamasinda 7 (ARF1 ARF3, ARF5, ARF,
ARFS, ARF10 VE ARF'19) geninin artis1 saptanmistir. Bunlardan ARF 1, 5, 6, 8, 10 ve
19, 5 uM 2,4-D uygulamasinda artis gostermistir (Sekil 5. 2). 2,5 uM BIX-01294
uygulamasinda ise sadece ARF 1, 3 ve 6 transkriptlerinin artig1 saptanmistir. SE
indiiksiyon protokoliiniin %80'inden fazlas1 bitki biiyiime diizenleyicileri kullanir ve
bunlarin ¢ogu oksinlerdir (Nic-Can ve ark., 2016). Ekzojen oksinler, Yucca (YUC),
Oksin/Indol-3-Asetik Asit (4UX/IAA), Oksin Tepki Faktorii (ARF) gibi oksinle iliskili
genleri tetikler ve endojen oksin diizeyinde degisikliklerine neden olur. Bu nedenle,
hormona duyarli genler ve hormon biyosentezini ve sinyallemesini diizenleyen sinyal
iletim yoluyla iliskili genler veya transkripsiyon faktorleri, somatik embriyogenezle
iligkili anahtar diizenleyici genler olarak kabul edilir (Luo ve ark., 2018). Hiicresel
sinyal iletimiyle iligkili proteinler, 6rnegin Losin-zengin tekrar igeren reseptor benzeri
kinazlar (LRR-RLK’ler) ve LEA, somatik embriyogenez sirasinda dnemli roller oynar
(Hu ve ark., 2021). Transkriptomik veriler, 10. giinde kontrole kiyasla 5 uM 2,4-D
uygulanan grupta LEA, SERK, ARF ve FUS genlerinin anlatimlarinin arttigin1 ve bu
artisin ekzojen oksin uygulamasina bagl olarak gerceklestigini gostermektedir. Elde
ettigimiz bulgular, Kang ve ark. (2021) tarafindan bildirilen sonuglarla uyumlu olarak,
SERK ve LEA genleri de dahil olmak {izere hiicresel sinyal iletimiyle iligkili genlerin
Arabidopsis thaliana’da somatik embriyogenezin diizenlenmesinde rol oynadigini

gostermektedir (Sekil 5. 2).
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B3 domain YUcc4s 439

SERKI 2,16 SERK |+ | i oron genler FUS3 2,46 J
I4Al 697 \
1442 624
1444 343

Oksin sinyal 1448 1,61
genleri I449 1,66
14412 1,57
| 4413 213
14417 2,81

Oksin 14419 6,72

AT4G27400 23,96 14420 33,60
AT5G54370 22,89 l 14426 1,65

Ekzojen oksin
YUCCA3 6574
l YUCCA7 46,12

LEA genleri

14427 1,93

AT2G03850 21,36

AT5G22200 14,56 14430 22,87
AT5G60530 9,99 14433 3192

Somatik embriyogenez ARFS5 11,07
4

ARF6 247
ARFS 193
ARF10 3,65
ARF19 4,33

Sekil 5. 2. Karsilagtirma 10. giin BS — 10. giin 5 pM 2,4- D SE siirecinde rol oynayan
genler

Oksin transport genlerinde (4UX, PIN, LAX) anlatim artis1, somatik embriyogenezin
ilerlemesi ve yeniden programlanmasi agisindan 6nemli bir bilgi vermektedir. Bu tez
caligmasinda, hem 2,4-D hem de 2,5 uM BIX uygulamasi ile 6zellikle 10. giinde AUX,
PIN ve LAX gen ailelerine ait oksin tastyici genlerde anlamli bir artis saptanmistir. Bu
artis, oksin sinyal iletiminin yeniden sekillendigini ve somatik embriyogenezin
ilerlemesi i¢in gerekli olan hiicresel yeniden programlamanin basladigim

diistindiirmektedir.

Kontrol bitkileriyle karsilastirildiginda, hem 2,4-D hem de BIX-01294
uygulamalarinin pek ¢ok genin anlatim diizeyinde benzer yonde degisimlere yol agtig1
belirlenmistir. Karami ve arkadaslar1 (2023), 2,4-D ile indiiklenen somatik
embriyogenezde AUXI/LAX ve PINI genlerinin anlatimlarinda artis meydana
geldigini rapor etmistir. Bu bulgu, bizim ¢alismamizda gézlenen AUXI, LAXI, LAX2,
PINI-PIN7 gibi genlerin artig1 ile paralellik gostermektedir. Transkriptomik veriler,
10. giin kontrol grubuna kiyasla hem 5 pM 2,4-D uygulanan grupta hem de 2,5 uM
BIX-01294 uygulanan grupta bazi oksin transport genlerinde artis meydana geldigini
ortaya koymustur. Bu genler AUX1, LAXI, LAX2, PINI, PIN2, PIN3, PIN4, PING ve
PIN7 ‘dir. Transkriptomik verilere gore BIX-01294 uygulamasiyla bazit AUX/LAX ve
PIN genlerinde artis gozlenmesi, literatiirde TSA (histon deasetilaz inhibitorii)
uygulamalarinda rapor edilen oksin transport genlerinin indiiksiyonu ile paralellik

gostermektedir. TSA’nin histon deasetilaz enzimini baskilayarak artan histon
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asetilasyonu araciligiyla transkripsiyonel etkinligi artirdigi, BIX-01294’iin ise
baskilayict H3K9me?2 diizeylerini diisiirerek benzer bigimde kromatin erisilebilirligini
artirdig1 bilinmektedir. Bu bakimdan, farkli epigenetik miidahaleler farkli molekiiler
baslangi¢ yollar1 kullanarak oksin taginim aglarinin aktive olmasina yol acgabilir

(Wojcikowska ve ark., 2024) (Sekil 5.3).

Oksin BIX-01294

N/

Oksin transport

- _
genleri
Oksin BIX-01294
Olgunlasmamig AUXT 1,99 LAXT 1,86 ) _
zigotik embriyo LAX2 8,57 LAX2 1,67 Somatik embriyo
PINT 10,98 PINT 2,56
PIN3 4,65 PING 3,62
PIN4 7,23
PING 2,85
PIN7 3,99

Sekil 5. 1. Somatik embriyogenez sirasinda oksin ve BIX-01294 uygulamalarina bagl
olarak oksin taginim genlerinin (AUX1, LAXI, LAX2, PIN1, PIN3, PIN4, PING6, PIN7)
anlatim degisimleri.

Lipid damlaciklar1 (lipid droplets), bitki lipid metabolizmasi, stres adaptasyonu ve
enerji homeostazinda merkezi 6neme sahip dinamik organellerdir (Zhao ve ark.,
2025). Bitki lipit damlaciklari, ¢imlenmeden sonra fide biiylimesi i¢in enerji saglamak
lizere tohumlarda biriken depolama organelleri olarak tanimlanmaktadir. Somatik
embriyogenez, yiiksek bitkilerin erken gelisimi sirasinda morfolojik ve molekiiler
olaylar1 arastirmak i¢in 1yi bir modeldir. Lipitler, Arachis hypogaea, Daucus
carota, Papaver orientalis ve Vitis vinifera gibi tiirlerde somatik embriyogenezle
iliskili olarak incelenmistir. Bu caligmalar esas olarak somatik embriyolarin gelisimi
sirasinda trigliseritlerin birikimi ve kullanimi {izerine yiiriitiilmiistiir ancak somatik
embriyogenez siirecinin erken agamalarindaki lipit bilesimi ve degisiklikleri hakkinda
cok az bilgi mevcuttur (Bouchknak ve ark., 2023). Diasilgliserol asiltransferaz
(DGAT), yag iiretiminin son basamagi olan triacylglycerol (TAG) sentezini katalize
eden temel bir enzimdir. DGAT, asil-CoA’dan diasilgliserole (DAG) bir asil grubunun

aktartmini1 gerceklestirerek TAG sentezini tamamlar (Roesler ve ark., 2016).
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Embriyonik dokularda TAG birikimi ve yag cisimcigi ylizey proteinlerinden
OLEOSIN’in anlatimindaki artig, embriyogenez programinin aktivasyonu ile
eszamanli olarak gerceklesir. Bu siliregte, LEC2 ve WRII gibi temel diizenleyici
transkripsiyon faktorleri lipid biyosentezini ve TAG depolanmasini uyararak
embriyogenik hiicrelerin farklilagmasiin biyokimyasal bir gostergesi olarak goérev

yapar (Siloto ve ark., 2006).

Embriyo olusumu, olgunlagma ve depolama bilesenlerinin sentezi gibi tohum gelisimi
ile iligkili pek cok siireg, embriyonik gelisimin kontroliinde yer alan ana diizenleyici
genler olan AFL transkripsiyon faktor genleri (4813, FUS3, LEC2) ve LECI geni
tarafindan diizenlenmektedir. Bu genlerden LEC! veya LEC2’nin normalde aktif
olmadiklar1 dokularda ektopik olarak ifade edilmesi, somatik embriyolarin olusumunu
indiikleyebilmektedir. Bu sayede bu genler embriyo gelisimini baglatma kapasitesine
sahiptir. Bununla birlikte, LECI, LEC2 ve AFL ailesine ait genlerin islevi yalnizca
embriyo olusumu ile sinirl degildir. Bu genler ayni zamanda tohumda yag birikimini
dogrudan diizenlemektedir. Bu nedenle, lipid biyosentezine iliskin genlerin
aktivasyonu, embriyonik gelisim siirecinin rastlantisal bir sonucu degil, bu “master
regulator” genlerin yOnlendirdigi kontrollii bir siirectir. Baska bir ifadeyle,
embriyolarin olgunlagsma siirecinde gerceklesen yag birikimi, gelisim programinin
tesadiifi bir yan {Uriinii degil; aksine, LECI ve LEC2 gibi embriyogenik ana
diizenleyiciler tarafindan dogrudan yonlendirilen, gelisimsel olarak planlanmis bir
stirectir (Fobert, 2019). Blanckaet ve arkadaslar1 (2000), yaptiklar1 calismada somatik
embriyogenezin erken evrelerinin, esas olarak 18:2 oraninda zenginlestirilmis
fosfotidilkolin (PC) ve triasilgliserol (TAG) artisiyla iliskili oldugunu bildirmislerdir.
Lipid biyosentezinin temel diizenleyicisi olan WRINKLED1'in (WRI1) somatik
embriyo olusumu i¢in gerekli oldugunu, bu da WRII aracili lipid biyosentezinin
vejetatif gelisimden embriyonik gelisime geciste Onemli bir rol oynadigini
gostermektedir. Bu tez caligmasinda transkriptomik veriler, 10.glin kontrole kiyasla
2,5 uM BIX-01294 uygulamasinda WRII geni igin 5,06 kat artis meydana geldigini
gostermistir. 10. giin kontrole kiyasla 5 uM 2,4-D uygulamasinda ise bu gene ait
anlatim saptanmamistir. Zhang ve arkadaslart (2024), WRII ve LEC2 arasinda
dogrudan bir etkilesim oldugunu gostermektedir. Ayni ¢alismada sonuglar WRI1'in,
YUCCA4 (YUC4) ve OLEOSIN3 (OLE3) genlerinin aktivasyonunu giiclendirerek

somatik embriyo indiiksiyonu i¢in oksin ve lipit birikimini kolaylastirmak amaciyla
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LECI, LEC2 ve FUSCA3 (FUS3) ile bir kompleks olusturdugunu gostermektedir
(Zhang ve ark., 2024). Bu tez calismasinda, 10. giin kontrole kiyasla 2,5 uM BIX-
01294 uygulamasinda OLEOSIN3 (AT5G51210) geninin 3,76 kat arttigi, LECI
(AT1G21970) geninin 14,91 kat arttig1 ve FUS3 (AT1G21970) geninin ise 3,99 kat
arttig1 saptanmistir (Sekil 5. 4).

Lipit Embriyonik hiicre
damlaciklan
ik hi = Somatik embriyolar
Somatik hiicre P S
-*] "*'é
c 2 | =
= "l
5 :
Q
Ell =3
LECI > s || B8
AT1G21970 5 || £F
A3 = o0
2 5|58

11

WRI1 io OLEOSlN
AT3G54320 1, genleri

Bl
FUS3 :
AT3G26790 : LECT
OLEO3 . e FUS3
AT5GS1210 . A @
OLEOSIN 3 N2
AT1G48990

Sekil 5. 2. Somatik embriyogenez sirasinda vejetatif-embriyonik gegisi diizenleyen
WRINKLEDI1 (WRII) — aracil1 yolak

In vitro embriyolarin indiiksiyon siireci esas olarak bitki biiyiime diizenleyicileri ve
stres tepkileri tarafindan diizenlenir. Buna ek olarak, bu faktorler SE siirecinde
epigenetik modifikasyonlarin indiikklenmesine katkida bulunabilir. Bu nedenle, bu
epigenetik  diizenlenme hakkinda bilgi edinmek i¢in, DNA ve histon
metilasyonu/demetilasyonu ile iligskili genlerin transkript diizeyleri incelenmistir.
Transkriptomik veriler, 10. giin kontrol grubuna kiyasla 10. giin, 5 uM 2,4-D
uygulamasinda, histon lizin metiltransferaz genleri olan SUVH3 (AT1G73100)
geninin 2,49 kat, SUVH5 (AT2G35160) geninin 2,36 kat, SUVR2 (AT5G43990)
geninin 2,34 kat ve SUVRS5 (AT2G23740) geninin 2,21 kat arttigin1 géstermistir. Buna
karsilik 10.glin kontrole kiyasla 2,5 pM BIX-01294 histon lizin metiltransferaz
inhibitdriiniin uygulandig1 grupta bu SUVHS5 (AT2G35160) transkriptinin 2,37 kat
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arttigi  saptanmistir. Bu histon modifikasyonu, DNA metiltransferazlarinin
baglanmasin1 ve DNA metilasyonunu tesvik eden bir sinyal gorevi goriir. SUVH3 ve
SUVHS5 genleri, H3K9 dimetilasyonunu gergeklestirerek heterokromatin olusumuna

katkida bulunur (Caro ve ark., 2012). (Sekil 5. 5).

H3K9me2ﬂ
JAL
.IAL
=
i \_ DRM2

10. Giin B5 - 10. Giin 5 pM 2,4-D

non- CpG metilasyonunda gorevl olan genler
10.Giin B5 - 10. Gin 2,5 pM BIX-01294

Sekil 5. 3. 2,4-D ve BIX-01294 uygulamalarinin 10. giinde H3K9me?2 seviyesi ve non-
CpG DNA metilasyon genleri (CMT2, CMT3, DRM2) iizerindeki etkisi.

Bu tez calismasinda, Arabidopsis’te somatik embriyogenez siireci sirasinda sitozin
DNA metilasyonunun siirdiiriilmesinde énemli rol oynayan METILTRANSFERAZ 1
(METI) ve KROMOMETILAZ 3 (CMT3) genlerinin anlatimi, 10. giin kontrol
grubuna kiyasla 5 uM 2.4-D igeren embriyonik dokularda sirasiyla 2,50 ve 2,24 kat
artmistir. Bu bulgular, Grzybkowska ve arkadaslart (2018), tarafindan yapilan
calismada E5 (oksin igeren) ortamina kiyasla EO (oksin icermeyen) ortamindaki DNA
metilaz genlerinin anlatim profilleriyle paralellik gostermektedir ve oksin
uygulamasinin METI ve CMT3 transkripsiyonunu aktive ettigini desteklemektedir.
CMT3’1in oksin kontrollii anlatimin1 destekleyen mekanizma, bu genin promotdriinde

oksine duyarli AuxRE motifinin bulunmastyla agiklanmaktadir.

Kiiltiire alinan eksplantlarin DNA metilasyon durumunun 5-AzaC uygulamasiyla
degistirilmesi ve DNA metilazlarin1 (dd/ddc) kodlayan genlerdeki mutasyonlar, hem
embriyonik yaniti hem de somatik embriyogenez siirecinde ana diizenleyicileri olan
LEC2, LECI ve BBM transkripsiyon faktorlerinin anlatim profillerini belirgin sekilde
degistirmektedir. Dolayisiyla, DNA metilasyonunun, somatik embriyogenez

indiiksiyonunu ve embriyonik gecis icin gerekli olan TF genlerinin anlatimini kontrol
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ettigi diisliniilmektedir. Bu genlerdeki SE'ye 6zgii DNA metilasyon motifinin

belirlenmesi, SE ile iliskili DNA metilomunun ¢oziilmesine katkida bulunacaktir.

Xiao ve arkadaglar1 (2006), yaptiklar1 ¢alismada METI ve CMT3’te fonksiyon kaybi
mutasyonlarina sahip Arabidopsis thaliana embriyolarinin normal gelismedigini,
hiicre boliinme diizlemlerinde ve sayilarinda degisiklikler goriildiiglinii ve
canliliklarmin azaldigini bildirmistir. Bu mutasyonlar, embriyo hiicre kimligini
belirleyen genlerin yanlis ifade edilmesine ve anormal met/ embriyolarinda oksin
hormon gradyanlarinin diizgiin olusmamasina yol agmaktadir. Dolayisiyla, DNA
metilasyonu, bitki embriyogenezinin dogru diizenlenmesi ve tohum canlilig1 igin kritik

bir role sahiptir (Xiao ve ark., 2006).

Ozellikle, hiicrenin yeniden programlanmasini etkileyen ¢ok az sayida demetilazin
bitkilerde bugiine kadar rapor edildigi goriilmektedir. Genel olarak, somatik
hiicrelerde, pluripotensi genleri hipermetilasyon (asir1 metilasyon) nedeniyle
transkripsiyonel olarak susturulmustur. Bu genler, somatik hiicre yeniden
programlama sirasinda aktif DNA demetilasyonu yoluyla yeniden aktive edilmektedir.
Bu siirecgte, somatik genlerin ise hiicre yeniden programlamasini kolaylagtirmak i¢in
de novo metilasyon ile susturulmasi gerekir. Bu bilgilere gore DRM1, DRM?2, DRM3,
VIMI, VIM2, VIM3, DRDI DNA metilasyonu ile iligkili genlerin ve DNA
demetilasyonunda rol oynayan DMLI, DMEI, DML3, ROSI genlerinin anlatiminin
artmis olmasi, hiicrelerin epigenetik yeniden programlama siirecine girdigini
gostermektedir. SCR sirasinda, DNA metilasyonu ve demetilasyon arasinda karmasik
bir denge olabilir ve bu denge, hiicre yeniden programlamasmi desteklemek igin
somatik hiicreye 6zgili genlerin veya pluripotensi genleri anlatimin1 degistirmek iizere
es zamanl olarak gerceklesebilir (Peng ve ark., 2023). Wickramasuriya ve arkadaglari
(2015), yaptiklar1 ¢alismada VIM1 geninin embriyonik dokularda en yiiksek anlatim
diizeyine sahip oldugu bildirilmistir. Bu durum, VIM’lerin in vitro embriyogenez
sirasinda  metilasyon motiflerinin - korunmasinda bir rol oynayabilecegini
disiindiirmektedir (Wickramasuriya ve ark.,, 2015). Transkriptomik veriler
AT1G57820 (VIM1I) in kontrole kiyasla hem 10.giin 2,5 uM BIX-01294 (2,4 kat) hem
de 10.glin 5 uM 2,4-D (3,53 kat) arttiZin1 gostermistir.
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Bu tez kapsaminda,

* Somatik embriyogenez indiiksiyonu agisindan, 5 uM 2,4-D’ye kiyasla en
yuksek etkinligin 2,5 pM BIX-01294 uygulamasinda elde edildigi

belirlenmistir.

* Bulgularimiz, 5 uM 2,4-D ve 2,5 uM BIX-01294’in somatik embriyogenez
stirecinde rol oynayan ana diizenleyici transkripsiyon faktorlerini (LECI,
AGLI15, FUS3, PHV, PHB, PLT, AIL7) benzer bi¢cimde tetikledigini ortaya

koymustur.

* SE’nin 5 uM 2,4-D ile indiiksiyonunda 6zellikle oksin sinyal genleri (YUCCA,
IAA, ARF) aktif olarak rol oynarken, 2,5 uM BIX-01294’te ise WRI1-aracili
yolak, SE siirecinin indiiksiyonunda en gii¢lii aday mekanizma olarak 6ne

¢ikmistir.

* 21.glin sonunda, 5 uM 2,4-D ve 2,5 uM BIX-01294 varliginda olgunlasmamis
zigotik embriyolardan olusan SE yiizdesi sirasiyla %31,25 ve %35,41 olarak

belirlenmistir.

e 21. giin sonunda bir eksplant iizerinde olusan somatik embriyo sayis1 5 uM

2,4-D’ye kiyasla 2,5 uM BIX-01294’te 3,95 kat artmistir.

* Transkriptomik veriler, 10. giin kontrol grubuna kiyasla 10. giin, 5 uM 2,4-D
uygulamasinda, histon lizin metiltransferaz genleri olan SUVH3 (AT1G73100)
geninin 2,49 kat, SUVH5 (AT2G35160) geninin 2,36 kat, SUVR2
(AT5G43990) geninin 2,34 kat ve SUVRS5 (AT2G23740) geninin 2,21 kat
arttigin1 gostermistir. Aksine 10.glin kontrole kiyasla 2,5 uM BIX-01294
histon lizin metiltransferaz inhibitoriiniin uygulandigr grupta SUVHS

(AT2G35160) geni haricindeki genlerin anlatimlar1 saptanmamustir.

* Arabidopsis thaliana’da somatik embriyogenez indiiksiyonunda BIX-01294
inhibitor etkisi, histon modifikasyonlarinin bu siiregteki olasi roliine isaret
etmekte ve BIX-01294’{in oksine alternatif veya tamamlayic1 bir diizenleyici

faktor olabilecegini diislindiirmektedir.

* Elde edilen bulgular, hiicrelerin yeniden programlanmasi i¢in gerekli

molekiiler ve hiicresel mekanizmalarin anlagilmasina katki saglayabilir.
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Hiicreyi embriyoya donistiiren yeniden programlama yollarinin daha
derinlemesine anlagilmasi, bitki mikrogogaltimin1 ve yesil biyoteknoloji

uygulamalarini gelistirmemize yardimci olacaktir.
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