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FASULYE BITKIiSINDEN PVLEAS5 GENINIiN KLONLANMASI VE TUTUN
BITKIiSINE AKTARILARAK FONKSiYONUNUN DEGERLENDIRILMESI

OZET

Tuzluluk hem {ilkemizde hem de dilinyada bitkisel iiretimi smirlayan Onemli
faktorlerden bir tanesidir. Topraktaki tuzluluk problemi bitkilerin biitiin yasam
evrelerinde etkili olmakla birlikte bu etki ¢iceklenme ve tohum olusumunda daha
belirgin olmaktadir. Fasulye bitkisi insanlarin beslenmesinde 6nemli bir yere sahiptir.
Fakat bu bitki abiyotik stres faktorlerinden tuz stresine karsi oldukc¢a duyarhidir.
Yapilan g¢aligmalarda tuz stresinin fasulyenin ¢imlenme ve gelisiminde olumsuz
etkileri oldugu tespit edilmistir. Bu nedenle gilinlimiizde tuza dayamikli tiir ve
cesitlerin belirlenmesi ile ilgili calismalara olduk¢a 6nem verilmektedir. Ozellikle
fasulye gibi tuz stresine karsi hassas olan tiirlerde dayanikli genotiplerin belirlenip
gelistirilmesi gerekmektedir. Tuza toleranshi fasulye (Ispir) genotipine ait olan
transkriptom (RNA-seq) analizleri sonucunda, LEA proteinlerini kodlayan genlerin
yiiksek oranda ifade edildigi tespit edilmistir. Bu tez calismasinda yiiksek oranda
ifade olan genlerden Lea5 geni klonlanmis ve Agrobacterium tumefaciens
aracilifiyla tiitiin bitkisine aktarilmistir. Elde edilen aday transgenik bitkilerle
molekiiler ve fonksiyonel analizler yapilmistir. Kuraklik uygulamasi mannitol
(200mM) ve tuz stresi ise NaCl (150 mM ve 200 mM) iceren MS besi yerleri
kullanilarak gerceklestirilmistir. Bu ortamlarda ¢imlendirilen T1 ve kontrol tiitiin
bitkileri karsilagtirildiginda, stres uygulanan T1 bitkilerinin kdk ve siirgiinlerinin
daha 1iyi gelistigi gozlemlenmistir. Ayrica, transgenik tiitiin hatlarindaki PvLea5 geni
varlig1 yapilan PCR analizleriyle dogrulanmistir.

Anahtar Kelimeler: Agrobacterium tumefaciens, Fasulye, Lea5, Tuz stresi, Tiitiin.
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CLONING OF PVLEA5 GENE FROM COMMON BEAN AND
EVALUATION OF ITS FUNCTION IN TRANSGENIC TOBACCO PLANTS

ABSTRACT

Soil salinity is one of the most important factor limiting the agricultural productivity
both in Turkey and World. While the problem of soil salinity is effective in whole
growth cycle of plants, this effect is more pronounced in the flowering and seed
formation. Common bean plants has a significant role in human nutrition. But these
plants are very sensitive to salt stress from abiotic stress factors. It was determined
that salt stress has negative effect on germination and development of common bean
according to studies. Therefore quite emphasis is given to studies on the
identification of salt tolerant species and varieties today. Especially in species which
are sensitive to salt stress, such as common beans should be identified and developed
the resistant genotypes. The results of the analysis of transcriptome (RNA-seq) data
belonging to salt-tolerant common bean genotype (ISPIR) showed that the genes
encoding LEA proteins has been differentaially expressed. One of the differentially
expressed genes, Leal, has been clonned and transferred to tobacco plants by
Agrobacterium tumefaciens in this thesis. Molecular and physiological analysis had
been conducted with putative transgenic plants. Drought and salt stress treatment
were carried out by using MS medium containing mannitol (200 mM) and NaCl
stress (150 mM and 200 mM), respectivelly. It has been observed that roots and
shoots of T1 plants are better developed when compared to control plants under these
stress conditions. Morever, the presence of PvLea5 gene in transgenic lines has been
confirmed with PCR analysis.

Key Words: Agrobacterium tumefaciens, Common bean, Lea5, Salt Stres, Tobacco.
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1 GIRIS

Diinyadaki en genis familyalar arasinda bulunmakta olan baklagiller (Leguminosae)
yaklasik 700 cins ve 19.000 tiire sahiptir. Neredeyse diinyanin her tarafinda
yetismekte olan baklagiller hem insan hem de hayvanlarin beslenmesi agisindan
biiyiilk 6nem tagimaktadir. Ekim alani ve iiretim bakimindan tahillardan sonra gelen
yemeklik baklagiller bitkisel proteinlerin baslica kaynagidir (Yemeklik baklagil
calistayl, 2014). Diinyada yillardir tarimi1 yapilan yemeklik tane baklagiller lisin,
16sin, izolosin gibi temel aminoasitler bakimindan zengindirler (Sehirali, 1988).
Besin degerleri agisindan dnemli olmalariin yani sira iiretiminin yapildiklari topraga
da koklerinde nodozite olusturan Rhizobium bakterileri sayesinde havada bulunan
serbest azotu baglayarak azotca zenginlestirmektedirler (Ozdemir, 2002). Ihtiyag
duyduklar1 azotun yaklasik olarak %70’ini bu sekilde karsilamaktadirlar (Ceyhan,
2007). Yetistirildikleri topragi kokleri sayesinde havalandirarak topragi fiziksel,
kimyasal ve biyolojik olarak iyilestirmesi sayesinde toprak verimliligini de

korumaktadir (Sehirali, 1988).

1.1 Fasulye (Phaseolus vulgaris L.)

Yemeklik baklagillerden olan fasulye (Phaseolus vulgaris L.) hem taze sebze hem de
kuru tane olarak tiiketilmektedir. Fabaceae (Baklagiller) familyasinin Papilionoideae
alt familyasindan Phaseolus cinsine bagli bir tiirdiir. Baslica tiirleri Phaseolus
acitufolius A. Gray, P. coccineus L., P. lunatus L. ve P. vulgaris L. dir (Freytag ve
Debouck 2002).

Yiiksek protein igerigiyle insan beslenmesinde 6nemli protein kaynagi olmakla
birlikte, bitki atiklar1 da yem sanayisinde de kullanilmaktadir (Smith ve Huyser,
1987). Tanelerinde %?22-30 gibi yiiksek protein igerigine sahip olmasindan dolay:
gelisgmekte olan ilkelerin Onemli yemeklik tane baklagillerinden biridir.
Karbonhidrat, potasyum, kalsiyum, fosfor, magnezyum ve vitamin agisindan da
zengin oldugundan dolay1 6nemli bir kiiltiir bitkisidir (Ak¢in, 1988). Diinyada insan

beslenmesinde bitkisel proteinler %22°si ve karbonhidratlarin %7°si yemeklik



baklagiller saglandigindan dolay1 beslenme agisindan protein ve karbonhidrat
ihtiyacin1 karsilamak i¢in konserve ve dondurulmus gida sanayisinde de fasulye
onemli olarak kullanilan bir bitkidir. Yemeklik olarak en yaygin yetistiriciligi yapilan

fasulye tiirti Phaseolus vulgaris L. dir (Sehirali, 1988).

1.1.1 Fasulye bitkisinin tarihgesi

Miiler 1881 yilinda fasulyenin Avustralya; Rein ise 1887 yilinda fasulyenin Afrika
kokenli oldugunu bildirilmesine ragmen Gentry (1968) kiiltiir fasulyesinin yabani ve
kiltiir formlarmin evrimini inceledikten sonra kiiltiir fasulyesinin anavataninin Orta
Amerika tilkeleri oldugunu belirlemistir. Meksika’da ¢ok eski yillardan beri fasulye
tarrm1  yapilmaktadir. Amerika kitasmin kesfedilmesinden sonra Ispanyollar
araciligiyla Avrupa’ya ve daha sonra da Asya’ya gectigi diisiiniilmektedir. Ulkemize
ne zaman ve ne sekilde geldigi kesin olarak bilinmemektedir ancak en az 250 yildan

beri tiiketildigi tahmin edilmektedir (Kiitevin ve Tiirkes 1987).

1.1.2 Fasulye bitkisinin ekonomik 6nemi, diinya ve Tiirkiye’de iiretimi

Fasulye diinyada ekim ve iiretim bakimindan 6nemli bir yere sahiptir. 2014 yilinda
FAO verilerine bakildiginda diinya kuru fasulye iiretiminin 25.093.616 ton oldugu
goriilmektedir. Ekim alan1 ve {iretim agisindan Asya kitasi, tane verimi agisindan ise
Amerika kitasi ilk sirada yer almaktadir. Diinya’da en ¢ok iiretimi Hindistan’da
yapilmakta ve Myanmar, Brezilya, ABD ve Meksika diger onemli kuru fasulye
tireticisi tilkelerdir (FAO, 2014).
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Sekil 1.1. Diinya kuru fasulye iiretiminde iilkelerin siralamasi (FAO, 2014)

Cizelge 1.1 Diinya kuru fasulye iiretiminin sayisal verileri (FAO, 2014)

Sira Ulke Uretim (Ton)
‘1 Hindistan  4.110.000
2 Myanmar  3.737.320
3 Brezilya 3.294.586
4 ABD 1.324.760
5

Meksika 1.273.957

Ulkemizde ise 2014 yilinda 215.000 ton kuru fasulye iiretilmistir ancak énemli
iilkeler arasinda yer alamamaktadir. Bu ylizden iiretimi arttirmak i¢in yapilan ve

yapilacak arastirmalar ¢ok onemli olmaktadir.
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Sekil 1.2 Tiirkiye’de kuru fasulye ekim alanlarmnin sayisal verileri (TUIK, 2014)

Cizelge 1.2 Tiirkiye’de kuru fasulye ekim alani ve iiretim verileri (TUIK, 2014)

1 ey 164.897 Sllllot
2 Karaman 127.300 39.564
3 Wik 60.040 HoeP

1.1.3 Fasulye bitkisinin iklim ve toprak istekleri

Ulkemizin neredeyse biitiin bdlgelerinde yetistirilebilen fasulye iklim istegi
bakimindan  1iliman iklim bitkisidir. Cimlenme i¢in gerekli optimum toprak
sicakliklart 15-20 °C’dir. 15 °C’ nin altinda tohum ¢imlenmesi yavaslamaktadir. 10
°C’ nin altinda ve 35 °C’ nin istiindeki sicaklilarda ¢cok az ya da hi¢ ¢imlenme
goriilmemektedir. Toprak sicakligi diisik ve toprakta nemi yiliksek olursa, ekimi
yapilan tohumlar su alir, fakat ¢cimlenme icin yeterli sicaklik olmadigindan bozulur
(Akein,1988). Optimum sicaklik ve nem kosullar1 saglandiginda ekimden 7-10 giin
sonra c¢ikis goriilmektedir. Sicakliklar daha disiik olursa bu siire 20-25 giine
uzabilmektedir. Vejetasyon siiresi 70-140 giin arasindadir ve bitkinin erkenci veya
gecci, sarilict veya bodur olmasi yaninda bolgenin kosullarina bagli olarak da bu siire

de degisiklik olmaktadir. Ciceklenme siiresi gesitlere gore farlilik gdstermektedir.



Toprak nemi yeterli degilse ¢iceklenme siiresinde kisalma goriilmekte ve ¢iceklenme
azalmaktadir. Cigceklenme doneminde sicaklik 20-25 °C oldugunda optimum meyve
tutumu ve gelisimi goriilmektedir. Sicaklik 30 °C’nin {izerinde olursa cigekler
dokiilmekte ve dolayisiyla verimde azalma goriilmektedir. Tane olusumu ise 10
°C’nin altindaki sicakliklar da engellenmektedir. Fasulye kumlu topraklarda orta agir
topraklara kadar farkli toprak tiplerinde yetisebilmektedir. Ph’st 7.0 - 8.0 olan,
tuzluluk, asit ve alkali problemi olmayan verimli topraklarda fasulye iyi

yetismektedir (Kiitevin ve Tiirkes, 1987; Freytag ve Debouck, 2002).

1.2 Bitkilerde Stres

Bitkilerde biliylimeyi, metabolizmay1 ve gelismeyi olumsuz yonde etkileyen maddeler
stres olarak kabul edilmektedir. Stres bitki toleransi ile de yakindan iliski
igerisindedir (Ozcan ve ark., 2001). Cevre ile dogalari geregi devamli iliski halinde
olan canlilar, g¢evrede uygun olmayan kosullar meydana gelmesi durumunda
adaptasyon noksanligina bagl olarak stres kosullarina maruz kalmaktadirlar. Stres,
bitkinin yasayabilmesi, iiriin verebilmesi, biyokiitle birikimi ve 6ziimleme ile iligkili
olarak aciklanmasi gereken bir kavramdir (Biiylik ve ark., 2012). Bitkilerin maruz
kaldiklar stres faktorleri biyotik ve abiyotik olmak tizere ikiye ayrilmaktadir (Levitt,
1972). Biyotik faktorler; enfeksiyona neden olan mikroorganizmalarin (fungus,
bakteri ve wviriis) ve zararli hayvanlarin saldirilar1 sonucu meydana gelen
faktorleridir. Abiyotik faktorler ise su, sicaklik, radyasyon, kimyasal maddeler,
manyetik ve elektriksel alanlar gibi ¢evre faktorleridir (Lichtenhaler, 1996; Biiyiik ve
ark., 2012).

Cizelge 1.3. Cevresel stres faktorleri (Larcher, 1995)

Biyotik Stres Faktorleri Abiyotik Stres Faktorleri
Bitkiler Sicaklik
Mikroorganizmalar Su
Hayvanlar Mineraller
Antropogenik etkiler Gazlar
Mekanik etkiler
Radyasyon



Tarim alanlarinin yaklasik % 45°1 kuraklik, yaklasik %6’s1 da tuzluluk ile
karsilagtiklarindan dolayr diinyada tarimsal retimi kisitlayan en 6nemli abiyotik

stres faktorleri kuraklik ve tuzluluktur (Asraf ve Foolad, 2007).

Stres  faktorlerinin  yol actifni zararlar bitkiden Dbitkiye degisiklik
gosterebilmektedir. Bitkiler hareket edemedikleri i¢in yasamlari boyunca stres
faktorlerine maruz kalabilme ihtimali yiiksek oldugundan dolay: bitkilerin stres ile
ilgili mekanizmalariin bilinmesi ve strese karsit dayanikli olan tiirlerin gelistirilmesi

cok biiylik 6nem tagimaktadir (Kadioglu, 2004).

1.2.1 Kuraklik stresi (Su stresi)

Kuraklik diinyada ki tarim alanlarinda en fazla goriilen stres faktorii oldugundan
dolay1 bitkisel iiretimi sinirlandiran énemli bir etkendir (Blum, 1986). Bitki gelisimi
icin gerekli olan suyun toprakta yetersiz olmasi durumunda bitkilerin gelisimini
kisitlayacak kadar yagissiz gecen siire kuraklik olarak tanimlanmaktadir (Levitt,
1980).

Transplasyon sonucunda bitkinin kaybettigi su toprakta yeteri kadar su
bulunmas1 durumunda karsilanabilmektedir. Eger ihtiya¢ duyulan su topraktan
kargilanamazsa bitki tolerans mekanizmalar1 ¢alisamaz ve su kaybindan dolay1 su
stresi goriilir. Transplasyonla kaybedilen su, topraktan alinacak sudan fazla
oldugunda bitkinin iletim borularinda negatif basing meydana gelmekte dolayisiyla
bitkinin organlarinda su i¢in rekabet ortaya ¢ikmaktadir. Toprak igerisindeki su ¢ok
azaldiginda toprak kolloidleri, koklerin emme giiciinden daha kuvvetli oldugundan
bitki suyu alamamakta ve kokte ve yapraklarda solma meydana gelmektedir
(Kocagaliskan, 2003). Bu nedenle toprakta bulunan suyun azalmasi bitkinin strese
girmesine neden olan en dnemli etkendir. Genel olarak kurakligin su yetersizligi ve
kuruma olarak iki tipi bulunmaktadir.

1. Bitkilerde stomalarinin kapanmasi ve gaz degisiminin azalmasina neden olan
orta diizeydeki su kaybi ile su yetersizligi ortaya ¢ikmaktadir. Bu nedenle
stomalarin kapanmasi ile bitkilerin karbondioksit alimi yetersiz olmaktadir.

2. Bitkinin metabolizmasinin ve hiicrelerinin yapisinin bozularak hiicredeki
reaksiyonlarin durmasina neden olacak kadar asir1 su kaybi ile kuruma

meydana gelebilmektedir (Smirnoff ve Cumbes, 1989).



1.2.2 Kuraklik stresinin bitkiler iizerindeki etkileri

1.2.2.1 Kuraklik stresinin mekanik etkileri

Bitkilerin hiicrelerinde belirgin miktarda su kaybi1 gerceklesmesi ile turgor kaybi
ortaya c¢ikmaktadir (Levitt, 1980). Bitkide su kaybi oldugunda hiicre 6zsuyunun
konsantrasyonu yilikselmektedir. Bu nedenle protoplazmada dehidrasyonun artmasina
neden olmaktadir. Hiicrede su kaybi oldugundan protoplast hiicre ¢eperinden
ayrilmakta ve stres altindaki plazma membran1 ve tonoplastta olusan ¢okme
yirtilmalara, zarlar lizerinde bulunan hidrolitik enzimlerin serbest birakilmasina ve
dolayisiyla sitoplazmanin otolizine neden olmaktadir. Olusan bu zarar sonucunda
hiicresel metabolizma kalic1 olarak bozulmakta ve bitkide biiyiimenin yavaslamasina
neden olmaktadir (Ozcan ve ark., 2004; Kalefetoglu ve Ekmekgi, 2005).

Alexieva ve ark. (2001), bugdayda 7 giin boyunca, bezelyede ise 10 giin
boyunca %10 PEG 6000 ile kuraklik stresi uygulamislardir. Bitkilerdeki
degisiklikleri gozlemlemislerdir. Kontrol bitkileriyle karsilastirilan strese maruz
kalmis bezelye ve bugdayda yas ve kuru agirliklarinda kayiplar gozlenmistir.

Tiirkan ve ark. (2005), polyethylene glycol (PEG) ile fasulye (Phaseolus
vulgaris) ve tepary bean (Phaseolus acutifolius) tirlerine 14 giin boyunca kuraklik
stresi uygulamiglardir. Kuraklik stresine verdikleri tepkilerini gozlemlemislerdir.
Fasulye (Phaseolus vulgaris)’nin tepary bean (Phaseolus acutifolius)’ne gore kok ve
govde kuru agirliklar1 bakimindan daha fazla etkilendigi goriilmiistiir. Tepary bean
(Phaseolus acutifolius)’nin fasulye (Phaseolus vulgaris)’e gore kuraklik stresine
daha dayanikli oldugunu bildirmislerdir.

Nouri-Ganbalani ve ark. (2009), bugday genotiplerine kuraklik stresi
uygulamislardir. Bugday bitkilerinde, bitki uzunlugunda, dane sayisinda, 1000 dane
veriminde ve toplam verimde azalma oldugunu tespit etmislerdir. Genotipler

arasinda strese farkl tepkiler gortildiigiinii belirtmislerdir.

1.2.2.2 Kuraklik stresinin metabolik etKileri

Suyun, hiicreden kaybi durumunda normal regiilasyon devam edemeyeceginden
metabolizma bozulmaktadir. Cilinkii hiicre iceriginin biiyiik bir kismint olusturmast,
tastyicit olmasi, hiicresel reaksiyonlar ve islevler i¢in ¢oziicli rolii oynamasi gibi
suyun bir¢ok onemli fonksiyonel 6zellikleri bulunmaktadir. Hiicrede su kaybina

bagli olarak gerceklesen iyon-birikimi, membran biitiinliigiiniin ve proteinlerin



yapisinin bozulmasina neden olarak hiicreye zarar verebilmektedir. Ayrica su kaybi
sonucunda; proteinlerin yapisinda bulunan hidrofobik ve hidrofilik amino asitlerin su
ile iligkileri bozulabilmekte ve dolayisiyla proteinlerin denatiirasyonlarina ve enzim
inhibisyonlarina yol acabilmektedir (Kalefetoglu ve Ekmekei, 2005).

Sivritepe ve ark. (2008) PEG 8000 ile kiraz bitkilerine kuraklik stresi
uygulamuslardir.  In vitro kosullarda yapilan calismada, kuraklik stresi altinda
yetistirilen bitkilerde yesil aksam kuru agirliginda azalma gorilmiis, MDA

konsantrasyonunda ise artis belirlenmistir.

1.2.2.3 Kuraklik stresinin oksidatif etkileri

Bitkilerde kuraklik stresi altinda siiperoksit molekiilii (O2"), singlet oksijen, hidrojen
peroksit (H202) ve hidroksil radikalleri (OH") gibi reaktif oksijen tiirlerinin (ROT)
tretimi artmaktadir. Bitkilerde hiicresel ROT konsantrasyonunun artmasi ile
antioksidan savunma sistemleri ve ROT {iretimi arasindaki denge bozularak,
zincirleme reaksiyonlar seklinde organizmada ROT artis1 sonucu bitkiler oksidatif
strese girmektedir. Stres altinda ROT {iretiminin artis1 lipitlerin peroksidasyonuna,
proteinlerin oksidasyonuna, niikleik asit hasarina, enzim inhibisyonuna, programli
hiicre 6liimii (apoptozis) aktivasyonuna ve hiicrelerin 6liimiine kadar bir¢ok nemli

hasara neden olabilmektedirler (Smirnoff, 1993; Sgherry ve ark., 1996 ).

1.2.3 Kuraklik stresinin fotosentez iizerindeki etkisi

Kuraklik sirasinda fotosentez biiylik Ol¢lide azalmaktadir. Orta diizeydeki su
yetersizligi stomalarin kapanmasina bagli olarak sinirlanirken, genellikle daha uzun
siireli ve daha siddetli streslerde ortaya ¢ikan stomalar disindaki sinirlamalardir.

Kuraklik stresine karsi olusturulan en erken verilen tepkilerden birisi,
kloroplastlara CO. difiizyonunu sinirlandiran stomalarin kapanmasidir. Hidrolik
(yaprak su potansiyeli, hiicre turgoru) ve kimyasal sinyaller (absisik asit) kuraklik
meydana geldiginde bitkilerin stomalarmi kapatmalarina neden olan baslica iki
etkendir (Kalefetoglu ve Ekmekei, 2005).

Fotosentez, stomalar disinda kloroplastik faktorler nedeniyle de azalmaktadir.
Fotosentez genel olarak kroloplastlarda meydana gelmektedir. Kroloplastlarin
ozellikle stoma bolgesinde CO>’yi fikse eden ve indirgeyerek organik bilesiklere
donilismesini saglayan riibuloz bifosfat karboksilaz (RuBPCase) gibi enzimlerin

etkinligi azalmakta, dolayisiyla CO; fiksasyonu zarar gérmektedir. Fotosentez ilk



basta stomatal faktorler tarafindan azaltilmakta ise de, kuraklik stresinin siirmesi ve
artmastyla kroplast ve enzim aktivitesi strese ugramakta, bu nedenle fotosentez
stomalar disindaki faktorler tarafindan azaltilmaktadir (Cirak ve Esendal, 2003).
Kurak stresine dayaniksiz olan fasulye (Phaseolus vulgaris) ve dayanikli olan
Vigna unguculata’nin kuraklik stresine verdikleri tepkiler karsilastirllmigtir. Fasulye
(Phaseolus vulgaris)’in kuraklik stresinde stoma gecirgenliginde azalma tespit
edilmistir. Ayrica Fasulye (Phaseolus vulgaris)’in Vigna unguculata’ya gore

stomalarini1 daha hizli kapattig1 gozlemlenmistir (Cruz de Carvalho ve ark., 1998).

1.2.4 Kurakhga karsi gelistirilen uyum mekanizmalar:

Stresten kaginma ve stres toleransi, kurak sartlar altinda bitkilerin yasamlarina devam
etmesini saglayan baslica iki savunma mekanizmasidir (Levitt, 1980; Laffray ve
Louguet, 1990; Cruz de Carvalho ve ark., 1998). Stresten kacinma mekanizmasi,
yalnizca orta siddetteki su yetersizliginde ortaya c¢ikan stres durumunda bitkilerin
hayatta kalmalarin1 saglamaktadir. Bitki dokularinda suyu depolayarak uzun siire
hayatta kalabilen sukkulent bitkiler kaginma mekanizmasina Grnektir (Salisbury,
1992). Stres tolerans mekanizmasi ise koruyucu mekanizmalarini calistirarak ¢ok
daha siddetli su yetersizliginde meydana gelen stres durumunda bitkilerin hayatta
kalabilmelerini saglamaktadir. Yaprak yilizeyinde kiiglilme, topragin nemli
tabakalarma dogru koklerin gelismesi ve stomalarin kapanmasi, kuraklifa karsi
savunmada bitkide goriilen degisimlerdir. Kuraklik stresine karsi bitkilerin
yapraklarinin biiyiimesinin engellendigi ve yeni yaprak olusumunun kisitlandig:
goriilmektedir (Mahajan ve Tuteja, 2005). Bazi bitkilerde strese tepki olarak yaprak
yiizeylerinin tiiylerle kaplandigr goriilmektedir. Ayrica yaprak ylizeyinde olusan
kiitikula tabakasi, gilines 1smnlarin1 yansitarak sicakligin etkisini azaltir ve bdylece

transpirasyon hizi da diistiriilmiis olur (Goksoy ve Turan, 1991).

1.2.2 Tuz stresi

Abiyotik stres faktorlerinden olan tuzluluk yeryliziinde yasam boyunca karsilasilmig
olan ilk kimyasal faktdrlerden biridir (Ozcan ve Giirel, 2001). Tuzlu topraklar
genellikle satiirasyon ekstraktinda 4 mmhos.cm™’den fazla tuz bulunduran
topraklardir (Karanlik, 2001). Tuzluluk, kapillarite yoluyla ¢6ziinebilir tuzlarin taban
suyu ile birlikte ytlikselerek toprak ylizeyine ¢ikmasi ve ylikselen suyun buharlagsmasi
sonucu tuzun toprak yiizeyinde birikmesi olayidir (Ergene, 1982). Ozellikle yar



kurak ve kurak alanlarda meydana gelmektedir (Ashraf, 1999). Topraktaki
¢ozilinebilir tuzun konsantrasyonunun bitki biiylimesi ve gelismesini engelleyecek
kadar artmasi durumunda sorunlar meydana gelmektedir. Toprak bilinyesindeki tuzun
konsantrasyonu yiikseldik¢e bitkinin su alimini engellemeye baglar. Eger bitkinin
faydalanacagi su miktarini diisirmeye baslarsa bitki de tuz stresi ortaya ¢ikar (Levitt,
1980). Klortirler (NaCl, MgCl,,CaCly), nitratlar (KNO3, NaxNO3), siilfatlar (Na;SOs,
MgS0Os4), karbonatlar ve bikarbonatlar (Na,COs3,CaCO3;, NaHCO3) ve boratlar

tuzlulugun ortaya ¢ikmasina neden olan bilesiklerdir (Munns ve Termaat, 1986).

1.2.3 Bitkilerde tuz stresinin zararlari

Tarimsal iiretimi kisitlayan en onemli etkenlerden biri tuz stresidir (Demiral ve
Tiirkan, 2004). Sicaklik, sulama, giibreleme ve nem gibi etmenler tuz stresinin
bitkiler lizerindeki etkisini degistirebilmektedir (Kantar ve Elkoca, 1998).

Genellikle bitkilerde tuz stresine sodyum tuzlari neden olmaktadirlar. Tuza
duyarhiliklarina gore bitkiler halofitler ve glikofitler olmak {izere iki grupta
toplanmaktadirlar. Yiiksek tuz konsantrasyonunda yasayabilen bitkiler halofit
bitkilerdir. Yiiksek tuz konsantrasyonlarindan etkilenerek zarar goren bitkiler ise
glikofit bitkilerdir. Salicornia herbacea L. ve Atriplex vesicaria Heward ex Benth.
halofit bitkilerdir. Aster tripolium L. ve Plantago lanceolata L. ise glikofit
bitkilerdir. Yiksek bitkilerin ise nerdeyse hepsi glikofitler grubunda yer almakta ve
yiiksek tuz konsantrasyonuna sahip topraklarda yasamamaktadirlar (Levitt, 1980;
Ellialtioglu ve Tipirdamaz, 1998; Yasar, 2003; Ashraf, 2004; Kusvuran, 2004).

Bitkilerde tuzun zararli etkileri degisik sekillerde goriilebilmekte ve bitkiyi
morfolojik ve anatomik olarak etkileyebilmektedir. Tuzun bitkiler iizerinde iyon
toksisitesi (birincil tuz zarari), ozmotik stres ve beslenmeyle ilgili (sekonder tuz
zarar1) zararh etkileri bulunmaktadir (Levitt, 1980). Bu etkiler oksidatif stresin
ortaya ¢ikmasina neden olabilir (Zhu, 2002).

Tuzluluk sorunu ile karsilasan bitkiler transpirasyonu azaltip su kaybini
onlemek i¢in yaprak alanlarini daraltarak ve stomalarini kapatarak biinyesinde
bulunan suyun kaybin1 engellemeye caligmaktadir. Fakat fotosentez i¢in gerekli olan
CO2’nin alimim da kisitlandigr icin bitkinin biiylimesi ve gelismesi de gerilemektedir

(Karanlik, 2001; Yasar, 2003).
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Bitkilerin kok bdlgesinde bulunan tuz konsantrasyonu arttigi zaman verim ve
kaliteyi olumsuz olarak etkileyebilmektedir (Yurtseven, 1999). Tuz stresinden
ozellikle koklerdeki solunum etkilenmektedir (Ozcan ve Giirel, 2001).

Tuz stresi bitkinin Oliimiine neden olabildigi gibi tolerans durumuna baglh
olarak biiyiimeyi engellemekte, kloroza ve nekrotik lekelerin olusumuna, bidéllenme
bozukluklarina, meyvelerin kiigiik kalmasina, verim ve kalitenin azalmasina neden
olabilmektedir (Hasegawa ve ark., 1986).

Tuz stresi uygulanan misir bitkilerinin, bitki boyu ile toplam yas ve kuru
agirliklarinda azalma tespit edilmistir (Cigek ve Cakirlar, 2002).

Bugday da (Triticum aestivum L.) NaCl stresi tohum ¢imlenmesinde azalmaya
neden olmaktadir (Kabar ve Kocagaliskan, 1990).

Ueda ve ark., (2004)’a gore ozmotik ve iyonik stresten dolay: arpa bitkisinin

biiylimesinde gerileme tespit edilmistir.

1.2.4 Bitkilerde tuz stresine karsi gelistirilen dayanikhiik mekanizmalari

Tuz stresinden korunabilmek i¢in bitkiler kendilerine savunma mekanizmalari
gelistirmislerdir. Toksik diizeydeki Na iyonuna kars1 dort farkli mekanizma ile tepki
vermektedir.

Bitkiler stres olusturabilecek diizeyde tuzluluk sorunu ile karsilastiklarinda kok
hiicrelerindeki Na pompalar ile fazla miktardaki Na’u ortama geri vermekte ve
bdylece hiicre i¢i Na seviyesini dengede tutmaya caligmaktadirlar (Schubert ve
Lauchli 1990).

Bitkinin Na’u vakuollerde biriktirerek zararinin engellenmesi de 6nemli tepki
mekanizmalarindandir. Tuz stresine dayanikli olan bitkilerin, dayanikli olmayanlara
gore daha az miktarda Na ve Cl’yi biinyelerine aldiklari, Na ve Cl’yi vakuollerinde
depolayip hiicrede meydana gelecek yikimlar1 dnleyerek tuzun olusturacagi zarardan
korumaktadirlar (Munns, 2002). Domates bitkisine Na’un vakuollerde birikiminden
sorumlu bir genin aktarilmasiyla olusan transgenik domateslerde tuzun 6zellikle yash
yapraklarin vakuollerinde biriktigi, meyvede ise ¢ok diisiik seviyede biriktigi
gbzlemlenmistir (Zhang ve Blumwald, 2001).

Diger bir mekanizma da hiicre zar gecirgenligidir. Tuza dayaniklilik saglayan
bitkiler tuz stresini 6nlemek i¢in Na ve K’un hiicre zarindan ge¢mesini engelleyerek
bu iyonlart ya hi¢ hiicre igerisine almaz ya da enerji kullanarak hiicre digina

pompalamaktadir (Cheeseman, 1988).
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Pljakoft-Mayber ve Gale (1975)’in yaptig1 calismada tuza toleransi yiiksek
oldugu bilinen arpanin, tuzun koklerden yesil aksama dogru iletilirken engeller
bulunmakta, koklerdeki bu engeller sayesinde Na ve CI yesil aksama iletilmedigini
tespit etmistir.

Tuzdan sakinimin diger bir mekanizmasi ise bitkinin hizli biiylimesiyle birim
hacimde alinan tuzun biinyede azaltilmasidir. Tuz stresinde, hizli biiyliyen bitkilerin
tiir ve gesitlerinin, aymi sartlarda yetistirilen daha yavas biiyliyen ¢esitlerden daha
avantajli oldugu belirtilmistir. Hizli biiylimeyle yapraklarda azaltilan tuzun

konsantrasyonu tolere edilebilmektedir (Tal, 1983).

1.3 LEA (Ge¢ Embriyogenez Proteini) Proteinleri

Ik olarak tohum embriyolarinda tespit edilen LEA proteinlerinin bitkilerde strese
kars1  koruyucu fonksiyonlarmin oldugu diisiiniilmektedir (Holmberg ve Bulow
1998). LEA proteinleri ilk olarak pamuk tohumlarinda embriyo gelisiminin son
asamalarinda kesfedilmistir (Dure ve ark., 1981; Galau ve ark.,1986) Bitkilerde
kuruma (desiccation) gerceklestiginde LEA proteinlerinin ¢ogu tohum gelisiminin
son asamalarinda embriyo dokularinda yiiksek konsantrasyonda birikmektedir (Baker
ve ark., 1988; Hand ve ark., 2011). Embriyo, ¢imlenmesi i¢in enerji saglamak i¢in
kuru kiitle artis1 ile hiicresel genisleme asamasi gecirmektedir. LEA proteinleri
dehidrasyon, osmotik stres veya diisiik sicaklik stresine maruz kalan vejetatif
dokularda birikmektedir (Bies-Ethewe ve ark., 2008; Hundertmark ve Hincha, 2008).
LEA ailesi {iyelerinin bitkiler aleminde yaygmn oldugu goriilmiistiir. Ilk
tanimlanmasindan bu yana damarsiz bitkilerden damarli bitkilere kadar yiizlerce
LEA protein izole edilmistir. Sadece kapali ve acgik tohumlu bitkilerde degil aym
zamanda damarli tohumsuz bitkilerde (6r: Selaginella) (Alpert, 2005; Oliver ve ark.,
2000) de egrelti otlarinda (Reynolds ve Derek, 1993), kara yosunlarinda (6r:
Tortula, Physcomitrella) (Oliver ve Solomon, 2004) ve su yosunlarinda (Honjoh ve
ark., 1995) bulunmustur. Baz1 LEA benzeri genlerin sadece ABA veya diger ¢evresel
stresler tarafindan uyarildigir goriilmistiir (Battaglia ve ark., 2008; Hand ve ark.,
2011). Ayrica bazit mikroorganizmalarda (Garay ve ark., 2000; Stacy ve ark., 1999),
boceklerde ve kabuklularda (Hand ve ark., 2011; Hoekstra ve ark., 2001; Tunnacliffe
ve Wise, 2007) mantarlarda (Abba ve ark., 2006; Borovskii ve ark., 2000),
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protozoalarda, rotiferalarda, nematodlarda (Solomon ve ark., 2000; Browne ve ark.,
2004) tespit edilmistir.

LEA proteinlerinin ¢ogu hidrofiliktir. Alanin, glutamik asit, glisin ve treonin
gibi aminoasitler bakimindan zenginken, sistein ve triptofan gibi aminoasitler
bakimindan yoksundurlar (Dure, 1997). Bu yiizden, hidrofilinler olarak bilinen ve
hiperosmotik sartlara kars1 yanitta rol oynayan genis bir hidrofilik protein grubu olan
dehidrin proteinlerinin iiyeleridir (Garay-Arroyo ve ark., 2000). Farkli LEA protein
gruplari, su kaybini azaltmak iizere suyun baglanmasi, protein ve membranlarin
kararliligmin devamliliginin  saglanmas1 ve aktif oksijen tiirlerinin ortadan
kaldirilmasina kadar bir¢ok fonksiyona sahiptir (Close, 1997). Enzimler, lipidler ve
mRNA’lar gibi makromolekiillerin korunmasinda da gorevlidirler. Ayrica hiicresel
ve dokuya Ozgii yerlesim Ozellikleri gostermektedirler (Nylander ve ark., 2001).
Genelde geng¢ fidelerin kurumasina, tuza ve dona karsi dayaniklilikta da LEA

proteinleri gorev almaktadir.

1.3.1 LEA proteinlerinin siniflandirilmasi

LEA proteinleri spesifik domainleri temel alinarak altgruplara smiflandirilmistir

(Dure ve ark., 1989).

1.3.1.1 LEA I proteinleri

LEA T grubu pamuk tohumunu D-19 ve D-132 proteinini igermektedir (TRKEQ
[L/M] G [T/E] EGY [Q/K] EMGRKGG [L/E]). Bu motif bitki tiirlerinde birden
dorde kadar art arda dizilmis birgok kopya bulundurmaktadir (Galau ve ark., 1986;
Campos ve ark., 2013). Bugday Em proteinleri ve misir EmB564 ve EMBS5
proteinleri de bu gruba dahildir (Amara ve ark., 2012; Wu ve ark., 2013). Glisin ve
yiiklii aminoasitler bakimindan zengindirler. LEA I proteini Bacillus subtilis (Stacy
ve ark., 1999) ve kabuklulardan Artemia franciscana da tespit edilmistir. LEA I
proteinlerinin molekiil agirliginin 11.5 kDa oldugu tespit edilmistir (Biiytik, 2014).

1.3.1.2 LEA II proteinleri

Dehidrinler olarak bilinen LEA II grubu ilk olarak pamuk embriyolarinda D-11 ailesi
olarak belirlenmistir. LEA II proteini LEA proteinleri iginde en fazla 6zelligi olan
gruptur. LEA II proteinlerinin ayirt edici bir 6zelligi lizin aminoasidince zengin 15

rezidiiye sahip motife ve tek bir polipeptid icinde 11 kopyasi bulunan K-segmenti
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adinda EKKGIMDKIKEKLPG (Campbell ve Close, 1997) olarak korunmus dizilere
sahiptirler. Bu grupta ek olarak N ucunun yakininda genellikle art arda dizilmis 35
kopyalar halinde DEYGNP (Battaglia ve ark., 2008) konsensiis sekansiyla Y
domaini olarak bulunan motif, bitki ve bakterilerdeki saperonlarda bulunan niikleotit
baglanma domainine benzer bir amino asit sekansina sahiptir. S segmenti olarak
adlandirilmig protein fosforilasyonu i¢in Ser rezidiilerini iceren bir bdlgeye sahiptir
(Campbell ve ark., 1998). Az korunmus motifler, o-segmentleri genellikle polar
amino asitlerce zengin ve K-segmentleri arasinda dagitilmistir (Dure ve ark., 1989;
Close, 1996). Bugday dehidrin DHN-5"in K segmentleri laktat dehidrogenaz ve [3-
glukosidazin in vitro aktivitelerinin korunmasi i¢in gereklidir (Drira ve ark., 2013).
Tek bir polipeptid de farkli motiflerin varligi ve siralanmasi LEA II proteinlerinin 5
altgrupta siniflandirilmasina imkan saglamaktadir (Scott ve Close, 1997; Vaseva ve
ark., 2013). Yalnizca K segmenti i¢eren proteinler K altgrubundadir. Ek olarak SK-,
YK-, YSK- ve KS- altgruplarida bulunmaktadir (Shih ve ark., 2008). LEA II
proteinlerinin molekiiler agirligi ortalam 18.3 kDa dir (Biiyiik, 2014).

1.3.1.3 LEA III proteinleri

LEA III proteinleri 11 aminoasitlik bir tekrar motifi ile tanimlanmislardir. Bu protein
grubunun molekil agirliginda farkliliklar vardir ve bu genellikle 11 bazlik
motifindeki tekrar sayisinin bir sonucudur. 11 bazlik motifindeki degiskenlik LEA 111
protein grubunun 3A pamuk D-7 LEA proteini ve 3B pamuk D-29 LEA proteini
olarak iki alt grupta smflandiriimasma yol a¢mustir. Ik grup (3A), oldukca
korunmustur. Bitki LEA III proteinlerine benzer gruplar mantar, mikroorganizma ve
hayvanlar aleminde de tanimlanmistir. Bu proteinler Deinococcus radiodurans
(Battista ve ark., 2001), Haemophilus influenza (Dure, 2001) ve Caenorhabditis
elegans (CeLEA-1) gibi prokaryotlarda da bulunmus ve ifadeleri sicaklik ve osmotik
stres sartlari altinda bu nematodlarin hayatta kalmalar ile iligkilendirilmistir (Gal ve
ark., 2004). Steinernema feltiae (Solomon ve ark., 2000), Aphelencus avenae
(Browne ve ark., 2004), Philodina roseola (Tunnacliffe ve ark., 2010), Polypedilum
vanderplanki (Wise ve Tunnacliffe, 2004), A. franciscana (Hand ve ark., 2007) gibi
organizmalarda da LEA III proteini tespit edilmistir. LEA III proteinlerinin ortalama

molekiiler agirligi 25.5 kDa olarak tespit edilmistir (Biiytik, 2014).
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1.3.1.4 LEA IV proteinleri

LEA 1V proteinleri damarli ve damarsiz bitkiler dahil olmak {izere bitkiler aleminde
en yaygin goriilen proteinlerdir. Bu gruptaki proteinlerin 6zelligi N ucunda bulunan
konsensiis dizisidir (AQEKAEKMTA [R/H] DPXKEMAHERK [E/K] [A/E] [K/R])
(Battaglia ve ark., 2008). Ancak 4 tane ek motif bircok LEA IV proteinini ayirt
ettirebilmektedir ve iki alt gruba ayrmmstir. Ilk alt (4A gubu) grup kiiciik
proteinlerden olusmaktadir (80 - 124 rezidii uzunlugunda). Diger alt grup ise (4B
grubu) 108-180 uzunlugunda rezidiiler bulundurmaktadir. Pamuk D-113 proteini ilk
olarak bu grupta tespit edilmistir (Carrillo ve ark., 2010). D-113 proteini domates
Le25, soya fasulyesinde GmPM1 ve GmPMI16, Arabidopsis’te AtLEA4-1 ve
AtLEAA4-5 ve fasulyede PVLEA-18 olmak iizere farkli cesitlerde belirlenerek izole
edilmistir. Molekiil agirlig1 ortalama 12.6 kDa dur (Biiytik, 2014).

1.3.1.5 LEA V proteinleri

LEA V proteinleri ilk olarak pamukta D-34, D-73 ve D-95 proteinleri olarak
tanimlanmistir (Baker ve ark., 1988; Cuming, 1999). Hidrofobik rezidiilerinin biiyiik
oranint LEA V proteinleri igermektedir. Bu proteinler kaynadiktan sonra
coziinmemektedir. Bu proteinlerin globiiler konformasyona sahip olduklart one
striilmistiir (Baker ve ark., 1988; Dure ve ark., 1989; Galau ve ark., 1986). Misir
Rab28 (Pla ve ark., 1991), havu¢ ECP31 (Kiyosue ve ark., 1992) ve Medicago
trunculata MtPM25’te (Boucher ve ark., 2010) LEA V proteinlerinin homologlari
tespit edilmistir. Molekiiler agirliklar1 ortalama 18.1 kDa dur. Hidrofobik olmasi
nedeniyle hidrofilik olan LEA LILIII ve IV’ten ayrilmaktadir (Biiyiik, 2014).

1.3.1.6 LEA VI proteinleri

LEA VI proteinleri ilk olarak fasulyede tespit edilmistir (Colmenero ve ark., 1997).
Gilintimiize kadar bu ailenin 36 geni damarl bitkilerde tanimlanmistir. Bu grubun

proteinleri kiiciik boyutludur (yaklasik 7-14 kDa) (Biiytiik, 2014).

1.3.1.7 LEA VII proteinleri

ASR proteinleri LEA ailesinin iiyeleri olarak kabul edilmis kii¢iik ve 1s1ya dayanikl
yapiya sahiptir (Maskin ve ark., 2007; Silhavy ve ark., 1995). Bu genin grubu
tohumlu tiirlerin yani sira monokotil ve dikotillerin ¢esitli tiirlerinde tespit edilmistir

(Silhavy ve ark., 1995).
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1.3.2 LEA proteinlerinin yapis1 ve 6zellikleri

LEA proteinlerinin biyokimyasal 6zelliklerinin ¢ogu hidrofilik yapisindan ve amino
asit bilesimi temel alinarak ortaya ¢ikmaktadir. Onlarin ytliksek hidrofilik ve yiiksek
glisin igerigi, sitozin ve triptofan oraninin diisiikliigli veya eksikligi ve bazi amino
asit rezidiilerinin (Ala, Glu, Lys/Arg, and Thr gibi) istiinliigi gibi O6nemli
benzerliklerine ragmen farkli protein gruplarinin {iyeleri arasinda bulunamamistir
(Baker ve ark., 1988; Dure, 1993: Shih ve ark., 2008). Yiiksek sicakliklarda
¢Oziinilirliiglinii devam ettirmesi LEA proteinlerinin 6zelliklerindendir.

Cesitli gruplar arasinda LEA proteinlerinin biiytikliikleri 5’ten 77 kDa kadar
degisebilmektedir. Onlar asit, notr veya bazik olabilmektedirler. CD (Circular
dichroism), NMR (nuclear magnetic resonance) veya FTIR (Fourier transform IR)
spektroskopi kullanilarak baz1 LEA proteinlerinin ikincil yapilar1 belirlenmigtir. LEA
I, I ve HI proteinlerinin en %350’sinin katlanmamis yapida olduklar1 tahmin
edilmektedir. D-95 (LEA V) proteinlerinin 3 boyutlu yapisi tespit edilmistir.

LEA proteinleri bitkilerde sitoplazma, ¢ekirdek, kloroplast, endoplazmik
retikulum, mitokondri, plazma membrani, peroksizom ve vakuol de bulundugu tespit
edilmistir (Tunnacliffe ve Wise, 2007). Farkli gruplardan LEA proteinleri kuru
tohumlarda embriyo gelisim sirasinda birikmektedirler. Grup I LEA proteinleri
bitkilerde ¢ogunlukla tohumlarda bulunmakta ve vejetatif dokularda stres kosullari
tarafindan uyarilmamaktadir. LEA I proteinleri tohum gelisimi sirasinda birikmekte
ve embriyoya 6zgii LEA proteini olarak kabul edilmektedir (Manfre ve ark., 2006;
Manfre ve ark., 2009).

Grup II LEA proteinleri tohumun kurumasi sirasinda ve su eksikligine yanit
olarak diistik sicaklik, kuraklik veya tuzluluk tarafindan uyarildiginda birikmektedir
(Nylander ve ark., 2001; Brini ve ark., 2007). Bu grubun ¢ogu tiim dokularda su
eksikligi sirasinda birikmektedir. Bazi dehidrinler diisiik sicaklik uygulamasinda
yanit olarak fazla birikmektedir fakat tuz veya kuraklikta bu sekilde olmamaktadir
(Rorat ve ark., 2006). Birgcok LEA II proteinleri sitoplazma da bazilar1 da ¢ekirdekte
birikmektedir. Bazi dehidrinler mitokondri, plazma membrani, endoplazmik
retikulum ve vakuol ¢evresi dahil olmak {izere diger hiicre béliimlerinde de
bulunabilmektedir (Danyluk ve ark., 1998; Houde ve ark., 1992; Borowskii ve ark.,
2002; Heyen ve ark., 2002) .
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Bitkilerdeki grup III LEA proteinlerinin diisiik sicaklikta, tuzlulukta ve
kuraklikta olgun tohumlarda biriktigi ifade ve transkriptomik analizlerde goriilmiistiir
(Cattivelli ve Bartels, 1990). LEA III proteinlerinin ifadesinin stres kosullarinda veya
gelisim safhalar1 sirasinda ABA tarafindan diizenlendigi belirtilmistir (Curry ve ark.,
1991; Ried ve Walker-Simmons, 1993). Pamuk LEA III D-7 proteini olgun pamuk
embriyolarinda  yaklagik 200 mM’a kadar birikmektedir (Roberts ve ark., 1993).
Tohum calismalarinda LEA III proteinlerinin vakuollerde ve sitoplazmada
depolandig1 belirlenmistir (Marttila ve ark., 1996).

LEA IV grubu proteinleri bazi smiflandirmalarda kismen grup III’te yer
almaktadir. Pamuk D-113 yaklasik 300 mM olarak embriyo dokularinda homojen
sekilde dagilmis olarak bulunmaktadir (Robert ve ark., 1993). Daha sonra benzer
proteinlerin su eksikligine yanit olarak vejetatif dokularda biriktigi belirlenmistir.
Domates bitkisinde LEA IV transkriptlerinin (LE25) ABA ve su eksikligine yanit
olarak yapraklarinda biriktigi tespit edilmistir (Cohen ve ark., 1991). Arabidopsis’in
vejetatif dokularinda su eksikligi uygulandiginda LEA IV proteinlerinin
transkriptlerinin biriktigi goriilmiistiir.

LEA V proteinlerinin transkriptleri soguk, tuzluluk, kuraklik, yaralanma ve UV
15181 gibi stres sartlarina yanit olarak ve tohum gelisiminin son agamalarinda biriktigi
tespit edilmistir (Kiyosue ve ark., 1994; Zegzouti ve ark., 1999). Misirda RAB2S,
olgun kuru embriyolarin ¢ekirdeklerinde birikmektedir (Niogret ve ark., 1996).
Medicago trunculata MtPM25 kuraklik tarafindan uyarilmaktadir (Boudet ve ark.,
2006).

1.3.3 LEA proteinlerinin fonksiyonlar:

LEA proteinleri ve onlarin stres dayaniklilik genlerinin ifadesi ve aralarindaki iligkiyi
gosteren bircok kaynak bulunmaktadir. Bir¢cok calisma tuz ve ozmotik stres sirasinda
LEA proteinlerinin koruma sagladigin1 gostermektedir. Transgenik yaklasimlar
tiitlin, Arabidopsis, piring, misir, bugday, marul ya da lahanada farkl: tiirlerden LEA
proteinlerinin asir1 ifadesini abiyotik strese dayanikli fenotipler gelistirmek ig¢in
tiretildigini gostermistir (Leprince ve Buitink, 2010). Ancak LEA proteinlerinin
molekiiler fonksiyonu tam olarak bilinmemektedir. Bugiine kadar LEA proteinleri
stabilizator, antioksidanlar, hidrasyon tamponlari, membran koruyucular1 ve iyon

selatorleri olarak gorev almistir (Tunnacliffe ve Wise, 2007).
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1.4 Agrobacterium tumefaciens ile Bitkilere Gen Aktarim

Rhizobiaceace familyasindan olan Agrobacterium, toprakta yasayan gram negatif
bakteri olup genellikle bitkiyi kok bogazinda meydana gelen yaralardan enfekte
etmekte ve kok bogazinda bulunan hiicrelerdeki kontrolsiiz bdliinmeler timor
olusumuna neden olmaktadir. A. fumefaciens’ten bazi genlerin bitkiye ge¢mesi
sonucunda timor olustugu tespit edilmistir. 4. tumefaciens 'te kromozom DNA’sinin
disinda halkasal bir DNA molekiili bulunmaktadir. Bitkilerde tiimor olusumuna
neden oldugu i¢in bu plazmit DNA’st Ti (tumor inducing) plazmit olarak
adlandirilmigtir.  Ti  plazmiti ta¢ timor (crown gall) olarak adlandirilan
farklilasmamis hiicre topluluklarini meydana getirmektedirler (Simpson ve ark.,
1986). A. tumefaciens bitki dokularina yarali oldugu yerden giris yaptiginda bitkide
fenolik bilesikler {iretilmektedir. Fenolik bilesiklerin uyaric1 fonksiyonuyla Ti
plazmitinin {izerinde bulunan T-DNA sag ve sol sinirlardan (25 bg¢’lik) kesilip bitki
hiicrelerine iletilmektedir. Iletilen T-DNA bitki kromozomlarina entegre olmaktadir
(Chilton vd. 1980). T-DNA’nin kromozomlara entegrasyonundan sonra T-DNA’da
var olan tiimor olusumunu saglayan genler aktiflesmektedir. Bu genlerin {tirettikleri
oksin ve sitokinin gibi hormonlar hiicrelerdeki hormon dengesini bozmakta ve
hiicrelerin hizli ve kontrolsiiz boliinmesine neden olarak tiimdr olusturmaktadir
(Bevan ve ark. 1983).

T-DNA bolgesinde opin sentezleyen genlerin T-DNA’nin bitki hiicresine
transferinde fonksiyonlar1 bulunmamaktadir. Bu genlerin enzimler araciligiyla
kesilerek yerine yabanci genlerin klonlanmasi gen aktarimini etkilememektedir. Bu
yiizden istenilen hedef genler bu bdlgeye yerlestirildiginde 4. tumefaciens aracilig

ile bitki hiicrelerine aktarilabilmektedirler (Ozcan ve ark., 2001).

1.5 Calismanin Amaci

Tim diinyada etkili olan tuzluluk problemi iilkemizde de karsilasilmakta olan en
ciddi sorunlar arasinda yer almaktadir. Tuzluluk problemi hem tarimsal alanlar1 hem
de tuzluluk sorunu bulunan arazilerde tarimi yapilan bitkileri olumsuz yoénde
etkilemektedir (Yilmaz ve ark., 2011). Tuza dayanikli bitki tiirlerinin belirlenmesi
tuzluluk sorunu olan alanlar1 degerlendirmede olduk¢a 6nem kazanmaktadir. Fasulye
bitkisi diinya da 6nemli bir yere sahiptir. Fakat bu bitki tuzluluk stresine karsi
oldukca duyarlidir (Marchner, 1995). Yapilan arastirmalarda fasulye bitkisinin hem
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¢imlenme hem de gelisiminde tuz stresinin olumsuz etkileri oldugu tespit edilmistir
(Gliveng ve Kantar, 1996, Demir ve Demir, 1996, Elkoca, 1997, Karanlik, 2001) . Bu
nedenle giiniimiizde tuzluluk problemine ¢oziim olarak tuza dayanikli g¢esitlerin
belirlenmesi ile ilgili ¢alismalara olduk¢a 6nem verilmektedir. Ozellikle fasulye gibi
tuz stresine karsi dayanikli olmayan tiirlerde dayanikli genotiplerin belirlenip
gelistirilmesi gerekmektedir.

Veri bankalarinda yer alan ve tuza toleransh Ispir fasulye genotipine ait olan
transkriptom (RNA-seq) verilerinin analizleri sonucunda, yiiksek oranda ifade
edilmekte olan LEA proteinlerini kodlayan genler tespit edilmistir. Bu tez ¢aligsmasi
kapsaminda yiiksek oranda ifade olan genlerden Lea5 geni klonlanarak tiitiin
bitkisindeki ifadesi degerlendirilecektir. Klonlama sonucunda varsayilan PvLea’
geninin varlig1 ve fonksiyonel oldugu tespit edilirse fasulye bitkisinde abiyotik strese
dayaniklilig1 saglayan mekanizmanin bir pargasi ¢dziimlenmis olacaktir. Ayrica bu
geni tastyan fasulye genotipinin 1slah materyali olarak kullanilmasina olanak

saglayacaktir.
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2 MATERYAL VE METOD

2.1 Bitki Materyali ve Doku Kiiltiir Ortami

Transformasyon deneylerinde Nicotiana tabacum L. cv. Petite havana kullanilmistir.
Mikrosantrifiij tiip igerisindeki tiitlin tohumlarinin iizerine  %20’lik sodyum
hipoklorit eklenerek 20 dakika bekletilmistir. Daha sonra tohumlar 5 kere steril
destile su ile yikanarak hormonsuz MS biiylime ortamina (MS (4.4 g/L) + Siikroz (30
g/L) + Fitajel (2.8 g) ph:5.8) ekilmistir. 25 °C’de fotoperiyodu 16 saat aydinlik/8
saat karanlik olan bitki biiyiime kabininde ¢imlendirilmislerdir. 4 haftada bir alt
kiiltire alman hormonsuz MS besi yerinde ¢imlendirilmis dayanikli bitkiler

transgenik tiitlin bitkilerinin elde edilmesi i¢in kullanilmistir.

2.2 Bakteri Suslari ve Plazmidler

Transformasyon ¢alismalarinda E.coli (Escherichia coli) (Dh5a) ve A. tumefaciens
(Agrobacterium tumefaciens) (AGL1) bakterileri ile pIPKb004 ve pENTR™/D-
TOPO plazmitleri kullanilmistir.

2.3 Bakteri Bityiime Ortam ve Kiiltiir Sartlar:

E.coli ve A. tumefaciens hiicrelerine klonlama asamalarinda biiyiimeleri i¢in LB ve

YEB biiylime ortamlar1 kullanilmistir.

2.4 Primer Dizaym

Asagida verilen primerler NCBI’dan elde edilen sekanslara gore dizayn edilmistir.
Forward primerin 5’ ucuna Gateway klonlama sisteminde bulunan giris vektoriiyle

uyumlu olan CACC boélgesi eklenmistir.
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Cizelge 2.1 Lea-5 genine 0zel dizayn edilen primer dizileri

Forward Primer 5’- CACCGTTATGTCTCGTTCTCTCT-3’
Reverse Primer 5’- CTACGGTGGTGATTTGAACTT-3’
Primerler Vector NTI, Primer 3 ve GENTLE programlar1 kullanilarak dizayn

edilmistir.
2.5 Fasulye Bitkilerinin Yetistirilmesi

Fasulye tohumlar1  %35’lik sodyum hipokloritte 5 dakika bekletilerek yiizey
sterilizasyonu yapilmistir. Yiizey sterilizasyonundan sonra tohumlar 5 kez steril su
ile yikanmistir. Tohumlar steril vermikiilit bulunan saksilara ekilerek Hoagland
¢ozeltisi ile sulanmigtir. 25 °C’de fotoperiyodu 16 saat aydinlik/8 saat karanlik olan
iklim kabininde Hoagland ¢06zeltisi ile sulanarak biyiitiilmistiir. Fasulyeler
ekildikten 16 giin sonra 150 mM NaCl bulunan Hoagland ¢dzeltisi ile sulanarak tuz
stresi uygulanmugtir. Stres uygulandiktan 9 giin sonra yaprak ve kok ornekleri

alinarak RNA izolasyonu i¢in -80 °C’de saklanmuistir.

2.6 Total RNA izolasyonu

RNA izolasyonuna baglamadan once kullanilacak olan saf su, porselen havanlar,
mikrosantrifiij tiipler, pipet uglari, pensler ve diger tiim malzemeler 2 kere
otoklavlanarak steril edilmistir. Porselen havan ve mikrosantrifiij tiipler
kullanilmadan 6nce siv1 azot ile muamele edilmistir.

RNA izolasyonu i¢in QIAGEN RNeasy Plant Mini Kit kullanilmistir. 100 mg
bitki 0rnegi sivi azot ile muamele edilmis porselen havanda sivi azotla ezilmistir.
Ezilmis bitki 6rnegi sivi azotla sogutulmus 2 ml lik mikrosantrifiij tiipe alinmstir.
Tiipteki 6rnek iizerine 450 ul tampon RLT eklenmis ve iyice vortekslenmistir. Ornek
QIAshredder spin kolona eklenerek 2 dk maksimum hizda santrifiij edilmistir.
Stipernatant yeni bir tliipe alinmistir. Slipernatantin yaris1 kadar etanol eklenmis ve
pipetle iyice karistirilmistir. Ornek RNeasy spin kolona eklenmis ve 15 sn 12000 rpm
de santrifij edilmistir. Sivi kisim uzaklastirilmistir.  Orneklerden DNA’lari
uzaklastirmak i¢in DNaz uygulamasi yapilmistir. RNeasy spin kolona 350 ul tampon
RW1 eklenmistir ve 15 sn 12000 rpm de santrifiij edilmistir. Sivi kisim
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uzaklastirilmigtir. 10 pl DNaz I stok soliisyonu iizerine 70 pl tampon RDD eklenmis
ve hazirlanan 80 pul DNaz RNeasy spin kolondaki 6rnek iizerine eklenmistir. 15 dk
oda sicakliginda bekletildikten sonra 350 pl tampon RW1 eklenmis ve 15 sn 12000
rpm de santrifiij edilmistir.

500 pl tampon RPE kolona eklenmistir ve 15 sn 12000 rpm de santrifiij
edilmistir. Stvi kisim uzaklagtirilmistir. 500 pl tampon RPE kolona eklenmis ve 2
dakika 12000 rpm de santrifiij edilmistir. Sivi kisim atilarak kolon 1 dakika
maksimum hizda bos santrifiij edilerek kolonda kalan etanol atilmistir. Kolon 1.5 ml’
lik yeni bir mikrosantrifiij tiipe alinmistir. Kolonun tam merkezine 40 pl RNaz’1
uzaklagtirllmig su eklemistir. 1 dakika oda sicakliginda bekletildikten sonra 1 dakika
12000 rpm’ de santrifiij edilmistir. RNA tekrar kolona eklenerek 1 dakika oda
sicakliginda bekletildikten sonra 1 dakika 12000 rpm de santrifiij edilmistir. Elde

edilen RNA daha sonra kullanilmak iizere -80 °C’de saklanmustir.

2.7 ¢cDNA Sentezi

cDNA sentezi i¢in Thermo Scientific RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kit
kullanilmistir. Cizelge 2.2°de verilen bilesenler sirasiyla buz iizerinde bulunan steril

0.5 ml lik mikrosantrifiij tiip icerisine eklenmistir.

Cizelge 2.2 cDNA sentezi i¢in gerekli olan bilesenler ve miktarlar

Bilesenler Yaprak (ul) Kok (ul)
RNA (Total RNA) 1 ug (0.92) 1 png (2.03)
Primer (Oligo (dT)is Primer) 1 1
H20 10.08 8.97
Toplam 12 12

Karisim ¢ok kisa santrifiij edildikten sonra buz lizerine alinarak iizerine sirasiyla

cizelge 2.3 te verilen bilesenler eklenmistir.

Cizelge 2.3 cDNA sentezi i¢in gerekli olan bilesenler ve miktarlari

Bilesenler Yaprak (ul) Kok (ul)

5X Reaction Buffer 4 4 |
RiboLock RNase Inhibitor (20U/ ul) 1 1

10mM dNTP Mix 2 2
RevertAid M-MuLV RT (20U/ pl) 1 1
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3-4 sn santrifiij edildikten sonra 1 saat 42 °C’de inkiibasyona birakilmistir.
Reaksiyonu durdurmak i¢in 70 °C’de 5 dk inkiibe edilmis ve -20 °C’de saklanmuistir.

2.8 PCR

Lea5 genini ¢ogaltmak i¢in Q5 DNA Polimeraz ve gene 6zel primerler kullanilmistir.
PCR sartlarin1 optimize etmek icin farkli baglanma sicakliklar1 kullanilarak gradient
PCR yapilmistir (55 °C, 58.8 °C, 60.7°C, 62.6 °C). Cizelge 2.4’teki bilesenler PCR
tiiptine koyularak tablo da verilen kosullarla PCR yapilmistir.

Cizelge 2.4 Lea5 genini PCR’la ¢ogaltmak i¢in kullanilan bilesenler ve miktarlari

Bilesenler Miktar (ul)

Q5 reaction buffer 5

10mM dNTP 0.5
Forward primer 1.25
Reverse primer 1.25
cDNA 1

QS high fidelity DNA polymerase 0.5
Nuclease free water 15.5

PCR iiriinleri %1 lik agaroz jelde 80 voltta 45 dakika yiirtitilm{stiir.

2.9 Kompetan E.coli Hiicrelerinin Hazirlanmasi

Kompetan E.coli hiicrelerini hazirlamak i¢in Mix & Go E. coli Transformation Kit
kullanilmistir. 50 ml’lik falkon tiip icerisine 10 ml LB besin ortamina E.coli (Dh5a)
bakterisi ekilerek 37 °C’de bir gece biiyiitilmiistiir. 500 ml’lik erlen igerisine 50 ml
ZymoBroth ortami koyularak biiyiitiilen bakteriden 0.5 ml eklenmis ve ODgoo= 0.4 -
0.6 ya ulasincaya kadar 37°C’de 200 rpm’de inkiibe edilmistir. 2.5 ml wash buffer
(2X) ve 2.5 ml competent buffer (2X) falkon tiiplerin icerisine koyulmus ve iizerine
2.5 ml dilution buffer eklenerek buz ilizerinde sogutulmustur. Biiyliyen bakteriler buz
tizerine almmistir. 10 dk 4 °C’de 3000 rpm’de santrifiij edilmistir. Siipernatant
atilmis ve pellet lizerine 5 ml soguk Wash Buffer (1X) eklenip nazikce pelletin
¢Oziinmesi saglanmigtir. 10 dk 4 °C’de 3000 rpm de santrifiij edilmis ve siipernatant
atilip tizerine 5 ml soguk competent buffer (1X) eklenerek nazikce pellet ¢oziiliip buz

lizerine almmustir. Onceden sivi azotta sogutulmus olan steril 1.5 ml lik
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mikrosantrifiij tiiplere hazirlanan kompetan bakterilerden 50 pL eklenmis -80 °C’de

saklanmistir.

2.10 Giris Vektoriine (pENTR™/D-TOPO) Lea5 Geninin Klonlanmasi

Lea5 geni Gateway giris vektoriine pENTR™/D-TOPO Cloning Kit (Invitrogen)
kullanilarak klonlanmigtir. Ligasyon i¢in 0.5 ml lik mikrosantrifiij tiip igerisine
cizelge 2.5teki bilesenler koyularak karistirilmis ve 25 °C’de 10 inkiibe edilmistir.

Cizelge 2.5. Gateway klonlama sistemi ile olusturulacak giris vektorii icin

kullanilacak bilesenler ve miktarlari

PCR iiriinii 2
Tuz cozeltisi 1
TOPO vektor 1
H:0 2

2 uL ligasyon iiriinii Mix & Go E. coli Transformation Kiti ile hazirlanmis olan
kompetan  E.coli bakterine eklenmis ve 10 dk buz iizerinde bekletilmistir.
Bakterilerin tizerine oda sicakliginda ki SOC besin ortamindan 250 pL eklenmis ve 1
saat 37 °C’de 200 rpm de ¢alkalanarak inkiibe edilmistir. Lea5 geninin klonlanmis
oldugu bakterileri segcmek i¢in katt LB besin ortamina kanamisin (50mg/ml)
antibiyotigi eklenmistir. 1 saat inkiibasyondan sonra énceden 37 °C’de 1sitilmis kati
LB ortamina (kanamisin (50mg/ml)) 100 pL bakteri yayilmig ve 1 gece 37 °C’de

inkiibasyona birakilmistir.

2.10.1 Koloni PCR

Lea5 geninin kompetan E.coli bakterilerinin i¢inde bulunan giris vektoriine klonlanip
klonlanmadigimi dogrulamak i¢in koloni PCR yapilmistir. Kanamisin (50mg/ml)
bulunan LB kat1 besin ortaminda bir gece onceden biiyiitiilmiis bakterilerden tek
koloniler segilmistir. Lea5 geninin ¢ogaltilmasi i¢in dizayn edilmis primerler (F:
Lea5: 5°- CACCGTTATGTCTCGTTCTCTCT-3> ve R: Lea5: 5’-
CTACGGTGGTGATTGAACTT-3") ile secilen kolonilere PCR yapilmistir. PCR
tiiplerinin igerisine asagidaki cizelge 2.6’de verilen bilesenler eklenip ve her tiipe 1
tane segilen koloniden alinan bakteri eklenerek PCR yapilmistir (Cizelge 2.7 ) (2X
PCR Master mix Solution (i-Taq) ).
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Cizelge 2.6 Koloni PCR i¢in kullanilacak bilesenler ve miktarlari

Bilesenler Miktar (ul)

Master mix 10
F primer 1
R primer 1
Su 18

Cizelge 2.7 Koloni PCR kosullar

s

Sicakhik Siire
IIk Denatiirasyonu 95°C 4 dk
Denatiirasyon 95°C 30 sn
Baglanma 54°C 30 sn
Uzama 72°C 20 sn
Son Uzama 72°C 5dk

PCR iiriinleri %1 lik agaroz jelde 80 voltta 45 dakika yiiriitiildiikkten sonra pozitif

kolonilerden 2 tanesi dizileme i¢in se¢ilmistir.

2.10.2 Plazmit izolasyonu ve dizileme

Pozitif kolonilerden plazmid izolasyonu yapmak i¢in 10 ml s1vi LB besin ortamina
kanamisin (50mg/ml) antibiyotigi eklendikten sonra 37 °C’de 200 rpm de 1 gece
calkalanarak inkiibe edilmistir. Plazmit izolasyonu i¢in GeneJET Plasmid Miniprep
Kit (Thermo Scientific) kullanilmistir. 1 gece 6nceden biiyiitiilmiis olan bakterilerden
3 ml’si 12000 rpm de 2 dk santrifiij edilmistir. Santrifiijden sonra slipernatant atilarak
pelletin iizerine 250 pL resuspension solution eklenmis ve pellet iyice ¢oziilene kadar
vortekslenmistir. Orneklerin iizerine 250 pL Lysis Solution eklenip karistirilmustir.
350 pL Neutralization Solution eklenip karistirilmis ve 12000 rpm de 5 dk santrifiij
edilmigtir. Stipernatant GeneJET spin kolona eklenmis ve 12000 rpm de 1 dk
santrifiij edilmistir. S1v1 kisim atilip kolonun iizerine 500 pL. Wash Solution (etanol
ile seyreltilmis) eklenip 12000 rpm de 1 dk santrifiij edilmis ve bu agama 1 kez daha
tekrar edilmistir. S1vi kisim atildiktan sonra 12000 rpm de 1 dk bos santrifiij edilerek
Wash Solution igerisinde bulunan etanol kalintilar1 kolondan atilmistir. GeneJET

spin kolon 1.5 ml lik steril mikrosantrifiij tlipe aktarilmistir. 50 pL steril saf su
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kolonun tam merkezine eklenerek oda sicakliginda 2 dk inkiibe edildikten sonra
12000 rpm de 2 dk santrifiij edilmistir.

Elde edilen plazmidler dizileme analizine gonderilmistir. Dizileme
MedSanTek firmasi tarafindan M13 F: GTAAAACGACGGCCAG ve MI13 R:
CAGGAAACAGCTATGAC dizileme primerleri kullanilarak ABI 310 Capillary

dizileme sistemi ile yapilmistir.

2.11 Bitki Ekspresyon vektoriine Lea5 Geninin Klonlanmasi

Gateway® LR Clonase® kitiyle Lea5 geni ifade vektoriine klonlanmustir (Invitrogen).
pIPKb004 vektorii iki tane 35S promotdrii ve segici antibiyotik geni olan HptII’yi
iceren IPK (The Leibniz Institute of Plant Genetics and Crop Plant Research)’den
elde edilmis Agrobacterium araciligtyla tranformasyon i¢in olusturulmus bitki ifade
vektoriidiir. Dizileme sonucu dogrulanan plazmitler ile ifade vektoriinii olusturmak
icin LR reaksiyonu yapilmistir. 1.5 ml’lik mikrosantrifiij tiipe cizelge 2.8’de verilen
bilesenler eklenerek karistirilmis ve 2-3 saniye santrifiij edilmistir.

Cizelge 2.8. Bitki ifade vektoriine Lea5 genini klonlamak i¢in kullanilan bilesenler

ve miktarlari

Giris vektorii (150ng) 1
pIPKb004 vektorii (310ng) 0.5
TE tamponu (pH:8.0) 6.5
LR Clonase™ II enzimi 2

25 °C’de 1 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyondan sonra reaksiyonu
sonlandirmak i¢in 1 pL proteinaz K eklenerek vortekslendi ve 37 °C’de 10 dk inkiibe
edilmistir. 1 pL ligasyon iiriini Mix & Go E. coli Transformation Kit’i ile
hazirlanmis olan kompetan FE.coli bakterine eklenerek ve 10 dk buz iizerinde
bekletilmistir. Bakterilerin iizerine oda sicakliginda ki SOC besin ortamindan 250 pL
eklenmis ve 1 saat 37 °C’de 200 rpm de calkalanarak inkiibe edilmistir. pIPKb004
vektoriiniin  bulundugu bakteri kolonilerini se¢mek icin LB besin ortamina
spektinomisin (100mg/ml) antibiyotigi eklenmistir. 1 saat inkiibasyondan sonra
onceden 37 °C’de 1sitilmis kat1 LB besin ortamina (spektinomisin (100mg/ml)) 100
puL bakteri yayilmis ve 1 gece 37 °C’de inkiibasyona birakilmistir. Pozitif kolonileri
secmek i¢cin Lea5 genine ve Hptll genine 0zel primerlerle PCR yapilmigtir. PCR

tiiplerinin igerisine ¢izelge 2.9 de verilen bilesenler eklenip ve her tiipe 1 tane segilen
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koloniden alinan bakteri eklenerek PCR yapilmistir. (2X PCR Master mix Solution
(i-Taq) )

Cizelge 2.9 Koloni PCR i¢in kullanilan bilesenler ve miktarlari

Master Mix 10 10
10 pM F primer 1 1
10 pM F primer 1 1
dH:0 8 8

Cizelge 2.10 Koloni PCR sartlar1

I R N

Sicakhik Siire Sicakhik Siire
Ik denatiirasyon 95°C 4 dk 95°C 4 dk
Denatiirasyon 95°C 30 sn 95°C 30 sn
Baglanma 54°C 30 sn 54°C 30 sn
Uzama 72°C 20 sn 72°C 45 sn
Son uzama 72°C 5dk 72°C 5dk

PCR firiinleri %1 lik agaroz jelde 80 voltta 45 dakika yiiriitiildiikten sonra

pozitif kolonilerden 1 tanesi tiitlin transformasyonu i¢in secilmistir.

2.11.1 Plazmit izolasyonu

Pozitif kolonilerden se¢ilmis olan bakterilerden plazmid izolasyonu yapmak i¢in 10
ml s1vi LB besin ortamina spektinomisin (100mg/ml) antibiyotigi eklendikten sonra
37 °C’de 200 rpm de 1 gece calkalanarak inkiibe edilmistir. Plazmit izolasyonu i¢in
GeneJET Plasmid Miniprep Kit (Thermo Scientific) kullamilmigtir. 1 gece dnceden
biiyiitiilmiis olan bakterilerden 3 ml’si 12000 rpm de 2 dk santrifiij edilmistir.
Santrifiijden sonra siipernetant atilarak pelletin lizerine 250 uL resuspension solution
eklenmis ve pellet iyice ¢oziilene kadar vortekslenmistir. Orneklerin iizerine 250 pL
Lysis Solution eklenip ve karistirilmigtir. 350 pL Neutralization Solution eklenip
karnigtirilmis ve 12000 rpm de 5 dk santrifiij edilmistir. Siipernatant GeneJET spin
kolona eklenmis ve 12000 rpm de 1 dk santrifiij edilmistir. S1v1 kisim atilip kolonun
tizerine 500 pL. Wash Solution (etanol ile seyreltilmis) eklenip 12000 rpm de 1 dk
santrifiij edilmis ve bu asama 1 kez daha tekrar edilmistir. S1vi kisim atildiktan sonra

12000 rpm de 1 dk bos santrifiij edilerek Wash Solution igerisinde bulunan etanol
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kalintilar1 kolondan atilmistir. GeneJET spin kolon 1.5 ml’lik steril mikrosantrifiij
tipe aktarilmigtir. 50 pL steril saf su kolonun tam merkezine eklenerek oda

sicakliginda 2 dk inkiibe edildikten sonra 12000 rpm de 2 dk santrifiij edilmistir.

2.12 Ipk Vektoriiriin Agrobacterium tumefaciens’e (AGL1) Transformasyonu

2.12.1 Kompetan Agrobacterium tumefaciens (AGL1) bakterilerinin

hazirlanmasi

Elektrokompetan agro hiicrelerini hazirlamak i¢in Mersereau ve ark., (1990) ve Shen
ve Forde (1989) protokolleri uygulanmistir. Yar1 bos Agrobacterium tumefaciens
(AGL1) 5 ml sivi LB besin ortamina ekilerek 1 gece 28 °C’de 200 rpm de
calkalanarak inkiibe edilmistir. Daha sonra 500 ml LB besin ortamina biiyliyen
bakteriler eklenerek 28 °C’de 250 rpm de calkanarak biiyiitiilmiistiir. Bakteriler
ODe00:0.5-0.8’e ulastiginda buz iizerine alinmistir. Bakteriler 4000 g de 4 °C’de 10
dakika santrifiij edilmistir. Siipernatant atilarak 10 ml soguk steril H>O eklenmistir.
Pellet pipetle dikkatli bir sekilde ¢oziilerek tizerine 500 ml soguk steril H,O
eklenmistir. 4000 g de 4 °C’de 10 dakika santrifiij edilmistir. Daha sonra bu asama
bir kere daha tekrar edilmistir. Pelletin iizerine 50 ml soguk steril H2O eklenerek
pipetle dikkatli bir sekilde ¢oziilmiistiir. 4000 g de 4 °C’de 10 dakika santrifiij
edilmistir. Siipernatant atilarak pelletin iizerine 5 ml %10 luk soguk steril gliserol
eklenerek pellet pipetle ¢oziilmiistiir. Elektrokompetan hiicreler daha dnceden sivi
azotta sogutulmus kuru buz iizerine alinmig 1.5 ml lik mikrosantrifiij tliplere 50 pL

olacak sekilde eklenerek -80 °C’de saklanmistir.

2.12.2 Elektrokompetan Agrobacterium tumefaciens (AGL1) bakterilerine Ipk

vektoriiniin transformasyonu

Lea5 geninin bulundugu pIPKb004 vektorii A. tumefaciens (AGL1) bakterilerine
elekroporasyon (Biorad) cihazi ile transforme edilmistir. Elektroporasyon cihazinda
kullanilacak olan kiivetler buz {izerine alinarak sogutulmustur. Daha Onceden
hazirlanip -80 °C’de bulunan elektrokompetan hiicreler buz iizerine alinmistir. 50 pL
bakteri lizerine 3 pL izole edilmis olan plazmit (80 pL) eklenerek elektroporasyon
cihazinin kiivetine koyulmustur. Elektroporasyon cihaziyla plazmitlerin aktarildig:
hiicrelere 1 ml YEB besin ortami eklendikten sonra 3 saat 28 °C’de 200 rpm de

calkalanarak inkiibe edilmistir. Daha sonra spektinomisin (100 mg/ml), carbenicilin
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(50 mg/ml) ve rifampisin(10 mg/ml) antibiyotikleri bulunan kat1 YEB besin ortamina
100 pL bakteri yayilarak 28 °C’de inkiibasyona birakilmistir.
2.12.3 Koloni PCR

Iki giin sonra biiyiiyen bakterilere koloni PCR yapilarak tiitiin transformasyonu igin
kullanilacak olan pozitif koloniler belirlenmistir. Lea5, Hptll ve VirD genlerine 6zel

primerler ile PCR yapilmistir.

Cizelge 2.11 VirD, Hptll ve Lea5 genlerine 6zel sentezlettirilmis primer dizileri

Forward primer Reverse primer

Vir D | 5°-CCGCTTATCAAAGCAGCG | 5°-TCTGGAGGCACAACCGATTC
AC-3’ 3’

Hptll  5°-GATGTAGGAGGGCGTGG | 5’-ATAGGTCAGGCTCTCGCTGA-
ATA -3’ 3’

Lea5 5°-CACCGTTATGTCTCGTTCT | 5’CTACGGTGGTGATTTGAACTT
CTCT-3’ 3’

Cizelge 2.11°de verilen bilesenler tiiplere koyularak secilmis kolonilerden
alinan bakteriler eklenmistir. Cizelge 2.12’de verilen kosullara gére PCR yapilmistir.

Cizelge 2.12 Koloni PCR ig¢in kullanilan bilesenler ve miktarlar

Bilesenler Miktar (pl)

Lea5 Hptll VirD
Master mix 10 10 10
F primer 1 1 1
R primer 1 1 1
Su 1 1 1

Cizelge 2.13 Koloni PCR sartlari

Lea5 Hptll VirD |
Sicaklik | Siire Sicakhik | Siire Sicaklik | Siire

IIk denatiirasyon | 95°C 4dk | 95°C 4dk | 95°C 4 dk

Denatiirasyon 95°C 30sn | 95°C 30sn | 95°C 30 sn
Baglanma 54°C 30sn | 56°C 30sn | 58°C 30 sn
Uzama 72°C 20sn | 72°C 45sn | 72°C 1 dk
Son uzama 72°C 5dk | 72°C 5dk | 72°C 5dk

PCR iiriinleri %1 lik agaroz jelde 80 voltta 45 dakika yiiriitiililmistiir. Pozitif

koloniler tiitline gen aktariminda kullanilmistir.



2.13 Agrobacterium Aracihigiyla Tiitiin Transformasyonu

2.13.1 Agrobacterium tumefaciens (AGL1) bakterilerinin bilyiitiilmesi

Lea5 geninin bulundugu pIPKb004 vektoriine sahip Agrobacterium tumefaciens
(AGL1) bakterileri tiitiin transformasyonunda kullanilmigtir. Agro hiicreleri
karbenisilin (100 mg/L), spektinomisin (100 mg/L)  ve rifampisin (10 mg/L)
antibiyotiklerini i¢ceren 50 ml s1vi YEB ortaminda 28°C’de 200 rpm de 1 giin siireyle
blytitilmiistiir.

2.13.2 Agrobacterium tumefaciens ile tiitiin yaprak disklerinin inokiilasyonu

8 hafta boyunca in vitro kosullarda katt MS (MS (4.4gr/L), fitajel (2.8gr/L) ve
stikroz (30gr/L) pH:5.8) ortaminda biiyiitiilmiis olan tiitiin yapraklari transformasyon
icin kullanilmistir. Tiitlin yapraklarindan 0,5 cm capinda diskler kesilerek 1 giin
Onceden biiyiitiilmiis olan bakteri kiiltiiri (ODs00:0.5-0.8) icerisinde 30 dakika
siireyle bekletilerek inokiilasyon saglanmustir. inokulasyondan sonra eksplantlar kati
MS (MS, BA(Img/L), NAA (0.Img/L)) ortamina alinarak 3 giin siireyle karanlik
sartlarda  ko-kiiltiivasyona birakilmiglardir.  Ko-kiiltiivasyondan sonra tiitiin
disklerinin iizerinde iiremis olan fazla bakterileri uzaklastirmak i¢in timentin
(160mg/L) bulunan sivi MS ortaminda yikanarak steril kurutma kagitlarinda
kurutulmustur. Daha sonra eksplantlar, bakteri gelisimini onlemek i¢in timentin
(160mg/L), sadece gen aktarilmis bitkilerin gelisimini saglamak i¢in ise higromisin
(50 mg/L) igeren rejenerasyon (MS, BA(Img/L), NAA (0.1lmg/L)) ortamina
alinmistir. Rejenerasyon ortamina alinan eksplantlar 16sa/8sa periyodunda bitki
bliylime kabininde kallus olusturmak iizere inkiibasyona birakilmistir. 4-5 hafta sonra
kalluslarin iizerinde gelisen higromisine (50 mg/L) dayanikli transgenik siirgiin
adaylar1 timentin (160mg/L) ve higromisin (50 mg/L) iceren koklendirme (MS)
ortamina alinmistir. Kalluslardan elde edilen siirgiinlerin kdk olusturmasi igin
alinmis oldugu secici besi yerinde (MS, higromisin (50 mg/L), timentin (160mg/L))
yaklasik 8 hafta sonra rejenere olan aday transgenik tiitlinler steril edilmis topraga

alinarak seraya aktarilmigtir.
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2.14 Aday Transgenik Tiitiinlerde Analizler

Transforme edilen genin aktarilmis olup olmadigini ve ifade edilip edilmedigini
dogrulamak i¢in aday transgenik tiitlinlere hem molekiiler hem de fizyolojik

yontemler kullanilarak analizler yapilmistir.
2.14.1 Aday transgenik tiitiin bitkilerinde molekiiler analizler

2.14.1.1 T1 tiitiin bitkilerinden DNA izolasyonu

Titlin bitkilerinden genomik DNA izolasyonunu yapmak i¢in ZR plant/Seed DNA
MiniPrep™ kit (Zymo research) kullanilmistir. izolasyona baslamadan 6nce Zymo-
Spin™ [V-HRC Spin Filters (yesil kapakli) ucunda bulunan kisim agilip tiip iizerine
yerlestirildikten sonra 3 dakika 8000 g de santrifiij edilmistir. 150 mg yaprak 6rnegi
kesilerek kiiciik pargalara ayrilmis ve ZR BashingBead™ Lysis tiipe koyulmustur.
Uzerine 750 pl Lysis Solution eklenmistir. Tiipler 10 dakika vortekslenmis ve
sonrasinda 12000 g de 1 dakika santrifiij edilmistir. Zymo-Spin™ IV Spin Filter
(turuncu kapakli) tiip iizerine alinarak 400 pl siipernatant filtreye iizerine
eklenmistir. Tiipler 7000 g de 1 dk santrifiij edilmistir. Tiip i¢erisinde bulunan sivinin
tizerine 1200 pl Plant/Seed DNA Binding Buffer eklenmis ve karistirilmistir.
Karigimin 800 pl’si alinarak tiip tizerine koyulmus olan Zymo-Spin™ IIC kolonuna
eklenerek 10000 g de 1 dakika santrifiij edilmistir. Sivi kisim atilarak karistmdan
kalan 800 pl 6rnek tekrar kolon iizerine eklenerek 10000 g de 1 dakika santrifiij
edilmistir. Stvi kisim atildiktan sonra kolona 200 pl DNA Pre-Wash Buffer
eklenerek 10000 g de 1 dakika santrifiij edilmistir. Sivi kisim atildiktan sonra kolon
tizerine 500 pl Plant/Seed DNA Wash Buffer eklenerek 10000 g de 1 dakika santrifiij
edilmistir. Kolon 1.5 ml lik mikrosantrifiij tiip iizerine alinmis ve kolonun tam
merkezine 50 pul DNA Elution Buffer eklenmistir. 10000 g de 30 saniye santrifiij
edilmigtir. Elde edilen 50 pl DNA izolasyona baslamadan 6nce hazirlanmis ve 1.5 ml
lik mikrosantrifiij tipe alinmis olan Zymo-Spin™ IV-HRC Spin Filters (yesil
kapakl1) iizerine eklenerek 8000 g’de 1 dakika santrifiij edilmistir. DNA’lar -80

°C’de saklanmistir.
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2.14.1.2 Lea5 ve HptlI genlerine 6zel primerlerle PCR

T1 aday transgenik bitkilerinden ve transgenik olmayan kontrol bitkilerinden izole
edilmis DNA’lara ¢izelge 3.14’te verilen bilesenler ve PCR kosullari(¢izelge 3.15)
kullanilarak Lea5, Hptll ve VirD genlerine 6zel primerlerle PCR yapilmistir.

Cizelge 2.14 PCR i¢in kullanilan bilesenler ve miktarlar

Bilesenler Miktar (pl)

Lea$5 Hptll VirD
Master mix 10 10 10
F primer 1 1 1
R primer 1 1 1
Su 1 1 1

Cizelge 2.15 Lea5, Hptll ve VirD genlerini ¢ogaltmak i¢in gereken PCR kosullari

Lea5 Hpll VirD

Sicakhik | Siire | Sicakhik | Siire | Sicakhik | Siire
Ik denatiirasyon 95°C 4dk | 95°C 4dk | 95°C 4 dk

Denatiirasyon 95°C 30sn | 95°C 30sn | 95°C 30 sn
Baglanma 54°C 30sn | 56°C 30sn | 58°C 30 sn
Uzama 72°C 20sn | 72°C 45sn | 72°C 1 dk
Son uzama 72°C 5dk | 72°C 5dk | 72°C 5dk

2.14.1.3 Mendel ayrilma (segregasyon) analizi

T1 tohumlarinin Mendel ayrilma (segregasyon) analizi i¢in mikrosantrifiij tiiplere
aliman aday transgenik ve kontrol (wild type) tiitlin tohumlart %20’lik sodyum
hipoklorit igerisinde 20 dakika bekletilerek yiizey sterilizasyonu yapilmis ve bu siire
sonrasinda 5 kere steril su ile yikanmistir. Steril edilen tohumlar higromisin
(50mg/L) bulunan kat1 MS ortaminda 25 °C’de 8 saat aydinlik /16 saat karanlik
fotoperiyodundaki iklim kabininde biiyiitiilmiistiir. Mendel kalitiminda beklenen 3:1
orani p (y2 <3.841) =0.95 Ki kare analizi ile belirlenmistir.

2.14.2 Aday transgenik tiitiin bitkilerinde fizyolojik analizler

Lea5 geninin ifade edilip edilmedigini belirlemek i¢in aday transgenik tiitiin

tohumlarina fizyolojik analizler yapilmistir. Tuz stresi (NaCl) ve kuraklik stresi



(mannitol) uygulanan aday transgenik tohumlarin c¢imlenme ve biiylimeleri
gbzlemlenmistir.
2.14.2.1 Tuz stresi calismalari

Kontrol (Wild type) tiitiin bitkilerinin tuz toleranslarini belirlemek i¢in tohumlar 50
mM, 100 mM, 150 mM ve 200 mM NaCl bulunan MS ortamina ekilmistir.
Tohumlarin ¢imlenme ve biiyliime performanslari gozlemlenmistir. Bitkiler i¢in letal
konsantrasyonlar belirlenerek bu veriler aday transgenik tohumlarin analizleri igin

kullanilmustir.

2.14.2.3 Kuraklik stresi calismalari

Kuraklik stresi ¢alismalart 200 mM mannitol igeren katt MS ortami iizerinde
bliyliyen aday transgenik ve transgenik olmayan (wild-type) tohumlarlarla

gerceklestirilmistir.

2.14.3 istatistiksel analizler

Veriler Microsoft Excel ve ki-kare analizi kullanilarak incelenmistir
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3 BULGULAR VE TARTSMA

3.1 cDNA Sentezi ve Gradient PCR

Lea5 geni, tuz stresi (150mM) uygulanmis olan fasulye bitkisi RNA’sindan
sentezlenmis cDNA’dan PCR yapilarak elde edilmistir. Lea5 genini ¢ogaltmak icin
farkli sicakliklar (55 °C, 58.8 °C, 60.7°C, 62.6 °C.) kullanilarak yapilan gradient

PCR sonucunda optimum baglanma sicakliginin 63 °C oldugu belirlenmistir.

3.2 Giris Vektoriine (pENTR™/D-TOPO) Lea5 Geninin Klonlanmasi

Lea5 geni Gateway klonlama sistemi kullanilarak giris vektoriine (pENTR™/D-
TOPO) klonlanmustir. Lead geninin giris vektoriine dogru yonde girmesi i¢in forward
primerinin 5’ ucuna CACC niikleotidleri eklenmistir. Gateway klonlama prosediiriine
gore giris vektorli olusturulduktan sonra Mix & Go E. coli Transformation Kit ile
hazirlanmis  olan  kompetan  E.coli  hiicrelerine  transforme  edilmistir.
Transformasyondan sonra Lea5 geninin bulundugu bakterileri se¢gmek i¢in kanamisin
(50mg/ml) bulunan kat1 LB ortamina yayilan bakteriler 37 °C’de 1 gece inkiibasyona
birakilmigtir. Genin aktarilip aktarilmadigini tespit etmek i¢in Lea5 genine &zel
primerlerle koloni PCR yapilmistir. PCR fiirlinleri %1°lik agaroz jelde yiirtitiilerek

pozitif koloniler belirlenmistir.

Leas

sti_f}  PENTR/D-TOPO-Lea5

pUC ongin

Sekil 3.1. pPENTR™/D-TOPO-Lea5 vektorii
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Sekil 3.2. Lea5 genine 6zel primerlerle yapilan koloni PCR’1n elektroforez sonucu

PCR sonucunda belirlenen pozitif kolonilerden 2 tanesi plazmit izolasyonunda
(GeneJET Plasmid Miniprep Kit (Thermo Scientific)) kullanilmistir. izole edilen

plazmitler dizileme analizine gonderilmistir.

3.3 Bitki ifade Vektoriine Lea5 Geninin Klonlanmasi

Dizileme analizi sonucunda dogrulanan plazmit bitki ifade vektorii olan pIPKB004
vektoriine Gateway klonlama sisteminin son asamasi olan LR reaksiyonu ile

aktartlmistir.

PyLEAS
L Plia
T 388 L]

hgl J"r
ColE1 RD
ko 1
KBOO4-PYLEAS
i~ ( pIPKBOD4-PyLE

LR
\ VI RO

apac

Sekil 3.3. LR klonaz enzimi yardimiyla giris vektorii ve hedef vektor ile olusturulan

PvLea5 genini tagiyan bitki ifade vektorii (pIPKb004-PvLeas)

LR ile olusturulan vektdr kompetan E.coli hiicrelerine transforme edilerek

spektinomisin (100 mg/L) bulunan kat1 LB ortamda 37 °C’de 1 gece inkiibasyondan
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sonra Lea5 ve Hptll genlerine 6zel primerlerle koloni PCR yapilmigtir. PCR tirlinleri

%1 lik agaroz jelde yiiriitiildiikten sonra pozitif koloniler belirlenmistir.

Sekil 3.4. Lea5-pIPKb004 vektoriiniin E.coli’ye transformasyonundan sonra Hptll
primerleriyle yapilan koloni PCR’1n elektroforez sonucu

Sekil 3.5. Lea5-pIPKb004 vektoriiniin £.coli’ye transformasyonundan sonra Leal

primerleriyle yapilan koloni PCR’1n elektroforez sonucu

Seg¢ilen pozitif kolonilerden plazmit izolasyonu (GeneJET Plasmid Miniprep Kit
(Thermo Scientific) yapilmstir.

3.4 Ipk Vektoriiriin Agrobacterium tumefaciens’e (AGL1) Transformasyonu

Lea5 genini iceren pIPKB004 vektorii elektroporasyon cihazi ile elektrokompetan
Agrobacterium tumefaciens’e (AGL1) hiicrelerine aktarilmistir. Spektinomisin (100
mg/ml), karbenisilin (50 mg/ml) ve rifampisin (10 mg/ml) antibiyotiklerini

bulunduran YEB ortaminda 28 °C’de biiyiitiildiikten sonra olusan koloniler segilerek
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Lea5, Hptll ve VirD genlerine 6zel primerlerle koloni PCR yapilmistir. PCR iirtinleri
agaroz jel de yiiriitiildiikten sonra Lea5 geninin Agrobacterium (AGL1) hiicrelerine

basarili bir sekilde aktarildig1 belirlenmistir.

Sekil 3.6. pIPKb004-Lea5 vektoriiniin AGL1 hiicrelerine transformasyonundan sonra
Lea)5 primerleri ile yapilan koloni PCR’1n elektroforez sonucu

Sekil 3.7. pIPKb004-Lea5 vektoriiniin AGL1 hiicrelerine transformasyonundan sonra
HptII primerleri ile yapilan koloni PCR’1n elektroforez sonucu

[R—

L UM)

Sekil 3.8. pIPKb004-Lea5 vektoriiniin AGL1 hiicrelerine transformasyonundan sonra
VirD primerleri ile yapilan koloni PCR’1n elektroforez sonucu
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3.5 Etkili Higromisin Miktarinin Belirlenmesi

E. coli’'ye ait bir gen olan higromisin fosfotransferaz (hpt) gen transferi
calismalarinda kullanilan vektorlerde bulunan ve genellikle protein sentezini inhibe
eden secici isaret genidir. Hiicrenin metabolik hizi, ortami, biiyiime sartlar1 ve hiicre
tipine bagli olarak higromisin kosantrasyonlar1 degisebilmektedir. Genellikle se¢im
icin kullanilan konsantrasyon memeli hiicrelerinde 200 mg/L, bakteri ve bitki
hiicreleri i¢in 20-200 mg/L ve mantarlar i¢in ise 200-1000 mg/L dir (AG Scientififc,
2005). Bu calismada hem transgenik hem de transgenik olmayan tiitiin eksplantlar
30 ve 50 mg/ml higromisin konsantrasyonunda test edilmistir. Her iki

konsantrasyonda transgenik olmayan bitkilerin se¢ilim de etkili olmustur.

30 mg/ml higromisin iceren MS 50 mg/ml higromisin iceren MS

Sekil 3.9. 30 ve 50 mg/ml higromisin igeren MS ortaminda tiitiin eksplant1 ve
tohumlarinin gelisimi

3.6 Agrobacterium Aracihigiyla Tiitiin Transformasyonu

Koloni PCR sonucunda belirlenmis pIPKb004-Lea5 vektoriine sahip A. tumefaciens
(AGL1) bakterileri tiitiin transformasyonunda kullanilmistir. Agro hiicreleri segici
antibiyotiklerin bulundugu (karbenisilin (100 mg/L), spektinomisin (100 mg/L) ve
rifampisin (10 mg/L) sivi YEB ortaminda 28 °C’de bilyiitiilmiistiir. n vitro
kosullarda biiyiitiilmiis 8 haftalik tiitiin bitkisinden elde edilen yaprak diskleri bakteri
ile muamele edilerek transformasyon yapilmistir. Katt MS (MS, BA(1mg/L), NAA
(0.1mg/L)) ortamina alinan eksplantlar 3 giin boyunca karanlik ortamda inkiibe

edilmislerdir.
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Sekil 3.10. A.tumefaciens ile gen aktarimi yapilmis ve besi yerinde (MS + BA (1mg/
L) + NAA (0.1mg/L)) 3 giin inkiibe edilmis tiitiin eksplantlar

Bu siire sonrasinda timentin (160mg/L) igeren s1ivi MS ortaminda fazla bakterilerden
arindirilan eksplantlar bakteri gelisimini Onlemek i¢in timentin (160mg/L), gen
aktarilmis bitkilerin gelisimini saglamak i¢in ise higromisin (50 mg/L) iceren
rejenerasyon (MS, BA(1mg/L), NAA (0.1mg/L)) ortamina alinmistir. Yaklasik 5
hafta sonra olusan siirgiinler koklendirme (MS, higromisin (50 mg/L), timentin

(160mg/L)) ortamina alinmiglardir.

Sekil 3.11. Gen aktarimi yapilmis tiitlinlerin MS besi ortaminda (BA (1mg/l), NAA
(0.1mg/1), Higromisin (50mg/l) ve Timentin (160mg/l)) 4-5 hafta sonra
olusturdugu kalluslar
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Sekil 3.12. Gen aktarimi yapilmis kalluslardan elde edilen stirgiinlerin koklendirme
ortamina (MS + Higromisin (50mg/l) +Timentin (160mg/1)) alindiktan
sonra ki gelisimleri (Gen aktarimindan yaklasik 5-6 hafta sonra)

8 hafta sonra rejenere olan aday transgenik tiitlinler (40 hat) seraya alinmistir.

Sekil 3.13. Gen aktarim1 yapilmis kalluslarda olusan bitkilerin koklendirme ortamina
(MS + Higromisin (50mg/l) +Timentin (160mg/l)) alindiktan sonra ki
gelisimleri (Gen aktarimindan yaklasik 8 hafta sonra)
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Sekil 3.14. Aday transgenik tiitiin hatlar1

3.7 Lea5 Geninin Aday T1 Transgenik Bitkilerindeki Ifade Analizleri
3.7.1 Molekiiler analizler

3.7.1.1 Mendel analizi

Aday transgenik tiitiin bitkilerinden elde edilen tohumlara yiizey sterilizasyonu
yapilmistir. 40 aday transgenik hattan 10 tanesi secilmis ve 50 mg/ml higromisin
antibiyotigi bulunan segici MS ortamina ekilmistir. Bu deney ii¢ tekrarli olacak
sekilde yapilmistir. Mendel kalitim analizi 8 hafta sonra transgenik ve transgenik
olmayan kontrol bitkilerinde, hayatta kalan bitkilere karsi kalmayan bitkilerin sayisi
p(x2 <3.841)=0.95 formiilii temel alinarak hesaplanmig ve degerlendirilmistir
(Kavas, 2011).
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Cizelge 3.1. T1 dollerinin Mendel Kalitim Analizleri

Toplam tohum Cimlenen
yiizdesi tohumlarin
yiizdesi
Transgeik
olmayan (wild- %100 %0 300 Kabul edilmedi
type) tiitiin
2 %100 %380 1.333 Kabul edildi
5 %100 %70 1.333 Kabul edildi
6 %100 %90 12 Kabul edilmedi
10 %100 %90 12 Kabul edilmedi
12 %100 %90 12 Kabul edilmedi
14 %100 %80 1.333 Kabul edildi
15 %100 %380 1.333 Kabul edildi
16 %100 %90 12 Kabul edilmedi
20 %100 %100 33.33 Kabul edilmedi
21 %100 %85 5.33 Kabul edilmedi

3.7.1.2 Aday transgenik tiitiin bitkilerinde PCR analizleri

T1 aday transgenik bitkilerinden rastgele secilen 8 hata DNA izolasyonu yapilmustir.
Lea5, Hptll ve VirD genlerine 6zel primerler ile elde edilen DNA’lara PCR
yapilmistir. PCR sonucunda 7 hatta Lea5 geninin ve 7 hatta HptII geninin bulundugu
tespit edilmistir. Lea5 geninin bulundugu transgenik tiitiin bitkilerine basariyla
aktarilldig1 tespit edilmistir. Bu hatlarin hi¢ birinde VirD geninin bulunmadigi
gozlemlenmis ve transgenik bitkilerde Agrobacterium kontaminasyonu olmadigi

tespit edilmistir.

Sekil 3.15. Aday transgenik tiitin DNA’larina Lea5 primerleri ile yapilan PCR
sonucu
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Sekil 3.16. Aday transgenik tiitin DNA’larina Hptll primerleri ile yapilan PCR
sonucu

Sekli 3.17. Aday transgenik tiitiin DNA’larina VirD primerleri ile yapilan PCR
sonucu

3.7.2 Aday transgenik tiitiin bitkilerinde fizyolojik analizler

3.7.2.1 Higromisin analizi

T1 transgenik bitkilerinin ve transgenik olmayan kontrol bitkilerinin tohumlar1 50
mg/ml higromisin iceren MS ortaminda biiytitiilmiistiir. 4 hafta siire sonunda kontrol
bitkilerinin 06ldiigii transgenik bitkilerin ise hayatta kaldigi gdzlemlenmistir.
Transgenik bitkiler higromisin antibiyotiginin kontrol bitkilerini  dldiiren
konsantrasyonda yasamaya devam etmis ve normal gelisimlerine devam etmislerdir.
Ciinkii transgenik bitkiler higromisine dayaniklilik saglayan Hptll (hygromycin

resitance gene) genini bulundurmaktadirlar.
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Sekil 3.18. 50 mg/ml higromisin iceren MS ortaminda biiyiiyen transgenik olmayan

ve transgenik olan bitkilerin gelisimleri (a: Kontrol tiitiin bitkleri, b:
Transgenik tiitiin bitkileri (5. Hat))

3.7.2.2 Tuz Stresi Analizi

Transgenik ve transgenik olmayan kontrol bitkileri tizerinde tuz stresinin etkileri 150
mM ve 200 mM NaCl igeren MS ortaminda biiyliyen tohumlarla test edilmistir. 150
ve 200 mM NaCl iceren ortamda 8 hafta biiyiiyen kontrol (wild-type) tiitiin bitkileri
ve aday transgenik bitkiler karsilastirildiginda transgenik bitkilerin kdk ve

yapraklarinin kontrol bitkilerine goére daha 1yi gelistigi gozlemlenmistir.

9513 14 15 16 17 18 19 202 o ¢

Sekil 3.19. 150 mM NaCl bulunan MS ortaminda 8 hafta biiyliyen transgenik ve

kontrol (wild-type) tiitiin bitkilerinin kék uzunluklar1 (a: Kontrol tiitiin
bitkleri, b: Transgenik tiitlin bitkileri (5. Hat))
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Sekil 3.20. 150 mM NacCl bulunan MS ortaminda 8 hafta biiyliyen transgenik ve

kontrol (wild-type) tiitiin bitkileri (a: Kontrol tiitiin bitkleri, b:
Transgenik tiitiin bitkileri (5. Hat))
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Sekil 3.21. 200 mM NaCl bulunan MS ortaminda 8 hafta biiyliyen transgenik ve

kontrol (wild-type) tiitn bitkilerinin kok uzunluklar1 (a: Kontrol tiitiin
bitkileri, b: Transgenik tiitiin bitkileri)
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Sekil 3.22. 200 mM NaCl bulunan MS ortaminda 8 hafta biiyliyen transgenik ve
kontrol (wld-type) tiitiin bitkileri (a: Kontrol tiitiin bitkileri, b:
Transgenik tiitiin bitkileri (5. Hat))

W Bitki Tirleri

Kok uzunluklarinin
ortalamasi

.

Transgenik bitkiler Kontrol bitkileri

Sekil 3.23. 150 mM tuz igeren MS {izerinde 8 hafta biiyiiyen tiitiin bitkilerinin kok
uzunluklarinin ortalamasi
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Sekil 3.24. 200 mM tuz igeren MS lizerinde 8 hafta biiyiiyen tiitiin bitkilerinin kok
uzunluklarinin ortalamasi

3.7.2.3 Kuraklik Stresi Analizi

Transgenik ve transgenik olmayan kontrol bitkileri iizerinde kuraklik stresinin
etkileri 200 mM mannitol iceren MS ortaminda biiyiiyen tohumlarla test edilmistir.
200 mM mannitol iceren ortamda 8 hafta biiyliyen kontrol (wild-type) tiitiin bitkileri
ve aday transgenik bitkiler karsilastirlldiginda transgenik bitkilerin kok ve

yapraklariin kontrol bitkilerine gore daha iyi gelistigi gézlemlenmistir.

Sekil 3.25. 200 mM mannitol bulunan MS ortaminda 8 hafta biiyiliyen transgenik ve
kontrol (wild-type) tiitiin bitkilerinin kék uzunluklar1 (a: Transgenik
tiitiin bitkileri, b: Kontrol tiitiin bitkileri (5. Hat))

48



Sekil 3.26. 200 mM mannitol bulunan MS ortaminda 8 hafta biiyliyen transgenik ve
kontrol (wild-type) tiitiin bitkileri (a: Transgenik tiitiin bitkileri, b:
Kontrol tiitiin bitkileri (5. Hat))
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Sekil 3.27. 200 mM mannitol igeren MS iizerinde 8 hafta biiyiiyen tiitlin bitkilerinin
kok uzunluklarmin ortalamasi
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4 SONUC

Bu calismanin amaci fasulye bitkisinde var oldugu diisiiniilen Lea5 genini tiitlin
bitkilerine klonlayarak varligmi ve fonksiyonunu tespit etmektir. Lea5 genini
klonlamak i¢in Gateway klonlama sistemi kullanilmigtir. Bu gen ilk 6nce pENTR/D-
TOPO girig vektoriine daha sonra da bitki ifade vektorii olan pIPKB004 vektoriine
aktarilmistir. Lea5 genini igeren ifade vektorii Agrobacterium susu olan AGLI
hiicrelerine elektroporasyon ile aktarilmistir. Genin aktarilmis oldugu Agrobacterium
hiicreleri ile tiitiin bitkilerine transformasyon yapilarak aday transgenik hatlar (40
hat) elde edilmistir. Elde edilen aday transgenik bitkilere Mendel kalitimi
(segregasyon), higromisin, tuz stresi ve kuraklik stresi testleri yapilmistir. Bu
deneylerin sonucunda transgenik tiitiin bitkilerine Lea5 geninin basariyla klonlanmis
oldugu tespit edilmistir. Bu transgenik hatlarin hem tuz stresine hem de kuraklik

stresine kars1 dayanikli oldugu fonksiyonel analizler sonucunda belirlenmistir.
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