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ONSOZ

Hayatimin 6nemli bir asamasini olusturan bu siireci olduk¢a zorlu yollardan gegerek
tamamladim. Umutsuzluga kapildigim zamanlarda ise hayatimda ¢ok onemli yerleri
olan yakin dostlarim ve degerli hocalarim bana her zaman destek oldular. Bu nedenle
hepinize igtenlikle ¢ok ama c¢ok tesekkiir ediyorum. Ancak, ozellikle vurgulamak
istedigim kisiler var;

Oncelikle, doktora egitimim sirasinda ve tez ¢alismalarim boyunca her tiirlii destek ve
yardimlarini esirgemeyen ¢ok degerli hocam, Botanik Ana Bilim Dali Bagkani Prof. Dr.
Giil CEVAHIR OZ’e, molekiiler biyolojiyle ilgili tiim bilgilerini benimle paylasan,
sorularima bikmadan yanit veren ve gorisleri ile beni her zaman ydnlendiren ikinci
danigsmanim Dr. Birsen CEVHER KESKIN’e en derin saygilarimi ve tesekkiirlerimi
sunarim. Tez izleme komitesindeki jiiri iiyelerim, Prof. Dr. Muammer UNAL ve Prof.
Dr. Meral UNAL’a destekleri ve anlayislari igin ayrica tesekkiir ederim.

Bu tez galismasim TUBITAK MAM Gen Miihendisligi ve Biyoteknoloji Enstitiisii
(GMBE) Bitki Molekiiler Biyolojisi Laboratuvari’nin altyapisini  kullanarak
tamamladim. Bu siiregte ayni1 laboratuvarda omuz omuza ¢alistigim Dog. Dr. Selma
ONARICI ve Dr. Oktay KULEN’e yardim ve desteklerinden dolayr miitesekkirim. Tez
calismalar1 temel olarak 104 O 211 kodlu “Siirdiirtilebilir Toprak Kullanimini ve Gida
Gilivenligini Arttirmak igin Fitoteknolojiler” baslikli COST 859 proje biitgesi ile
desteklenmekle birlikte ¢alismalar sirasinda, CRP/TUR09-03 kodlu “Microarray
Analysis and Functional Characterization of Drought Stress Related Genes in Wheat”
baglikli projenin maddi imkanlarindan da yararlanildi. Bu firsatt benden esirgemeyen
Dog. Dr. Bayram YUKSEL ve Dr. Birsen CEVHER KESKIN’e tesekkiir ederim.

Hayatimin her asamasinda bana destek olan, giiclerini her zaman yanimda hissettigim
cok degerli dostlarim Ozlem ERTEKIN, Melike ERSOZ, Cigdem EROL ve Ibrahim
HATIPOGLU’na, tez calismalari sirasinda kullandigim programlar ile ilgili sorularima
sabirla cevap veren arkadaslarim Koray BALCIOGLU ve Zelal ADIGUZEL’e, SPSS
analizleriyle ilgili yardimlarindan dolayr Sinem KAPTAN ve Arzu TAS’a, geviri ve
literatiir destekleri icin Hande BAYBAR ve Halil Can MEMOGLU’na tesekkiirii borg
bilirim.

Istanbul Universitesi, Botanik Anabilimdali’nda doktoraya basladigim giinden itibaren
yardim ve desteklerini her zaman hissettigim arkadaslarim Dr. Eda DALYAN, Dr. Elif
YUZBASIOGLU ve Dr. Taylan KOSESAKAL’a ¢cok ama ¢ok tesekkiir ederim.

Bugiinlere gelmemde biiylik emegi olan ve tiim egitim hayatim boyunca hi¢bir zaman
maddi ve manevi desteklerini esirgemeyen babam Ali YILDIZHAN ve annem Abide
YILDIZHAN, sevgisini ve destegini her zaman hissettigim kardesim Hasan
YILDIZHAN ve amcam Cevat YILDIZHAN olmak iizere tim AILEM’e en icten
tesekkiirlerimi sunarim.

Ocak, 2015 Yasemin YILDIZHAN
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Topraktaki agir metal kirliligini ortadan kaldirmak i¢in cevreye zararli ve oldukca
pahali olan fiziksel aritim (remediyasyon) teknolojileri yerine bitkiler kullanilmakta ve
bu teknolojiler “Fitoremediyasyon Teknolojisi” olarak adlandirilmaktadir. Bazi bitkiler
agir metal detoksifikasyonu ile iligkili potansiyel mekanizmalara sahip oldugundan
metal stresi altinda canliliklarini siirdiirebilmektedir. Agir metal toleransi ve birikimi ile
ilgili mekanizmalarin daha iyi anlasilmasinda bu bitkilerde yapilan molekiiler ¢aligmalar
bliylik 6nem tagimaktadir.

Bu calismada fitoteknolojik yaklasimlarin gelistirilmesi ve daha etkin hale getirilmesi
icin agir metal metabolizmasindaki diizenleyici mekanizmalarin  belirlenmesi
hedeflenmistir. ilgili mekanizmalarda yer alan bazi genlerin bakir (Cu) stresi altinda
olusan anlatim farkliliklar1 detayli olarak incelenmistir. Bu kapsamda kara hardal
(Brassica nigra L.) bitkisinin, temel agir metal kirleticilerden biri olan bakira karsi
gosterdigi tepkiler, farkli deneysel yaklagimlarla analiz edilmistir. Bitkiler i¢in yasamsal
bir element olan, ancak fazla birikimi toksik etki olusturan Cu, diisiik
konsantrasyonlarda (25 ve 50 uM CuSO4) 72 saat boyunca farkli ekotiplere
uygulanmistir. Yiiksek bakir iceren topraklarda kolaylikla yetisebilen, Diyarbakir ili
civarindan toplanan Brassica nigra bitkisinin bu metale karsi toleransi, ayni bitkinin
farkli ekotipleriyle (CGN06625 ve CGN06626, Etiyopya kokenli) karsilastirilmistir.
Ekotiplerin kok, govde ve yapraklarinda bulunan Cu miktarlar1 ICP-OES (indiiktif
Eslenmis Plazma-Optik Emisyon Spektrometre) teknigi kullanilarak belirlenmis ve
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Diyarbakir ekotipinin diger ekotiplere nazaran Cu stresine karsi toleransinin daha
yiiksek oldugu tespit edilmistir. Ayrica, yapilan istatistiksel analizlerle sonug¢larin kendi
icinde anlamli oldugu dogrulanmustir.

Brassica nigra’ nin Cu stresi altinda kok dokusunda farkli anlatim yapan genlere ait
mikroarray verileri temel alinarak, agir metal metabolizmasi ve metal homeostazisi ile
iliskili olan 23 adet gen tespit edilmistir. Bu genlerden segilen 8 tanesinin dogrulama
caligmalari, daha giivenilir bir metot olan kantitatif RT-PZR (Ters Yazilim Polimeraz
Zincir Reaksiyonu) analizi ile yapilmistir. Toleransli olan ve olmayan ekotiplerin kok,
govde ve yaprak dokularinda bu genlerin, farkli konsantrasyonlarda Cu stresi altindaki
mRNA anlatim profilleri detayli olarak incelenmistir. Genlerin anlatimlarinda tespit
edilen bu farkliliklar, bitkilerde Cu metabolizmasiyla iliskili yolaklarin aydinlatilmasina
ve fitoremediyasyon amagl transgenik ¢aligmalara 6nemli katkilar saglayacaktir.

Ocak 2015, 213 sayfa

Anahtar kelimeler: Brassica nigra, fitoremediyasyon, Cu akiimiilatorii, agir metal
stresi, gen anlatimi
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The use of plants to bioremediate of heavy metals from contaminated soil is called
“Phytoremediation Technology” which is considered less harmful and cheaper than
physicochemical approaches. Some plants can survive under metal stress since they
have the potential mechanisms to detoxify heavy metals. Molecular studies conducted
with these plants are considerably important for better understanding of the mechanisms
related with heavy metal tolerance and accumulation.

In this study, we aimed to identify regulatory mechanisms of heavy metal metabolism in
response to heavy metal copper (Cu) to develop and increase the efficiency of
phytotechnological approaches. Detailed studies were completed to find out
differentially expressed genes under Cu stress, one of the environmental important
heavy metal contaminant. For this aim, the response of black mustard (Brassica nigra
L.) to Cu, was thoroughly evaluated using different experimental approaches. Copper is
an essential trace element for plants, but it can be toxic in case of high levels of
accumulation. Low concentrations (25 and 50 puM CuSO4) of Cu were applied to
different ecotypes for 72 hours. Brassica nigra plants collected from Diyarbakir,
Turkey, which can survive at high level Cu concentrations, and two
other ecotypes (CGN06625 and CGN06626, Ethiopian origin) were compared for Cu
tolerance. Heavy metal accumulation in root, shoot and leaves of these ecotypes were
detected using ICP-OES (Inductively Coupled Plasma Optical Emission Spectroscopy).
It was shown that Diyarbakir ecotype had higher Cu tolerance than the
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other ecotypes. Also, statistical analyses were conducted to confirm the consistency of
the results.

Twenty-three genes related to heavy metal mechanism and metal homeostasis were
defined from Brassica nigra microarray data which performed with root tissue under Cu
stress. Among the these genes, 8 genes were selected for the validation with more
robust technique quantitative RT-PCR (Reverse Transcription Polymerase Chain
Reaction). Detailed mMRNA expression profiles of these genes were evaluated in roots,
shoots and leaves of three tolerant and non-tolerant Brassica nigra ecotypes exposed to
different concentrations of Cu. Genes shown to be differentially expressed will provide
important contributions to understand pathways related to Cu metabolism and
transgenic studies for phytoremediation applications of plants.

January 2015, 213 pages

Keywords: Brassica nigra, phytoremediation, Cu accumulator, heavy metal stress,
gene expression
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1. GIRIS

Toprak kirliligi, diinya genelinde yaygin olarak goriilen biiyiikk bir ¢evre sorunudur.
Ozellikle, yirminci yiizyiln basindan itibaren gelisen teknolojiyle beraber, modern
tarima gegilmesi ve hizli sanayilesmeyle birlikte dogal kaynaklar ve ekosistemler tahrip
edilmis ve kirletilmistir. Giinlimiizde ise, giderek artan diinya niifusu ve sanayilesmeden
dolay1 olusan endiistriyel atiklar nedeniyle topraklar 6nemli dlglide kirlenmeye devam
etmekte ve kullanilabilir tarim alanlari her gecen giin azalmaktadir (TKKY, 2005).
Toprak kirliligine neden olan organik ve inorganik Kirleticiler arasinda yer alan, en
tehlikeli ve oncelikli Kirletici kaynaklardan biri de agir metallerdir. Mikro Kirleticiler
smifina giren bu inorganik Kirleticilerin ¢ok diisiik konsantrasyonlar1 bile bitkiler
tizerinde toksik etki gosterebilmektedir (Inoue, 2013). Agir metaller hem dogal siirecler
sonucu hem de madencilik, enerji ve yakit liretimi, asir1 pestisit ve giibre kullanimi gibi
endiistriyel aktiviteler sonucu daha c¢ok insanin neden oldugu etkilerden dolay1
(antropojenik etki) onemli miktarlarda ¢evreye yayilmaktadir (Samarghandi ve dig.,
2007). Toprakta bulunan agir metal miktar1 normal sartlar altinda belli bir
konsantrasyondadir. Bu oranin yiiksek seviyelere ¢ikmasi topragin yapisinin
bozulmasina, iirlin verim ve kalitesinin azalmasina neden olmaktadir (Cuypers ve dig.,
2009). Ayrica, yiiksek konsantrasyonda bulunan agir metaller, bitkide birgok metabolik
olay tizerine toksik etki gostermekte ve bu nedenle bitkinin gelisimini olumsuz
etkilemektedir. Baz1 agir metaller ise bitkiler i¢in son derece 6nemli olup eser miktarda
tiim bitkilerde bulunan mikro elementlerdir. Ornegin bakir (Cu), bitkinin biiyiimesi ve
gelismesi i¢in gerekli olan bir¢ok metabolik siirece katilarak proteinlerin ve enzimlerin
katalitik ve yapisal bilesenlerinde kofaktor olarak yer almaktadir. Ancak, diger agir
metaller gibi Cu elementinin de ortamda fazla miktarda birikimi bitkilerde toksik etkiye
neden olmaktadir. Bakir toksisitesi, genellikle bitkinin kok sistemlerinde agiga ¢ikmakta
ve bitki biinyesinde protein sentezi, fotosentez, solunum, iyon alimi ve hiicre membran
stabilitesi gibi baz1 fizyolojik olaylarin bozulmasina neden olmaktadir (Yruela, 2005).
Ayrica, Cu gibi agir metallerin toprakta birikmesinin sadece toprak verimliligi ve

ekosistem iizerinde degil ayn1 zamanda hayvan ve insan sagligi lizerinde de onemli



etkileri vardir. Besin zinciri yoluyla hayvanlara ve insanlara ulasabilen Cu elementi,

DNA’da hasara neden olarak insan sagligini tehdit edebilir boyuta gelebilmektedir.

Cevre kirliliginin ortadan kaldirilmasinda, dogal kaynaklarin kirleticilere karsi
korunmasinin yaninda, kirlenmis alanlarin temizlenmesi de son derece onemlidir. Agir
metallerle kirlenmis alanlarin iyilestirilmesinde (remediyasyonunda) birgok fiziksel,
kimyasal ve termal yontemler kullanilmaktadir (Mulligan ve dig., 2001). Ancak, bu
yontemlerin aritim masraflarinin yiliksek olmasi ve aritim sonucunda ortaya ¢ikan farkl
kirletici formlarin gideriminde yasanan zorluklar nedeniyle c¢evresel a¢idan kullanimi
tercih edilmemektedir. Son yillarda, bu sorunlari gidermek igin mevcut yontemler
yerine daha diisik maliyetli ve c¢evre dostu olan teknikler {izerine ¢aligmalara
yogunlagilmistir (Tangahu ve dig., 2011). Bunlar arasinda “Biyoremediyasyon
Teknolojisi” ¢evre kirliligini ortadan kaldirmak amaciyla gliniimiizde ¢ok sik kullanilan
alternatif bir yontemdir (Baker ve Herson, 1994; Atlas ve Philp, 2005). Kirlenmis su ve
toprakta birikmis olan toksik metal ve organik kirleticileri temizlemek amaciyla diisiik
maliyetinden dolay1 0Ozellikle bitkiler tercih edilmekte ve bu yontemler
“Fitoteknolojiler” olarak adlandirilmaktadir (EPA, 2000; Mengoni ve dig., 2000; Pence
ve dig., 2000). “Yesil 1slah” olarak da adlandirilan fitoteknolojiler, toprak ve su
kirliliginin giderilmesinde temel olarak kullanilmakla beraber, inorganik ve organik
kirleticilerin bitkilere tasinimini 6nlemede de uygulanabilir bir yontemdir. Boylelikle
fitoteknolojik yontemler yardimiyla bitkilerin besin degeri iyilestirilebilmektedir.
Bitkilerde kirleticilerin birikimi ve detoksifikasyon mekanizmalar1 iizerinde yapilan
caligmalar son derece Oonem tagimaktadir. Bu ¢alismalarin daha saglikli bir ¢evrenin
olugmasina, kirleticilerin toprak, su ve havaya tagimiminin engellenmesine Onemli

katkilar1 olmaktadir.

Agir metallerce zengin olan maden yataklar1 gibi alanlar incelendiginde bu ortamlarda
yasamaya uyum saglamis bir¢ok karakteristik bitki tliriiniin oldugu goriilmiistiir. Bu
tiirlerden bazilar1 agir metalleri bilinyelerine almayarak sadece bulunduklari ortamda
yasamaya uyum saglamistir. Baz tiirler ise tam olarak aydinlatilamayan bir mekanizma
ile yliksek konsantrasyonlarda agir metalleri biinyelerine almakta ve kokten diger toprak
istii organlarina bu metalleri tasiyabilmektedir (Chaney, 1983; Baker ve Brooks, 1989).

“Akiimiilator” ya da “Hiperakiimiilator” adi verilen bu bitkilerin belirlenmesi ile agir



metal gibi Kirleticilerin  bitkiler araciligiyla ortadan kaldirilmasini = saglayan
fitoremediyasyon teknolojisinin  gelismesi  saglanmistir.  Kirlenmis  alanlarin
fitoremediyasyonu icin uygun bitkilerin gelistirilmesi ancak bir bitkinin herhangi bir
agir metale olan tolerans mekanizmasinin anlasilmasi ile miimkiin olabilir. Bu nedenle,
bitkilerde agir metal toleransi ile iliskili fizyolojik ve molekiiler mekanizmalarin detayli

aydinlatilmasi, fitoremediyasyon teknolojisinin gelisimi igin son derece 6nemlidir.

Hiperakiimiilator bitkilerin bulunmasi, kirlenmis alanlarin temizlenmesinde bu bitkilerin
genetik bir potansiyele sahip oldugunu gostermistir. Hiperakiimiilator bitkilerin agir
metal gibi Kirleticileri basarili bir sekilde ortadan kaldirabilmek i¢in genis bir kok
sistemine ve yiiksek bir biyokiitleye sahip olmalar1 remediyasyonun basarisi agisindan
cok oOnemlidir. Bu bitkilerin kiiclik boyutlara ve diisiik biiylime oranlarma sahip
olmalar1 ise fitoremediyasyon potansiyelini olumsuz etkilemektedir (Tong ve dig.,
2004). Bu dezavantajlar1 ortadan kaldirmak i¢in klasik 1slah yontemleri kullanilarak
yavag biiyiiyen ve diisikk biyokiitleli bitkilerden yiiksek biyokiitleli c¢esitlerin
gelistirilmesi temel alinmistir (Li ve dig., 2004). Gilintimiizde ise klasik 1slah yontemleri
veya transgenik teknolojiler kullanilarak bitkilerin fitoremediyasyon i¢in kapasitelerinin
arttirilmas1 hedeflenmistir. Ozellikle, Arabidopsis genom projesinin tamamlanmasindan
sonra diger bir¢ok bitkinin genom taramasi yapilabilmis ve agir metal homeostazisi ve
birikimi ile iligkili birgok gen tespit edilmistir (Dhankher ve dig., 2002). Bununla
birlikte, mikrogip teknolojisi kullanilarak ayni anda binlerce farkli genin anlatim
seviyelerinin saptanmasinit miimkiin kilan ¢DNA mikroarray teknigi ile metal
birikiminden sorumlu ¢ok sayida gen belirlenebilmistir (Weber ve dig., 2004; Hu ve
dig., 2005; Chiang ve dig., 2006). Elde edilen bu veriler dogrultusunda metal alinima,
tasinimi ve birikiminin anlagilmas1 saglanarak fitoremediyasyon kapasitesi yiiksek
transgenik Dbitkilerin gelistirilmesi miimkiin olabilir (Baker ve dig., 2000; Salt ve
Kramer, 2000). Ayrica, dogal metal hiperakiimiilator bitkilerde yapilan metal alinim,
tasinim, birikim ve tolerans mekanizmalarinin kritik analizleri, metal baglayici protein

veya peptitlerin sentezinden sorumlu genlerin teshisine 6nemli katkilar saglayacaktir.

Bu tez kapsaminda Brassica nigra’ya (B. nigra) ait 3 farkli ekotipte bakir stresiyle
iliskili baz1 genlerin anlatimsal profillemesi ¢alisilmistir. Calismalarda bitki materyali

olarak, bakir madeni yataklarinda yasamini siirdiirebilen ve gelismis kok sistemine



sahip bir kara bitkisi olmasi nedeniyle Brassica nigra (kara hardal) kullanilmistir.
Diyarbakir Ergani maden yataklarindan toplanan Tiirkiye kdkenli ekotiple, yurtdisindan
getirtilen ve Etiyopya kokenli olan CGN06625 ve CGN06626 ckotipleri Cu toleransi
bakimindan birbiriyle karsilastirilmistir. Bitkilerde eser miktarda bulunmasiyla birgok
fizyolojik olayda dnemli rol oynayan fakat fazlas1 bitkiye toksik etki eden Cu elementi,
B. nigra ekotiplerine farkli konsantrasyonlarda (25 ve 50 pM CuSOa), hidroponik
ortamda uygulanmistir. 72 saat sonunda hasat edilen her ii¢ ekotipe ait kok, govde ve
yaprak dokularimin igerdigi Cu miktar1, hassas bir 6lgiim yapilmasini saglayan ICP-OES
ile tespit edilmistir. Ayrica yapilan istatistiksel analizlerle elde edilen sonuglarin kendi

icerisinde anlamli olup olmadig1 karsilastirilmistir.

Fizyolojik ¢aligmalar sonrasinda, bakir iyonuyla iliskili genlerin belirlenebilmesi i¢in
diisiik konsantrasyonda Cu uygulamasi yapilan B. nigra kok dokusuna ait mikroarray
analiz sonuglart degerlendirilmistir. Bu dogrultuda kok dokusunda farkli anlatim yapan
genler temel alinarak detayli gen anlatim calismalarina baslanmistir. Mikroarray
analizinde ticari olarak Brassica nigra’ya ait gen g¢ipleri bulunmadigi igin aym
familyadan Arabidopsis bitkisine ait gen ¢ipleri kullanilmigtir. Analiz sonucunda agir
metal metabolizmasi ile iliskili oldugu diisiiniilen genlerin metal metabolizmasindaki
rollerinin daha 1yi anlasilabilmesi i¢in daha giivenilir ve giiclii ifade diizeyi nedeniyle
kantitatif RT-PZR yontemi tercih edilmistir. Bu yontem kullanilarak, farkli
konsantrasyonlarda Cu uygulamasi yapilan B. nigra’ya ait 3 ekotipin kok, gévde ve
yapraklarinda agir metal stresiyle iligkili oldugu disiinilen 8 genin MRNA

seviyesindeki anlatim degisiklikleri detayli olarak incelenmistir.

Elde edilen sonuglar, agir metallerin topraktan koklere alinimi veya disariya atilmasi,
taginmasi, depolanmasi veya detoksifikasyon mekanizmalarinin fizyolojik ve molekiiler
seviyelerde irdelenerek aydinlatilmasina yonelik calismalara 6nemli bir kaynak
olusturacaktir. Boylece, bu calismanin fitoteknolojik yaklagimlarin gelistirilmesine de
katkida bulunmasi beklenmektedir. Bu yaklasimlar uzun vadede, kirlenmis sularin ve

tarimsal alanlarin iyilestirilmesinde etkili ve ¢evre sagligina dost ¢oziimler sunacaktir.



2. GENEL KISIMLAR

2.1. TOPRAKTA AGIR METAL KiRLILIiGI VE BiTKIiLER

Yirminci ylizyilin basindan itibaren modern tarim yontemlerinin kullanilmas1 ve
sanayilesmenin giderek yayginlasmasi ile birlikte hizla artan diinya niifusu gibi etkiler
ekosistemler ve dogal kaynaklarin biiyiik 6lgiide tahrip edilerek kirlenmesine neden
olmustur. Bunun sonucu olarak da giiniimiizde toprak ve su kirliligi biiyiikk bir ¢evre
sorunu haline gelmistir. Ulkemizde ise, 6zellikle islenebilir ve tarrma agilabilir toprak
kaynaklarinin azalmasi nedeniyle toprak ve su kirliligi en 6nemli ¢evre sorunlarinin
basinda gelmektedir (Tiirkoglu, 2006). Ancak, kirlenmis alanlarin iyilestirilmesi
konusunda iilkemizde yapilan ¢aligmalar, bu konuda daha bilingli iilkelere gore oldukga

geri kalmstir.

Topragin kirlenmesine neden olan kirleticiler genellikle makro ve mikro kirleticiler
olmak iizere iki ana gruba ayrilmaktadir. Asit depolari, fosfor ve azot giibreleri gibi
makro Kkirleticiler topraga birakilmis ya da toprakta kendiliginden mevcut olabilir.
Mikro kirleticiler ise toprakta genellikle eser miktarda bulunan kirleticilerdir. Pestisitler
ve pestisit olmayanlar seklinde organik kirleticiler ve radyoaktif maddeler, agir metaller
ve tuzlart seklinde inorganik kirleticiler mikro kirleticilere 6rnek olarak verilebilir
(Tarradellas ve Bitten, 1997). Amerika Birlesik Devletleri Cevre Koruma Ajansi
(EPA)’nmin hazirladigi 129 tane oncelikli ¢evre kirleticileri arasinda yer alan agir
metaller, toprak kirliliginde yogun Kirletici kaynaklar arasinda yer almaktadir (Ozay ve
Mammadov, 2013). Topraklardaki agir metaller g¢esitli kaynaklardan g¢evreye
yayllmakta ve agir metal kirliliginin giderek artmasiyla diinya c¢apinda 6nemli bir

problem halini almaktadir (Goyer, 1991).

“Agir metal” deyimi atom yogunlugu 5 g/cm® iin iizerinde ve atom numarasi 40’dan
biiyiik olan elementler i¢in tanimlanmaktadir (Duffus, 2002). Yeryliziinde dogal olarak
varolan 90 tane elementten 53’{i agir metal olmasina ragmen bunlarin hepsi biyolojik
oneme sahip degildir. Baz1 elementlerin bitkilerin gelismesi i¢in iz miktarlarda mutlaka

gerekli oldugu belirlenmistir. Bakir (Cu), demir (Fe), nikel (Ni), ¢inko (Zn), mangan



(Mn) ve molibden (Mo) bitkilerin iz miktarda ihtiya¢ duydugu agir metaller arasindadir.
Bunun yaninda aliiminyum (Al), vanadyum (V), arsenik (As), civa (Hg), kursun (Pb),
kadmiyum (Cd) ve selenyum (Se) gibi baz1 agir metaller ise toksik etkili olmasina
ragmen bitkiler tarafindan alinmaktadir. Bitki i¢in mutlak gerekli olmayan bu agir
metallerin biyolojik islevleri tam olarak bilinmemektedir. Iz miktarda bitki tarafindan
alinan agir metaller ise 6zellikle enzimatik yolaklarda yer almaktadir. Bitki gelisimi i¢in
mutlak gerekli element olsun veya olmasin agir metallerin topraktaki asiri
konsantrasyonlari bitkiler tizerine toksik etki yapabilir (Fernandes ve Henriques, 1991;
Athar ve Ahmad, 2002; Inoue, 2013). Agir metallerin 6zellikle doku ve organlardaki
asir1 birikimi bitkilerin vejetatif ve generatif organlarinin gelisimini olumsuz yonde
etkilemektedir. En Onemli inorganik mikro kirletici olan agir metallerin cevreye
yaymimlart dogal siire¢lerden ya da endiistriyel faaliyetler gibi daha ¢ok insanin neden
oldugu etkilerden (antropojen etki) kaynaklanmaktadir. Agir metal iyonlari maden
yataklar1 ve isletmeleri, enerji ve yakit tiretimi, tarimda kullanilan asir1 pestisit ve gilibre
kullanimi, motorlu tasitlarin egzozlar1 gibi endiistriyel aktiviteler sonucu, volkanik
faaliyetler ve seller gibi dogal kaynakli veya kentsel atiklar gibi insan kaynakl etkilerle
cevreye hizli bir sekilde yayilmaktadir. Bu yollarla ekosistemlerin toprak, su ve hava
gibi ortamlarinda yaygin bir sekilde birikmeye baslayan agir metaller, besin zinciri
nedeniyle bitkilerden hayvanlara ve sonrasinda insanlara gecerek diinya yilizeyindeki

tiim organizmalarin yasamini tehdit eden 6nemli bir ¢cevre sorunu halini almistir.

Son yillarda topraktaki agir metal kirliligi {izerine yapilan baglica c¢alismalar; agir
metallerin kaynaklari, yayilis sekilleri, gevre tizerine etkileri, kirlenmis bolgelerin
arastirilmasi ve bu bolgelerin temizlenmesi i¢in kullanilan iyilestirme teknikleri, risk
degerlendirmesi gibi konulardir (Késeoglu, 2007). Diinya genelinde yapilan ¢aligmalara
bakildiginda ise arastirmalar Ozellikle agir metallerin bitkiler ile olan etkilesimleri
tizerine yogunlagsmistir. Bu metallerin dogrudan ya da dolayl olarak bitkiye olan toksik

etkileri ise tizerinde caligilan en 6nemli konudur (Athar ve Ahmad, 2002).

Toprakta belli bir konsantrasyonun tizerinde bulunan agir metaller, bitki gelisimi ve
ozellikle metabolizmast lizerinde c¢esitli toksik etkiler gostermektedir (Dietz, 1999;
Hagemeyer, 1999; Cuypers ve dig., 2009). Bu etkiler, mineral beslenme, fotosentez,

terleme, enzim aktivitesi, niikleik asit ve klorofil biyosentezi ile ¢gimlenme gibi bitkide



bazi canlilik olaylarinin degismesine sebep olan cesitli bilylime siireclerinde kendini
gosterir (Assche ve Clijsters, 1990; Saradhi, 1991; Vajpayee ve dig., 2000; Kiipper ve
dig., 2002). Ayrica, hormon dengesinin bozulmasi, su iliskisinin degismesi ve
membranlarda hasar gibi fizyolojik olaylarda da etkilidir (Kennedy ve Gonsalves,
1987). Agir metallerin bitkiye alindiktan sonra metabolizma tlizerindeki toksik etkileri
cok farkli sekillerde olabilir. Ornegin; lipitler, proteinler ve niikleik asitler gibi
biyomolekiiller iizerinde cesitli oksidatif hasara neden olabilirler. Ozellikle Pb, Hg ve
Fe gibi baz1 zehirli metaller enzimlerle kompleks olusturup, bu enzimlerin biyokimyasal
aktivitelerini inhibe edebilir ve boylece protein sentezi veya yapisinda farkli olusumlara
neden olabilirler. Cu ve Fe gibi metallerin asir1 birikimi ise, hidrojen peroksit (H202),
hidroksil radikalleri (OH") vb. siiperoksit radikallerin (O2") olusumuna neden olabilir.
Ayrica, temel elementlerin yerini alarak toksik etki gosterebilir (Dietz ve dig.,1999;

Michalak, 2006; Yadav, 2010).

2.1.1. Agir metallere kars: bitki tiirlerinin degisen toleransi

Gilinltimiizde agir metallerle ilgili yapilan bir¢ok arastirmadan elde edilen bulgulara gore,
toprakta asir1 miktarda birikmis olan agir metallerin ¢evreye verdigi zararin ne kadar
oldugunu kesin olarak belirlemek ¢ok zordur. Ozellikle baz1 agir metallerin bitkiler igin
gerekli besin oldugu diisiiniildiigiinde bu maddelerin bitkiler i¢in zararh olabilecek sinir
degerleri bitki tiirtine gore degisiklik gostermektedir. Ayrica, topragmn pH’1, igerigi,
toprakta bulunan diger elementlerin bilesik yapida bulunup bulunmadigi, agir metalin
tipi, konsantrasyonu, c¢Oziiniirliigii, hiicre i¢ine tasinmasi gibi birgok etmen agir
metallerin toksik hale donlismelerinde rol oynamaktadir. Toksik etkiler yalnizca
topragin 6zelligine veya elementin tipine bagli olmayip bitki tiiriniin genetik kaynakl
fizyolojik Ozelliklerine gore de farklilik gosterebilir. Dolayisiyla bitki tiirlerinin agir
metallere karsi toleransi bu nedenlerden dolay1 degisiklik gostermektedir. Bazi bitki
tiirleri, cok az yogunluktaki agir metallerden zarar gordiikleri halde, bazilar1 hi¢ zarar

goérmeden biinyelerinde bol miktarda agir metal biriktirebilir (Baker, 1981).

Metalli topraklar farkli bitki tiirleri lizerinde degisik etkiler gostermektedir. Metal
konsantrasyonu yiiksek olan topraklarda bitkiler metal alimiyla ilgili cesitli tolerans

mekanizmalar1 gelistirmislerdir. Baker ve Walker (1990) bu mekanizmalara gore



bitkileri, metal toleransli, metal indikator ve metal akiimiilator bitkiler olmak {izere 3

ana gruba ayirmistir;

1) Metale toleransli bitkiler: Bu bitkilerde topraktaki metallerin alinimi ve/veya
koklerden toprak iistii organlara metal tasimimi sinirhdir. Bu nedenle toprak iistii
organlarinda bulunan metal konsantrasyonu topraktakine gore diisiiktir. Boularbah ve
dig. (2006) toleransl bitkileri, koklerindeki agir metal miktar1 yiliksek, govde/kdk orant
ise 1’den diisiik olan bitkiler seklinde tanimlamistir. Koklerinde biiyiik miktarlarda
metali kontrol altinda tutan bu gruba ait bir¢ok bitki tiirii rapor edilmistir (Baker ve
Walker, 1990). Oenothera biennis, Commelina communis, Silene maritime, Agrostis
stolonifera L. ve Silene vulgaris bu tiirlere 6rnek olarak verilebilir. Ayrica Salix,
Populus ve Pinus radiata gibi tiirler de metale toleransli odunsu bitkilerdendir (Wei ve
dig., 2005; Maestri ve dig., 2010; Mehes-Smith ve dig., 2013).

2) Metal indikator bitkiler: indikator bitkiler, akiimiilator bitkilere benzer bir sekilde
govde, yaprak gibi toprak istii organlarinda metali biriktirebilirler. Fakat farkli olarak
bitkinin toprak {stli organlarindaki metal konsantrasyonu topraktaki metal
konsantrasyonundan daha diisiiktiir (Baker ve Walker, 1990). Indikatdr bitkilerin,
toprak iistii organlarinda biriktirdikleri metallerin miktar1 toprakta bulunan metal
miktarmin yansimasi seklindedir (Mehes-Smith ve dig., 2013). Ancak, topraktaki agir
metal aliminin devam etmesi bir siire sonra bitki tiirliniin 6lmesine neden olur. Biyolojik
ve ekolojik 6nemi olan bu bitkilerden Populus alba, en iyi bilinen Cd ve Zn
indikatoriidiir (Madejon ve dig., 2004).

3) Metal akiimiilatér bitkiler (Hiperakiimiilatorler): Bazi bitkiler agir metal
detoksifikasyonu ile iligkili potansiyel mekanizmalara sahip olup, metal stresi altinda
canliliklarmi stirdiirebilmektedir. Bu gruba giren bitkiler agir metalleri, herhangi bir
toksisite belirtisi gostermeksizin toprakta bulunan metal miktarina gore daha fazla
miktarda metali toprak TUstii organlarinda biriktirebilmektedir (Maestri, 2012).
“Hiperakiimiilatorler” olarak adlandirilan bu bitkiler, cok yiiksek seviyelerdeki
kirleticileri, diger bitki tiirlerine gére 100-1000 kat daha fazla miktarda kok, govde
ve/veya yapraklarinda absorbe edebilmektedir (Salt ve dig., 1998). Baz1 bitkiler sadece
bir metale 6zglinken bazilar1 birden fazla metali akiimiile etme yetenegine sahiptir

(Almas ve dig., 2009; Mganga ve dig., 2011).



Akiimiilator bitkilerle ilgili c¢esitli tanimlamalar yapilmis olup, bir bitkinin
hiperakiimiilator olarak adlandirilabilmesi i¢in asagida belirtilen 6zelliklere sahip olmasi

gerekmektedir;

a) Govdedeki agir metal miktarinin kokteki agir metal miktarina boliimii 1°den biiylikse

(govde/kok > 1),

b) Govdedeki agir metal miktarinin topraktaki toplam agir metal miktarina boliimii
1’den biiyiikse (ekstraksiyon katsayis1 > 1) (Harrison ve Chirgawi, 1989; Rotkittikhun
ve dig., 2006; Mehes-Smith ve dig., 2013),

c¢) Eger bitki normal bitkilere gore (kontamine olmayan bitkiler-kontrol bitkileri) 10-500
kez daha fazla agir metal akiimiile ediyorsa (Allen, 1989; Fifield ve Haines, 2000),

d) 100 mg/kg’dan fazla Cd, 1000 mg/kg Cu, Pb, Ni, Cr; veya 10000 mg/kg’dan fazla Zn
akiimiile ediyorsa ( Brooks, 1998; Ernst, 2006; Mganga ve dig., 2012) hiperakiimiilator

bitki olarak tanimlanabilir.

Gilinimiizde kok, govde velveya yaprak gibi dokularinda metali akiimiile edebilen 45
familyaya ait yaklasik 450 hiperakiimiilator tiir tanimlanmig olup bunlarin gogunlugu
Brassicaceae familyasina aittir (Reeves ve Baker, 2000; Pal ve Rai, 2010). Bu
hiperakiimiilator bitkilerin biiylik cogunlugunu, en az 317 tiirle Ni hiperakiimiilatorleri
olusturmaktadir. Bu tiirler toprak iistii organlarinda % 0,1-1 orami arasinda Ni igerirler
ve esas olarak serpantin topraklarda bulunurlar. Zn hiperakiimiilatorleri, bilinen sadece
15 tiir olmasina ragmen, hiperakiimiilatorlerin ikinci biiyiik grubunu olusturur (Brooks,
1994). Bu akiimiilatorler esas olarak Pb, Zn ve Cd ile kirlenmis kiregli topraklarda
bulunmaktadir. Bununla beraber kirlenmis baska alanlarda da bazi Zn akiimiilatorlerine

rastlanmistir (Schat ve dig., 2000; Bert ve dig., 2002).

Brassicaceae familyasinda en iyi bilinen iki cins Alyssum ve Thlaspi’dir. Thlaspi tiirleri
govdelerinde %3’ten fazla Zn, %0,5’ten fazla Pb ve %0,1’den fazla Cd biriktirebilirler.
Ayrica, Arabidopsis halleri biyokiitlesinin {istiinde, %1’den fazla Cd ve Zn
biriktirebilir. Yine Alyssum tiirleri hasat edilebilir organlarinda %1 iizerinde Ni
biriktirebilir (Di Baccio ve dig., 2011). Bunlarin disinda Euphorbiaceae, Asteraceae,

Lamiaceae ve Scrophulariaceae familyalarma ait hiperakiimiilator tiirler de vardir.
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Metalleri akiimiile etme yetenegi familyalar, tiirler ve populasyonlar arasinda farklilik
gosterir. Ornegin; Arabidopsis halleri Cd ve Zn akiimiilatorii iken Arabidopsis thaliana

metale kars1 toleranslidir ve metallerin alinimi sadece koklerle sinirhidir (Ernst, 2006).

Yiiksek konsantrasyonlarda metal akiimiile etme yetenegi bakir (Cu), demir (Fe), ¢cinko
(Zn) ve selenyum (Se) gibi esansiyel metaller ile kadmiyum (Cd), civa (Hg), kursun
(Pb), alimiinyum (Al) ve arsenik (As) gibi esansiyel olmayan metallerle c¢aligilmistir
(Salt ve dig., 1998; Meagher, 2000; Clemens, 2001; Guerinot ve Salt, 2001; Clemens ve
dig., 2002; Hall, 2002; McGrath ve Zhao, 2003).

2.1.2. Brassicaceae’de Hiperakiimiilator Bitkiler

Hardalgiller olarak bilinen Brassicaceae, bircok agir metali akiimiile edebilen tiirlere
sahip oldugu icin “Metalofit Familyas1” olarak da tanimlanir. Bu familya, 6zellikle
¢inko ve kadmiyum, ayni zamanda nikel, talyum, krom ve selenyum gibi agir metalleri
akiimiile edebilen cesitli tiirler icermektedir. Farkli agir metalleri akiimiile edebilme
yetenegi, Brassicaceae’de metal hiperakiimiilasyonu 6zelliginin ne kadar genis c¢apta
oldugunu gostermektedir (Sekil 2.1) (Francesconi ve dig., 2002; Koller ve dig., 2007;
Karimi ve dig., 2009).

Bitkilerde, metal hiperakiimiilasyonu bir¢ok kez evrim gecirmistir. Evrimsel siiregteki
farkliliklarin Brassicaceae familyasinda tekrarlanma sikligr diger familyalara oranla
daha yiiksektir (Sekil 2.1). Yakin gelecekte, farkli Brassicaceae tiirlerinde gozlenen ve
birbirinden bagimsiz olusan metal hiperakiimiilasyonunun evrim siireci bulgularini ve
bunlarin sonucu olusan genomik degisiklikleri karsilastirmak miimkiin olacaktir. Bu
nedenle, metal hiperakiimiilatorleri adaptasyonunun karsilastirmali  genomik
analizlerinde bu familyaya ait hiperakiimiilator tiirler 6nemli model olusturmaktadir.
Ozellikle Thlaspi ve Brassica cinslerinin fitoremediyasyon teknolojisinde model olarak
kullanilmasi, agir metal birikiminin molekiiler mekanizmasinin aydinlatilmasinda

oldukca etkili olmustur (Krédmer, 2010).
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Sekil 2.1: Brassicaceae familyasinda takim diizeyinde metal birikimi yapan tiirlerin
mevcut hipotez iizerine filogenetik iligkileri (Kramer 2010’dan alinmistir).

Koch (2009) tarafindan ¢izilen agag, Kramer (2010) tarafindan yeniden daha basit bir
sekilde diizenlenerek Brassicaceae familyasindaki filogenetik iligkiler ayrintilariyla
incelenmistir (Sekil 2.1). Odontarrhena (Brassicaceae) familyasi, yiiksek oranda agir
metal akiimiile edebilmesi nedeniyle ¢evre agisindan son derece dnemlidir. Ornegin, her
biri Ni hiperakiimiilatorii oldugu bilinen tiirlerin yaklasik %25’ini iceren Euphorbiaceae
Ni

familyalar hiperakiimiilatorlerinin ~ biiylikk  ¢ogunlugunu

Ni

ve Brassicaceae

olugturmaktadir. Brassicaceae’de  Alyssum tiirlerinin neredeyse tamamu

hiperakiimiilatoriidiir (Mengoni ve dig., 2012). N. caerulescens ve N. praecox ise hem
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Zn hem de Cd hiperakiimiilatorii Noccaea tiirleridir (Reeves, 2000; Vogel-Mikus,
2005).

Noccaea tiirlerine ek olarak en az 4 Zn hiperakiimiilatorii tiir bulunmaktadir. N.
caerulescens, N. goesingense ve en az 21 ek Noccaea taksonu ile birlikte Ni
hiperakiimiilatorleri kabul edilir. Sekil 2.1’ deki filogenetik iligkiye bakildiginda Ni
hiperakiimiilasyonunun Brassicaceae’de, birbirinden bagimsiz bir sekilde en az 6 kere

evrimlestigi gorilmektedir (Krdmer, 2010).

Ayrica, bilinen 15 adet Zn akiimiilatoriiniin biiyiik cogunlugu Brassicaceae familyasina
aittir. Zn hiperakiimiilator tiirler genellikle antropojenik olarak kirletilmis tarihi ve
giiniimiizde hala kullanilmakta olan maden boélgelerinde saptanmistir. Bu tiirlerin
bazilar1 ayni zamanda, kimyasal yapisi Zn ile benzerlik gosteren Cd ve/veya Pb
hiperakiimiilatorii olarak da rapor edilmistir. Bu metaller, minerallerde ¢ogunlukla
birlikte olusmakta ve Zn ile Cd hiperakiimiilasyon ve hipertolerans mekanizmalarinda
ortak lokus setler bulunmaktadir (Courbot ve dig., 2007). Yine, Arsenik (As)
hiperakiimiilasyonu, birkac egreltiotu tiirii disinda Brassicaceae tiirlerinden sadece iki

tanesinde gozlenmistir (Karimi ve dig., 2009).

2.1.3. Metal Birikiminde Model Bitkiler

2.1.4.1. Arabidopsis halleri

Arabidopsis halleri, agir metal toleransi ve birikimi ¢aligsmalari i¢in kullanilan model bir
bitki olup en iyi bilinen Zn/Cd hiperakiimiilatoriidiir. Kirletilmemis ve metal iceren
topraklarda bulunan tiim A.halleri alt tiirleri ve populasyonlarinin yapisal olarak Zn ve
Cd hiperakiimiilasyonu  0zelligini  barindirdiklart  kabul edilmektedir. Dogal
populasyonlarin %16 - 40’1 yaprak kuru biyokiitlesinde, 10 000 pg/g ™ ’dan yiiksek Zn
konsantrasyonuna sahiptir (Bert ve dig., 2002). Aym tiirde gozlenen farkliliklar
incelendiginde, Cd konsantrasyonunun Zn konsantrasyonuna oranla daha yiiksek oldugu
gorilmektedir. Bu populasyonun, kirletilmemis topraklarda yetisen ve Cd
konsantrasyonu 1 pg/g? kuru toprak kiitlesi limitinden diisiik olan birkag temsilcisi
dahil, %10-33 aras1 degisen kismu 100 pg/g?’dan yiiksek seviyede hiperakiimiilator
ozelligi tasimaktadir (Bert ve dig., 2002; Kramer, 2010). Yapilan kok hiicre uzamasi
tolerans testlerine gore, A. halleri bitkilerinin A. thaliana ve A. lyrata ile
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karsilastirildiginda, hidroponik ortamlarda en az 76 kat daha fazla Zn ve 8 kat daha
fazla Cd tolere edebildikleri belirlenmistir (Bert, 2003; Willems, 2007).

2.1.4.2. Thlaspi caerulescens (Noccaea caerulescens)

Arabidopsis thaliana ile yakin iligkili olan Thlaspi caerulescens, Brassicaceae ailesinin
bir {iyesi olup agir metal birikimi ¢aligmalar1 i¢in ¢ok iyi bir model bitkidir. Toksisite
belirtisi gostermeden yiiksek seviyede ¢inko, nikel ve bazen kadmiyum biriktirebilme
yetenegi nedeniyle bir¢ok inceleme ve ¢alismaya konu olmustur (Kiipper ve dig., 2001;
Milner ve Kochian 2008). Daha ¢ok Zn akiimiilatorii olarak bilinen Thlaspi
caerulescens ile yapilan caligmalar sonucunda, kirli topraklarda ya da metal igerigi
yiiksek besin ¢dzeltilerinde yetisen saglikli bitkilerde, 30 000 pg/g? (KA) Zn, 14 000
ng/gt (KA) Cd ve 4 700 ug/g? (KA) Ni birikimi rapor edilmistir (Assuncio ve dig.,
2001; Klein, 2007). Yilda iki kere kendi dollenen bu tiir, 2n=14 kromozomlu diploit
olup, kodlama bolgesinde yaklasik %88 ortak niikleotit dizilimi bulunan A. thaliana’ya
oranla yaklasik iki kat daha biiylik genom boyutuna (2C) sahiptir (Rigola ve dig., 2006).
Biitiin hiperakiimiilatérlerde oldugu gibi, Thlaspi caerulescens’in govdesinde igerdigi
Zn, Cd ve Ni konsantrasyonu kok dokusuna oranla genellikle daha yiiksektir (Van de
Mortel, 2007).

2.1.4.3. Brassica juncea

Brassicaceae familyasinda metal akiimiile eden tiirlerden biri de “kahverengi hardal”
olarak bilinen Brassica juncea’dir. Brassica juncea L. sahip oldugu yiiksek biyokiitle
nedeniyle (diger hiperakiimiilatorlere gore en azindan 10 kat daha fazla), agir metalle
kirlenmis topraklarda bile hizla biiyiiyebilen bir bitkidir. Geligmis bir kok sistemine
sahip olan bu bitki 6zellikle Pb, Cd ve Zn gibi agir metalleri akiimiile etme yetenegine
sahiptir (Minglin ve dig., 2005; Anjum ve dig., 2008; John ve dig., 2009). Ayrica, AS
agir metaline kars1 da aklimiilator 6zellik gosterdigi rapor edilmistir (Gupta ve dig.,
2009). Bu metalleri topraktan kokler yardimiyla aldiktan sonra toprak {istli organlaria
tasimaktadir. Yapilan calismalar sonucunda, B. juncea’nin gévdesinde 400 pg/g? (KA)
Cd birikimi belirlenmistir (Haag-Kerwer ve dig., 1999). B. juncea’nin, Cd elementinin
100 ppm gibi alt ve 250 ppm’den fazla u¢ diizeylerinde bile gelisimine devam ettigi
belirlenmistir (Singh ve Tewari, 2003).
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2.2. FITOREMEDIiYASYON

Toprakta ¢esitli nedenlerle olusan kirliligin en uygun sekilde temizlenmesi, kontrol
altina alinmas1 zaman ve maliyet agisindan biiylik 6nem tasimaktadir. Bunun icin
kirlilik oraninin, buna neden olan makro ya da mikro Kkirleticilerin ve bunlarin
olusturdugu risklerin belirlenmesi gerekmektedir. Ozellikle sanayilesmenin etkisiyle
giderek artan agir metaller gibi kirleticiler glinlimiiziin 6nemli bir ¢evre problemi haline
gelmistir (Sovljanski ve dig., 1989; EPA, 2000). Bu Kirleticilerin besin zinciri yoluyla
hayvanlar ve 6zellikle insan saghigi agisindan olusturdugu tehlikelerin 6nlenebilmesi
icin birgok yontem gelistirilmistir. Ancak, maliyetin yiiksek olmasi, aritma sonucunda
ortaya ¢ikan diger kirletici formlarin gideriminin tamamen saglanamamasindan dolay1
biyoremediyasyon gibi alternatif teknolojiler ortaya g¢ikmistir. “Biyoremediyasyon
(Biyolojik Iyilestirme)” son yillarda ¢evre kirliliginin ortadan kaldirilmas:
caligmalarinda ¢ok Onem kazanan bir yontem olmustur. Gerek karasal ya da sucul
habitatlarin kirlenmesini dnlemek amaciyla kullanilmakta olan aritim teknolojileri ve
gerekse kirlenmis habitatlarin  temizlenmesini saglayan biyolojik iyilestirme
teknolojileri olarak tanimlanan biyoremediyasyon, temelde fiziksel, kimyasal ve
agirhikli  olarak  biyolojik  siireglerin  kullanimiyla  gelistirilmis  teknolojilerdir
(Utsunamyia, 1980; Chaney, 1983; Baker ve ark., 1990; Wenzel, 2009). Bu
fizikokimyasal ve miihendislik yaklasimlarina gore cevreye uygun ve daha ucuz
metotlardan biri de bitkilerin kullanilmasidir. Giiniimiizde bitkiler, ¢evre kirliligini
ortadan kaldirmak i¢in yiiksek maliyetli teknolojilerin yerine ekonomik, bircok toprak
tiirlinde uygulanabilir, tahrip edici 6zelligi olmayan ve ¢evre dostu dogal bir yontem
olarak biyoremediyasyon c¢alismalarinda kullanilmaya baslanmis ve bu ydntemler
“Fitoremediyasyon Teknolojisi (Bitkisel Aritim)” veya “Fitoteknolojiler” olarak
adlandinlmistir (EPA, 2000; Karenlampi ve dig., 2000; Mulligan ve dig., 2001;
Mclntyre, 2003; Erakhrumen ve Agbontalor, 2007). “Yesil Islah” olarak da adlandirilan
bu aritim sekli 1991 yilinda hayatimiza girmis olup hizla gelismekte olan bir
teknolojidir (Vanli, 2007). ilk uygulamalar1 yapay sulak alanlar ve petrol dokiintii
alanlarinda yapilan bu teknolojinin, giiniimiizde kullanimi1 daha genis bir alana

yayilmistir (EPA, 2000).
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Baz1 bitkiler agir metal detoksifikasyonu ile iliskili potansiyel mekanizmalara sahip
olup, metal stresi altinda canliliklarini siirdiirebilmektedir. Bu nedenle fitoremediyasyon
tekniginde ¢evresel Kirleticileri absorbe edebilen, dokularinda yiiksek seviyelerde
biriktirebilen (hiperakiimiilator) ve fiziksel, kimyasal ve biyolojik siiregler araciligiyla
detoksifiye edebilen bitkilerin kullanimi tercih edilmektedir. Ancak, teshis edilen
hiperakiimiilator bitkilerin ¢cogunun hem diisiik biyokiitleye sahip olmasi hem de
olumsuz c¢evre kosullarina adapte olamamasindan dolayr bu teknolojinin
kullanilmasinda bazi smirlamalar ortaya c¢ikmistir (Tong ve dig., 2004). Bu
siirlamalarin ortadan kaldirilmasi ve bu teknolojinin daha verimli kullanilabilmesi i¢in
bitkilerdeki metal hiperakiimiilasyonu ile iligkili mekanizmalarin iyi bir sekilde
anlasilmas1 gerekmektedir. Bu amagla yiiksek biyokiitleli cesitlerin gelistirilmesi i¢in
klasik 1slah yontemleri kullanilmaktadir (Li ve dig., 2004). Giiniimiizde ise Arabidopsis
genom projesinin tamamlanmasi ve bir¢ok bitkinin genom taramasi sonucu agir metal
homeostazisi ve birikimi ile iliskili olan bir dizi gen belirlenmistir (Dhankher ve dig.,
2002). Biitiin bu bilgiler 15181nda istenilen 6zelliklere sahip fakat akiimiilatér olmayan
bitkilerin, genetik miihendisligi araciligiyla akiimiilator bitkilerin baz1 6zelliklerini
tagimalar1 saglanabilir (Bennett, 2003). Bu nedenle, metal alinimi, tasinmimi ve
birikiminin genetik ve biyokimyasiin anlasilmasi fitoremediyasyon kapasitesi yiiksek
transgenik bitkilerin gelistirilmesine katkida bulunacaktir (Baker ve dig., 2000; Salt ve
Kramer, 2000).

Tablo 2.1°de fitoremediyasyon yetenegine sahip hiperakiimiilator bitkilerin elde
edilmesi i¢in izlenmesi gereken strateji verilmistir. Temeli bu stratejiye dayanan
transgenik teknolojiler kullanilarak metal gselatlayan maddelerin asir1 {iretiminin
saglanmasiyla, sitoplazmada metallerin daha fazla detoksifiye edilmesi ve toksik
iyonlarin daha az toksik formlara doniistiiriilmesi hedeflenmektedir. Ayrica, ilgili metal
tasiyict proteinlerin asir1 anlatimi saglanarak bitkilerin metal birikim kapasitelerinin
arttirilmasina yonelik ¢aligmalar yapilmaktadir (Evans ve dig., 1992; Lee ve dig., 2003;
Pilon, 2003; Van Huysen ve dig., 2004).
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Tablo 2.1: Fitoremediyasyon yetenegine sahip bitkilerin elde edilme stratejisi

Metal biriktirici (toleransli veya hiperakiimiilator)
bitkilerin belirlenmesi

!
Diisiik ve yiiksek metal konsantrasyonlarinda bitki tiirlerinin test

edilmesi
veya

Toleransl tiirlerin toleransli olmayan yakin akraba tiirlerle
molekiiler olarak karsilastirilmasi

l

Tolerans geninin izolasyonu ve
klonlanmast

l

Maya/prokaryotik sistemlerde gen tiriintiniin
karakterizasyonu

l
Igili genin hedef bitkiye aktarimi

l
Hiperakiimiilator yetenegine sahip bitki

Toprakta bulunan bir¢cok organik ve inorganik kirleticinin giderimi fitoremediyasyon
yontemi ile yapilmaktadir. Bitkiler tarafindan akiimiile edilebilen bu kirleticilere 6rnek
olarak; bazi agir metaller (Ag, Cd, Co, Cr, Cu, Hg, Mn, Mo, Ni, Pb, Zn),
radyontikleidler (90Sr, 137Cs, 239Pu, 238U, 234U), As, Se gibi metaloidler ve pestisit
gibi diger organik bilesikler verilebilir. Ancak, bir kirleticinin bitkiler tarafindan
topraktan alinabilmesi i¢in Oncelikle toprak sartlariyla ilgili bir¢ok parametrenin uygun
olmas1 gerekir. Ozellikle topragin pH’1 en onemli parametrelerden biridir. Bununla
birlikte, bolgesel ozellikler, fiziksel, kimyasal ve biyolojik faktorler, topragin yapisi,
tuzluluk ve kirleticilerin tiirii de 6nemli etkenler arasindadir (Ozay ve Mammadov,

2013).

Fitoremediyasyonun, diger metotlarla karsilastirildiginda en biiyiik dezavantaji siirecin
cok daha uzun olmasidir. Ancak, hem ekonomik hem de ekolojik bir yontem olmasi,
uygulama esnasinda 6zel bir donanim gerektirmemesi ve uygulanan bdlgenin yeniden
kullanilabilmesine imkan vermesi gibi avantajlara sahip olmas1 nedeniyle gilinlimiizde
tercih edilen bir toprak 1slah yontemidir. Ozellikle de proteomik ve genomik
teknolojiler kullanilarak fitoremediyasyon i¢in aday gen veya proteinlerin bulunmasi,

bitkilerdeki metal metabolizmast ve metallerle kirlenmis alanlarin remediyasyonu i¢in
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yeni bitkilerin gelistirilmesi, fitoremediyasyon teknolojisine gosterilen talebi giderek
arttirmaktadir (Cherian ve Oliveira, 2005) .

Fitoremediyasyon kapsaminda kirleticilere ve temizleme i¢in segilecek bitki tiirline gore
farkl1 yontemler bulunmaktadir. Fitoremediyasyon teknolojisi temel siire¢ ve
uygulanabilirlik bakimindan fitoekstraksiyon, fitodegredasyon, fitostabilizasyon,
fitovolatilizasyon ve rizofiltrasyon gibi alt bagliklar altinda incelenebilir (Pilon-Smits ve

Pilon, 2000; Raskin ve Ensley, 2002; Rawat ve dig., 2012).

2.2.1. Fitoekstraksiyon (Bitkisel Oziimleme)

Fitoekstraksiyon, topraktaki metallerin hiperakiimiilator bitkilerin kokleri tarafindan
alinmas1 ve hasat edilebilen (govde, yaprak vb.) toprak iistii organlarina tasinarak
biriktirilmesidir (Lasat, 2002). Bu bitkiler biinyelerinde diger bitkilere oranla 100-1000
kat daha fazla kirlilik etmeni biriktirme yetenegine sahiptir. Bitki biinyesine alinan bu
kirleticiler, bitkinin hasat edilmesi, budanmasi ya da sokiilmesi ile
uzaklastirilabilmektedir. Hasat edilen kisimlar giibre olarak kullanilabilecegi gibi,
Kirleticinin cinsine bagh olarak bitkiler; yakilarak, kurutularak veya g¢iiriitiilerek yok
edilebilir. Ayrica, daha ¢ok agir metallerle kirlenmis topraklarda uygulanan bu teknoloji
ile agir metaller yeniden elde edilebilir. Ozellikle islenerek ¢ikarilmasi ¢cok ekonomik
olmayan maden cevherlerinin elde edilmesinde ABD gibi iilkelerde bu yontemden
yararlanilmaktadir. Altin ve nikel gibi elementler bu yolla geri kazanilmaktadir (EPA,
2000). Brassicacea, Euphorbiacea, Asteraceae, Lamiaceae ve Scrophulariaceae
familyalarindan yaklasik 450 kadar tiir biinyesinde agir metal biriktirebilmektedir
(Reeves ve Baker, 2000; Milner ve Kochian, 2008). Bu yontemle topraktan alinan
kirleticiler; Ag, Cd, Co, Cr, Cu, Hg, vb. baz1 elementler, 90Sr, 137Cs, 239Pu gibi
radyoniikleidler, metal olmayanlar ve bazi organik kirleticilerdir (Tangahu ve dig.,
2011). Fitoekstraksiyon daha c¢ok, agir metallerle kirlenmis topraklarin
tyilestirilmesinde uygulanmaktadir (EPA, 2000).

2.2.2. Fitodegredasyon (Koklerle Bozunum)

Fitotransformasyon olarak da bilinen bu yontemde bitkiler tarafindan alinan organik
kirleticiler ¢esitli metabolik yollardan gegerek, bitki tarafindan {iretilen enzim ve

kofaktorlerin etkisiyle bozunur (Ji ve dig., 2004; Newman ve Reynolds, 2004). Bu
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uygulamanin basarisi kirleticilerin alimi i¢in segilen bitki tiiriiniin birikim yetenegine
baglhidir. Daha sonra, alinan maddeler bitkinin metabolik dongiisiindeki enzim
kompleksleri ile CO2 ve H20’ya ayristirilir. Bitki hiicrelerinde organik bilesiklerin total
yikimi nadiren meydana gelir. Ancak biyotransformasyon f{iriinleri, aminoasitlerin
sentezi veya dogal bitki bilesenlerine dahil edilmek gibi baska yollarda da kullanilabilir
(Spaczynski ve dig., 2012). Organik kirleticilerin biriktirilmesi veya alinim, taginim ve
yikim siireci bu yontemin basarisinda énem tagimaktadir. Bunlarin fitodegradasyonu
bitki igerisinde veya rizosferde gerceklesmektedir. Ozellikle pestisitler (Li ve dig.,
2002; Wang ve dig., 2003), topraktaki petrol ve aromatik bilesikler (Chen ve dig. 2003;
Godsy ve dig., 2003) gibi bircok farkli organik kirleticiler bu yoOntemle
uzaklastirilmaktadir. Ornegin, Sorghum bicolor bitkilerinin polisiklik aromatik
hidrokarbonlarla (PAH) kirlenmis alanlarin aritiminda olduk¢a etkin oldugu
gosterilmistir (Banks ve dig., 2003). Fitodegredasyon, genellikle kok bolgesi ile hatta en
u¢ kok kisimlart (rizosfer) ile sinirlidir. Dehalojenaz, nitrorediiktaz, peroksidaz, lakkaz
ve nitrilaz gibi bitki enzimleri Kirleticileri metabolize ederek, kirleticilerin bigim
degistirmesinde aktif rol oynadiklari rizosfere salgilanirlar (Newman ve Reynolds,

2004).

2.2.3. Fitostabilizasyon (Koklerle sabitleme)

Koklerle sabitleme olarak da adlandirilan bu yontem agir metal kirliliginin ¢ok yogun
oldugu maden yataklar1 gibi bolgelerin kirleticilerden arindirilmasinda tercih edilen bir
uygulamadir (Wong, 2003). Yiiksek metali tolere edebilen fitostabilizasyon bitkileri
topraktaki kirleticileri govdelerine tasimayip bunun yerine koklere veya rizosfere
baglarlar. Boylece bitkiler, topraktaki kirleticileri hareketsizlestirerek, koklerde
biriktirerek veya kok ve/veya rizosferde coktiirerek fiziksel ve kimyasal olarak
sabitlemektedir (Kocaer ve Bagkaya, 2003; Neuman ve Ford, 2006). Ayrica,
govdelerinde diisiik seviyede birikim yaptiklar i¢in hasat edildikten sonra kalintilarin
tehlikeli atik haline gelmesi 6nlenmis olur. Fitostabilizasyon, toprakta bulunan metalleri
sabitlemekle birlikte, toprak yiizeyi bitkilerle ortiilerek toprak erozyonu onlenmekte,
kirleticilerin yeralti sularma sizmasi azaltilmakta ve toprakla dogrudan temasi
engellenmektedir (Bert ve dig., 2005; Terzi ve Yildiz, 2011). Fitostabilizasyon i¢in
kullanilacak bitkilerde kok derinligi sistemin etkinligi bakimindan ¢ok 6nemlidir. Bu

bitkiler segilirken genis bir kok sistemine sahip olanlar tercih edilir. Ozellikle yiiksek
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konsantrasyonlardaki agir metallerin varliginda yiiksek oranda biyokiitle iiretebilen ve
agir metalleri gdvdeye en az seviyede tasiyan tiirler kullanilir (Rizzi ve dig., 2004).
Ornegin kavak, kokleri 150-300 cm derinliklere kadar ulasabildiginden fitostabilizasyon
calismalarinda kullanilan bir tiirdiir (Pivetz, 2001).

2.2.4. Fitovolatilizasyon (Bitkisel Buharlastirma)

Dogada As, Hg ve Se gibi metaller gaz formunda bulunabilmektedir. Fitovolatilizasyon,
bu ve benzeri ugucu metallerin bitkiler tarafindan topraktan absorbe edilip daha az
zehirli ugucu formlara déniistiiriilmesini ve buharlagsma (transpirasyon) ile yapraklardan
atmosfere verilmesini kapsamaktadir (Doucette ve dig., 2003). Ayrica, klorlu ¢oziiciiler
gibi organik kirleticiler de bu yontemle topraktan uzaklastirilabilir (Sakakibara ve dig.,
2007). Bu uygulama, her ne kadar zarar1 ve etkisi azaltilsa da olusan yeni toksik
formlarin atmosfere verilmesi nedeniyle en tartismali fitoremediyasyon yontemidir.
Birgok bitki ve agag tiirii fitovolatilizasyonda aktif olarak kullanilmaktadir. Ornegin,
Brassica juncea ve Arabidopsis thaliana etkin fitoremediyasyon 6zelliklerinden dolay1
siklikla bu teknikte tercih edilmektedir (Ghosh ve Singh, 2005; Terzi ve Yildiz, 2011).
Ozellikle diinya genelinde ciddi bir problem olan Se bakimindan zengin topraklarin
temizlenmesinde fitovolatilizasyondan yararlanilmaktadir (Brooks, 1998; Sakakibara ve
dig., 2007). Arabidopsis thaliana ve Brassica juncea bitkilerinin Se igeren besi
ortaminda yetistirildiginde dimetilselenit ve dimetildiselenit formunda ugucu Se
tiretebildikleri gosterilmistir (Banuelos, 2000). Yine Arabidopsis thaliana ¢ok zehirli
olan organik ve inorganik civa tuzlarim ugucu elemental bir forma doniistiirmektedir
(Watanabe, 1997). Populus ve Salix gibi agag tiirlerinin de agir metalleri absorbe
ettikleri ve gaz formuna doniistiirerek atmosfere verebildikleri bildirilmistir (Pulford ve
Watson, 2003). Son zamanlarda fitoremediyasyon uygulamalari igin bitkilerin
gelistirilmesinde ve yeni Ozellikler kazandirilmasinda transgenik teknolojilerden
yararlanilmaktadir. Ornegin, Nicotiana tabacum ve Arabidopsis thaliana bitkilerinin
genetigi modifiye edilerek civa rediiktaz geni ile iyonik formdaki civayr (Hg*?) daha az
toksik olan forma (Hg0) doniistiirmeleri saglanmistir (Bizily, 1999; Meagher ve dig.,
2000).
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2.2.5. Rizofiltrasyon (Koklerle siizme)

Rizofiltrasyon mekanizmasi atik su aritiminda kullanilan bitkilerin koklerinin fiziksel ve
biyokimyasal etkilerine dayanir. Kirleticiler, 6zellikle sulak alanlarda kokler tarafindan
alinip biyotik ve abiyotik islemlere bagli olarak gévdeye tasinir ve/veya koklerde
cokmesi saglanir (Terzi ve Yildiz, 2011; Rawat ve dig., 2012). Bu uygulamanin amac1
kirleticilerin bitki ilizerinde ya da i¢inde hareketsizliginin saglanmasidir. Daha sonra
koklerin veya bitkinin hasat edilmesi gibi ¢esitli yollarla kirleticiler ortamdan
uzaklastirilir. Hem kara hem de su bitkilerinin kullanilmasi sistemin biiyiik bir
avantajidir. Ayrica, yontem kirleticilerin dogal kaynaginda yapilabilecegi gibi havuz ve
golet gibi yapay alanlarda da uygulanabilir. Boylece, kirlilik amaca gore kaynaginda ya
da uzakta bertaraf edilebilmektedir. Ozellikle atik sularin, yeralti ve yiizey sularmmn
aritilmasinda rizofiltrasyondan yararlanilmaktadir. Rizofiltrasyon i¢in kullanilacak
bitkiler biiyiik miktarda kok biyokiitlesi ve ylizey alani olusturabilmelidir. Brassica
juncea, Helianthus annuus ve bazi ¢im tiirleri gibi hidroponik ortamda yetistirilebilen
bir¢ok kara bitkisi yaygin olarak rizofiltrasyonda kullanilmaktadir (Dushenkov ve dig.,
1995; Lin ve dig., 2003). Ayrica, Lemna minor, Pistia stratiotes ve Spirodela
intermedia gibi su bitkilerinden de sulak ortamlardaki agir metalleri uzaklastirmak igin
yararlanilmaktadir. Ancak, bu bitkilerin yiizey alanlarimin dar olmast ve c¢ok yavas
biiyiiyen kokleri nedeniyle kirleticilerin ortamdan uzaklastirilmasi diisitk miktarlarda
olmaktadir (Hou ve dig., 2007; Sachdeva ve Sharma, 2012). Bu bitkiler Cu, Cd, Cr, Ni,
Pb, Zn ve U gibi toksik metallerin sulak ortamlardan uzaklastirilmasinda

kullanilmaktadir (EPA, 2000).

2.3. BITKILERDE METAL BiRiKiMiNIN MOLEKULER MEKANIZMASI

2.3.1. Agir Metal Stresi Yanitinda Sinyal iletimi

Bitkiler, agir metal stresine karsi karmasik bir sinyal iletimi mekanizmasi igerir (Yeh ve
dig., 2007). Agir metalin algilanmasiyla aktive olan bu sistem, stresle iliskili proteinler
ve sinyal molekiillerinin sentezlenmesi ile karakterize edilir. Son olarak da, stresi
ortadan kaldirmak icin metale duyarli 6zel genlerin transkripsiyonel aktivasyonu

gerceklesir.
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Ilgili sinyal iletim yollar;; Ca-kalmodulin sistemi, hormonlar, ROS sinyali ve stresle
iligkili genler tarafindan aktive edilerek birlesen, Mitojenle Aktive Edilmis Protein
Kinaz (MAPK) fosforilasyon asamalarini igerir. Farkli sinyal yollar1 farkli agir

metallere yanit i¢in kullanilabilir.

2.3.1.1. Ca-Kalmodulin Sistem

Bitki hiicrelerinde Ca*?, asir1 sicaklik, ozmotik stres, oksidatif stres, anoksi (oksijen
yetersizligi) ve mekanik stres gibi abiyotik stres faktorlerine bitkinin verdigi yanitta
sinyalizasyon Ozelligi gosterir (Knight, 1999). Hiicrede agir metal miktarinin fazla
olmasi Ca kanallarinin stabilitesini degistirir ve boylece hiicreye Ca akisi artar. Hiicre
ici Ca, sinyalleri yaymak i¢in kalmodulin ile etkilesen bir sekonder habercidir ve sonug
olarak agir metal taginimi, metabolizmasi ve toleransina katilan genleri diizenler (Yang
ve Poovaiah, 2003). Daha yiiksek Ca seviyeleri ise, agir metallerin toksik etkilerini
hafifletmek icin adaptasyon mekanizmalarina neden olan Cd elementine maruz kalan
bitkilerde gozlenmektedir (DalCorso ve dig., 2010). Ca-Kalmodulin sistemi ayni
zamanda Ni ve Pb gibi diger agir metallerin toksisitesine yanitta da gorev almaktadir.
Transgenik tiitiin bitkilerinde, plazma membraninda lokalize olmus NtCBP4
(kalmodulin baglayici protein) tasiyicisinin agirt anlatimimin Pb*2 almimini ve govde

dokularina taginimini arttirdigi bildirilmistir (Arazi ve dig., 1999).

2.3.1.2. Agwr Metal Stresi Yanitinda Hormonlar

Bitki hormonlari, bir¢ok fizyolojik ve metabolik siiregte, ayrica agir metal varliginda
hormon sentezinin diizenlenmesi gibi abiyotik strese karsi adaptasyonda 6nemli rol
oynamaktadirlar (Alscher ve Cumming, 1990). Agir metallerin hormonlar {izerine etkisi
farkli olmaktadir. Ornegin, Cd, Cu, Fe ve Zn elementlerine toksik diizeylerde maruz
kalan bitkiler, daha yiiksek seviyelerde etilen iiretir. Buna ragmen Co ayni etkiye sahip
degildir. Cd ve Cu, ACC sentaz ekspresyonu ve aktivitesinin regiilasyonuyla etilen
sentezini uyarir. Ayrica, Cu ve Cd elementlerinin Phaseolus coccineus’da jasmonik
asitin (JA) hizli birikimini tesvik ettigi bulunmustur. Cu stresinin, ayni zamanda piring
ve Arabidopsis thaliana' da bu etkiye sahip oldugu gosterilmistir (Maksymiec ve dig.,
2005). Agir metal stresine karsi cevapta gorev alan bitki hormonlarindan biri de salisilik

asittir (SA). Cd varliginda arpa koklerinde SA miktarinin arttigi gorilmistiir. Ayrica,
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dis kaynakli SA’nin, Cd toksisitesinden kaynaklanan lipit peroksidasyonuna karsi arpa
koklerini korudugu bildirilmistir (Hayat ve dig., 2010).

2.3.1.3. Reaktif Oksijen Tiirlerinin Rolii

Agir metaller, bitkilerde stres cevabi olarak “Reaktif Oksijen Tiirleri” (ROT’lar) nin
olusumunu tesvik etmektedir (Gill ve Tuteja, 2010). “Serbest oksijen radikalleri” olarak
da adlandirilan ROT’lar, serbest radikallerin en yaygin formudur. Cd gibi agir metaller
hiicrede yiikseltgenmis metal iyonlar1 formunda bulunur ve O varliginda indirgenerek
Fenton ve Haber-Weiss reaksiyonlari ile dogrudan ROT diiretir (Vranova, 2002). Bu
reaksiyonlar dolayl: olarak antioksidan enzimleri inhibe ederek gergeklesir. Ozellikle,
H202, agir metaller ve diger streslere karsi cevap olarak bir sinyal molekiilii gibi
davranig gosterir. A. thaliana, bakla, domates, arpa, bezelye ve fasulye gibi ¢esitli
bitkilerde yapilan bir¢cok caligmada farkli metallerin etkisiyle H2O2 miktarinda artis
oldugu gozlenmistir. Maksymiec ve Krupa (2006), A. thaliana’da yaptiklari bir
calismada Cu ve Cd stresine yanit olarak H2O2’in miktarinin arttigint belirlemislerdir.
Yine, Cho ve Park (2000) domateste, bitki Hg stresine maruz kaldiginda ve arpada Mn
toksisitesine yanitta H2O2’nin miktarinda artis oldugunu ispatlamislardir. Stres sonucu
meydana gelen H2O birikimindeki bu artis hiicrenin redoks durumunu degistirirek
antioksidan tretimini ve antioksidan mekanizmalarinin aktivasyonunu uyarir (Sekil

2.2).
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Sekil 2.2: Agir metal varliginda reaktif oksijen tiirlerinin (ROT) {iretim yollart.
Agir metal (M) siyah noktalarla gosterilmistir (Yildiz ve dig., 2011°den alinmistir).

2.3.1.4. MAP kinaz Kaskan

MAP kinazlar (Mitogen-activated protein kinases), hiicre disi sinyallerin hiicre igi
hedeflere iletiminde yer alan diizenleyiciler olarak gorev yapmaktadir. Tim
okaryotlarda bulunan MAP kaskatlari, serin/treonin protein kinazlarin oldukg¢a genis bir
ailesi tarafindan kodlanirlar. Bitkilerde MAPK lar, patojenler, asir1 sicak, agir metal
stresi, kuraklik ve yaralanma gibi biyotik ve abiyotik streslere karsi bir yanmittir. Bu
yolak ayrica, hormon sinyal iletiminde ve gelismeye yonelik uyaranlara kars1 cevapta da
kullanilir. Bir MAPK aktivasyonu komplekste yer alan 3 protein kinazin sirasiyla
fosforilasyonu ve aktivasyonuyla sonucglanir: MAPK kinaz kinaz (MAPKKK), MAPK
kinaz (MAPKK), ve MAPK. Bu kademeli fosforilasyon sonunda MAPK, sitoplazmik
substratlarmi (hiicre iskeleti elemanlar1, diger protein kinazlar) ve/veya niikleusta
transkripsiyon faktorlerini fosforilasyon yoluyla aktive eder ve bdylece bitki hiicresinin
strese kars1 biyolojik cevabi olusur. MAPK kaskatlarinin yliksek yapili bitkilerde stres
sinyal iletim yollarinda énemli rolleri bulunmaktadir. Ornegin, Cu ve Cd stresine maruz
kalan Alfalfa (Medicago sativa) bitkisinde MAPK’nin doért izoformunun aktif oldugu
gosterilmistir (Schoenbeck ve dig., 1999). Yine, piringte yapilan bir ¢alismada Cd
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metaline maruz kalan bitkilerde MAPK geninin aktive oldugu belirlenmistir (Cheong ve
dig., 2003).

Son olarak tiim bu sinyal yollari, stres adaptasyonu i¢in gerekli genlerin aktive
olmasinda etkili transkripsiyon faktorlerinin diizenlenmesinde gorev alir. Bu gorev,
ozellikle agir metal stresinde metal tasiyicilarin aktivasyonu ve selatlayici bilesiklerin

biyosentezi i¢in gerekli genler anlamina gelmektedir.

2.3.2. Topraktan Metal iyonu Alinim

Bitkiler tarafindan metal iyonlarinin alinimi; metal iyonlarinin kék ylizeyine tutunmasi,
kok icine alinmmi ile kiitle akist ve diflizyon aracilifiyla govdeye tasinmasini
kapsamaktadir. Metal iyonlarinin topraktan aliniminda rizosferde bulunan kok salgilari
ve mikroorganizmalar etkilidir. Toprak parcaciklarina bagli halde bulunan metallerin
aliimi koklerden rizosfere salgilanan metal selatlayict molekiiller, plazma membranina
bagli metal rediiktaz ve proton salimimiyla saglanmaktadir. Yiiksek yapili bitkiler
topraktan, metal iyonlar1 ve diger inorganik besinlerin alinimi i¢in son derece etkili
sistemlere sahiptir (Dalvi ve Bhalerao, 2013). Az sayidaki tasima mekanizmasi, farkli
agir metal katyonlarmin koklerdeki plazma zarindan birlikte tasinmakta oldugunu
diistindiirmektedir. Kadmiyum ve kursun gibi toksik agir metallerin biyolojik islevleri
tam olarak bilinmemekle beraber bu agir metallere 6zgii tasiyicilar da bulunamamustir.
Ozgiin tasiyicilar yerine, bu toksik metaller genis substrat 6zgiinliigiine sahip katyon

tastyicilart yoluyla hiicre igine girer.

Bitkilerde inorganik iyonlarin kokler tarafindan alinim mekanizmalar1 heniiz tam olarak
aydinlatilamamistir ancak, simplast (hiicreler arasi) ya da apoplast (hiicre dis1) yolla
iyonlarin alindig1 bilinmektedir (White ve dig., 2002). Fizyolojik ¢alismalar, apoplast
yolla ilgili olmasina ragmen, hiperakiimiilasyonda simplast yolu igceren 3 ana adim
tanmimlamiglardir: (i) koklerde plazma membran boyunca metallerin aktif taginimi; (i1)
kokten govdeye tasimim sirasinda simplasta metal girisi; (ii1) yapraklardaki 6zel hiicre

boliimlerinde metal selasyonu ve senkrasyonu.

Bu siireglerin genetik ve molekiiler yonlerinin aydinlatilmasi biiyiik 6nem tasimaktadir.
Hiperakiimiilasyon fenotipinin sekillenmesinde yer alan genlerin ve gorevlerinin

belirlenmesi i¢in farkli yaklagimlar kullanilmistir: (i) dogal genetik varyasyonun analizi;



25

(i1) z1t fenotipli bitkiler arasinda yapilan melezleme sonucu elde edilen melez bireylerde
genetik ayrismanin analizi; (iii)) major genlerin veya kantitatif 6zellikteki lokuslarin
(QTLs) haritalanmasi; (iv) mutantlarin izolasyonu; (v) hiperakiimiilasyon ile iligkili
proteinlerin ve Dbilesiklerin izolasyonu ve karakterizasyonu; (vi) A. halleri/T.
caerulescens ve A. thaliana’da bulunan belirli genlerin diizenlenmesinin karsilastirmali
analizi; (vii) metallere duyarli maya mutantlarinin tamamlama deneyleri ile islevsel
analizi; (viil) transgenik bitkilerin yapimi; (ix) mikroarray teknolojisi kullanarak T.

caerulescens ve A. halleri’de transkriptom ¢aligsmalari.

2.3.2.1. Metal Iyonlarimin Ekstraseliiler Salgilara ve Hiicre Ceperine Baglanmasi

Agir metallere kars1 bitkinin ilk tepkisi olan salgilar, bitki kokleri tarafindan toprak
matriksinin i¢ine dogru salgilanir. Kok salgilarinin en 6nemli gdrevlerinden biri,
metallerin selatlanmasi ve hiicrelerin i¢ine alinmasin1 dnlemektir (Bais ve dig., 2006).
Ornegin, Ni-selatlarindan olan histidin ve sitrat, kok salgilarinda bulunur ve topraktan
Ni alimin1 azaltir. Cu ve Zn gibi metal iyonlarinin apoplasta baglanmasi, ayn1 zamanda

kok hiicrelerinin metal icerigini kontrol etmek i¢in yardimci olur.

2.3.2.2. Metal Iyonlarinin Koklerde Plazma Membran Boyunca Aktif Tasinimi

Bitkilerde, metal alinimi1 ve homeostazide gorevli olan birkag protein ailesinin, plazma
membraninda tasiyict olarak islev gosterdigi belirlenmistir. Hiicresel diizeyde, plazma
zarlt ve tonoplastta bulunan metal tasiyicilari, agir metallerin  fizyolojik
konsantrasyonlarin1 korumak icin gerekli olmakla birlikte, ayn1 zamanda agir metal
stresine yanitta da katkida bulunabilir. Bu tasiyicilar, agir metal (veya CPx-tip)
ATPaz’lan (Solioz ve Vulpe, 1996), dogal direncle iliskili makrofaj protein (Nramp)
ailesi (Clemens, 2001), katyon-difiizyon hizlandirict (CDF) protein ailesi ve ¢inko-
demir permeaz (ZIP) gen ailesi (Guerinot, 2000) gibi protein siniflaridir. Bu agir metal
tastyicilarinin ¢ogunun biyolojik iglevleri, hiicredeki yerlesimleri ve metal 6zgiinliikleri
hala tam olarak bilinmemektedir. Bitkilerde, Saccharomyces cerevisiae mutantlarinda
yapilan ¢aligsmalarla metal tasiyicilarin islevsel 6zellikleri hakkinda daha fazla bilgi elde

edilmistir (Clemens, 2001).
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ZIP Protein Ailesi

ZIP gen ailesi liyeleri metallerin tasinmasinda gorev alan temel protein ailesidir. ZIP
ailesi, icerdigi ZRT1 ve ZRT2 (zinc-regulated transporter, ¢inko-diizenlenmis tasiyict)
ve IRT1 (iron-regulated transporter, demir-diizenlenmis tasiyici) proteinlerinin
tanimlanmasindan sonra “ZRT, IRT benzeri Protein=ZIP” seklinde isimlendirilmistir
(Guerinot, 2000). Bu aileye ait tasiyicilar birgok bitki tiirinde tespit edilmekle birlikte
bakteri, mantar ve hayvanda da bulunur. ZIP ailesi iiyeleri, Cd, Mn, Zn ve Fe gibi
katyon cesitlerini zarlar boyunca tasima yetenegine sahiptir. Baz1 ZIP proteinleri A.
thaliana’da Fe ve Zn alinimina cevap sirasinda kok ve govdede uyarilir ve bitkide stres
yanitinin bir pargasi gibi goriiniir. ZIP ailesine ait bircok genin anlatim1 Fe ve Zn
yoklugunda artmakta fakat bunlarin kok ve nodiillerde anlatimi ¢ogu zaman

siirlanmaktadir.

[k olarak tamimlanan ZIP proteini, A. thaliana’dan izole edilen IRT1 (AtIRT1) genidir
(Eide ve dig., 1996; Vert ve dig., 2002). Bu gen topraktan Fe aliniminda onemli bir
goreve sahiptir. AtIRT1, Fe eksikliginde Zn*?, Mn*2, Co* ve Cd*? gibi iki degerli agir
metallerin birikiminde araci olarak genis bir 6zgiinliige sahiptir (Vert ve dig., 2009;
Nishida ve dig., 2011). Ornegin, Schaaf ve dig. (2006) mayada yaptiklar1 bir galigmada
Ni metaline duyarli susta, kontrol susuna goére AtIRT1 gen ifadesinin daha yiiksek
oldugunu belirlemislerdir. Bunun sonucunda da Ni*? iyonunun hiicre igine alinmasinda
AtIRT1 geninin etkili olabilecegi diistinlilmiistiir (Schaaf ve dig., 2006; Morrissey ve
dig., 2009).

Ayrica, bitkilerde ZIP gen ailesi liyeleri, Cd metalinin topraktan kok hiicrelerine
alinmas1 ve koklerden govdeye tasinmasma katilmaktadir (Kramer ve dig., 2007).
Hiperakiimiilator tiirlerde bu tasiyict proteinler, metal iyonlarinin birikiminde ve ZIP
anlatimi ile baglantili metal birikim kapasitesinin artmasinda gereklidir ancak yeterli

degildir.

ZIP gen ailesinin metal hiperakiimiilasyonuna kesin olarak katki sagladiklar1 ve ayni
zamanda kendilerine 06zgli olan islevleri de siirdirmeye devam ettikleri kabul

edilmektedir.
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Nramp Protein Ailesi

Metal iyonlarinin membran boyunca taginmasinda gorevli diger bir tasiyicit grup ise
dogal direncle iliskili makrofaj protein (Nramp) ailesidir. Bu genler, Mn?*, Zn?*, Cu?*,
Fe?*, Cd?*, Ni?* ve Co®* gibi bircok iki degerlikli metal iyonlarini tasima kapasitesine
sahiptir. Nramp gen ailesi, evrimsel siirecte bliyiik 6l¢lide korunmus ve homologlari
bakteriler, mayalar, bocekler, memeliler ve ayrica yiiksek yapili bitkiler dahil olmak
tizere canli organizmalarin genis bir yelpazesinde tanimlanmistir (Cellier ve dig., 1995;
Canonne-Hergaux ve dig., 1999; Thomine ve dig., 2000). NRAMP1 bu ailenin
memelilerde tespit edilen ilk genidir (Williams ve dig., 2000). Bu makrofaj,

endozomal/lizozom bdlgesi tizerinde bulunan entegre bir membran proteinini kodlar.

Yiiksek yapili bitkilerde ise Nramp gen ailesine ait tasiyicilar, kok ve govdede
sentezlenmekte ve plazma membran1 ile tonoplast boyunca metal iyonlarinin
taginmasinda gorev almaktadir (Williams ve dig., 2000). Bitkilerde, Nramp gen ailesi ile
yapilan ¢alismalar biiyiik ol¢tide ilk olarak piringte (Oryza sativa) yapilmis ve 3 tane
Nramp geni (OsNramp 1-3) tespit edilmistir (Cellier ve dig., 1995; Belouchi ve dig.,
1997; Thomine ve dig., 2000). Bu ii¢ genin klonlanmasi i¢in memelilerde bulunan
NRAMPI geniyle biiyilik 6l¢iide benzerlik gosteren, piringten elde edilen EST dizileri
kullanilmigtir (Belouchi, 1995). Daha sonra Alonso ve dig.’nin (1999) yaptiklar: bir
calismada Arabidopsis’te Nramp genleriyle benzerlik gosteren 2 gen belirlenmistir. Bu
genlerden biri olan AtNramp2, memelilerde ve piringte bulunan Nramp genleriyle
yiiksek oranda benzerlik gostermektedir. EIN2 (ethylene-insensitive 2, etilen-duyarsiz
2) olarak adlandirilan ve etilen sinyalizasyon yolunun bir pargast olan ikinci gen ise,
Nramp genleri ile olduk¢a az benzerlik gosterirken, EIN2 ve Nramp proteinlerinin
hidrofobik boélgeleri biiylik 6lgiide benzerlik gostermektedir (Alonso ve dig., 1999).
Yapilan birgok c¢alismada, Arabidopsis thaliana’nin metal tasiniminda farkli rollere
sahip toplam 6 adet Nramp geni icerdigi rapor edilmistir (Curie ve dig., 2000; Vert ve
dig., 2002; Puig ve dig., 2007; Cailliatte ve dig., 2010). Bu genlerin 6ncelikli olarak Fe
tasiniminda gorev aldiklar1 fakat daha diisiik affiniteyle baska metallerin taginiminda da
rol oynadiklar1 gosterilmistir (Thomine ve dig., 2000). AtNramp3, AtNramp4 ve
AtNramp6 genlerininin anlatiminin gok yiiksek oldugu Arabidopsis bitkilerinde asir1 Cd

hassasiyetinin goriildiigii belirlenmistir. Buna bagl olarakta, bitki icin gerekli olmayan
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bu toksik metalin tasiniminda bu genlerin gérev alabilecekleri diisiiniilmiistiir (Lanquar
ve dig., 2004). Yine, yapilan baska bir ¢alismayla AtNrampl, 3 ve 4’iin Mn aliniminda
rol aldiklar1 ortaya konmustur (Cailliatte ve dig., 2010).

Son yillarda DNA mikroarray teknolojisinin gelismesi sonucu hiperakiimiilator
bitkilerde yapilan karsilastirmali transkriptom analizleriyle ayn: familyaya ait farkli
tirlerde Nramp’larin  karsilastirilmast miimkiin  olmustur. Ornegin, Zn ve Cd
hiperakiimiilatorii olan Arabidopsis halleri ile hiperakiimiilator olmayan Arahidapsis
thaliana karsilastirildiginda NRAMP3 geninin A. halleri’de A. thaliana’ya kiyasla arttigi
bulunmustur (Lanquar ve dig., 2004; Weber ve dig., 2004). Bu da, NRAMP genlerinin

Cd veya Zn hiperakiimiilasyon siireclerinde rol aldiklarini diigiindiirmektedir.
Bakar Tasiyic1 Protein Ailesi

Bakir tasiyict proteinler (The Copper Transporters-CTR) ilk 6nce mayalarda ve
memelilerde daha sonra bitkilerde tespit edilmistir. Sancenon ve dig. (2003)
Arabidopsis’te potansiyel Cu tasiyicist 5 tiye (COPT1-5) tanimlamistir. COPT1, 2, 3 ve
5 genleri Cu tasima mekanizmas1 baskilanmig maya mutantlarinda anlatim yaptirildigi
zaman islevsel olarak tamamlanmakta ve organizma Cu tasima aktivitesini geri
kazanmaktadir (Kampfenkel ve dig., 1995a). Kantitatif RT-PZR ile yapilan dokuya
O0zgli sentezleme c¢aligmalarinda, COPT4 hari¢ diger tasiyicilarin  kokle
karsilastinlldiginda yaprak ve govdede daha fazla anlatim yaptigi gosterilmistir
(Sancenon ve dig., 2003; Andrés-Colasve dig., 2010). COPT1 Arabidopsis’te Cu
elementinin tasiniminda yer almakta ayrica bitkinin biiylimesinde ve polen gelisiminde

de rol oynamaktadir (Sancendn ve dig., 2004).

2.3.2.3. Plazma membraninda metal alis-verisi

Plazma membrani, bitkinin agir metallere yanitinda 6nemli bir rol oynar. Agir
metallerin hiicre i¢ine aliniminin azaltilmasi veya dnlenmesi, ya da hiicre disina aktif
pompalama ydntemiyle disa akisinin saglanmasi gibi gorevleri vardir. Bitkilerde,
iyonlarin plazmadan disa akisi ya da aliniminin azaltilmasinin koruyucu bir mekanizma
oldugunu gdsteren birkag 6rnek vardir. Ornegin, As toleransli genotip olan Holcus
lanatus ile toleransli olmayan genotipi karsilastirmak amaciyla yapilan bir ¢alismada,
yiiksek afiniteli As tasima sistemi toleransli genotipte baskilanmistir. Bunun sonucunda,

PC'lerin temel yap1 sentezinin kombinasyonu nedeniyle toleranshi tiiriin daha az
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miktarda arsenati absorbe ettigi goriilmiistir (Meharg ve Macnair, 1992; Hartley-
Whitaker ve dig., 2001).

Bitkilerde aktif akis sistemleri oldukga yaygin olup hiicre i¢inde agir metal birikiminin
kontrolii i¢in kullanilmaktadir. Bu mekanizma, bakteriler ve hayvan hiicrelerinde
yapilan calismalarda ayrintisiyla ortaya konmustur (Palmiter ve Findley, 1995; Silver,
1996). Bitki hiicrelerinde ise diger organizmalardan farkli olarak, agir metal stresine
yanitta gorev alan plazma membrani disa akis tasiyicilarinin sadece birkag belirgin
kanit1 vardir. Bakteri ve memelilerden elde edilen veriler karsilastirildiginda,
(mikrobiyal ve hayvansal protein dizisi benzerligi temel alinarak) bitkilerde agir metal
akis pompalarma en olasi aday tasiyicilarin P1B-ATPazlar ve CDF aileleri oldugu
gorilmistiir. P1B-tipi ATPazlar, P-tipi ATPaz protein ist ailesine {iye olup biyolojik
membranlarda farkli metal katyonlarmin yer degistirmesinde ATP hidrolizindeki
enerjiyi kullanirlar (Axelsen ve Palmgren, 2001; Palmgren ve Nissen, 2011). P1B-
ATPazlar, metal iyonlarini elektrokimyasal gradiyentlerine karsi stoplazmadan disart,
apoplast ya da vakuoliin igine pompalar. A. thaliana ve piringte sekiz adet P1B-tipi
ATPaz, agir metal ATPazlar olarak (HMAS) yeniden adlandirilmistir (Baxter ve dig.,
2003). HMA’lar, tek degerlikli katyonlar1 (Cu/Ag) tasiyanlar ve ¢ift degerlikli
katyonlar1 (Zn/Co/Cd/Pb) tasiyanlar olmak iizere iki ana gruba ayrilir. Bu ATPaz’lar
metal alimminda gérev alan diger tasiyicilardan daha secicidir. Ornegin, HMA2, HMA3
ve HMA4 sadece Zn ve Cd’nin translokasyonunda gorevlidir (Krdamer ve dig., 2007).
Bu nedenle, hma2hma4 c¢ift mutantlar1 ve daha az bir oranda hma4 tekli mutanti
govdede diisiik seviyede Zn icermektedir. Dolayisiyla, bitki Zn eksikligi belirtileri
gosterebilir ancak diger mikro besinlerden etkilenmez. Buna ek olarak, Cd
duyarliliginda artis ve Cd’nin kokten govdeye gecisinde ise azalma gosterirler (Mills ve
dig., 2004; Wong ve Cobbett, 2009). AtHMA2 ve AtHMA4’iin her ikisi de plazma
membrant lizerinde bulunmaktadir. Mayalarda, AtHMAA4’{in heterolog anlatiminin Zn ve
Cd toksisitesine toleransi tetikledigi gosterilmistir (Mills ve dig., 2005). Bundan dolayz,
AtHMAA4’iin bir akis pompasi olarak da davranis gosterdigi sdylenebilir.

Ayrica, ABC tasiyicilart da metal iyonlarinin plazma membranindan disa akisina
katilmaktadir. Ornegin, A. thaliana’nin kok tiiyleri ve epidermal hiicrelerin plazma

zarinda bulunan AtPDRS8, bitkiye metal toleransi ve patojen direnci kazandirir (Kobae
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ve dig., 2006; Kim ve dig., 2007). Yapilan bir ¢alismada, Cd ve Pb varliginda tetiklenen
AtPDR8’in asir1 anlatimina maruz kalan transgenik bitkilerde, kok ve govdede Cd
birikiminin olmadig1 goriilmiistiir. Bunun tersine, mutantlar yiiksek diizeyde Cd
elementini biriktirirler ve her iki metale de duyarlidirlar. Muhtemelen, AtPDR8 plazma
membraninda bu metallerin bir diga akis pompasi olarak hareket etmektedir (Kim ve

dig., 2007).

2.3.3. Metal iyonlarinin Kokten Govdeye Tasmnim

Hiperakiimiilator bitkilerin koklerinde metal baglayici ligandlar olarak islev goérebilen
bircok kiigiik organik molekiil bulunmaktadir (Rascio ve Navari-lzzo, 2011). Metal
iyonlari, kokler tarafindan alindiktan sonra ksileme yiiklenir ve cesitli selator
kompleksleriyle govdeye tasinir. Kokler, toprakta ¢ézliinmez formda bulunan metallere
baglanan organik asitler icermektedir. Ozellikle de sitrat, ksilemde Fe ve Ni i¢in énemli
bir selatordiir (Tiffin, 1970; Hall, 2002). Buna ek olarak aminoasitler de metaller igin
potansiyel ligandlar olup, detoksifikasyon ve toleransta onemli gorevlerde yer
alabilmektedirler (Rauser, 1999; Clemens, 2001). Serbest histidinin (His) Ni
hiperakiimiilasyonunda islev goren dénemli bir ligand oldugu bildirilmistir (Callahan ve
dig., 2006). Ayrica, bir metiyonin tiirevi olan nikotinaminin (NA) Cu tagimasinda gorev
aldig1 belirlenmistir (Pich ve Scholz, 1996). Tasiyici proteinler ¢ok sayida cesitli
metalin kokten goévdeye tasinmasinda gérev almaktadir. Metal iyonlar1 ayrica floem
yoluyla ana dokudan gen¢ dokulara dogru tasinabilir. Bu nedenle, floem 6zsuyu ana
dokudan kaynaklanan Fe, Cu, Zn, ve Mn gibi metalleri igerir (Greger, 1999). Floem
icinde NA sadece Fe, Cu, Zn ve Mn selatorii olarak tanimlanmistir (Stephan ve Scholz,
1993). NA, ksilem ve floem igerisindeki metallerin uzun mesafe tasinmasinda gorev
alirken diger selatorler yalnizca metallerin yiiklenmesi i¢in gereklidir. Yapilan bir
caligmada, Ni, Co ve Fe selati gibi yiiksek molekiiler agirlikli bilesiklerin Ricinus
communis (hint fasulyesi) bitkisinin floeminde bulundugu rapor edilmistir (Schmidke ve
Stephan, 1995; Kruger ve dig., 2001). Ayrica, Zn-selatlayici peptitler Citrus spp.’de

bulunmus fakat detayl olarak tanimlanamamistir (Taylor ve dig., 1988).

2.3.3.1. Agwr Metal ATPaz (HMA) Tasyyict Ailesi
ATP hidrolizi, metal iyonlarmin elektrokimyasal gradiyente karsi taginmasinda son

derece onemlidir. Arabidopsis ve Oryza sativa’ da yapilan ¢alismalarda bu bitkilerde 8
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adet HMA geni bulunmustur (Baxter ve dig., 2003). ATPaz4 olarak da adlandirilan
HMAA4 geni, P1B-tipi ATPaz genleri icerisinde kodlanan ve Arabidopsis’te karakterize
edilen ilk gendir. AtHMA4, bir plazma membran tastyicisi olup Zn homeostazisi ve Cd
detoksifikasyonu gibi iki degerlikli iyonlarin kokten govdeye translokasyonunda gorev
almaktadir (Mills ve dig., 2003, 2010; Verret ve dig., 2004). Ozellikle Arabidopsis
bitkilerinde yapilan genom analizleri ile, HMA1-4’tin Zn, Co, Cd ve Pb taginimi ve
diger grubu olan HMAS5-8’in ise Cu ve Ag tasinimindan sorumlu oldugu gosterilmistir

(Baxter ve dig., 2003).

2.3.3.2. MATE Protein Ailesi

Hiperakiimiilator bitkilerde agir metallerin translokasyonunda aktif olarak gorev alan
diger bir protein ailesi de MATE (Multidrug and Toxin Efflux) membran proteinidir
(Brown ve dig., 1999). Bu proteinler, toksik bilesikler ve sekonder metabolitlerin
sitosolden hiicre digina c¢ikartilmasi veya vakuollerde depolanmasinda gorev alirlar
(DalCorso ve dig., 2013). NorM, Vibrio parahaemolyticus 'ten izole edilen ilk MATE
proteini olup Na*/ilag antiportir1 olarak gorev yapar (Morita ve dig., 1998, 2000). FDR3
ise bu ailenin en Onemli {iyesi olup kok dokularinda sitratin vaskular dokulara
salinmasinda rol oynar. Yapilan aragtirmalarda perisikl hiicrelerin plazma membranina
yerlesmis FDR3 geninin, hiperakiimiilator bitkilerde fazla anlatim yaptigi bildirilmistir.
Ornegin, Thlaspi caerulescens ve Arabidopsis halleri’ nin koklerinde yapisal olarak
asir1 derecede FDR3 geninin anlatim yaptig1 bulunmustur (Talke ve dig., 2006; van de
Mortel, 2006; Rascio ve Navari-1zzo, 2011). FDR3 proteinin, bitkilerde klorofil 11
biyosentezi, solunum ve fotosentetik elektron aktarimi gibi ¢esitli metabolik siireclerde
yer alan temel element Fe taginimi i¢in, mutlak gerekli bir ligand olan sitratin ksileme
salgilanmasinda rol aldig:1 bilinmektedir (Durret ve dig., 2007). Ayrica, bu genin
hiperakiimiilator bitkilerde fazla anlatim yapmasi Zn ve Mn gibi metallerin taginiminda
rol alabilecegini gostermektedir. Yapilan baska bir ¢alismada piring genomunda FRD3-
benzeri genler bulunmus ve bunlardan 3 tanesi (OSFRDLI, OsFRDL2 ve OsFRDL3)
izole edilmistir (Inoue ve dig., 2004). Yapilan promotor-GUS analizi, OSFRDLJ geni

promotorunun uzun mesafeli tasinimin yapildig: hiicrelerde aktif oldugunu gostermistir.
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2.3.3.3. Oligopeptit Tastyict Ailesi

Bazi otsu bitkilerin kokleri demir eksikligine tepki olarak fitosideroforlar
(phytosiderophores) salgilar ve tasiyict YS1 proteini ile demir- fitosiderofor kompleksi
seklinde Fe elementini alir (Ueno ve dig., 2009). YS1, oligopeptit tasiyic1 protein iist
ailesi (OPT) iginde yer alan bir tasiyici proteindir (Yen ve dig., 2001). YSL familyasi
bitkiler i¢in 6zel olmakla beraber ilk defa misirda tanimlandigi i¢in adin1 misir Sar1 Serit
1 Proteininden (Yellow stripe 1 Protein) (ZmYS1) almaktadir (Curie ve dig., 2001; Ueno
ve dig., 2009). ZmYS1 tasiyicist Fe, Zn, Cu, Ni iyonlarinin ve daha az bir kapsamda da
Mn ve Cd elementlerinin taginmasinda gorev almaktadir. Bu iyonlar fitosideroforlar
veya NA tarafindan selatlanabilir. YS1 geninin Arabidopsis genomunda 8 tane, piring
genomunda ise 19 tane homologu (YSL, Yellow Stripe-like proteins) bulunmustur
(Curie ve dig., 2001; Jean ve dig., 2005). Ayrica, baz1 homologlar1 arpada (Murata ve
dig., 2006) ve dikotil bir tiir olan Thlaspi caerulescens’de (Gendre ve dig., 2007)
tanimlanmistir. Arabidopsis’te bulunan AtYSL1 geni, yaprak ksilem parankimasinda,
polende ve geng silikalarda anlatim yapmaktadir. Diisiik Fe-NA kompleksine sahip
mutantlarda normal ¢imlenmenin olmamasi bu proteinin selatlanmis Fe elementinin
taginmasinda rol aldiginin bir isaretidir (Le Jean ve dig., 2005). AtYSL2 homologu ise,
kok ve govde vaskular dokularinda anlatim yapar ve esas olarak lateral bir sekilde
plazma membraninda yer aldigi i¢in metallerin damar igine lateral hareketinde gorev
alir (Schaaf ve dig., 2005).

2.3.4. Selasyon

Agir metaller bitki hiicresine alindiktan sonra metabolik olarak toksik seviyeye
gelinceye kadar gerekli degildir. Bitkiler agir metallarin birikmesiyle istenmeyen toksik
reaksiyonlara katilimlarin1 6nlemek ve daha fazla metal depolayabilmek icin gesitli
mekanizmalar gelistirmiglerdir. Hiicre iginde, toksik metal konsantrasyonu belirli bir
esik degerini asarsa, aktif bir metabolik siire¢ selatlayici bilesiklerin tiretimine katkida
bulunur. Metallerle selasyon yapan bilesikler genellikle “metallotiyonin” ve
“fitokelatin”ler olup, metallerin detoksifikasyonunda 6nemli rolleri vardir. Kok
hiicreleri agir metallere maruz kaldiginda bu bilesiklerin sentezi i¢in hiicre uyarilir
(Rauser, 1999; Rea ve dig., 2004). Bitkilerde bircok metal selatorii vardir. Kiigiik

molekiillerin biiyiik bir kismi, ayn1 zamanda organik asitler, amino asitler, fosfat ve
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tirevleri dahil olmak {izere bir¢ok molekiil hiicrelerin ig¢indeki metal selasyonuna

katilmaktadir (Rauser, 1999; Rascioa ve 1zzo, 2011).

2.3.4.1. Fitokelatinler

Agir metal detoksifikasyonunda onemli rolleri olan fitokelatinler (PC), birgok metali
metal-tiyolat kompleksleri seklinde alikoyabilme 6zelligine sahiptir. PC’ler 6zellikle Cd
tolerans1 bakimindan bitkilerde en iyi karakterize edilmis metal selatlaridir (Cobbett,
2000; Benavides ve dig., 2005). Bu molekiiller sisteince zengin kii¢iik polipeptitler
olup, genel yapisi (y-Glu-Cys)n-Gly (n = 2-11) seklindedir (Cobbett ve Goldsbrough,
2002; Dalvi ve Bhalerao, 2013). Bir¢ok bitki tiirlinde ve bazi mikroorganizmalarda
tanimlanmis olan fitokelatinler, sitozol iginde sentezlenir ve daha sonra da kompleksler
seklinde vakuole tasinir. Bitkilerde Cd, Cu, Zn, Ag, Au, Hg, ve Pb gibi agir metallerin
birikimi PC’lerin iiretimini tesvik etmektedir (Mendoza-Cozatl ve dig., 2008). Brassica
napus’ta, Hg ile ilgili yapilan bir ¢alismada, Hg birikiminin PC2 konsantrasyonu ile
giicli bir sekilde iliskili oldugu gosterilmistir (Iglesia-Turino ve dig., 2006; Terzi ve
Yildiz, 2011).

PC’ler, glutatyondan (GSH; y-GluCysGly) enzimatik bir reaksiyonla, fitokelatin sentaz
(phytochelatine synthase) tarafindan agir metal iyonlarmin bulundugu ortamlarda
uretilir. Yapilan bir¢ok fizyolojik, biyokimyasal ve genetik calismalar, GSH nin (veya
bazt durumlarda iligkili bilesiklerin) PC biyosentezi ic¢in substrat oldugunu
dogrulamistir (Rauser, 1995; Pal ve Rai, 2010). Ozellikle, Arabidopsis’in yani sira GSH
icermeyen Schizosaccharomyces pombe maya mutantlarinda yapilan genetik ¢aligmalar,
GSH eksikliginde, PC eksikligini ve Cd elementine asir1 duyarliligi onaylamistir
(Cobbett, 2000). Bitkilerde glutatyon, sisteinden iki basamakli bir reaksiyonla
sentezlenmektedir: ilk asamada y-glutamil-cis sentaz (y-ECS) reaksiyonda katalizor
gorevindeyken ikinci asamada glutatyon sentaz (GS) tarafindan reaksiyon kataliz edilir.
y-glutamil-cis sentaz aktivitesi sisteinin kullanilabilirligine baghdir ve glutatyon
tarafindan geri-bildirim regulasyonu ile kontrol edilmektedir (May ve Leaver, 1995;
Mejare ve Bullow, 2001). GSH senteziyle ilgili enzimlerle bircok caligmalar yapilmis
ve Arabidopsis thaliana (Howden ve dig., 1995; Clemens ve dig., 1999; Cobbett, 2000),
Triticum aestivum (Keltjens ve Van Beusichem, 1998; Stolt ve dig., 2003), Brassica
juncea (Speiser, 1992) ve Schizosaccharomyces pombe (Vatamaniuk ve dig., 1999;

Clemens ve dig., 1999)’de bu enzimi kodlayan genler bulunmustur. Ayrica,
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fitokelatinlerin sentezinde metal tiiriiniin etkili oldugunu gdsteren c¢alismalar da
mevcuttur. Ornegin, Vestergaard ve dig. (2008), Mg, Mn*2 Ca*?> ve Na'
uygulamalarmin PC sentezini etkilemedigini, buna karsin Cd*? ve Zn*? uygulamalarmin
PC iiretimine neden oldugunu bildirmislerdir. Yine benzer bir ¢alismada, Zhang ve dig.
(2008), Sedum alfredii bitkilerinde Cd ve Pb stresinin PC {iretimini arttirdigini, buna

karsin Zn stresinin etki gostermedigini tespit etmislerdir (Terzi ve Yildiz, 2011).

2.3.4.2. Metallotiyoninler ve Ferritinler

PC’ler gibi metallotiyoninler de (MT) sistein bakimindan zengin, diisiik molekiil
agirlikli metal baglayici peptitlerin biiyiikk bir ailesidir (Hamer, 1986; Kagi, 1991).
Metal selasyonu i¢in tiyol gruplarina sahip olan bu grup, PC’lerden farkli olarak mRNA
translasyonu sonucu olusan gen iiriinleridir. Bu protein ailesi hayvanlar, prokaryotlar ve
bitkiler gibi bircok organizmada tespit edilmistir. Bitkilerde bulunan MT’ler diger
organizmalarda bulunanlardan farkl: yapida olup 9-16 sistein igerigine sahip, siilfiirce
zengin 60-80 aminoasitlik proteinlerdir (Rauser, 1999). MT’lerin metal baglama
ozelliklerinden dolayr metal homeostazisi ve detoksifikasyonunda rol oynadig
diigiiniilmektedir. Bitkilerde MT’ler Cu ve Zn gibi mikro besin elementlerinin
homeostazisinin siirdiiriilmesinde gorev almaktadir. Ayrica, Cd ve As gibi toksik
metallerin detoksifikasyonunda da yer aldiklari bildirilmistir (Lee ve dig., 2004;
Merrifield ve dig., 2004).

Bitkilerde tanimlanan ilk MT 1987 yilinda bugdayda bulunan ECMT proteinidir (Lane
ve dig., 1987) ve o zamandan beri 140’tan fazla MT dizisi ¢esitli tirlerde
tanimlanmistir. (Zhou ve dig., 2006). Bitkilerde MT’ler cesitli abiyotik streslerle
tetiklenirken, ayni zamanda bitkinin gelisimi sirasinda da anlatim gostermektedirler
(Rauser 1999). Bugday ve piringte MT’lerin Cu ve Cd gibi metal iyonlar1 ve asiri
sicaklik ile besin eksikligi gibi abiyotik stresler tarafindan uyarildig1 rapor edilmistir
(Cobbett ve Goldsbrough, 2002). Sistein yapisina ve icerigine gore MT ler, bitkilerde 4
alt gruba ayrilmaktadir. MT1, MT2, MT3 ve MT4 olarak adlandirilan bu gruplarin bitki
dokularidaki anlatimlar1 ve islevleri farklidir (Yang ve Chu, 2011). Ornegin, tip 1 MT
genel olarak koklerde anlatim gosterirken (Hudspeth ve dig., 1996) tip 2 MT ¢ogunlukla
yapraklarda anlatim gostermektedir (Zhou ve Goldsbrough, 1995). MT1, ortada

sisteinin olmadig1 bir ara bolge ile pargalara ayrilmis iki sisteince zengin domaini ile
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karakterize edilir. Bu proteinlerde, memelilerle benzer sistein diizenlemesine sahip
yapilar bulunur ancak farkli olarak ¢ok daha uzun bir aralik bolgesi yer alir (Vallee,
1991; Zhou ve dig., 2006). MT2, bugdayda bulunan ECMT preteini ile temsil
edilmektedir ve 3 tane sisteince zengin domain igerir (Lane ve dig., 1987).
Monokotilerlerde ve dikotillerde bulunan MT’lerden elde edilen {iriinlerin ¢ogu Tip 1’e
aittir. Bu nedenle Tip 1 MT’ler sisteinlerin yerlesimine gére MT1a ve MT1b gibi ¢esitli
izoformlara ayrilmistir. Fitokelatinlerden olusan Tip 3 MT daha ¢ok olgunlasmis
meyvelerde anlatim gosterir. MT3, bitkilerde enzimatik olarak bir poli (g-Glu-Cys)-
glisin yapisi iceren peptitlerden sentezlenir (Cobbett ve Goldsbrough, 2002). Tip 4
MT’nin anlatim1 ise sadece gelismekte olan tohumlarda belirlenmistir. Ornegin,
bugdayda (ECMT) ve A. thaliana tohumlarinda oldukga fazla MT4 anlatiminin oldugu
tespit edilmistir.

Hayvanlarda ve mantarlarda bulunan metallotiyoninler, agir metal detoksifikasyonunda
acik bir sekilde gorev almasina ragmen, bitkilerde MT’ler ve agir metaller arasindaki
iliski kesin olarak bilinmemektedir (Zenk, 1996; Giritch ve dig., 1998). MT’lerin A.
thaliana’da Cu homeostazisine katildig1 bilinirken (Cobbett ve Goldsbrough 2002), S.
cerevisiae’de yapilan c¢aligmalar MT1 ve MT2 proteinlerinin Cd toleransiyla iliskili
oldugunu isaret etmektedir (Zhou ve Goldsbrough, 1994).

Transgenik bitkilerle yapilan galismalarda, MT genlerinin bu bitkilere aktarilmasiyla
agir metalleri biriktirme yeteneklerinin arttig1 goriilmiistiir (Daghan, 2004; Pavlikova ve
dig., 2004; Cherian ve Oliveira, 2005). Ozellikle maden yataklar1 gibi kirlenmis
alanlarin agir metallerden temizlenmesi i¢in transgenik bitkilerin gelistirilmesi ve tarla
denemeleri, fitoremediyasyon teknolojilerini daha etkili ve uygulanabilir hale
getirmektedir. Ornegin, Ellis ve dig. (2004) yaptiklar1 bir calismada, selenyum
hiperakiimiilatorii  Astragalus bisculcatus bitkisinden izole edilen selenosistein
metiltransferaz (SMT) genini A. thaliana’ya aktarmislardir. SMT nin asir1 anlatiminin
saglandig transgenik A. thaliana bitkilerinin, selenit (SeO®) ile kirlenmis topraklarda
yetistirildiklerinde biriktirdikleri Se miktar1 yabani tiplerine gore 8 kat artmistir. Yine
tiitinde yapilan bir ¢alismada, tiitiin bitkilerine AtMT2b ve AtHMA4 genleri aktarilmis
ve bu genlerin birlikte anlatimmin Cd toleransin1 ve govde dokusuna Cd ve Zn

taginimini arttirdigr bildirilmistir (Grispen ve dig., 2011).
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Ferritinler ise multimerik demir baglayic1 proteinlerdir ve kendi merkezi boslugunda
4 500 demir atomuna kadar saklayabilir (Harrison ve Arosio, 1996; DalCorso ve dig.,
2013). Hayvanlarda ferritinlerin Cu, Zn, Cd ve Al dahil olmak tizere farkli bir¢ok metali
depolama yetenegine sahip oldugu bulunmasina ragmen, bitkilerde sadece Fe elementini
depoladig1 gosterilmistir (Price ve Joshi, 1982). Bitki ferritinleri, fotoinhibisyon ve
demirin asir1 yiiklenmesi gibi gesitli ¢evresel streslere yanit olarak sentezlenir (Murgia
ve dig., 2001, 2002). Ferritinin bitkilerdeki gen anlatim1 ABA ve antioksidanlar ayrica,
serin/treonin fosfataz inhibitorleri tarafindan diizenlenir. Bu nedenle, ferritinin serbest
demirin yol ag¢tig1 oksidatif strese karsi bir savunma mekanizmasi vardir. Bitkilerde
ferritinin baslica gorevi demiri depolamak ya da serbest birakmak degil, hiicrelerde

oksidatif stresten olusabilecek hasar1 6nlemektir (Ravet ve dig., 2009).

2.3.4.3. Organik Asitler, Amino Asitler ve Fosfat Tiirevleri

Malat, sitrat, oksalat gibi kii¢iik ligandlar ve aminoasitler agir metal toleransinda ve
detoksifikasyonunda rol oynamaktadir (Rauser 1999; Mleczek ve dig., 2013). Ozellikle
agir metallerin ksilemde tasinmasinda etkili olan bu ligandlar, hiicrede birden fazla role
sahiptirler. Bitkide, metale maruz kalma ile asit lretim miktar1 arasindaki iliski
incelendiginde bu karboksilik asitlerin agir metal taginimina katildiklar1 ¢ok aciktir.
Ornegin, sitrat gibi organik asitlere gore iki degerlikli katyonlarla daha kararli
kompleksler olusturan histidin (His) ve nikotiamin (NA) ’in konsantrasyonu Ni ve Zn
hiperakiimiilasyonu i¢in ¢ok Onemlidir. Ni elementine maruz kalan nikel
hiperakiimiilatorii Alyssum lesbiacum’da His konsantrasyonunun arttigi tespit edilmistir
(Kerkeb ve Kramer, 2003; Ingle ve dig., 2005). Yine farkli Ni hiperakiimiilatorii Thlaspi
tiirlerinin koklerinde yiiksek seviyelerde histidin bulunmustur (Assun¢do ve dig., 2003;
Terzi ve Yildiz, 2011).

Bitkilerde sitrat sentaz enzimi tarafindan sentezlenen sitratin, hiicredeki ana gorevi Fe*?
iyonunun selatlanmasidir. Bununla birlikte, malat ve oksalat gibi organik asitlerle
karsilastirildiginda daha yiiksek metal iyonu kapasitesine sahip oldugu goriilmiistiir.
Ozellikle, Ni*? ve Cd*? gibi metaller igin kuvvetli bir ¢ekime sahiptir (Kramer ve dig.,
2000). Bitkilerde PC'lerin kesfinden dnce, Ni hiperakiimiilatorii ile yapilan arastirmalar
Ni elementinin agirlikli olarak sitrata bagli oldugunu gostermistir ve iretilen sitrat

miktar1 ile akiimiile edilen Ni arasinda giiclii bir iligkinin oldugu ortaya konmustur (Lee,
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1977; 1978; Hossain ve dig., 2012). O zamandan beri yapilan bir¢cok calismada,
karboksilik asitlerin agir metallerle iligkili oldugu bulunmustur. Miyasaka ve dig.’nin
(1991) yaptig1 baska bir ¢alismada, Phaseolus vulgaris L.’de sitrik asit ile Al toleransi
arasinda bir iliski oldugu tespit edilmistir. Malat ise ¢inko toleransl bitkilerde sitozolik

bir Zn selatoriidir (Mathys, 1977).

Hiperakiimiilator bitkilerde amino asitler ve tiirevleri, metal iyonlarinin toksik
diizeylerde etkisini azaltmak i¢in bitki direncini arttiran metal selatlarini olustururlar.
(Rascio ve Navari-1zzo, 2011). Histidin agir metal metabolizmasinda en 6nemli serbest
amino asit olarak kabul edilir. Ni hiperakiimiilator bitki olan Alyssum lesbiacum 'da Ni
elementinin alinimi, ksilemde bulunan His konsantrasyonu ile orantilidir (Callahan ve
dig., 2006; Haydon ve Cobbett, 2007). Bitki Ni elementine maruz kalnca, ATP
fosforibosiltransferaz geni (ATP-PRT) His biyosentezindeki ilk basamag: katalizler.
ATP-fosforibosiltransferazin anlatimi1 hiperakiimiilator olan Alyssum lesbiacum’'da
akiimiilator olmayan Alyssum montanum’a gore daha fazladir (Kramer ve dig., 1996;
Mleczek ve dig., 2013). Transgenik A. thaliana bitkisinde yapilan bir ¢alismada, ATP-
PRT geninin asir1 anlatimimin Ni toleransim1 ve govdedeki serbest His havuzunu
arttirdig1 ama ksilem 6zsuyunda ve gévdede Ni birikimini etkilemedigi bulunmustur. Bu
durum, bitkide Ni hiperakiimiilasyonu i¢in baska ek faktorlere ihtiyag¢ oldugunu
gostermektedir (Ingle ve dig., 2005).

Nikotinamin (NA), NA sentaz (NAS) tarafindan katalizlenen bir reaksiyonla 3 tane S-
adenosil-L-metiyonin molekiiliiniin yogunlastirilarak sentezlenmesinden olusan bir
aminokarboksilat grubudur (Shojima ve dig., 1990). Bu amino asit tiirevi, Fe, Zn ve Cu
elementlerini selatlayarak vakuollerde depolanmasini saglar (Stephan ve dig., 1996;
Mleczek ve dig., 2013). NA’nin, koklerden salgilanmayip bu elementlerin uzun
mesafede tasinmasinda rol oynadigi belirlenmistir. Ni elementine maruz kalmis
hiperakiimiilator Thlaspi caerulescen’de Ni’nin kdklerde NA birikmesini tetikledigi
gosterilmistir. Ancak, koklerde TCNAS anlatimi ve/veya NAS aktivitesi tespit
edilememistir. Bu da biiyiik olasilikla, NA’nin ksilem 6zsuyunda sabit bir Ni-NA
kompleksi olusturarak gdvdeden tasindigmi diisiindiirmektedir. Akiimiilator olmayan
Thlaspi arvense’de ise NA ve Ni-NA selatlar1 bulunmaz. A. thaliana'daki NAS anlatim

seviyeleri Fe, Zn ve Cu yetersizliginde artmaktadir. Zn eksikligi, A.thaliana ve A.
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halleri’nin (Zn ve Cd hiperakiimiilatorii) her ikisinde de govdede NAS transkriptinin
artmasin tetikler (Talke ve dig., 2006). Normal biliylime sartlar1 altinda, A. halleri
koklerde yiiksek oranda NAS anlatimi gosterir ve daha fazla NA akiimiile eder. NA'nin
genellikle sitoplazma ve floemde faaliyet gostermesi beklenirken, transgenik bitkilerin
vakuollerindeki NA bolimlenmesinin gelismis olmasi, vakuoldeki Zn birikimini
yonetmektedir (Haydon ve dig., 2012).

2.3.5. Agir Metallerin Tasinmasinda Rol Oynayan Tasiyici1 Proteinler

Metal iyonlar1 sitozolde asir1 derecede biriktiginde, bitkideki toksik etkilerini en aza
indirmek i¢in sitozolden uzaklastirilmalar1 gerekir. Bitkiler bu islemi disa akis ya da
boliimlendirme yoluyla yaparlar. Bu siirecte yer alan ¢esitli hiicre i¢i tasiyict gen aileleri
bitki ve mayada tespit edilmistir. Bu gen aileleri, ATP baglayici kaset, agir metal

ATPazlar, katyon difiizyon kolaylastiric1 proteinleri icermektedir.

2.3.5.1. ABC-Tipi Aile

ABC (ATP-baglayici kaset) tasiyicilari tiim canli organizmalarda bulunan, genis bir
membran protein ailesini olusturmaktadir (Ortiz ve dig., 1992; Ortiz ve dig., 1995; Hall
ve Williams, 2003; Crouzet ve dig., 2006). ATP hidrolizi ile ¢alisan bu pompalar birgok
maddenin taginmasinda gorev almaktadir. Agir metal iyonlari, ksenobiyotikler, sekerler,
lipitler, peptitler ve pigmentler ABC proteinlerinin tasidiklart maddeler arasinda
siralanabilir. Gliniimiize kadar yapilan ¢alismalarda bitkilerde bu ailenin iki biiyiik alt
siifi tammmlanmistir. Coklu ilag direnciyle iliskili proteinler (MRP) ve ¢oklu ila¢ direng
proteinleri (MDR) olarak tanimlanan bu alt siniflar, 6zellikle selatlanmis agir metallerin
sekestrasyonunda (alikonmasinda) etkindir. Arabidopsis’te klonlanan ilk ABC tasiyici
bir MDR-benzeri gen olmasina ragmen bitkilerde sadece belirli MRP’ler bugiine kadar
islevsel olarak karakterize edilmistir (Rea ve dig., 1998; Hall ve Williams, 2003).
Ozellikle, vakuolde glutatyon S-konjugat pompasi (GS-konjugatlarl) tasinmasinda
oynadiklar1 rol tam olarak tanimlanmis ve ABC tasiyicilarin glutatyon S-konjugat
pompasi olduklari tespit edilmistir. ABCC1 ve ABCC2 tasiyicilar1 glutatyon-konjugat
komplekslerini vakuole tasiyan “ABC tasiyicilar’” olarak tanimlanmistir (Liu ve dig.,

2001; Rea, 2007).

Bitki hiicrelerinde vakuoller, PC-Cd komplekslerinin birikimi ve depolanmasi i¢in ana

organel olarak islev goriir (Salt ve dig., 1995). ABC tasiyicilarinin da vakuollere madde
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tasinmasinda gorev aldiklari diistiniilmektedir. Arabidopsis’te ¢oklu ilag-direnci ile
iligkili ABC tastyicilarinin homologu olan AtMRP’nin, Cd elementinin selatlar seklinde
vakuole tasmmmasinda roliinlin olduguna dair kanitlar mevcuttur. Yulaf ve
Arabidopsis’te yapilan ¢alismalarla Cd toleransi ve sekestrasyonunda AtMRP’lerin rolii
detayli olarak arastirilmigtir. Arabidopsis’te Cd uygulamasindan sonra belirgin bir
sekilde AIMRP3 miktarinin artmasiyla, yiiksek oranda diizenlenen 4 MRP tasiyicisinin,
kokte anlatim seviyelerinin arttig1 bildirilmistir. Bu nedenle, Bovet ve dig. (2003) ABC
tastyicilart arasinda sadece AtMRP3’iin, Kim ve dig. (2006) ise sadece AtATM3’iin Cd
taginiminda iglev gordiigilinii ileri siirmiistiir. Ama ilging bir sekilde bu homolog tasiyici

genin, Cu uygulamasiyla da tetiklendigi belirlenmistir (Hall ve Williams, 2003).

2.3.5.2. CDF- Tipi Aile

Katyon difiizyon kolaylastirict (CDF) protein ailesi iiyeleri, sitoplazmadan vakuole,
apoplasta ve endoplazmik retikuluma metal iyonlarinin tasinmasina katilmaktadir
(Kramer ve dig., 2007; Peiter ve dig., 2007). Bu protein ailesi ayn1 zamanda bitkilerde
“Metal Tasiyic1 Proteinler (MTP)” olarak da adlandirilir. Metal homeostazisi ve
toleransinda 6nemli rollere sahip CDF tasiyicilar, ilk olarak prokaryotlarda karakterize
edilmistir (Nies, 1992; Paulsen ve Saier, 1997; Eide, 1998; van der Zaal ve dig., 1999;
Hall ve Williams, 2003). Daha sonra bir¢ok 6karyotta bulunmus ve Zn*?, Cd*2, Co*?,
Fe*?, Ni*2 ve Mn*? gibi iki degerlikli metal katyonlarinin disa akis seklinde tasiniminda
gorev aldig belirlenmistir (Krdmer ve dig., 2007; Montanini ve dig., 2007; DalCorso ve
dig., 2013). CDF ailesi, filogenetik olarak 4 gruba ayrilmaktadir fakat bunlardan grup |
ve III’lin lizerinde, bitkilerde metal toleransi ve birikimi ile ilgili oldugu i¢in daha fazla

calisma yapilmistir (Méser ve dig., 2001; Krdamer ve dig., 2007).

Bitkilerde ilk teshis edilen MTP geni, ZAT1 olarak bulunmus daha sonra ismi AtIMTP1
geni olarak degistirilmistir. Arabidopsis thaliana bitkilerinden izole edilen bu genin,
hayvanlarda bulunan ZnT Zn tasiyicit geniyle gorevi bakimindan oldukg¢a benzerlik
gosterdigi  bulunmustur (van der Zaal ve dig., 1999). AtMTP1l geni tiim bitki
organlarinda yapisal olarak anlatim yapmakta fakat Zn tarafindan bu genin anlatimi
tetiklenmemektedir. Ancak, AtMTP1 geni aktarilmis transgenik bitkilerle yapilan
calismalarda, bitkilerin koklerinde Zn konsantrasyonunun ve toleransinin arttigi rapor
edilmistir. Bunun yaninda, bu genin susturulmus oldugu bitkilerin ise asir1 Zn

hassasiyeti gosterdigi bildirilmistir (Desbrosses-Fonrouge ve dig., 2005). A. thaliana’ da
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belirlenen diger bir tonoplast tasiyici olan AtMTP3, Zn elementinin vakuole
taginmasinda yer almaktadir (Kramer ve dig., 2007). Zn hiperakiimiilatorii olan
Arabidopsis halleri bitkisinde de AtMTP1 homologu olan AhRMTP1 geni bulunmustur
(Drager ve dig., 2004). Koful membrani Zn/H" antiportu olan AAMTP1 geninin anlatim
seviyelerinin, A. halleri’nin yapraklarinda A. thaliana’nin yapraklarina oranla 20 kat
daha fazla oldugu belirlenmistir (Becher ve dig., 2004; Drager ve dig., 2004; Kramer,
2010).

Metal hiperakiimiilatérii Thlaspi goesingense bitkilerinde bir MTP geni olan TgMTP1
tanimlanmistir (Persans ve dig., 2001). Yapilan bir ¢alismada, T. goesingense’ de,
TgMTP1 geninin yiiksek seviyedeki anlatiminin gévde vakuollerinde Ni iyonlarinin
birikimini arttirdig1 bildirilmistir. Bununla birlikte, Thlaspi goesingense membran MTP
proteininin mayada asir1 anlatiminin saglanmasiyla, Cd, Co, Ni ve Zn iyonlarina
toleransin arttig1 rapor edilmistir (Terzi ve Yildiz, 2011). Ayrica, hiperakiimiilator bitki
Thlaspi caerulescens’ da da bir ZAT geni olan ZTP1 karakterize edilmistir (Assungao
ve dig., 2001). Biiyiik oranda yapraklarda anlatim yapan bu genin koklerde de az
miktarda bulundugu saptanmistir. Bu bitkilerin ¢ogu Zn elementine karsi toleransl
oldugu igin Zn’nin hiicre i¢i tasiniminda ZTP1/ZAT-benzeri tasiyicilar gibi rol aldiklar
diisiiniilmektedir (van der Zaal ve dig., 1999; Assungao ve dig., 2001).

Tropikal bir bitki olan Stylosanthes hamata’ da bir baska CDF tasiyicist ShMTP1 tespit
edilmistir. Baklagiller familyasindan olan bu bitki, Mn?" miktariin yiiksek oldugu
topraklarda  biiyliyebilmektedir. ShMTP1 geni, maya ve Arabidopsis’te

2+

sentezlettirildiginde Mn“"’ye kars1 tolerans sagladigi gorilmistiir. Ayrica, SEMTP1’in
proton/ Mn?* antiportir olarak olas1 bir goreve sahip oldugu diisiiniilmektedir (Delhaize
ve dig., 2003; Pittman, 2005; Hanikenne, 2009). Mn toleransinda etkili diger bir disa
akig proteinlerinden biri de ShMTP8’dir. Delhaize ve dig., (2003) tarafindan SAMTPS’in
Stylosanthes hamata’da anlatim yaptig1 belirlenmistir. Yapilan ek caligmalarla bu genin
tonoplastta lokalize oldugu bulunmus ve Mn*? iyonlarmin sitoplazmadan

uzaklastirilmasinda aktif rol oynadiklar1 bildirilmistir.

CDF tastyicilan igerisinde (AtMTP1 dahil) Grup III ile yakindan iliskili diger bir gen
olan PtdMTP1 hibrit kavakta (Populus trichocarpa x Populus deltoid) tanimlanmistir
(Gaither ve Eide 2001; Blaudez ve dig., 2003). PtdMTP1, diisiik seviyelerde anlatimi
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olan yapisal bir tasiyict protein olup, bitkinin genelinde yaygin bir sekilde bulunur.
Blaudez ve dig., (2003) bitkide en yiiksek PtdMTP1 anlatimimin olgun yapraklarda ve
koklerde oldugunu tespit etmislerdir. PtdMTP’in mayada anlatiminin saglanmasiyla, Zn
elementine asir1 duyarli mutant soylarin1 tamamlamayi basardigi goriilmiistiir. Ancak,
Cd, Co, Mn ve Ni gibi diger metallere kars1 ayni sonucu gostermemistir (Blaudez ve
dig., 2003).

2.3.5.3. Agwr metal ATPazlar

P-tip agir metal ATPaz, aralarinda bitkilerin de oldugu bir¢ok organizmada gerekli ve
olast zehirli metalleri hiicre zar1 iginde tasima goreviyle iliskilendirilmistir. Bunlar;
ATP’yi yiiklii parcaciklarin biyolojik zarlar igerisinde basingla tasinmasinda kullanan ve
reaksiyon dongiisii igerisinde olusan fosforile edilmis araci molekiil ile taninan P-tip
ATPaz protein st ailesinin bir alt grubudur. Metal iyonlarinin elektrokimyasal
gradiyente karsi ATP hidrolizi ile tasinmasi, bitkilerde ve mantarlarda agir metal
ATPaz’lar (HMA) tarafindan yapilmaktadir. HMA’lar bir¢ok farkli gruba ayrilmakta ve
¢ogu organizmada bulunmaktadir. Na*/K*-ATPaz hayvanlarda, Ca?*-ATPaz ise gesitli
organizmalarda bulunan HMA’lara 6rnek olarak verilebilir (Axelsen ve Palmgren,
2001; Hall ve Williams, 2003). Biitiin ATPaz’lar, reaksiyon dongiilerinde ara bir
fosforlanma olusumunu igeren ortak bir enzimatik mekanizma paylasir ve bu nedenle de
P-tipi ATPaz’lar olarak adlandirilir (Serrano, 1989; Axelsen ve Palmgren, 2001; Hall ve
Williams, 2003).

P-tipi ATPaz’lar, kendi iginde tastyicilik 6zelliklerine gore iki veya daha fazla alt gruba
ayrilabilen, temelde 5 ana aile (I+V) olarak smiflandirilir. Agir metal tasiyict ATPaz4
(HMA4) olarak da adlandirilan P1B-tip ATPaz’larin metal taginiminda énemli bir rol
oynadig1 diisiiniilmektedir (Palmgren ve Axelsen, 1998; Axelsen ve Palmgren, 2001).
1B agir metal tasiyict ATPaz’larin substratlari, membran vezikiilleri iizerinde yapilan
biyokimyasal ¢aligmalarin sonucunda, Cu (Il) yerine Cu (I) olarak belirlenmistir
(Yruela, 2005). Aymi zamanda bu grup korunmus bir membran icinde sistein-
prolinesisteine/histidin/serin dizisini igerdigi i¢cin CPx-ATPaz olarak da adlandirilir
(Solioz ve Vulpe, 1996).

Arabidopsis ve Oryza sativa bitkilerinin sekiz HMA genine sahip oldugu belirlenmistir
(Baxter ve dig., 2003). Arabidopsis bitkilerinde yapilan genom analizleri, HMA’larin
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islevsel olarak bu bitkilerde iki farkli gruba ayrildigini géstermistir; birinci grup HMA1-
4’{in Zn, Co, Cd ve Pb taginimindan, diger grup HMA5-8’1in ise Cu ve Ag taginimindan
sorumlu oldugu tespit edilmistir. Ayrica, Arabidopsis bitkilerinde HMA4 tasiyicilarinin
Zn homeostazisi ve Cd detoksifikasyonunda gorev aldiklar1 bildirilmistir. Bu metallerin
kokten govdeye gecisinde de HMA4’lerin rol aldigr belirlenmistir (Mills ve dig., 2005;
Courbot ve dig., 2007; Terzi ve Yildiz, 2011). Arabidopsis bitkilerinde giiniimiize kadar
yapilan ¢alismalar incelendiginde, A. halleri’ de bulunan AhHMA4 ile A. thaliana’ da
bulunan homologu AtHMA4iin protein islevleri arasinda raporlanan bir farkliliga
rastlanmamistir. AtHMA4, A. thaliana kok ksilemlerinde Zn ve Cd yiiklemesini
saglamaktadir. A. thaliana ¢ift mutantt hma4 ve homologu hma2’de govdedeki Zn
konsantrasyonlar1 yaklasik %50 azaltilmig, kokteki Zn konsantrasyonlart artmis olup,
normal biiyiime ortaminda gévdede Zn eksikligi semptomlar1 gézlenmistir. AhHMA4 ve
AtHMA4 arasindaki en biiyiik farklilik, A. halleri’de AhHMA4’de 6 ile 53 kat daha fazla
transkript miktar1 olmasi ve transkriptlerin konumlarinda ¢ok mindr degisiklikler
olmasidir. A. halleri ile benzer olarak, N. caerulescens’de bulunan NcHMa4’iin hem
kok hem de govdedeki anlatim seviyeleri A. thaliana AtHMAA4’e oranla ¢ok daha
yiiksektir (Bernard ve dig., 2004). Varolan bulgulara gore HMA4, N. caerulescens ve A.
halleri’de metal hiperakiimiilasyonu ve hipertoleransinda son derece etkindir (Papoyan

ve Kochian, 2004).

Bitki hiicrelerinde Cu birikimi ve tasima mekanizmalar1 hakkinda detayli bilgi
bulunmamaktadir. Ancak yakin zamanda yapilan ¢aligmalarla 6zellikle mayadan diger

Okaryotlara kadar bir¢ok organizmada ¢esitli Cu agir metal tasiyict ailesi belirlenmistir.

2.3.5.4. Katyon/H* antiportirlar

CaCA protein ist ailesi olarak da adlandirilan katyon/H" antiportirlari, yiiksek kapasite
ve diisiik affiniteye sahip tasiyicilardir. Fizyolojik olarak cesitli bitkilerden karakterize
edilen bu antiportirlarin bitkide bulunduklar yerler agirlikli olarak vakuol membranlari
yani tonoplastlardir. Bunun yaninda, plazma membrani ve kloroplast tilakoid membrani
da antiportirlari igermektedir (Blumwald ve Poole, 1986; Ettinger ve dig., 1999; Luo ve
dig., 2005; Mei ve dig., 2007). Bu tasiyicilar, sitozolik Ca*® ve Na* iyonlarin1 vakuole
tagiyarak konsantrasyonlarinin diizenlenmesinde gorev almaktadir (Hirschi, 2001).

Metal homeostazinda gorevli olan MHX ve CAX, CaCA aile tiyelerine 6rnek olarak
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verilebilir. MHX, ksilemle ilgili hiicrelerde anlatim yapan, vakuolar bir Mg*? ve
Zn*?/H* antiportudur. Bu antiportun tiitiin bitkisinde asir1 anlatimi Mg ve Zn
elementlerine karst duyarliligi arttirmasina ragmen bu metallerin g6vdedeki
konsantrasyonunu degistirmez (Shaul ve dig., 1999). CAX ailesi, Ca™?/H* antiportu
olarak tanimlanmaktadir. Ayrica vakuolde Cd*? sekestrasyonu i¢in bu antiportun énemli
bir yol oldugu disiiniilmektedir (Salt ve Wagner 1993). A. thaliana’ da, yalnizca
AtCAX2 ve AtCAX4 gibi CAX proteinlerinin Cd elementinin vakuolde birikimi ile ilgili
oldugu rapor edilmistir (Korenkov ve dig., 2007). AtCAX2 ve AtCAX4’in
Arabidopsis’te asir1 anlatimi Cd’nin vakuollere daha fazla birikimiyle sonuglanir.
AtCAX4 esas olarak kok ucunda anlatim yapar ve Ni ve Mn ile bu genin anlatimi

tetiklenir (Mei ve dig., 2009).

2.4. BITKILERDE AGIR METAL METABOLIiZMASI iLE ILiSKIiLi
GENLERIN BELIRLENMESINDE KULLANILAN YONTEMLER

Biiyiimeyi ve farklilagsmay1 iceren birgok yasamsal faaliyet degisen gen ifadeleri ile
olugmaktadir. Bu spesifik genlerin anlatim seviyelerini belirlemek ise, genlerin islevinin
belirlenmesi igin yapilan ¢alismalarin temelini olusturur. Gegmis yillardan giintimiize
kadar gen anlatimmin mRNA seviyesinde analizi i¢in ¢esitli yontemler
kullanilmaktadir. Anlatim seviyesinin belirlenmesi i¢in kullanilan teknikler asagidaki

gibi siralanabilir;

¢ RNA hibridizasyonu (Northern blotting) (Alwine ve dig., 1977),

o Nokta hibridizasyonu (Dotblot Analysis) (Lennon ve Lehrach, 1991),

e Karsilagtirmali ayrim metodu (Differential Display, DD) (Liang ve Pardee,
1992),

e Ters anlatim polimeraz zincir reaksiyonu (kantitatif RT-PZR) (Freeman ve dig.,
1999),

e Serisel gen anlatim analizi (Serial Analysis of Gene Expression, SAGE)
(Velculescu ve dig., 1995),

e [n situ hibridizasyon,

e Mikroarray (Heller, 2002),

¢ RNA dizileme (RNAseq) (Chu ve Corey, 2012).
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Bu teknikler kullanilarak bir 6rnekte bulunan RNA miktarina bagl olarak, secilmis
hedef genlerin veya tamaminin anlatim diizeyinin Ol¢iilmesi amaglanmaktadir. Bazi
yontemler sadece tek bir genin anlatimmi incelemektedir. Ornegin, northern blot
analizinde ayni1 anda birden fazla mRNA’nin analizi miimkiin degildir. Karsilastirmali
ayrim metodunda, farklilik sadece mRNA boyutuyla sinirli oldugundan ve yine analiz
edilebilecek Ornek sayis1 ¢ok fazla olmadigindan kullanimi sinirlidir. Dotblot analiz
yonteminin ise en biiylik dezavantaji kullanilmasi gereken 6rnek miktarinin fazlalig
olarak goriilmektedir. Biitiin bu kisitlamalardan dolay1 bir¢ok genin ayni anda farkli
kosullarda anlatimlarini inceleyebilmek amaciyla; ¢ikarimli hibridizasyon, farklilik
gosterimi (Differential Display), serisel gen anlatim analizi (Serial Analysis Gene
Expression) ve anlatim yapan gen pargalarinin DNA dizilerinin belirlenmesi gibi
teknikler gelistirilmistir. Ayrica, bu teknolojilere ek olarak giiniimiizde kullanilan
mikroarray teknolojisi ayn1 anda binlerce genin anlatim Seviyelerinin c¢alisilmasini
saglayan yeni ve gii¢lii bir teknolojidir. Bu teknoloji sayesinde ileri derecede genotip ve
gen anlatim analizleri yapilabilmektedir. Bir¢ok geni aym1 anda inceleyebilmek
amactyla kullanilan diger yontemler mikroarray teknolojisi ile karsilastirildiginda ¢esitli
dezavantajlara sahiptir. Gen anlatim g¢alismalarinda kullanilan ydntemlerden bazilar

asagida ayrintilariyla agiklanmistir;

2.4.1. Northern blot

Total RNA veya mRNA kullanilarak belli bir genin anlatimini1 gdstermek amaciyla
kullanilir.  1977°de gelistirilmis olan Northern Blot teknigi, RNA 06rneklerinin
elektroforetik ortamda ayristirilarak kapiller yontemlerle membrana aktarilmasi ve
hedef dizinin tamami ya da bir kismma komplementer olacak probla hibridizasyonu
sonras1 goriintiilenmesine dayanmaktadir. Goriintiileme, kullanilan teknige bagli olarak
radyoaktif veya radyoaktif olmayan DIG metoduyla gerceklestirilir (Alwine ve dig.,
1977). Oldukga fazla miktarda RNA’ya gereksinim olmasi, ayrica goriintiillemede ve
ornekler aras1 farkliliklarin tanimlanmasinda hassasiyetin diisiik olmas1 bu teknigin en

onemli dezavantajlarindandir.

2.4.2. Kantitatif Gercek Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-PZR)

Miktar belirleme ve farkli hiicre populasyonlarindaki mRNA diizeylerini karsilastirma

acisindan oldukga hassas olan kantitatif RT-PZR, RNA’nin belli dizilerinin enzimatik
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olarak ¢ogaltilmasina dayanan in vitro bir metottur (Heid ve dig., 1996). Bu yontemde,
geleneksel PZR yontemi ve gen analizi birlestirilmistir. Yontem, floresan 1sima
tekniklerinin molekiiler genetik yontemlerde kullanilmasi esasina dayanir. PZR
cogaltiminm1 goriiniir hale getiren diziye 6zgiin floresan isaretli prob veya diziye 6zgiin
olmayan floresan boyalarin kullanildigi, olusan DNA ile floresan 1simanin dogrusal
olarak arttig1 bir ¢ogaltma yontemidir (Giinel, 2007). Bu teknoloji ile gesitli biyolojik
orneklerden elde edilen DNA’nin kopya sayisinin ve mRNA diizeyinin sayisal olarak
belirlenebilmesi nedeniyle gen anlatim caligmalarina daha hizli bir ivme

kazandirilmistir (Klein, 2002).

Genler etkilerini mMRNA diizeyinde ortaya ¢ikarirlar fakat RNaz enzimlerinin aktivitesi
ile ¢ok cabuk parcalandiklarindan mRNA ile ¢alismak oldukc¢a zordur. Bu nedenle,
RNA kalip olarak PZR’da gorev alamadigindan Kantitatif RT-PZR’in ilk asamasi
mRNA’nin tamamlayict DNA’ya (cDNA) ters transkripsiyonudur. Bu agamada bir ters
transkriptaz enzimi ve DNA primeri kullanilir. Ters transkriptaz reaksiyonunda, Avian
Myeloblastosis Virus-Reverse Transcriptase (AMV-RT) ve Moloney Murine Leukemia
Virus- Reverse Transcriptase (MMLV-RT) olmak iizere iki farkli ters transkriptaz
enzimi kullanilmaktadir. AMV-RT, MMLV-RT’den daha dayanikli bir enzimdir.
55°C’ye kadar polimerizasyon aktivitesini koruyabilmesi nedeniyle RNA ikincil
yapistyla ilgili problemlerin ortadan kalkmasina yardim eder. Buna karsin, MMLV-RT
ise Oonemli derecede diisiik RNaz H aktivitesine sahiptir. Uzun PZR f{irlinlerinin
sentezini diisik RNaz H aktivitesinden dolay1r engelleyebileceginden, MMLV-RT
genellikle tam wuzunluktaki c¢cDNA molekiillerinin sentezi c¢alismalarinda tercih

edilmektedir (Peters ve dig., 2004).

Reaksiyonun ilk basamagi olan ters transkripsiyon asamasinda ii¢ farkli tipte primer
kullanilabilir; spesifik primer, random primer ve oligo dT primer. mRNA spesifik
primerlerinin  kullanimi 6zgilinliigii arttirarak spesifik olmayan eslesmeyi ortadan
kaldirir. Diger primerlerin kullanimi da ¢ok az miktardaki RNA’dan analiz edilebilecek
mRNA molekiillerini arttirir. Bu primerler poliadenillenmis bdlgeye baglanabilir ve
bdylece 3’- poly (A) kuyruguna sahip mRNA’larin kantitatif RT-PZR ile ¢ogaltma
islemleri yapilabilir (Tefferi, 2002).
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Ters transkripsiyondan sonra ikinci olarak, c¢cDNA’nin standart PZR yoluyla
cogaltilmas1 agamasi gelir. Yapilacak olan deneyin amacina gére DNA polimeraz
secilir. Piyasada, termostabil (sicakliga dayanikli), dogru sentez ve kalip DNA’daki
degismis trifosfatlar1 okuma 6zelligine sahip birgok enzim bulunmaktadir. Termostabil
DNA polimerazlardan PZR’da en yaygin olarak kullanilan1 Thermus aquaticus’dan elde
edilen Tag DNA polimerazdir (Chien ve dig., 1976). PZR’in 6zgiinliigli, primerlere
bagli oldugundan reaksiyon kosullari mutlaka her yeni enzimle yeniden optimize

edilmelidir.

Kantitatif RT-PZR, o6zellikle mRNA diizeyinde gen ckspresyonunda daha hassas,
verimli, hizli ve daha iiretken bir yontem olmasi nedeniyle gen ifadelenmesi
analizlerinde sikg¢a tercih edilen bir yontemdir. mRNA’nin kantitasyonunda 6zgiinliik,
hassasiyet ve tekrarlanabilirlie gereksinim duyulan calismalarda bu yontemden
yararlanilmaktadir (Remans ve dig., 2008; Qi ve dig., 2010; Chandna ve dig., 2012).
Boylece, mRNA miktar tayini yapilabilir ve uygun standart egrilerle tam kopya sayisi
kolaylikla belirlenebilir.

Kantitatif RT-PZR’da olusan PZR iiriiniinii saptamak i¢in c¢esitli floresans temelli
sistemler kullanilmaktadir. Bu sistemlerin temeli PZR sirasinda olusan floresans
1simanin Ol¢lilmesine dayanir. Yayilan floresans isima miktari, PZR {iriin miktar ile
orantili olup reaksiyonu gozlemlemeye olanak saglar (Klein, 2002). Floresans kaynagi
olarak primerlere bagl ya da onlardan bagimsiz floresans isaretleyiciler kullanilir. Bu

sistemler asagidaki gibi iki ana baglik altinda incelenebilir (Bustin, 2005);

2.4.2.1. Diziye Ozgii Olmayan Saptama Metodu
SYBR-Green Teknigi

Spesifik olmayan ¢ift zincirli DNA’nin ¢ogaltiminda genellikle DNA’ya baglanan ve
diziye 6zgii olmayan floresan boyalar kullanilir. “SYBR Green I” bu yontemde en fazla
kullanilan boyadir. Bu metot, floresans boyanin sadece ¢ift zincirli DNA’ya baglanmasi
temeline dayanir. Bdylece, ¢ogalan DNA miktarindaki artisa paralel olarak RT- PZR
cihazinda okunan floresanin miktar1 da es zamanli olarak artar. SYBR Green I’in

yiikseltgenme dalga boyu 497 nm ve indirgenme dalga boyu ise 520 nm’dir.
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Aktivitesini uzun amplikasyon dongiileri sonrasi bile ¢ok az kaybeden bu boya, cift

sarmal DNA’nin kiigiik oluguna baglanir (Sekil 2.3) (Kubista ve dig., 2006).

SYBR Green
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Sekil 2.3: SYBR Green Teknigi.!

(A) Baslangig asamasi; amplikasyonun baslangicinda ortamda SYBR Green, primerler ve
denatiire edilmis DNA ayr1 ayr1 bulunmaktadir, bu nedenle de floresans 1s1ma yok denecek
kadar azdir. (B) Primerin hedef molekiile baglanmasi; primerlerin hedef molekiile
baglanmasiyla az miktardaki SYBR Green c¢ift sarmal yapiya katilmaktadir. Bu nedenle yayilan
floresans miktar1 da az olmaktadir. (C) Polimerizasyon asamasi; yeni sentezlenmekte olan DNA
molekiiliine daha fazla SYBR Green baglanarak zamanla floresans miktarinda artisa neden olur.
Bu artist aym anda ekrandan izlemek miimkiindiir. (D) Son asama; Polimerizasyon
tamamlandiginda “SYBR Green” boya ¢ift iplikli DNA’ya baglanir ve floresans 1sima yapar.

SYBR-Green 1 yontemiyle ¢ok fazla sayida hedef genin cogaltilmasi saglanabilir.
Ancak, bunun i¢in PZR sartlarinin optimize edilmesi ve kullanilacak primerlerin i1yi
tasarlanmas1 gerekmektedir. Bu yontemde uygun primer se¢imi en 6nemli asamadir.
Yontemin bagariyla uygulanabilmesi icin secilen PZR primerlerinin sadece spesifik
cDNA’ya baglanmasi gerekmektedir. Olusabilecek istenmeyen primer-dimer veya
spesifik olmayan amplifikasyon iiriinleri yine floresan 1s1ma agiga ¢ikaracagindan yanlis
pozitif sonuca neden olabilir (Bustin ve Mueller, 2005). SYBR-Green tekniginin
basarisini engelleyen onemli sorunlardan biri de RNA izolasyonu sirasinda olusan
genomik DNA kontaminasyonudur. Bu sorunlari en aza indirmek ve 0zgiil
amplifikasyon iirlinii elde etmek ic¢in primerlerin se¢iminde bazi noktalara dikkat etmek

gerekir. cDNA amplifikasyon primerleri farkli ekzonlardan seg¢ilmeli ve amplikon

1 http://www.gene-quantification.de/chemistry.html
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uzunluklart kisa tutulmahidir (120-250 baz). Primerlerin baglandigi ekzonlarin uzak

secilmesi de dikkat edilmesi gereken diger bir noktadir (Balci, 2009).

Hedeflenen amplikonun ¢ogalip ¢ogalmadigini, kantifikasyona primer dimerlerinin ve
nonspesifik iriinlerin karismadigini gosterebilmek i¢in her deney sonrasi reaksiyon
tiriinleri agaroz jelde goriintiilenebilir ya da reaksiyondan sonra erime egrisi (melting
curve) analizi basamagi eklenebilir (Ponchel, 2006). Her bir DNA, kendine 6zgii erime
sicakligl (melting temperature, Tm) degerine sahiptir. Tm degeri, ¢ift sarmal DNA’nin
%350’sinin tek sarmal hale gelmesi i¢in gerekli sicaklik olarak tanimlanabilir. Erime
egrisi analizi yapilmak istendiginde, amplifikasyonun ardindan sicaklik yavas yavas
yiikseltilerek belirli araliklarla tiipteki floresans 1sima miktar1 kaydedilir. Cift zincirli
DNA birbirinden ayrilmaya basladiginda yani denatiirasyon sirasinda boya serbest kalir.
Birbirleri lizerindeki enerji aktarimi ortadan kalktig: icin floresans 1s1ma miktar1 aniden
diismeye baglar. Bu sekilde elde edilen erime egrisinden yararlanilarak amplikonun Tm
derecesi saptanabilir. Tam olarak Tm degerinin tespit edilebilmesi i¢in tlirev analizinden

yararlanilir ve erime egrisinin zamana karsi tiirevi ¢izilir (Sekil 2.4).
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Sekil 2.4: Erime egrisi analizi. (A) Ham veri; DNA denatiire
oldukga floresan azalir. (B) Ikincil (tiirev) veri; egrinin tepe
noktas1 Tm (erime sicaklig1) degerini gosterir.?

2 http:/iwww.fatih.edu.tr/~abasiyanik/mfarg.htm
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Kantitatif RT-PZR uygulamalarinda en 6nemli parametrelerden biri de “Esik dongii
degeri’dir (threshold cycle = Ct). Ct degeri, amplifikasyon sirasinda saptanan floresans
1sinim esik degerinin asildigr dongii sayisidir. Ayrica, bu deger iiriindeki ilk anlaml
artisin oldugu noktay belirtir. Kalip DNA kopya sayist ne kadar fazla ise Ct degeri o
kadar kiigiiktiir. Ct degerleri karsilagtirilarak farkli PZR reaksiyonlarinda yer alan kalip
orneklerin miktar1 tahmin edilebilir. Kantitatif RT-PZR, kalip DNA miktar1 bilinen
standart Orneklere ait Ct degerleri ile incelenen Ornegin Ct degeri karsilastirilarak
yapilmaktadir (Sekil 2.5). Kantitatif yontemler, kompetetif RT-PZR teknikleridir. Bu
nedenle, kantitatif PZR analizlerinde standart olarak tanimlanan kontrol Orneklerine
ihtiyag vardir. Standart Ornek olarak, i¢inde bulunan kalip DNA miktar1 bilinen

orneklerle yapilan ¢aligmalara “mutlak kantitasyon” adi verilir.
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Sekil 2.5: Kantitatif RT-PZR sonucu®.

(a) Konsantrasyonu farkli olan standartlarin Ct degerleri farklilik gostermektedir. (b) Ct
degerlerinin, standartlarin konsantrasyonlarinin logaritmasina karsi olusturuldugu standart egri.

Kantitatif RT-PZR ¢alismalarinda, baslangic materyalindeki kiigiik farkliliklarin
katlanarak amplifikasyon triiniine yansimasi sonucu mRNA kantifikasyonunda bazi
sorunlar olusabilir. Ozellikle farkli bireylerden alinan &rneklerle baslatilan
reaksiyonlarda bu durum sik¢a gozlenmektedir. Bu nedenle, bir i¢ kontrol kullanarak
baslangi¢ farkliliklarinm1 ortadan kaldirmak ve belli bir standarda getirmek igin
“normalizasyon” yapilmasi gerekir. Normalizasyon sadece farkli bireylerde degil ayn1
bireyden farkli donemlerde alinan baslangic 6rnekleri i¢in de yapilmalidir. Bunun i¢in
cesitli kosullarda ifade diizeyi degismedigi bilinen veya ¢ok az etkilenen “housekeeping
genler” kullanilmaktadir (Thellin ve dig., 1999; Bustin 2002). Normalizasyon sirasinda,
hedef genin anlatim diizeyi, referans gen olarak kullanilan housekeeping genin anlatim

diizeyine oranlanir. Boylece, izole edilen RNA miktar1 ve sentezlenen cDNA miktarinin

3 http://www.fatih.edu.tr/~abasiyanik/mfarg.htm
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getirdigi baslangi¢ farkliliklarindan dolay1 olusan deneysel hatalar normalize edilmig
olur. Gen anlatimi1 ¢alismalarinda oncelikle dikkat edilecek en 6nemli nokta referans
gen olarak kullanilacak housekeeping genin dogru se¢imidir. Bu referans genin anlatim
diizeyinin az degiskenlik gosterip sabit kalmasi, hedef genin anlatim diizeyinin

belirlenmesinde de giivenilir bir referans olmaktadir.

En yaygin kullanilan housekeeping genler gliseraldehid-3-fosfat dehidrogenaz
(GAPDH) (Petersen ve dig., 1990), B-aktin (Choi ve dig., 1991) ve rRNA’dir (Finnegan
ve dig., 1993). GAPDH referans gen olarak en ¢ok tercih edilen housekeeping
genlerden biridir. Ancak, Ohl ve dig.,’nin 2005 yilinda yapmis oldugu bir ¢aligmada
GAPDH’nin Kararlt bir davranig gostermeyip anlatiminda degisiklik olabildigi ortaya
konmustur (Yiizbasioglu, 2008). Daha sonra yapilan calismalarla da bu goris
desteklenerek GAPDH geninin normalizasyon amaciyla kullanilamayacagi ifade
edilmistir (Jung ve dig., 2007). Gen ekspresyonu ¢aligmalarinda tercih edilen diger bir
referans gen de B-aktin’dir. B-aktin, monomer haldeki aktin molekiillerinin sikica yan
yana dizilmesiyle olusan sarmal bir yapidadir. Okaryotlarda bir gen ailesi tarafindan

kodlandigi i¢in aktin molekiiller yiiksek birgok izoforma sahiptir (Bustin ve dig.,2005).
2.4.2.2. Diziye Ozgii Saptama Metodu

DNA pargasinin 6zel bir bolgesi ¢ogaltilmak isteniyorsa bu bdlgenin saptanmasinda
floresans isaretli hidrolizasyon ve hibridizasyon problart kullanilir. Hidrolizasyon
problarinin baslicalart TagMan prob (Heid, 1996), Molecular beacon (Mhlanga, 2001;
Tan, 2004; Vet ve Marras, 2005) ve Scorpion primeridir (Whitcombe, 1999; Giglio ve
dig., 2003). Bu problar, cDNA o6rneklerinde hedef dizilerin miktarini1 6l¢mek i¢in, Taq
polimeraz fliiorojenik 5' eksoniikleaz aktivitesini kullanirlar. Hibridizasyon problarinda
ise Light-Cycler prob (FRET) en ¢ok kullanilan tekniktir (Lee ve dig., 1993). Her bir
PZR dongiisiinde olusan floresans 1sima miktari, hibridizasyon ve hidroliz problari
kullanildigi zaman ikisinde de artmasma ragmen, floresans sinyali olusumu farklilik
gostermektedir. Hibridizasyon problarinda hedef DNA’ya baglanma sonucunda sinyal
olusurken, hidroliz problarinda hedef DNA’dan ayrilma sonucunda sinyal olusur.
Hibridizasyon problar1 6zellikle mutasyonlarin saptanmasia yonelik erime egrisi

analizi i¢in kullanilir.
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Diziye 6zgii saptama metotlari, kantitatif analizlerde en hassas RT-PZR yontemlerinden
birisi oldugu icin 6zellikle tan1 amagli olarak tipta genis kullanim alanlarina sahiptir.
Ancak, yasanilan optimizasyon zorluklari, kullanilan sarf malzemelerin pahali olmasi ve
nitelikli yiiksek is giiciine ihtiyag duymalar1 bu tekniklerin kullanimini kisitlamaktadir.
Ozellikle, gidalarin ana bilesik ve katki i¢indeki hayvan ve bitki tiirlerinin nitel ve nicel
tahmininde, bitkilerde yapilan gen anlatimi1 c¢aligmalarinda hidroliz ve hibridizasyon

problarina nazaran SYBR-Green tekniginin kullanilmasi1 daha uygundur (Harald, 2009).
TaqMan® Prob Yontemi

TagMan Problari, iki farkli floresans boya ile boyanmis, diziye 0zgi
oligoniikleotitlerdir. Bu problar, primerlerden daha uzun olup 20-30 baz uzunluguna
sahiptir ve Tm degerleri 10° daha yiiksektir. TagMan sisteminde floresans boyalar, 5’
ve 3’ uclarina veya i¢ bolgelerine eklenir. Bu nedenle yontem, “5' nuclease assay”
olarak da adlandirilmaktadir (Wong ve Medrano, 2005). Yontemde kullanilan prob, tek
zincirli olup ¢ogaltilmak istenilen DNA’ya tamamlayicidir. Ayrica, 5° ve 3’ uglarindan
florokrom maddelerle isaretlenmistir. Probun 5' ucunda raportér florokrom (6-
carboxyfluorescein = 6-FAM), 3’ ucunda ise baskilayict florokrom (6- carboxy-
tetramethyl-rhodamine = TAMRA) bulunur. Prob, tek sarmal hale getirilen hedef
molekiil {izerinde, primerlerin baglanma bolgesinin arasinda kalan yere baglanir. Prob-
hedef molekiil arasindaki hibridizasyon devam ettigi siirece raportdr florokrom
maddenin sinyal olusturmasi, 3’ wugtaki baskilayict florokrom tarafindan
engellenmektedir. Primerlerin hedef niikleik aside baglanmasiyla yeni zincir olusmaya
baglar. Probun baglandig1 noktaya gelindiginde sentezin devam edebilmesi icin taq
DNA polimeraz enzimi 5°— 3’ niikleaz aktivitesini kullanarak probu 5’ ugtan yitkmaya
baslar (Holland ve dig., 1991). Boylece, raportor florokrom serbest hale geger ve sinyal
olusturur. DNA zincir sentezi uzamaya devam eder. Her dongiide iiretilen amplikon

miktarina paralel olarak floresans sinyal siddeti de artar (Cacherill ve Uhl, 2001).
Molekiiler Boncuk Yontemi

Molekiiler boncuk yontemi, TagMan Prob ve SYBR Green I yontemleri ile yapis1 ve
calisma prensibi bakimindan karsilastirildiginda olduk¢a farklidir (Bustin, 2000).
Molekiiler boncuklar oligoniikleotit problar olup hedef DNA/RNA’ya hibridize
olduklarinda yapilarinda degisiklik gosterebilecek Ozellige sahiptirler. Bu nedenle
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ortamdaki 1s1 degisimleri sirasinda molekiiliin yuvarlak yapisi diiz hale gecebilmektedir.
Halka formundaki yapmin yuvarlak u¢ kismi ¢ogaltilacak DNA ile komplementer tek
zincirli DNA dizisini igerir. Kullanilan problar hedef niikleik asit dizilerine hibridize
olmadan Once iki boya birbirine en yakin pozisyonda bulunmaktadir. Bu sirada
baskilayici florofor, floresansin yayilmasini engelledigi i¢in molekiiler boncuk probu
soliisyon icerisinde serbest haldeyken i1sima yapmaz. Hedef DNA bolgesi PZR ile
cogalmaya basladig1 andan itibaren prob, tamamlayicisi oldugu DNA ile karsilasir ve
yapisal degisiklige ugrayarak diiz, cift zincirli hale gecer. Boylece, iki florokrom
birbirinden uzaklasir ve baskilayict etki ortadan kalktigi i¢in 1s1ma olusur. Ortamdaki
floresans miktar1 artar (Tyagi ve Kramer, 1996). Primer uzama basamaginda sicaklik
arttiginda, molekiiler boncuk problari hedeflerinden ayrilirlar ve floresans yeniden
ortadan kalkar. Her dongiiniin baglanma basamaginda yeni bir hibridizasyon olusur ve
sonlanan floresansin yogunlugu, bir 6nceki dongiiniin sonunda biriken iiriiniin miktarini

gosterir.

Bu yontemde dikkat edilmesi gereken en 6nemli nokta prob tasarimidir. Optimal sartlar
saglanamazsa, 6zellikle uygun sicaklik bulunamamissa probun halka seklindeki yapisi
degisiklige ugramaz. Bu nedenle, ortamda hedef DNA dizisi bulunsa bile floresans
1s1ma gerceklesmeyebilir (Bustin, 2000). Molekiiler boncuk yontemi, genetik tarama,
SNP calismalar1 ve farmakogenetik calismalarda sik¢a kullanilmaktadir. (Shi, 2002;
Marras ve dig., 2003).

Scorpion (akrep) primerler

Bu yontemde firkete yapisinda olan iki PZR probu kullanilir. Proba, primer ve sentez
esnasinda primerin halka yapisint korumasini saglayan PZR reaksiyonu durdurucu
eklenmistir. Bu problardan bir tanesi 5’ucunda florofor, digeri ise 3’ucunda baskilayici
gorevindedir. Scorpion primerler, hedef dizinin i¢ kismina tamamlayici olan bir sekansi
icermektedir. Ik amplifikasyon dongiisii sirasinda, primer baglandiktan sonra uzar ve
aynt DNA zincirindeki komplementer bolgeye baglanir. Bu baglanma ile baskilayici
molekiiliin etkisinden kurtulan florofor, floresans 1sik salar (Sharkey ve dig., 2004).
Elde edilen floresans sinyali amplikasyon iiriiniiniin miktar1 ile orantilidir. Yontemin en

Oonemli avantaj1, mutasyon saptamada hizli ve daha 1yi sonug¢ vermesidir.
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Hibridizasyon Prob Yontemi (FRET: Fluorescence Resonance Energy Transfer)

Hedefe 6zgii problar kullanilarak Real-Time PZR ile amplifikasyonun saptanmasi
yontemidir. Bu yontem Roche tarafindan “LightCycler®” PZR cihazinda kullanilmak
lizere gelistirilmistir (Chaplin ve dig., 1999). Ozgiinliigii arttirmak i¢in diziye 6zgii
farkl1 boyalarla isaretli iki farkli hibridizasyon probu tasarlanmistir. Ozgiil problardan
biri 3’ ucundan floresans verici boya ile isaretlidir (dondr boya) ve LightCycler® 151k
kaynagi ile uyarildiginda yesil renkte floresans yayar. Ikinci prob ise, 5’ ucundan alic1
boya (acceptor dye) ile isaretlidir. “Dual hibridizasyon problar1” adi verilen bu tiir
problarin uzunluklart 30 niikleotide kadar olabilir. 5’ ucuna tutunmus olan alici
floroforun uyarilma spektrumu diger probun yayilim spektrumu ile cakisir. ikinci
probun baglanma sonrasinda 5’ ucundan sentez olmayip, kendi uzamasini engellemesi
icin bu uca bir fosfat baglanmistir. PZR reaksiyonu sirasinda, bu iki prob hedef niikleik
asit dizisine baglanip birbirine yaklastiginda (1-5 niikleotid uzaklikta) isaretli uglar
yanyana gelmis olur. Iki boyanmn yan yana gelmesiyle aciga ¢ikan enerji ikinci prob
tizerindeki alic1 boyay1 etkileyerek kirmizi renkte floresans olusumuna yol acar. Bu iki
boya arasindaki enerji yayilimina “Floresans Rezonans Enerji Transferi” adi verilir
(Fluoresance resonance energy transfer-FRET) (Bernard ve Wittwer, 2000). Boylece
enerji, verici boyadan alici boyaya transfer olur. Olusan floresans miktari, PZR sonucu
olusan tiriin miktarina bagli olarak ortamdaki hibridizasyon derecesiyle dogru orantili
olarak artar. Her PZR dongiisiiniin diisiik sicaklik basamaklarinda prob hedef DNA’ya
baglanarak 151ma saglar, yiiksek sicaklik basamaklarinda hedeften ayrilir. Her dongtide,
problarin baglanabilecegi hedef DNA miktar1 arttigi i¢in, sinyal miktar1 da artar (Wong
ve Medrano, 2005).

2.4.3. Mikroarray Teknolojisi

Mikrogiplerle kiigiik 6rnek hacimleri kullanilarak tek deneyde binlerce genin farkl
kosullardaki anlatimlari ayn1 anda incelenebilmektedir (Heller, 2002; Basaran ve dig.,
2010). Hiicre icinde fonksiyonu bilinmeyen bir¢ok genin anlatim diizeyinin ve diizey
farkliliklarinin belirlenmesi i¢in mikroarray teknolojisinin kullanilmasi ¢ok yaygindir.
Ozellikle tip alaninda dnemli katkilar saglayan bu teknolojiden bitki biyoteknolojisinde
de yararlanilmaktadir. Bitkilerde mikroarray teknolojisi ilk defa Arabidopsis’te yaprak

ve kokteki gen anlatim profillerini belirlemek i¢cin 48 cDNA pargacigini igeren ¢ip
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kullanilarak yapilmistir (Schene ve dig., 1995). Daha sonra 1443 Arabidopsis geni
iceren cDNA mikrogiple farkli organ ve gelisme evresinde olan bitkilerde gen anlatim

profilleri belirlenmistir (Ruan ve dig., 1998) .

Son yillarda mikrogip teknolojisi model bitki olan Arabidopsis’in yaninda tarimsal
acidan 6nemli olan bir¢ok bitkide (piring, misir, ¢ilek, fasulye gibi) farkli kosullardaki
gen anlatim profillerini belirlemek i¢in kullanilmaktadir. Ayrica mikrogiplerden
bitkilerde abiyotik (tuz, kuraklik, sicaklik, agir metal alim1 vb.) ve biyotik (patojenler,
mikroorganizmalar, hayvanlar vb.) stresler sirasinda aktif olan veya aktivitelerini
azaltan genlerin bulunmasinda yararlanilmaktadir. Buna benzer ¢aligmalar tiim genom
DNA baz dizisi belli olan Arabidopsis ve piringte kullanilabilecegi gibi kismi genom
DNA dizileri belirlenmis ya da belirlenmekte olan bircok diger bitkide de
uygulanabilmektedir. Fakat bitkide agir metal metabolizmasinda gorevli genlerin
bulunup ilgili molekiiler mekanizmalarin aydinlatilmasi i¢in kullanilan Brassica juncea
ve Brassica nigra gibi pek ¢ok bitki tiiriniin mikroarray ¢ipleri ticari olarak
bulunmamaktadir. Bu bitkilerde tiim veya kismi genom DNA baz dizileri belli olmadig:
icin calisilmak istenen diziler hakkinda yeterli genomik veri yoktur. Bu nedenle tiir
i¢indeki hibridizasyon (TiH) deneyleri miimkiin olmamakta ve tiirler aras1 hibridizasyon

(TAH) ile ¢esitli ¢alismalar yapilmaktadir.
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3. MALZEME VE YONTEM

3.1. BITKIiSEL MATERYAL

Bu calismada Brassicaceae familyasina ait Brassica nigra (Kara Hardal) bitkisi

kullanilmistir. Bitkinin sistematik tanimlamasi asagida belirtildigi gibidir;

Alem : Plantae Bitkiler

Altalem : Tracheobionta Vaskiiler bitkiler

Ustboliim  : Spermatophyta Tohumlu Bitkiler

Bolim : Magnoliophyta Angiospermliler, ¢igekli bitkiler
Sinif : Magnoliopsida Ciftcenekliler

Altsiif : Dilleniidae -

Takim : Brassicales (Capparales) -

Familya : Cruciferae (Brassicaceae) Hardalgiller

Cins : Brassica (L.) Hardal

Tiir : Brassica nigra Kara Hardal

B. nigra, yiiksek oranda biyokiitle iiretimi, hizli biiyiime orani, toprak istii ve hasat
edilebilen kisimlarinda agir metalleri tolere edebilme yetenegi gdstermesi ve yapilacak
molekiiler ¢aligmalarin uygulanabilirligi acisindan elverisli olmasi nedeniyle tercih
edilmistir. Bu ¢esitler TUBITAK, MAM, Gen Miihendisligi ve Biyoteknoloji Enstitiisii
bitki odalarinda yetistirilmistir.

3.2. CALISMADA  KULLANILAN HARDAL EKOTIPLERI VE
OZELLIKLERI

COST 859 projesi kapsaminda yiiksek bakir igeren topraklarda endemik akiimiilator
bitki tespit etmek igin ¢aligmalar baslatilmistir. Bu amagla, Diyarbakir yoresinde Ergani
civarindaki maden yataklarindan farkli tlirde birgok bitki toplanmigtir. Yapilan
fizyolojik taramalar ile Brassica nigra oldugu belirlenen kara hardal bitkisinin agir
metale karsi toleransinin yiiksek olabilecegi tespit edilmistir. Projenin alt boliimiini
olusturan bu tez calismasinda ise bu ekotip ile yurtdisindan getirtilen Etiyopya kokenli
CGN06625 ve CGN06626 ekotipleri, Cu agir metaline karst toleranslarinin



karsilastirilmast i¢in kullanilmistir. Asagida yurtdisindan getirtilen CGN06625 ve

56

CGNO06626 ekotiplerinin tohum bankasindaki bilgileri yer almaktadir;

Svalbard Kiiresel Tohum Deposu (Svalbard Global Seed Vault) CGN06625

"Sgsv id

WIEWS Enstitii kodu
Kasa numarast
koleksiyon adi
Kabul numarast

Tam bilimsel ad:
Kaynak veya toplandigi tilke :
Tohum say1s1

Rej enerasyon ay ve yil
Temin eden enstitii kodu
Ulke Kodu

Kabul edilme tarihi
-Depolama tarihi

: 237291

: NLDO037

02

: Crucifer

: CGN06625

: Brassica L. nigra (L.) Koch

ETH (Etiyopya)

: 400

: 1993

: NLDO037

: ETH (Etiyopya)
: 2008-02-07

: 2008-02-26

Svalbard Kiiresel Tohum Deposu (Svalbard Global Seed Vault) CGN06626

Sgsv id

WIEWS Enstitii kodu
Kasa numarast
Koleksiyon adi
Kabul numarasi

Tam bilimsel ad1
Kaynak veya toplandigi iilke :
Tohum sayis1

Rej enerasyon ay ve yili
Temin eden enstitii kodu
Ulke Kodu

Kabul edilme tarihi
-Depolama tarihi

. 237292

: NLDO037

12

: Crucifer

: CGN06626

: Brassica L. nigra (L.) Koch

ETH (Etiyopya)

: 400

: 1984

: NLDO037

: ETH (Etiyopya)
: 2008-02-07

: 2008-02-26
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3.3. BITKILERIN YETISTIRILMESI

B. nigra CGN06625, CGNO06626 ve Diyarbakir ekotiplerine ait tohumlar yiizey
gerilimini arttirmak i¢in Tween-20 igeren % 5°lik sodyum hipoklorit ¢ozeltisi ile 15 dk
boyunca ylizey sterilizasyonuna tabi tutulduktan sonra, deiyonize su altinda yikanmistir.
Imbibisyonu saglamak amacryla 1 saat boyunca deiyonize suda bekletilen tohumlar,
¢imlenme ve fide gelisimi i¢in 20 cm ¢apindaki plastik saksilardaki (saksi basma 10
tohum olacak sekilde) nemli perlit ortamina ekilmistir. Dordiincli giinde ¢imlenen
tohumlar, 2 oraninda seyreltilen Hoagland besi ¢ozeltisi (Hoagland ve Arnon, 1938)
(Tablo 3.1) ile haftada 3 giin sulanmistir. Cimlenme giiniinden itibaren 3 hafta siire
boyunca perlit ortaminda biiyiitillen B. nigra fideleri daha sonra, ' Hoagland besi
cozeltisi iceren ve akvaryum motoru ile havalandirilan 6 ve 12 1t’lik polipropilen su
kiiltiirii kaplarma (kap basina sirasiyla 5 ve 10 adet bitki) aktarilmistir. Hidroponik
ortamda 1 hafta siireyle biiyiitiilen bitkilerden, esit bliyiime evresinde olanlar uygulama
yapilmak iizere secilmistir. Bitkiler, %60 nem ve 16 sa 151k (252 °C) / 8 sa karanlik
(20+£2 °C) fotoperiyodunda, 150 pmol/m?s 151k siddeti altinda bitki biiyiime odasinda

yetistirilerek uygulamaya alinmistir.

Tablo 3.1: Hoagland Soliisyonu gerigi (%100 1 litre).

Adi Stok Kullanilan
Derisim Miktar
Potasyum nitrat (KNOz3) 1M 5ml

(Sigma P8291)

Kalsiyum nitrat 4 hidrat 1M 5ml
Ca(NO3)2-4H20 (Sigma C4955)

Potasyum fosfat (K2SO4) 1M 1ml
(Sigma P5379)

Magnezyum siilfat (MgSOa) 1M 2ml
(Sigma M7506)

Mikroelement stok soliisyonu * %100 1ml
Fe-EDTA 100 mg/I 1ml

Tabloda belirtilen tuzlar deiyonize su ile hazirlanan stok c¢ozeltilerinden belirtilen miktarlarda
almarak, konsantrasyonu 5 M olacak sekilde son hacim deiyonize su ile 1000 ml’ye
tamamlanarak hazirlanmistir (Hoagland ve Arnon, 1938).
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* Mikroelementleri igeren stok ¢ozeltinin 1 litresinde bulunan mineral tuzlarinin miktarlar

Ad1 Miktar

Borik Asit (H:BO3) 2,86 g
(Sigma B6768)

Manganez (II) kloriir-4 Hidrat 1819
(Cl2Mn.4H20) (Sigma M 3634)

Cinko siilfat-7 Hidrat 0,229
(ZnSO4-7H20) (Sigma Z 4750)
Bakar siilfat-5 Hidrat 0,08 ¢
(CuS04:5H20) (Sigma C 1297)
Molibdik asit (M0Oz-H20) 0,02¢g

(Sigma %085)

3.4. BITKILERE AGIR METAL UYGULAMASI

Bu caligmada Brassica nigra tiiriine ait CGN06625, CGNO06626 ve Diyarbakir
ekotiplerine Cu agir metali uygulanmistir. Cu elementi, Amerika Birlesik Devletleri
Cevre Koruma Ajanst (EPA)nin hazirladigi 129 tane oncelikli ¢evre kirleticileri
arasinda yer aldigindan, uygulamalar i¢in secilmistir (ATSDR, 2013). Bununla birlikte,
Tiirkiye’de ¢ok sayida bakir madeninin isletilmesi ve bu bolgelerde meydana gelen
yogun Cu Kirliligi de bu elementin segilmesinde etkili olmustur. Cu, bitkilere bakir
stilfat ¢ozeltisi (CuSOs) seklinde uygulanmistir. Literatiir taramalar1 ve optimizasyon
calismalari i¢in yapilan 6n denemeler sonucunda uygulanacak konsantrasyonlara karar
verilmistir. Ozellikle uygulama siiresince diisiik konsantrasyonlar tercih edilerek bitkide

gozle goriiliir herhangi bir morfolojik degisiklige sebep olmamas1 amaglanmaigtir.

B. nigra CGN06625, CGN06626 ve Diyarbakir ekotiplerine ait 31 giinliik bitkilere agir
metal uygulamasi, her 1 It’ lik polipropilen kaba bir bitki olacak sekilde yapilmistir
(Sekil 3.1). Her deney kabi igin toplam hacmi 1 1t olacak sekilde hazirlanan ' Hoagland
besi ¢Ozeltisine stok metal ¢ozeltisinden (0,5 M) hesaplanan miktarlarda metal ilavesi
yapilarak farkli konsantrasyonlarda Cu igeren (25 ve 50 nM) uygulama ortami
hazirlanmistir. Agir metal uygulanmayan kontrol bitkiler i¢in 2 Hoagland besi ¢ozeltisi

uygulama ortami olarak kullanilmistir.
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Sekil 3.1: 72 saat siireyle hidroponik ortamda Cu uygulamasi yapilan CGN06625
ekotipinin genel gortintiimii (1. Giin).

3.4.1. Bitkilerin Hasat Edilmesi

Uygulama siiresi sonunda kontrol (metal uygulanmayan) ve deney (metal uygulanan)
bitkileri, kok, govde ve yaprak kisimlari gibi bitkinin farkli organlarinda biriken agir
metal miktarinin tayini amaciyla ve molekiiler genetik ¢alismalarda kullanilmak iizere
hasat edilmistir. Agir metal miktar tayini yapilacak orneklerin kokleri hasat sirasinda
3’er dk deiyonize su ile yikanmis ve tiim 6rnekler 75 °C’ ye ayarlanmis etliivde 72 saat
kurumaya birakilmistir. Bu silirenin sonunda Orneklerin kuru agirliklari alinmistir.
Molekiiler analizlerin yapilacagi Ornekler ise sivi azota alinarak -80 °C’ de derin
dondurucuda muhafaza edilmistir. Her deney seti kendi iginde kontrol ve deney
gruplarina ait 3’er adet biyolojik tekrar icermektedir. Her bir biyolojik tekrarda ise 3
farkli bitki bulunmaktadir. Bitkilerin hasat islemi, her biyolojik tekrara ait 3 farkl
bitkiden kok, govde ve yaprak oOrnekleri alinarak, kendi grubuyla biraraya getirilip

harmanlanarak yapilmistir.
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3.5. BITKIDE BiRiKEN AGIR METAL MiKTARININ TAYINi

Farkli konsantrasyonlarda (25 pM ve 50 pM CuSOa) agir metal uygulanmis B. nigra,
Diyarbakir, CGN06625 ve CGN06626 ekotiplerinin ve kontrol drneklerinin kok, gévde
ve yapraklarinda biriken agir metal miktarinin tayini i¢in ilk 6nce hasat edilen 6rneklere
asit ve sicaklik ile yas yakma uygulanmistir. Ornekler hasat edildikten sonra taze
agirliklar1 alinarak sicakligi 75 °C’ ye ayarlanmis etiivde 72 saat boyunca kurumaya
birakilmistir. Ornekler, etiivden ¢ikartilarak nem almadan sogutulmasi icin desikatdre
almip 1-2 saat bekletilmis ve sonrasinda hassas teraziyle kuru agirliklar1 0,1 g olacak
sekilde tartilmistir. Mikrodalga iinitesinde yakilacak Ornekler mikrodalganin yiiksek
sicaklik ve basinca dayanikli teflon kaplarina alinmistir. Her bir teflon kabina 8 ml
nitrik asit (HNOs) cklenerek teflon kabin kapagi kapatilmis ve orneklerin asitle
tamamen 1slanmas1 i¢in agizlarn kapali bir sekilde, ceker ocak icerisinde 30 dk
bekletilmistir. Teflon kaplar mikrodalganin yakma {initesine konularak Sekil 3.2” de

belirtilen programa gore yas yakma islemi gergeklestirilmistir.

DAP30
select as favourite (0..12): 2 Add DAP40
temperature pressure ramp  Time  Power DAP60

1 160 35 5 5 90 DAP80
2 170 35 5 5 90 DAP100
3 180 35 5 59 90 DAC17
4 50 35 0 0 90 DAQ20
5 50 35 0 0 90 DAK100
Int p-band total time Vessel magT DAS100
20 20 84 3 120 DAP70
save +exit Esc DAK_L
DAP42

Sekil 3.2: Brassica nigra Diyarbakir, CGN06625 ve CGN06626 ekotiplerinin kok,
govde ve yaprak dokularinin mikrodalga kapali sistem yas yakma programi.

Yas yakma islemi tamamlandiginda, mikrodalga cihazindan alinan Ornekler yeterince
soguduktan sonra, erlenmayerlere bir miktar deiyonize su eklenmis ve Ornekler 50
ml’lik plastik falkon tiiplere alinmistir. Oda sicakligina ulagan 6rneklerin tizerine 2-3 ml

kadar deiyonize su ilave edilerek son asamada 10 ml’ye tamamlanmistir. Farkl
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dokularda biriken Cu miktariin belirlenmesi i¢in yas yakma yontemi uygulanan bitki
orneklerinin analizleri, Indiiktif Eslenmis Plazma-Optik Emisyon Spektrometre-Optima
7000 DV (ICP-OES) (Perkin Elmer)’de yapilmistir. ICP-OES cihaz1 %1°lik HNOs ile
standart ana ¢ozeltiden (1000 ppm) seyreltilerek hazirlanan standartlarla (0,1 ppm, 0,2
ppm, 0,5 ppm, 1 ppm, 2 ppm, 5 ppm) kalibre edildikten sonra numunelerin i¢erdigi Cu
miktart 327,393 nm dalga boyunda, 3 tekrarli olacak sekilde ol¢iilmiistiir. I[CP-OES
cihaziin ¢alisma kosullar1 Tablo 3.2’de verilmistir. Analiz sonuglarina gore, B. nigra,
Diyarbakir, CGN06625 ve CGN06626 ekotiplerinin kok, govde ve yaprak kisimlarinda
akiimiile edilen agir metal miktar1 mg/kg KA (kilogram kuru agirlik bagina miligram)

olacak sekilde hesaplanmistir.

Tablo 3.2: ICP-OES Calisma Kosullari.

Cihaz Perkin Elmer Optima
7000 DV
Dalga boyu Nm
Replikasyon 3
RF Giicii 1450 W
Plazma Gaz Akisi 16.0 L/min
Numune Pompalama 25 rpm
Orani
3.6. METAL AKUMULASYONUYLA ILISKILI GENLERIN

TANIMLANMASI VE IFADELERININ BELIRLENMESI iCIN
KULLANILAN MOLEKULER YONTEMLER

3.6.1. Total RNA izolasyonu

Farkli konsantrasyonlarda Cu uygulamasi yapilmis olan bitkilerin kok, govde ve yaprak
dokularinda gen anlatim calismalar1 yapilmak iizere total RNA izolasyonlar
gerceklestirilmistir. Total RNA’lar1 elde etmek igin, igerisinde homojenizasyon kolonu
ve RNA izolasyon kolonu olmak {izere iki farkli kolon bulunan RNA izolasyon Kkiti

(RNeasy Mini Kit, Qiagen) kullanilmustir. izlenen ydéntem asagidaki gibidir;
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-80 °C’de saklanan bitki orneklerinin sivi azotla dondurularak ¢6zlinmesi
onlenmis ve minumum 0,3 g olacak sekilde tartimi yapilmistir.

Izolasyona baslamadan once guanidin hidroklorit (GuHCI) iceren, 6rnek basina
600 pl RLC tamponuna %10 oraninda (ml basmna 10 pl olacak sekilde) -
merkaptoetanol ilave edilmis ve tampon homojenize edilip vortekslenmistir.
Bitki materyali toz hale gelinceye kadar, sivi azot yardimiyla steril havan
igerisinde ezilmis ve steril santrifiij tiipiine (15 ml) aktarilmistir.

Ornek iizerine 100 mg bitki materyaline 600 ul olacak sekilde RLC tamponu
ilave edilerek vorteks yapilmustir.

Vortekslenen o6rnek 2 ml’lik homojenizasyon (QIAshredder) kolonuna
aktarilarak 2 dk 13.000 rpm’de santrifiij edilmis ve filtreden ge¢irilmesi
saglanmistir.

Kolondan gecen lizat steril tlipe aktarilarak, lizatin hacminin yaris1 kadar
%96’l1k etanol ilave edilmis ve pipetle karistirtlmistir.

Karisim RNA izolasyon (RNeasy Spin) kolonuna aktarilip 10.000 rpm’de 15 sn
santrifiij edilmistir. Bu asamadan sonra kolonun yikanmasi islemlerine
gecilmistir.

Kolondan gecen sivi atilarak birinci yikama olarak, kolona 700 pl *RW1
Tamponu ilave edilmis ve 10.000 rpm’de 15 sn santrifiij edilmistir.

Kolondan gegen sivi tekrar atilarak, kolonu yikamak i¢in 500 pl *RPE tamponu
ilave edilmis ve 10.000 rpm’de 15 sn santrifiij edilmistir.

Kolondan gecen siv1 tekrar atilmis, ikinci kez 500 pul RPE kolona ilave edilmis
ve 10.000 rpm’de 2 dk santrifiij edilmistir. Bdylece yikama asamasi
tamamlanmustir.

Kolon steril, RNaz i¢cermeyen 1,5 ml ependorf tiipe yerlestirilerek kapaklari
kesilmis ve tizerine 40 ul dietilpirokarbonat (DEPC)’l1 saf su ilave edilerek
10.000 rpm’de 1 dk santrifiij edilmistir. Membranda kalabilecek RNA’lari
toplamak amaciyla tekrar 20 pl DEPC ddH2O ilave edilerek santrifiij islemi
tekrarlanmis ve elde edilen RNA 6rnekleri —80 °C ’ye kaldirilmistir.

Total RNA Miktar Tayini

Brassica nigra ekotiplerinden (CGN06625, CGNO6626 ve Diyarbakir) elde edilen

RNA’larin miktar1 ve safligi Nanodrop spektrofotometresinde (Thermo) 260 nm ve 280
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nm dalga boyundaki okumalarla belirlenmistir. DEPC’li su ile 1/10 oraninda seyreltilen
orneklerden 1 pl alinarak cihazda okutulan total RNA o6rneklerinin konsantrasyonlari
ng/ul cinsinden belirlenmistir. Saflik oranlar1 (OD 260/ OD 280) 1,60-2,00 arasinda
olan orneklerin %1°’lik formaldehitli agaroz jelde elektroforezleri yapilarak RNA’larin

konsantrasyon miktarlar1 ve saglamliklar1 kontrol edilmistir.

3.6.3. Total RNA’larin Formaldehitli Agaroz Jelde Ayristirilmasi

Elde edilen total RNA’lar %1’lik formaldehitli agaroz jelde ayristirilmistir. Jelin
hazirlanmas1 ve elektroforez islemleri Sambrook ve dig. (1989)’ nde verildigi gibi

gerceklestirilmistir. Jelin igerigi asagida yer almaktadir:

Agaroz 1g

5XMOPS (morfolino-propan stilfonik asit) 10 ml
DEPC’li ddH20 83 ml

Formaldehit 7 mi

Agaroz ve DEPC’li ddH20 mikrodalga firinda eritildikten sonra 5XMOPS ve
formaldehit belirtilen miktarlarda ilave edilmistir. Karistirilarak homojen hale getirilen
karisim, ceker ocak icerisinde mini jel elektroforez kasetine dokiilmiistiir. Polimerize
olan jel IXMOPS ve formaldehit igeren yiiriitme tamponunun bulundugu tanka alinarak
ornekler yiikklenmeden once 15 dk 6n yiiriitme islemi gergeklestirilmistir. Bu esnada
RNA 0Orneklerinin 3 pl’si kullanilarak iizerine 1:1 oraninda etidyumbromiir (EtBr)
iceren yiikleme tamponundan (3 pl) ilave edilerek 65 °C’de 10 dk denatiire edilmistir.
Denatiirasyon sonrasi buza alinan 6rneklerin tamami kuyulara yiliklenmistir. Yiiklenen

orneklerin 80 V’da 30 dk ayrismasi saglanmustir.

3.6.4. Total RNA’dan Genomik DNA’nmin Uzaklastirilmasi

Total RNA’da genomik DNA’nin bulunmas: ileride yapilacak olan kantitatif RT-PZR
deneylerinde yanlis sonuglara yol agacagindan, genomik DNA’nin RNA’dan
uzaklastirilmasi biiyiikk 6nem tasimaktadir. Formaldehitli jel {izerinde RNA’nin saflig1
goriilse bile DNazl uygulamasinin yapilmasi gerekmektedir. Genomik DNA’nin
uzaklastirilmasi, elde edilmis olan total RNA’nin DNazl enzimi etkisinde birakildiktan
sonra RNA’nin tekrar ¢oktiiriilmesi ve sulandirilmasi basamaklarindan olusmaktadir.

Bu islem i¢cin RNaz icermeyen DNazl enzimi (Roche) kullanilmistir. Total RNA’dan
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DNA’nin uzaklagtirilmasi metodu, kitte belirtilen yontemde bazi degisiklikler yapilarak
gerceklestirilmistir (Cevher-Keskin, 2006).

DNazl- 10X reaksiyon tamponu: 100 mM Tris-HCI, pH 8.4
500 mM KClI
15mM MgCl;
%0.01 jelatin
1. Steril ve RNaz igermeyen 1,5 ml’lik ependorf tiip igerisine Tablo 3.3’de verilen

miktarlarda 10X inkiibasyon tamponu ve DNazI (10U/ul) enzimi ilave edilmistir.

Tablo 3.3: DNazl uygulamasinda kullanilan bilesenler ve reaksiyon miktarlari

Bilesenler Son Konsantrasyon

Total RNA 50 ul (10-50 pg)
10X Reaksiyon Tamponu 5ul

DNaz I (10 U/ul) 1 pl

Toplam 50 ul

2. Orneklerin homojen olarak karigmasi saglanarak 37 °C’de 15 dk bekletilmistir.

3. Mevcut protein ve DNazl kontaminasyonunu uzaklastirmak i¢in fenol /kloroform
(3:1) uygulamasi gerceklestirilmistir. Inkiibasyon sonrasi reaksiyon hacmi kadar (50 pl)
fenol/kloroform ilave edilerek, 6rnekler 30 sn vorteks yardimiyla karigtirilmigtir.

4. Buz tizerinde 10 dk bekletilmistir.

5. Maksimum hizda (13 000 rpm) 10 dk +4 °C’de santrifiij edilmistir.

6. Ust faz almarak steril bir tiipe aktariimistir.

7. Etanolle ¢oktiirme asamasi igin alinan iist faz iizerine 5 pl 3 M sodyum asetat
(NaOAc) (pH:5.2) ve 200 pl saf etanol ilave edilmistir.

8. En az 1 saat olacak sekilde —80 °C’de bekletilmistir.

9. Sogutmali santrifiijde 30 dk 13 000 rpm’de santrifiij edilerek RNA’lar
coktiirtilmiistiir.

10. Etanol uzaklastirilarak RNA c¢okeltisi iizerine DEPC’li saf su ile hazirlanmis olan
%70’1ik etanol ilave edilmis ve 5 dk 13 000 rpm’de santrifiij edilmistir.
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11. Steril kabin igerisinde tiip kapaklar1 acgik sekilde tutularak etanoliin u¢masi
saglanmistir.
12. 20 pul DEPC’li saf su ile RNA c¢okeltisi c¢oziilerek, daha sonraki asamalarda

kullanilmak tizere —20 °C’de saklanmustir.

3.6.5. DNazl Sonrasi Bioanalyzer (Agilent) RNA Miktar Okumalari

Kantitatif RT-PZR igin ¢cDNA c¢alismalarina gegmeden once DNazl ile muamele
edilerek temizlenmis olan RNA’larin kalite ve miktarlarinin kontrolii Bioanalyzer 2100
(Agilent)’de gerceklestirilmistir. Kok, gdévde ve yaprak orneklerinden elde edilen ve
genomik DNA igermeyen total RNA’larin kontrolii, cihazda 260 ve 280 nm dalga
boylarinda yapilmistir. Bioanalyzer, daha az 6rnek kullanmayi sagladigi ve hassasiyeti
oldukga yiiksek oldugu icin RNA’larin kalitesini belirlemek amaciyla tercih edilmistir.
Bu calismada, total RNA miktar okumalar1 igcin RNA Nano 6000 ¢ipleri kullanilmistir.

3.6.6. Ters Transkripsiyon-Komplementer (Tamamlayic1) DNA (cDNA) Sentezi

ve Kontrolii

Saf hale getirilmis, kalite ve miktarlar1 Bioanalyzer Agilent 2100 cihazinda kotrol
edilmis total RNA’larin ters transkripsiyonlar, RNA’ya yonelik bir DNA polimeraz
olan Moloney Murine Leukemia Virus (MMLV)-ters transkriptaz enzimi ile
saglanmistir. Farkli dokulardan elde edilen total RNA’larden cDNA sentezi igin
“Transcriptor First Strand cDNA Synthesis Kit” (Roche) igerisinde yer alan tampon ve
enzimler kullamilmistir. Kitte agiklanan yonteme gore asagida belirtildigi sekilde

birbirini takip eden 2 asamali reaksiyonla cDNA sentezi gergeklestirilmistir:

I. Reaksiyon:

Hacim Son Konsantrasyon
Total RNA Tug/pl
Oligo dT Primer 1wl 2,5 uM

olacak sekilde DEPC’li saf su ile 13 pl’ye tamamlanmistir. RNA ve primer karisimi 65
°C’de 10 dk inkiibe edildikten sonra 2. asamada kullanilan karigimdan toplam hacim 20

ul olacak sekilde her bir tiipe dagitilmastir.
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I1. Reaksiyon:

Hacim Son Konsantrasyon
5X reaksiyon Tamponu 4 ul 1X
RNaz inhibitori 40U/ul 0,5ul 20U
dNTP mix 2.0l ImM (herbiri igin)
Ters Transkriptaz 20U/ul 0.5 ul 10U

olacak sekilde hazirlanan karisim ilk asamadan sonra birinci karisimin {izerine
eklenmistir. Toplam hacmi 20 ul olan 6rnekler 50 °C’de 30 dk inkiibe edildikten sonra
enzim inhibisyonu igin 85 °C’de 5 dk inkiibe edilmistir. Reaksiyon +4 °C’de

sonlandirilmistir.

cDNA’larin sentezinin kontrolii konvansiyonel Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)
(Applied Biosystems) ile B-aktin primer ¢ifti kullanilarak yapilmistir. PZR cihazinda

kurulan dongii programi Tablo 3.4’de detayli olarak verilmistir.

Tablo 3.4: cDNA kontrolii i¢in PZR cihazinda kurulan déngii programi.

Basamak islem Siire Sicaklik Dongii
l. Denatiirasyon 5 dk 95°C 1
1. Denatiirasyon 30sn 95°C
Baglanma 30sn 55°C 35
Uzama 30 sn 72 °C
1. Son uzama 10 dk 72 °C 1

Tiim cDNA’lardan pozitif sonug elde edildikten sonra ornekler, bir sonraki agama olan

kantitatif RT-PZR’da kullanilmak tizere -20 °C’ye kaldirilmistir.

3.6.7. Primer Tasarim

Mikroarray analizi sonucunda elde edilen, metal alinimi ve tasinmasinda rol aldigi
diisiiniilen genlerin anlatimlarinin dogrulanmasi, bu genlere ait primerler kullanilarak
kantitatif ters yazilim polimeraz zincir reaksiyonu ydntemiyle yapilir. Mikroarray
analizinde Brassica nigra’nin ticari ¢ipleri bulunmadigi i¢in Arabidopsis’e ait prop
dizileri kullanildigindan, primerler dogrudan bu problardan tasarlanamamigtir.
Tasarlanan primerlerin Brassica nigra (BB) bitkisine uygun olmasi ve etkin bir sekilde

calismas1 i¢in, Arabidopsis bitkisine ait gen dizilerinin timi ile fitoremideyasyon
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calismalarinda tercih edilen Brassica juncea (AABB) ve bu tiire yakinlik gosteren
Brassica rapa (AA) bitkisinin EST (Expressed Sequence Tag) dizileri karsilagtirilmistir.
Arabidopsis bitkisine ait gen dizileri TAIR (The Arabidopsis Information Resource)
(www.arabidopsis.org) ve Biology WorkBench (http://workbench.sdsc.edu/) veri
tabanlarindan alinmistir. B. nigra, B. juncea ve B. rapa’nin EST dizileri ise NCBI
(http://ncbi.nlm.nih.gov/) veri tabanindan alinmistir. Elde edilen EST dizileri
karsilastirilarak Brassica tiirleri arasinda en korunakli bolgeler bulunmustur. Boylece,
daha diizgiin primerler tasarlamak amaciyla yapilan karsilastirmalar sonucunda her gen
icin en c¢ok benzerlik gosteren diziler secilmistir. Bu bolgelerden tasarlanan 10 adet
primer c¢iftinin (ileri=forward=F ve geri=reverse= R) baz uzunlugu 19-21 arasinda
degismektedir (Tablo 3.5). Primerler tasarlanirken amplikon uzunlugunun 95-160 baz
icermesine ve GC igeriginin %40-50 arasinda olmasina dikkat edilmistir. Ayrica erime
sicakhigmin (55 °C) primer giftleri arasinda miimkiin oldugu kadar farklilik
gostermemesine Ozen gosterilmistir. Tasarlanan primerlerin uygunlugu Biology
WorkBench (http://workbench.sdsc.edu/) ve Primerl programlar1 kullanilarak kontrol
edilmistir. Mikroarray analizi sonucunda metal alinimi ve tasinmasinda rol aldig
diistiniilen ve sentezi yaptirilan primerler Tablo 3.5’de verilmistir.

Tablo 3.5: Tasarlanan primerlere ait diziler, Tm degerleri, GC orani (%) ve
amplikon uzunluklari.

Primer Ads Primer Dizisi (3°-3") Primer Im %GC Amplikon
uzunlugu uzunlugu

BnPIP2-5F1 5-GTTCCTGTATTGGCTCCATT -3’ 20 5659 45

BnPIP2-5R1  5"-ACTTCTTGCAGGGTTGATAC-3’ 20 5434 45 99 bp

BnGSKB6F1 5'-ACCAGTGACTGATCCATCAA -3’ 20 SEa s

BnGSKB6R1 3-TGCCTGAGGGTATAGAATGAC-3’ 21 56.76 476 103 bp

BnCAT3F1  5'-CACCAGAGAGGGAAACTTTG-3’ 20 e o)

BnCAT3R1  5-TCCAGAATCCTCCAGTACTC-3’ 20 5418 350 141 bp

BaCSDIF1  5'-GAGTTGCAGTTTTGAACAGC-3 20 56 5

BnCSDIR1  3'-CCATGAAGACCAGGCTTAAG-3’ 20 5742 30 118 bp

BaFSDIF1  5'-CAACCTCAAGAAACAGGTTC -3’ 20 NEE

BnFSDIR1  5-TCATTGACTCCCAGAAGAAC-3’ 20 55.15 45 149 bp

BalLOS2F1  5-AGCCACAGAAGTGGTGAAAC -3’ 20 57.76 50

BnLOS2R1  5'-TACGCAAAAGCTGGTTGTAC -3 20 56.58 45 130 bp

BaPDC3F1  5"-GAGCTTAGGTGTTTCCAAAC-3’ 20 5400 45

BnPDC3R1  5-ATGTACACAGGCTTGCTCTC-3’ 20 5547 30 122 bp

BnRBOF1 5’.GGTGACTAGGGAACAAGGAT-3' 20 i T

BnRBORI1 5°-CTTCCTCGTACACACTCGTG-3° 2 56.87 35 119 bp

BaMT1aF1  5-ATGGCAGGTTCTAACTGTGG -3’ 20 STy

BaMTIaRl  5'-CAGCTACAGTTGTCGCACTC-3’ 20 5720 55 | “°0P

BnGAPCIF1 5 -AAGGCTATCAAGGAGGAATC-3’ 20 5504 45

BnGAPCIR1 35-ACAAACTIGTCGCTCAATG-3" 19 5471 421 146 bp



http://www.arabidopsis.org/
http://workbench.sdsc.edu/
http://ncbi.nlm.nih.gov/
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3.6.8. Yan-Kantitatif Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)

In vitro kosullarda oligoniikleotid primerler kullamlarak DNA polimeraz enzimi
tarafindan DNA igerisinde yer alan, dizisi bilinen 6zgiin bir bolgenin ¢ogaltilmasi igin
yari-kantitatif polimeraz zincir reaksiyonu kullanilir (Dieffenbach ve dig., 1993).
Caligmalarda PZR uygulamasinda kullanilan bilesenler ve reaksiyonlar ayrintilariyla
Tablo 3.6’da verilmistir. Bu ¢alismada farkli dokulardan elde edilen cDNA’lar ve
tasarlanan primerlerin kontrolii, PZR uygulamasiyla ger¢eklestirilmistir. PZR sartlarinin
optimizasyonu i¢in herhangi bir yontem denenmemis olup laboratuvarda daha 6nceden
optimize edilmis olan program kullanilmistir (Tablo 3.4). PZR uygulamalarinda,
Arabidopsis thaliana’ya ait aktin mRNA dizisinden tasarlanan ve 55 °C’de iyi ¢alisan
B-aktin primer g¢ifti (referans gen, house keeping gen) (Tablo 3.7) i¢ kontrol olarak
kullanilmigtir. Referans gen B-aktine ait primer ¢ifti PZR ile kontrol edildikten sonra,

tasarlanan primerlerin kontrolii de ayni program ile yapilmistir (Tablo 3.4).

Tablo 3.6: PZR uygulamasinda kullanilan bilesenler ve reaksiyon miktarlart (ul).

Bilesenler Hacim (ul)/Reaksiyon
10X Taq polimeraz tamponu 2,5

dNTP Karisimi (dATP, dTTP, dCTP, dGTP) (10 mM) 0,5

MgClI2 (25 mM) 1,5
Primer-F (10 pmol) 0,5
Primer-R (10 pmol) 0,5

Taq DNA polimeraz (5 u/pl) 0,125
cDNA (100 ng/pl) 2

Steril Saf Su 17,375
Toplam Reaksiyon Hacmi 25

Tablo 3.7: B-aktin genine ait primer dizileri ve amplikon uzunlugu.

Primer Ad1  Primer Dizisi Amplikon Uzunlugu
B-aktin-F 5-TGTTCACCACCACAGCAGAGCG-3'
B-aktin-R 5-CACCTGTCCGTCGGGTAACTCG-3'

150

Ayirict bir matriks olan agaroz jel igerisinde elektriksel alana maruz birakilan, DNA

veya RNA parcalarinin biiyiikliiklerine gore ayristirilmas: saglayan yontem agaroz jel
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elektroforezidir. Bu nedenle, PZR sonucunda elde edilen iiriinler, EtBr iceren %2’lik
agaroz jelde ayristirilarak kontrol edilmistir. Agaroz jel, 2 g agaroz ve 100 ml 1X TAE
(Tris-Acetate-EDTA) tamponu igermektedir. Karistm mikrodalga firinda agaroz
tamamen eriyene kadar kaynatilmistir. Agaroz, elle dokunulabilir sicakliga gelinceye
kadar (yaklasik 50 °C) sogutulduktan sonra 5 pl EtBr (stok konsantrasyon: 10 ug/ ul)
eklenmis ve hava kabarcig1 olusmamasina dikkat edilerek mini jel elektroforez kasetine
dokiilmiistiir. Yaklasik 30 dk sonra polimerize olan jel, igerisinde 1X TBA yiiriitme
tamponu bulunan elektroforez tankia alinmistir. 3 pul 6X DNA yiikleme boyasi ile
karistirilan  6rneklerin  kuyulara yiiklendikten sonra 80 V’da 30 dk ayrigsmasi

saglanmstir.

3.6.9. Karsilastirmah Transkriptom Profilleme Yontemiyle Metal

Metabolizmasinda Yer Alan Genlerin irdelenmesi

Hiicre i¢inde fonksiyonu bilinmeyen birgok genin ekspresyon diizeyinin ve diizey
farkliliklarinin belirlenmesi i¢in mikroarray teknolojisinin kullanilmasi ¢ok yaygindir.
Bu nedenle bu tez calismasinda da metal metabolizmasinda yer alan genlerin
belirlenmesi i¢in karsilastirmali transkriptom profilleme yontemiyle mikroarray
analizleri yapilmistir. Mikroarray teknigi, ayni anda binlerce genin anlatim seviyelerinin
yiiksek verimlilikte calisilabilmesine olanak sagladigindan agir metal stresiyle iliskili

genlerin belirlenmesinde oncelikli olarak tercih edilmistir.

B. nigra’nin farkli ekotiplerinde Cu stresine karst mMRNA diizeyindeki gen ekspresyon
farkliliklarint incelemek tiizere “Affymetrix GeneChip Arabidopsis ATH1 Genome
Array” kullanilmistir. Bu ¢alismada yapilan mikroarray hibridizasyon deneyleri, gerekli
laboratuvar alt yapis1 saglanamadigi igin, TUBITAK-COST 859 proje kapsaminda,
Affymetrix firmasinin Tiirkiye temsilcisi olan AYKA Ltd. Sti’ye yaptirilmustir.

Mikroarray ¢aligmalarinda kullanilan GeneChip® Arabidopsis ATH1 Genome Array’de
yer alan oligoniikleotid problar 25 baz uzunlukta olup 22 850 prob seti 24 000 geni
tanimaya yonelik olarak hazirlanmistir. GAPDH, Ubiquitin ve Aktin olmak {izere 3
farklt housekeeping gen prob olarak kullanilmistir. Bu ¢iplerin Arabidopsis bitkisi i¢in
hazirlanmis olmasi nedeniyle bazi 6rneklerde hibridizasyon problemleri yasanmistir.

Farkli anlatim yapan genlerin tanimlanabilmesi i¢in elde edilen sonuglara ANOVA
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analizi yapilarak, “tesvik edilen” ve “baskilanan” genler seklinde gen listeleri

olusturulmustur.

Cu agir metaline karsi toleransi diisiik olarak belirlenen, B.nigra CGNO06619 ekotipinin
diisiik ve yiiksek konsantrasyon Cu uygulamalarina ait bitki 6rnekleri, kontrolleriyle
birlikte analiz i¢in gonderilmistir. Bu ¢alismada, mikroarray analizi sonucunda B.nigra
CGNO06619 ekotipinin diisiik konsantrasyondaki Cu uygulamasina ait kok dokusundan

elde edilen veriler kullanilmustir.

3.6.10. Kantitatif Ters Yazihm Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-PZR)

Kantitatif RT-PZR, floresan tekniklerle ¢ogaltim, saptama ve miktar tayini yapmayi
saglayan bir yontem olup, diger tekniklerle karsilagtirlldiginda hassas ve
tekrarlanabilirligi daha yiiksek olmasi nedeniyle tercih edilmistir (Cevher-Keskin,
2006). Kullanilan diger yontemlerin temeli, kaliptaki baslangi¢ miktarmin ve
reaksiyonun bitiminde ¢ogaltilmig son tirlinlerin miktarinin 6l¢iilmesine dayanmaktadir.
Ancak, kantitatif RT-PZR diger yontemlerden farkli olarak reaksiyon gergeklesirken
cogaltim iirlinlerinin yaydigi floresanin es zamanli goriintiilenmesini saglar (Higuchi,

1993; Kubista, 2006; 2008).

Reaksiyonun tiim kimyasal ve fiziksel bilesenleri kendi aralarinda bagimli oldugu i¢in
kantitatif RT-PZR olduk¢a kompleks bir yontemdir. Bu yontemin ilk asamasini, RNA
kalip olarak PZR’da kullanilamadigindan, RNA’nin ¢cDNA’ya ters transkripsiyonu
olusturur. Bu asamadan sonra ise PZR ile ¢ogaltim gelir. Kullanilan RNA veya DNA-
bagimli DNA polimerazlar farkli 6zellikteki enzimleri igerebilir. Cogunlukla ayr
sekilde (iki enzim/iki tlip reaksiyon) ya da tek (iki enzim/tek reaksiyon tiipii) olarak
farkli enzimler kullanilmaktadir. Ozellikle, tek enzim/tek reaksiyon tiipii seklindeki,
hem RNA hem DNA-bagimli DNA polimerazin kullanilmas1 zaman agisindan kolaylik
saglamaktadir. Ayrica, reaksiyon sirasinda olusabilecek kontaminasyon riskini de

azaltmaktadir (Cevher-Keskin, 2006).

Kantitatif RT-PZR’ da farkli amaglar igin floresan isaretli problar veya boyalar
kullanilmaktadir. “SYBR Green I” floresan boyasi bu ¢alismalarda siklikla kullanilan
metotlardan biridir. Bu metotun temelini floresan boyanin sadece ¢ift zincirli DNA’ya

baglanmasi olusturur. Boylece, ¢ogalan DNA miktarindaki artisa paralel RT- PZR
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cihazinda okunan floresanin miktar1 da es zamanli olarak artar. SYBR Green I’in
yiikseltgenme dalga boyu 497 nm ve indirgenme dalga boyu ise 520 nm’dir. Cift sarmal
DNA’nin kiiclik oluguna baglanan bu boya, aktivitesini uzun amplikasyon dongiileri

sonrasi bile ¢ok az kaybeder (Kubista ve dig., 2006).

Farkli konsantrasyonlarda Cu verilerek yetistirilmis olan B. nigra bitkisinde kok, govde
ve yaprak dokularinda Tablo 3.5’de belirtilen 10 adet genin ekspresyon farkliliklarini
belirlemek icin kantitatif bir metot olarak RT-PZR kullanilmistir. Kontrol, 25 ve 50 uM
Cu uygulamasma ait bitkilerin kok, gdvde ve yapraklarinin total RNA’larindan
hazirlanmis olan ¢cDNA 6rneklerinin, farkli diliisyonlar1 (1/100, 1/250, 1/500, 1/1000)
hazirlanmistir. Bu diliisyonlarla PZR kurularak optimizasyon ¢aligmalar1 yapilmis ve bu
calisma ic¢in BioRad CFX96 ve 1Q5 Sistemi kullanilmistir. Reaksiyonlar 96 kuyuluk
plateler (BioRad) tizerinde gergeklestirilmistir. Reaksiyonlarin hazirlanigi Tablo 3.8’de

verilmigtir.

Tablo 3.8: Kantitatif Real-Time PZR karisiminin hazirlanmasi.

ddH20 8,5 ul
*SYBRGreenKarigimi 12,5 ul
Primer F(5pmol/ul) 1ul
PrimerR(Spmol/ul) 1ul
cDNA 2 ul
Toplam 25 ul

*SYBR Green Karigimi (BioRad 170-8880): 2XKarigim: 100 mM KCI, 40 mM Tris-HCI, pH:8.4, 0.4
mM her bir niikleotid (dATP, dCTP, dGTP, dTTP), 50 U/ml iTaq DNA polimeraz, 6mM MgCI2, SYBR
Green |, 20 nM floresanboya.

Tablo 3.9°da ise kullanilan kantitatif RT-PZR programi goriilmektedir. Referans gen
olarak -aktin kullanilmig, BioRad CFX96 Manager 3.1 ve 1Q5 2.1 yazilimi
kullanilarak normalizasyonlar gerceklestirilmistir. Her bir 6rnek i¢in 3’1l replikasyon
seklinde ¢alisilmistir. Program bes basamaktan olusmakta ve son olarak erime egrisi
analizi (melting curve) icermektedir. II. basamakta belirtilen dongii sayisina yapilan

optimizasyon ¢aligsmalar1 sonucu karar verilmistir.
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Tablo 3.9: Kantitatif RT-PZR’da kurulan PZR programi

Basamaklar Tslem Sicaklik Siire  Dongii

| Denatiirasyon 94 °C 3dk 1
Denatiirasyon 94 °C 30sn

1 Baglanma 55°C 30sn 50
Uzama 72 °C 30sn

1l Son Uzama 94 °C 10sn 1

v Melting Curve Analiz  55°C-94 °C 0,5sn 81

(0,5 °C artigla)
\% Soguma 4°C 10sn

3.6.11. istatistiksel Analizler

Bu c¢aligmada yapilan tiim denemelerde, her bir 6rnek i¢in kendi i¢inde 3 tekrar1 olan 3
farkli deney seti kurulmustur. Elde edilen tiim dl¢iimlerin istatistiksel degerlendirmesi
SPSS 17. versiyon istatistiksel programinda yapilmistir. Bu g¢alismadan elde edilen
bulgular, tek yonlii varyans analizine (One-Way ANOVA) gore degerlendirilmistir.
Agir metal miktarlarinin karsilagtirllmasinda Tukey testi uygulanmistir (Daniel, 1991).

p<0,05 ve p<0,01 diizeyindeki farkliliklar istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. BIiTKIiDE BiRiKEN AGIR METAL MIiKTARI

B. nigra, Diyarbakir, CGN06625 ve CGN06626 ekotiplerine hidroponik ortamda 25 uM
ve 50 uM CuSOs cozeltisi 72 saat boyunca uygulanmistir (Sekil 4.1, Sekil 4.2, Sekil
4.3). Bu siire sonunda Etiyopya kokenli CGN06625 ve CGN06626 ekotiplerinde
bakirdan dolayr Ozellikle alt yapraklarda sararma oldugu tespit edilmistir (Sekil
4.4AB). Ayrica, CGN06626’nin alt yapraklarinda koyu renk olusumlar goézlenmistir
(Sekil 4.4C). Diyarbakir ekotipinde ise morfolojik olarak olumsuz herhangi bir
semptoma rastlanmamustir. Kontrol bitkileriyle farkli konsantrasyonlarda Cu uygulanan

bitkiler arasinda bir fark gériilmemistir (Sekil 4.3).

Sekil 4.1: Farkli konsantrasyonlarda 72 saat siireyle Cu uygulanmis 25 uM (B),
50uM (C) ve uygulanmamis (kontrol) (A) Brassica nigra, CGN06625 ekotipine ait
bitkilerin genel goriiniimii.
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Sekil 4.2: Farkli konsantrasyonlarda 72 saat siireyle Cu uygulanmis 25 uM
(B), 50uM (C) ve uygulanmamis (kontrol) (A) Brassica nigra, CGN06626
ekotipine ait bitkilerin genel goriintimii.

Sekil 4.3: Farkli konsantrasyonlarda 72 saat siireyle Cu uygulanmis 25 uM (B), 50
uM (C) ve uygulanmamus (kontrol) (A) Brassica nigra Diyarbakir ekotipine ait
bitkilerin genel goriiniimii.

Sekil 4.4: Hidroponik ortamda 25 uM ve 50 uM Cu uygulamasi yapilan ve
bakirdan morfolojik olarak negatif etkilenmis CGNO6626 (A, C) ve CGN06625
(B) ekotipine ait bitkilerin goriiniimii.

72 saat boyunca Cu uygulamasina tabi tutulan B. nigra, CGN06625, CGN06626 ve

Diyarbakir ekotiplerine ait bitkilerin kontrol ve agir metal uygulanan deney gruplarina
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ait kok, gévde ve yaprak kisimlarinda akiimiile edilen agir metal miktarlari (mg/kgKA)
Sekil 4.5, Sekil 4.6 ve Sekil 4.7°de verilmistir. Ayrica, elde edilen sonuglarin ekotipler

arasinda karsilastirilmasinin SPSS analiz degerlendirmesi Tablo 4.1°de verilmistir.

CGNO06625
5000 4365
4500
4000
< 3500
7 *
- 2755
£ 3000 ® Kontrol
= 2500
= M 25 uM CuSO4
2000
M50 uM CuSO4
1500
1000
*
500
13 & 175 5 26 65
Kok Govde Yaprak

Sekil 4.5: Farkl konsantrasyonlarda bakir uygulamasi yapilan CGN06625
ekotipinin kok, govde ve yaprak kisimlarinda biriken metal miktarlarinin grafikle
gosterimi, (Mg/kgKA) (Hata ¢ubuklari, standart sapmay1 gostermektedir),

*: p< 0,05 degeri, kontrol gruplarina gére anlamli farklilik gosteren deney
gruplarimi ifade etmektedir.

CGNO06626

6500 T
6000
5500
5000
4500
4000
3500 *
3000 LRl H 25 1M CusSO4
2500
2000
1500
1000 *

* 410 * *
500 35 6 48 = g 58 113

___u — =

Kok Govde Yaprak

M Kontrol

mg/kg (KA)

M 50 uM CusSO4

Sekil 4.6: Farkli konsantrasyonlarda bakir uygulamasi yapilan CGN06626
ekotipinin kok, govde ve yaprak kisimlarinda biriken metal miktarlarinin grafikle
gosterimi (mg/kgKA). (Hata gubuklari, standart sapmay1 gostermektedir),

*: p< 0,05 degeri, kontrol gruplarina gére anlamli farklilik gosteren deney
gruplarini ifade etmektedir.
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Sekil 4.7: Farkli konsantrasyonlarda bakir uygulamasi yapilan Diyarbakir
ekotipinin kok, govde ve yaprak kisimlarinda biriken metal miktarlarinin grafikle
gosterimi (mg/kgKA). (Hata ¢ubuklari, standart sapmay1 géstermektedir),

*: p< 0,05 degeri, kontrol gruplarina gére anlamli farklilik gosteren deney

gruplarini ifade etmektedir.

Sekil 4.5, Sekil 4.6 ve Sekil 4.7°de goriildiigii lizere, 72 saat siireyle yapilan agir metal

uygulamasinda, her bir ekotipe ait kontrol bitkilerinin kok, govde ve yapraklarinda iz

miktarda Cu saptanmistir. 25 pM ve 50 uM CuSO4 uygulamalarindan elde edilen ICP-

OES sonuclarma gore, bitkinin farkli kisimlarinda akiimiile edilen Cu miktarlaria

bakildiginda, en fazla miktarin kokte saptandigi, bunu sirayla gévde ve yapraklarin

takip ettigi gorilmektedir. Ayrica biitiin uygulamalarda kok, gévde ve yapraklarda

biriken metal miktarlar1 kontrol bitkilerinin kok, govde ve yapraklarma gore dnemli

derecede artig gostermistir.

Tablo 4.1: 72 saat boyunca farkli konsantrasyonlarda CuSOs ¢6zeltisi uygulanan B.
nigra CGN06625 (A), CGN06626 (B) ve Diyarbakir (C) ekotiplerinin kok, govde
ve yapraklarinda akiimiile edilen agir metal miktarlart (mg/kgKA) (+ degerler

standart sapmay1 gostermektedir).

KOK

GOVDE YAPRAK

Kontrol 25 uM CuS04

50 pM CuSOy

Kontrol

25pMCuSO;  50pMCuSOq | Kontrol ~ 25uMCuSOs 50 uM CuSO,

A | 126445467 2754 67+153,02°

B | 3458424687 283550107500

C | 1430+643%  3518,00+131,00%

3926,00£481 0030
6339,50£138 502

§472,00£162,000

3,33:0,5¢2
5,86+2,83

2,07+0,96

8341610509 17547+6757 | 548+160° 2525¢11,06%0  6470:25 56°

4833:1150%0  410,07:23,96° | 8,15:066% 58,2128 612 112,90:16,20

16,025,600  49.01:2437C | 17760828 1756210660 3501413790

Not: Her siitun kendi arasinda degerlendirilmistir. a, b, ¢: p<0,05
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B. nigra, CGN06625, CGN06626 ve Diyarbakir ekotiplerine ait CuSO4 uygulanmamis
kontrol bitkileri karsilastirildiginda, koklerinde saptanan Cu miktarlar: arasinda anlaml
bir fark bulunamamistir (p>0,05) (Tablo 4.1). 25 ve 50 uM CuSOs uygulanmis kok
orneklerinde ise belirgin bir fark goze carpmaktadir. 25 uM CuSO4 uygulanmis kok
orneklerinin icerdigi Cu miktar1 karsilastirildiginda, Diyarbakir ekotipinin (3518,00
mg/kgKA) ekotipinin hem CGN06625 (2754,67 mg/kgkA) hem de CGN06626
(2835,50 mg/kgKA) ekotipleri ile anlamli bir fark gosterdigi belirlenmistir (p<0,05).
CGNO06625 ve CGN06626 ekotipleri arasinda ise belirgin bir fark bulunamamuistir. 50
uM CuSOs4 c¢ozeltisi uygulanan bitkilerin kokleri karsilastirildiginda, Diyarbakir
(5472,00 mg/kgKA) ekotipi ile CGN06626 (6338,50 mg/kgKA) ekotipi arasinda tespit
edilen fark anlamlidir (p<0,05). CGN06625 ekotipi ile diger ekotipler arasinda ise bir

fark bulunamamastir.

CuSOs4 uygulamasi1 yapilan ekotiplerin gdvdelerinde bulunan Cu miktari
karsilagtirildiginda kontrol gruplari arasinda anlamli bir fark yoktur (p>0,05) (Tablo
4.1). 25 uM CuSOg4 gruplarn incelendiginde ise CGN06625 (83,41 mg/kgKA) ve
Diyarbakir (16,02 mg/kgKA) ekotipleri arasinda fark vardir (p<0,05). Fakat CGN06626
ekotipi ile diger ekotipler arasinda herhangi bir farklilik gériilmemistir. Ayrica, 50 uM
CuSOg4 gruplarinda her ti¢ ekotipin de (CGN06625; 175,47 mg/kgKA, CGN06626;
410,07 mg/kgKA, Diyarbakir 49,01 mg/kgKA) arasinda anlamli bir farklhilik
bulunmustur (p<0,05).

Yapraklarda biriken Cu miktari incelendiginde kontrol guruplar: arasinda belirgin bir
fark tespit edilmemistir (p>0,05). 25 uM CuSOs gruplarinda Diyarbakir (17,55
mg/kgKA) ekotipi ile CGN06626 (58,21 mg/kgKA) arasinda fark vardir (p<0,05).
CGNO06625 ekotipi ile diger ekotipler arasinda ise fark bulunamamaistir. 50 uM CuSOg4
uygulanmis gruplarin yapraklari karsilastirildiginda CGN06625 ile Diyarbakir arasinda
anlaml bir fark tespit edilmemistir. CGN06626 (112,90 mg/kgKA) ekotipi ise hem
CGNO06625 (64,79 mg/kgKA) ile hem de Diyarbakir (35,01 mg/kgKA) ekotipi ile

belirgin bir farklilik géstermistir.

Sonug olarak, tiim ekotiplerin kontrol gruplar1 25 uM CuSO4 ve 50 uM CuSOs gruplar1

ile karsilastirildiginda ayrica konsantrasyonlar kendi aralarinda karsilastirildiginda
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p<0,05’¢ gore anlamli farkliliklarin olmasi deneysel calismanin giivenilirligini

gostermektedir (Tablo 4.1).

4.2. AGIR METAL UYGULAMASI YAPILAN BITKILERDE FARKLILIK
GOSTEREN GENLERIN TANIMLANMASI VE BELIRLENMESI

4.2.1. Total RNA izolasyonu

Cu uygulamasi yapilan B. nigra, CGN06625, CGN06626 ve Diyarbakir ekotiplerinin
kok, govde ve yaprak dokularindan, RNA izolasyon kiti kullanilarak total RNA
izolasyonu yapilmigtir. Elde edilen total RNA’larin saflik dereceleri (OD260/0D280)
NanoDrop spektrofotometresinde yapilan ol¢iimlerle kontrol edilmis ve safliklart 1,80
ile 2,10 arasinda saptanmistir (Tablo 4.2, Tablo 4.3, Tablo 4.4). Ayrica, total RNA’larin
konsantrasyon miktarlar1 ve safliklarinin kontrolii i¢in formaldehitli agaroz jelde
ayrigsmalar1 saglandiktan sonra jel goriintiisii iyi olmayanlarin veya miktarlar1 yetersiz
goriinenlerin izolasyonlari tekrar edilmistir (Sekil 4.8-4.13)

Tablo 4.2: B.nigra CGN06625 (A) ekotipinin farkli konsantrasyonlarda kok,
govde ve yaprak dokularina ait RNA’larin spektrofotometrik degerleri.

No isim (CGN06625) Konsantrasyon (ng/pl) 260/280
Al Kontrol, Kok, Tekrarl 1078 2,08
A2  Kontrol, Gévde, Tekrarl 285 2,10
A3  Kontrol, Yaprak, Tekrarl 620 2,00
A4 25 uM, Kok, Tekrarl 507 2,07
A5 25 uM, Govde, Tekrarl 1292 2,10
A6 25 uM, Yaprak, Tekrarl 644 2,08
A7 50 uM, Kok, Tekrarl 700 2,04
A8 50 uM, Govde, Tekrarl 2816 2,03
A9 50 uM, Yaprak, Tekrarl 668 2,03
A10 Kontrol, Kok, Tekrar2 1495 2,09
All Kontrol, Govde, Tekrar2 692 2,06
Al12 Kontrol, Yaprak, Tekrar2 1045 2,08
Al3 25 uM, Kok, Tekrar2 368 2,06
Al4 25 uM, Govde, Tekrar2 2067 2,07

Al5 25 uM, Yaprak, Tekrar2 578 1,95
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Tablo 4.2: Devama.

No lIsim (CGN06625) Konsantrasyon (ng/pl) 260/280
Al6 50 uM, Kok, Tekrar2 594 2,09
Al7 50 uM, Govde, Tekrar2 1533 2,00
Al18 50 uM, Yaprak, Tekrar2 953 2,10
A19 Kontrol, Kok, Tekrar3 212 2,02
A20 Kontrol, Gévde, Tekrar3 1180 2,04
A21 Kontrol, Yaprak, Tekrar3 942 2,09
A22 25 uM, Kok, Tekrar3 853 1,99
A23 25 uM, Govde, Tekrar3 1294 2,05
A24 25 uM, Yaprak, Tekrar3 622 2,10
A25 50 uM, Kok, Tekrar3 219 2,04
A26 50 uM, Govde, Tekrar3 990 2,10
A27 50 uM, Yaprak, Tekrar3 411 2,06

Tablo 4.3: B.nigra CGN06626 (B) ekotipinin farkli konsantrasyonlarda kok, govde
ve yaprak dokularina ait spektrofotometrik degerleri.

No Isim (CGN06626) Konsantrasyon (ng/pl) 260/280
B1 Kontrol, Kok, Tekrarl 1741 1,99
B2 Kontrol, Govde, Tekrarl 1341 1,98
B3  Kontrol, Yaprak, Tekrarl 980 1,92
B4 25 uM, Kok, Tekrarl 776 1,96
B5 25 uM, Govde, Tekrarl 244 1,96
B6 25 uM, Yaprak, Tekrarl 480 1,86
B7 50 uM, Kok, Tekrarl 714 1,98
B8 50 uM, Govde, Tekrarl 712 2,05
B9 50 uM, Yaprak, Tekrarl 564 2,00
B10 Kontrol, Kok, Tekrar2 1717 2,03
B11 Kontrol, Govde, Tekrar2 1456 2,02
B12 Kontrol, Yaprak, Tekrar2 912 2,10
B13 25 uM, Kok, Tekrar2 356 1,96
B14 25 uM, Govde, Tekrar2 1541 1,94
B15 25 uM, Yaprak, Tekrar2 1066 2,01
B16 50 uM, Kok, Tekrar2 865 1,88

B17 50 uM, Govde, Tekrar2 1946 1,96
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Tablo 4.3: Devama.

No 1Isim (CGN06626) Konsantrasyon (ng/pl) 260/280
B18 50 uM, Yaprak, Tekrar2 1493 1,88
B19 Kontrol, Kok, Tekrar3 1375 2,03
B20 Kontrol, Govde, Tekrar3 1386 2,03
B21 Kontrol, Yaprak, Tekrar3 1040 2,00
B22 25 uM, Kok, Tekrar3 220 1,87
B23 25 uM, Govde, Tekrar3 2084 2,05
B24 25 uM, Yaprak, Tekrar3 505 2,10
B25 50 uM, Kok, Tekrar3 339 1,85
B26 50 uM, Govde, Tekrar3 1025 1,91
B27 50 uM, Yaprak, Tekrar3 1163 2,02

Tablo 4.4: B.nigra Diyarbakir (C) ekotipinin farkli konsantrasyonlarda kok, govde
ve yaprak dokularina ait RNA’larin spektrofotometrik degerleri.

No Isim (Diyarbakir) Konsantrasyon (ng/pl)  260/280
C1 Kontrol, Kok, Tekrarl 379 1,96
C2 Kontrol, Govde,Tekrarl 1316 2,03
C3 Kontrol,Yaprak, Tekrarl 2140 2,06
C4 25 uM, Kok, Tekrarl 563 1,98
C5 25 uM, Govde, Tekrarl 1411 2,02
C6 25 uM, Yaprak,Tekrarl 2411 2,01
C7 50 uM, Kok, Tekrarl 3752 2,02
C8 50 uM, Govde, Tekrarl 4320 1,97
C9 50 uM, Yaprak,Tekrarl 1912 2,04
C10 Kontrol, Kok, Tekrar2 209 1,97
Cl11 Kontrol, Govde,Tekrar2 3117 1,97
C12 Kontrol,Yaprak,Tekrar2 1853 2,10
C13 25 uM, Kok, Tekrar2 608 1,99
Cl14 25 uM, Govde, Tekrar2 4566 1,95
C15 25 uM, Yaprak,Tekrar2 1137 1,95
C16 50 uM, Kok, Tekrar2 704,5 2,00
C17 50 uM, Govde, Tekrar2 3757 1,98
C18 50 uM, Yaprak,Tekrar2 1115 1,96

C19 Kontrol, Kok, Tekrar3 1296 1,98
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Tablo 4.4: Devama.

No Isim (Diyarbakir) Konsantrasyon (ng/pl) 260/280
C20 Kontrol, Gévde,Tekrar3 2504 2,02
C21 Kontrol,Yaprak,Tekrar3 1096 2,05
C22 25 uM, Kok, Tekrar3 261 2,00
C23 25 uM,Govde,Tekrar3 1799 2,00
C24 25 pM,Yaprak,Tekrar3 1170 2,10
C25 50 pM,Kok,Tekrar3 834 2,05
C26 50 pM,Govde,Tekrar3 1084 2,02
C27 50 uM,Yaprak,Tekrar3 749 2,09

”,L""ﬂ -"".“-

A2 A3 A6 A7 A8 A9 Al10 All Al2 Al13 Al4

Sekil 4.8: B.nigra CGN06625 ekotipinin farkli konsantrasyonlarda (25 ve 50 uM) CuSO4
¢ozeltisi uygulanmis ve uygulanmamis (kontrol) bitkilerin, kok, gévde ve yaprak dokularindan
izole edilmis olan total RNA’larin denatiiran % 1°lik formaldehitli agaroz jel goriintiisii,A1-Al4
(M=Marker: RiboRuler-High Range RNA Ladder, 200-6000 baz).

b e e e

M Al1S Al6 Al7 Al8 Al19 A20 A21 A22 A23 A24 A25 A26

Sekil 4.9: B.nigra CGN06625 ekotipinin farkli konsantrasyonlarda (25 ve 50 uM) CuSO4
¢Ozeltisi uygulanmig ve uygulanmamuis (kontrol) bitkilerin, kok, gévde ve yaprak dokularindan
izole edilmis olan total RNA’larin denatiiran % 1°lik formaldehitli agaroz jel goriintiisii,A15-
A27 (M=Marker: RiboRuler-High Range RNA Ladder, 200-6000 baz).

b e b~

B8 B9 B10 Bl1 Bl12 B13 Bl4

Sekil 4.10: B.nigra CGN06626 ekotipinin farkli konsantrasyonlarda (25 ve 50 uM) CuSO4
¢ozeltisi uygulanmis ve uygulanmamis (kontrol) bitkilerin, kok, gévde ve yaprak dokularindan
izole edilmis olan total RNA’larin denatiiran % 1’lik formaldehitli agaroz jel goriintiisii, B1-B14
(M=Marker: RiboRuler-High Range RNA Ladder, 200-6000 baz).
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Sekil 4.11: B.nigra CGN06626 ekotipinin farkli konsantrasyonlarda (25 ve 50 uM) CuSO4
¢oOzeltisi uygulanmis ve uygulanmamis (kontrol) bitkilerin, kok, gévde ve yaprak dokularindan
izole edilmis olan total RNA’larin denatiiran % 1°lik formaldehitli agaroz jel goriintiisii, B14-
B27 (M=Marker: RiboRuler-High Range RNA Ladder, 200-6000 baz).

Sekil 4.12: B.nigra Diyarbakir ekotipinin farkli konsantrasyonlarda (25 ve 50 uM) CuSO4
¢ozeltisi uygulanmis ve uygulanmamis (kontrol) bitkilerin, kok, gévde ve yaprak dokularindan
izole edilmis olan total RNA’larin denatiiran % 1°lik formaldehitli agaroz jel goriintiisii, C1-C14
(M=Marker: RiboRuler-High Range RNA Ladder, 200-6000 baz).

C23 C24 C25

Sekil 4.13: B.nigra Diyarbakir ekotipinin farkli konsantrasyonlarda (25 ve 50 uM) CuSO4
¢ozeltisi uygulanmis ve uygulanmamis (kontrol) bitkilerin, kok, gévde ve yaprak dokularindan
izole edilmis olan total RNA’larin denatiiran % 1°lik formaldehitli agaroz jel goriintiisii, C15-
C27 (M=Marker: RiboRuler-High Range RNA Ladder, 200-6000 baz).

4.2.2. Total RNA’larin Saflastirilmasi

72 saat siireyle Cu uygulamasi yapilan B. nigra, CGN06625, CGN06626 ve Diyarbakir
ekotiplerinin kok, govde ve yaprak dokularindan elde edilen total RNA’lara DNaz I
enzimi uygulanarak, genomik DNA’nin uzaklastirilmasi saglanmistir. Saf hale getirilen
total RNA’larin konsantrasyon miktarlari, saglamliklar1 (Sekil 4.14, Sekil 4.16, Sekil
4.18) ve genel jel goriintiisii (Sekil 4.15, Sekil 4.17, Sekil 4.19.) Bioanalyzer 2100
(Agilent) kullanilarak kontrol edilmistir.
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Sekil 4.14: 72 saat boyunca 25 ve 50 uM CuSOq ¢6zeltisi uygulanan B.nigra
CGNO06625 (A) ekotipinin kok, gdvde ve yaprak dokusundan elde edilen total
RNA’larin DNazl uygulamasi sonucu Bioanalyzer Agilent 2100 cihazinda okuma

sonrast her bir biyolojik tekrarina ait kromatogram goriintiileri (A1-A27).



84

Electrophoresis File Run Summary (A)

Instrument Information:
[nt)

3 % & R Instrument Name:  TUBITAK_GMBE Firmware: C.01.069
3 T 22 £ 22 % R F g DE72904818 Type:  G2938C
Assay Information;
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expert\assays\RNA\Plant RNA Nano.xsy
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Electrophoresis File Run Summary (C)
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Sekil 4.15: 72 saat boyunca 25 ve 50 uM CuSOs ¢ozeltisi uygulanan B.nigra
CGNO06625 ekotipinin kok, govde ve yaprak dokusundan elde edilen total
RNA’larin DNaz I uygulamasini takiben Bioanalyzer Agilent 2100 cihazinda
okuma sonrast her bir biyolojik tekrarina ait genel jel profili; (A) A1-A12, (B)
A13-Al8, (C) A19-A27.
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Sekil 4.16: 72 saat boyunca 25 ve 50 uM CuSOs ¢ozeltisi uygulanan B.nigra
CGN06626 (B) ekotipinin kok, govde ve yaprak dokusundan elde edilen total
RNA’larin DNaz I uygulamasi sonucu Bioanalyzer Agilent 2100 cihazinda okuma
sonrast her bir biyolojik tekrarina ait kromatogram goriintiileri (B1-B27).
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Electrophoresis File Run Summary ( A)
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Electrophoresis File Run Summary (B)
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Sekil 4.17: 72 saat boyunca 25 ve 50 uM CuSOs ¢ozeltisi uygulanan B.nigra

CGNO06626 ekotipinin kok, govde ve yaprak dokusundan elde edilen total
RNA’larin DNaz I uygulamasini takiben Bioanalyzer Agilent 2100 cihazinda
okuma sonrasi her bir biyolojik tekrarina ait genel jel profili; (A) B1-B12, (B) B13-
B24, (C) B25-B27.
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Sekil 4.18: 72 saat boyunca 25 ve 50 uM CuSOs ¢ozeltisi uygulanan B.nigra
Diyarbakir (C) ekotipinin kok, govde ve yaprak dokusundan elde edilen total
RNA’lari DNaz I uygulamasi sonucu Bioanalyzer Agilent 2100 cihazinda okuma
sonrast her bir biyolojik tekrarina ait kromatogram goriintiileri (C1-C27).
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Electrophoresis File Run Summary (A)
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Electrophoresis File Run Summary (C)
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Sekil 4.19: 72 saat boyunca 25 ve 50 uM CuSOs ¢ozeltisi uygulanan B.nigra
Diyarbakir ekotipinin kdk, gévde ve yaprak dokusundan elde edilen total
RNA’larin DNaz I uygulamasini takiben Bioanalyzer Agilent 2100 cihazinda
okuma sonrast her bir biyolojik tekrarina ait genel jel goriintiisii; (A) C1-C12, (B)

C13-C24, (C) C25-C27.
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Sekil 4.14, Sekil 4.16 ve Sekil 4.18’de goriildiigi gibi 25 ve 50 uM CuSOs ¢ozeltisi
uygulanan ve 3’er adet biyolojik tekrar1 bulunan kontrol ve agir metal uygulanan deney
bitkilerinin kok, govde ve yaprak orneklerine ait total RNA’larinin biitiinlilk numaralari
(RIN) 7-10 arasindadir. RIN degerinin bu araliklarda olmasi RNA’larin saglam
olduklarin1 gostermektedir. Ayrica RIN degerleri 6’dan diisiik olan ve bant goriintiisii
Ilyi olmayan RNA 0&rneklerinin DNazl uygulamasi tekrarlanmis ve Bioanalyzer

cihazinda konsantrasyon miktarlar1 ve saglamliklar1 yeniden kontrol edilmistir.

4.2.3. Yan-Kantitatif Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)

Bu ¢alismada elde edilen cDNA’larin kontrolii, house keeping gen olarak kullanilan -
aktin primer c¢iftiyle PZR yapilarak sentezlerinin olup olmadigir kontrol edilmistir.
Ayrica, tasarlanan primerlerin kontrolii de PCR uygulamasi ile gerceklestirilmistir. -
aktin genine ait primer cifti kontrol edildikten sonra, farkli konsantrasyonlarda Cu
uygulamasi yapilan Brassica nigra ekotiplerinden elde edilen cDNA’larin kontroli
PZR’1a gergeklestirilmistir (Sekil 4.20, Sekil 4.21, Sekil 4.22).

[SY
—

S SO D GRS s e B B R S e Ll

M -K Al A2 A3 A4 A5 A6 A7 A8 A9 A10 All Al12 A13

Al14 A15A16 Al17 A18 A19 A20 A21 A22 A23 A24 A25 A26 A27 -K

Sekil 4.20: B.nigra CGN06625 ekotipinin farkli konsantrasyonlarda (Kontrol, 25

ve 50 uM) CuSOs stresi uygulanmis bitkilerin kok, govde ve yapraklarindan elde

edilen cDNA’larin B-aktin primer ¢iftleriyle yapilan PZR’1nin % 2’lik agaroz jel

goriintiisii (A= CGN06625 Ekotipi, A1-A9=Tekrar 1, A10-A18=Tekrar 2, A19-
A27=Tekrar 3, M=Marker, -K= Negatif Kontrol).
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—
. —

B S R RS R W T e T D R s ee

M -K Bl B2 B3 B4 B5S B6 B7 BS B9 B10 Bl1 B12 B13

ot --.—-s_-_———g-—-——_

Bil4 -K B15 B16 B17 B18 B19 B20 B21 B22 B23 B24 B25 B26 B27

Sekil 4.21: B.nigra CGN06626 ckotipinin farkli konsantrasyonlarda (Kontrol, 25 ve 50
uM) CuSOs stresi uygulanmus bitkilerin kok, gévde ve yapraklarindan elde edilen
cDNA’larin B-aktin primer ¢iftleriyle yapilan PCR’min % 2’lik agaroz jel goriintiisti (B=
CGNO06626 Ekotipi, B1-B9=Tekrar 1, B10-B18=Tekrar 2, B19-B27=Tekrar 3,
M=Marker, -K= Negatif Kontrol).

B B S s R RO e e e D - o+ GEED e

K €1 €2 € ¢4 ¢ Cb6 €7 C8 (€9 Clo0 (11 €12 Ci13

B B —

M Cl4 Ci15 Cl6 C17 C18 C19 C20 C21 C22 C23 C24 C25 C26 (27

Sekil 4.22: B.nigra Diyarbakir ekotipinin farkli konsantrasyonlarda (Kontrol, 25 ve 50
uM) CuSOs stresi uygulanmis bitkilerin kok, gévde ve yapraklarindan elde edilen
c¢DNA’larin B-aktin primer ¢iftleriyle yapilan PZR’min % 2’lik agaroz jel goriintiisii
(C=Diyarbakir Ekotipi, C1-C9=Tekrar 1, C10-C18=Tekrar 2, C19-C27=Tekrar 3,
M=Marker, -K= Negatif Kontrol).

4.2.4. Karsilastirmah Transkriptom Profilleme Yontemiyle Metal

Metabolizmasinda Yer Alan Genlerin irdelenmesi

Bu ¢alismada metal metabolizmasinda yer alan Cu ile iliskili genlerin belirlenmesi igin
Cu taramalar1 sonucunda, bu agir metale karsi toleransi diisiik olarak belirlenen B.nigra
CGNO06619 bitkisinin 72 saat boyunca 25 pM Cu uygulamasi sonrasi kok dokusunda
farkli anlatim yapan genlere ait mikroarray sonuglarindan yararlanilmigtir. Bulunan

genlerin listesi Tablo 4.5’te verilmistir. Listede yer alan gen farkliliklart minimum 2 kat
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artis veya azalma bazinda ele alinmistir. Mikroarray analiz sonucunda agir metal alimi

ve tasinmasinda rol aldigi diisiiniilen genler gri renk ile belirtilmistir.

Tablo 4.5: CGN06619 kok dokusunda, 25 uM bakir uygulanan bitkiyle kontrol
bitkiler arasinda farklilik (2 kat artmis veya 2 kat azalmig) gosteren genler (t testi
uygulanmstir).

Gen Adi p-degeri | Ortalama | Ortalama Kat farki
(0 pM) (25 pM) | (0 pM /25 pM)

1 | PDC3 (pyruvate 0.04069 2.16459 7.02793 29.1079
decarboxylase-3);
carboxy-lyase/
catalytic/ magnesium
ion binding

2 | LSH10 (LIGHT 0.10658 2.57729 6.40965 14.2448
SENSITIVE
HYPOCOTYLS 10)
3 | MT3 0.11659 4.8685 8.19364 10.0223
(METALLOTHIONEI
N 3); copper ion
binding

4 | PFK6 0.00768 3.32556 5.9936 6.35566
(PHOSPHOFRUCTO
KINASE 6); 6-
phosphofructokinase
5 | ASP2 (ASPARTATE 0.03304 3.45247 6.04048 6.01269
AMINOTRANSFER
ASE 2); L-aspartate:2-
oxoglutarate
aminotransferase

6 | LHCAZ; chlorophyll 0.14569 2.61361 5.12327 5.69489
binding
7 | AlaAT1 (ALANINE 0.04893 1.57901 3.95006 5.17319
AMINOTRANSFER
AS); ATP binding / L-
alanine:2-oxoglutarate
aminotr

8 | AtAGAL1 0.033276 2.36441 4.43037 4.18712
(Arabidopsis thaliana
ALPHA-
GALACTOSIDASE
1); alpha-
galactosidase/ gatal

9 | AILP1 0.071299 7.4332 9.47764 4.12512

10 | SUS1 (SUCROSE 0.031914 6.27673 8.29316 4.0458
SYNTHASE 1); UDP-
glycosyltransferase/
sucrose synthase
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Tablo 4.5: Devamu.

Gen Adi p-degeri | Ortalama | Ortalama Kat farki
(0 nM) @25 pM) | (0 pM /25 pM)
11 | HXK3 0.010165 4.78039 6.79502 4.04077
(HEXOKINASE 3);
ATP binding /

fructokinase/
glucokinase/
hexokinase

LHCB3 (LIGHT-
HARVESTING
CHLOROPHYLL B-
BINDING PROTEIN
3); structural molecule

SSI2; acyl-[acyl-
carrier-protein]
desaturase/ stearoyl-
CoA 9-desaturase

0.265629

0.050463

1.65417

1.00784

3.55226

2.74376

3.72721

3.33091

18

CAB3
(CHLOROPHYLL
A/B BINDING
PROTEIN 3);
chlorophyll binding

0.345759

0.9019726

2.62578

3.26267

19

LHCAL; chlorophyll
binding

0.383059

1.51606

3.17384

3.1553

20

ATC (ARABIDOPSIS
THALIANA
CENTRORADIALLIS)
;phosphatidylethanola
mine binding

0.158403

2.14377

3.75487

3.05485
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Tablo 4.5: Devama.

Gen Ad1

p-degeri
(0 nM)

Ortalama

Ortalama
(25 nM)

Kat farki
(0 pM /25 pM)

22

PDF1.2b (plant
defensin 1.2b)

0.155797 2.17808

3.63255

2.74056

23

PFK3
(PHOSPHOFRUCTO
KINASE 3); 6-
phosphofructokinase

0.23307 2.92054

4.31209

2.6236

24

RAN-1; GTP binding
/ GTPase/ protein
binding

0.16993 2.21968

3.60673

2.61543

25

LTP5 (Lipid transfer
protein 5); lipid
transporter

0.171547 1.26984

2.6399

2.58481

26

ASP5 (ASPARTATE
AMINOTRANSFER
ASE 5); L-aspartate:2-
oxoglutarate
aminotransferase

0.061591 2.99522

4.30976

2.48723

27

LTP4 (LIPID
TRANSFER
PROTEIN 4); lipid
binding

0.031735 0.99438

2.26055

2.40521

28

GAPCP-2; NAD or
NADH binding /
binding / catalytic/
glyceraldehyde-3-
phosphate d

0.218901 3.84382

5.10551

2.39777

29

RBCS1A
(RIBULOSE
BISPHOSPHATE
CARBOXYLASE
SMALL CHAIN 1A);
copper ion binding /

0.30257 1.23053

2.48388

2.38394

30

LHCBS5 (LIGHT
HARVESTING
COMPLEX OF
PHOTOSYSTEM II
5); chlorophyll
binding

0.457194 1.72058

2.94235

2.33233

31

AtMC3 (metacaspase
3); cysteine-type
endopeptidase

0.304718 3.18419

4.39894

2.32101

32

PRXCB
(PEROXIDASE CB);
peroxidase

0.083871 5.8552

7.06

2.30506
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Tablo 4.5: Devama.

Gen Ad1

p-degeri

Ortalama
(0 nM)

Ortalama
(25 nM)

Kat farki
(0 pM /25 pM)

33

RNS3
(RIBONUCLEASE
3); RNA binding /
endoribonuclease/
ribonuclease T2

0.151207

1.62573

2.82107

2.28998

34

MT2B
(METALLOTHIONEI
N 2B); copper ion
binding

0.078415

7.77753

8.97271

2.28973

35

PSBR (photosystem 11
subunit R)

0.344396

4.52427

5.71552

2.28351

36

WRKY75;
transcription factor

0.054459

1.17387

2.365

2.28332

37

PCK1
(PHOSPHOENOLPY
RUVATE
CARBOXYKINASE
1); ATP binding /
phosphoenolpyruvate
ca

0.273445

5.25726

6.44245

2.27394

38

GRP5 (GLYCINE-
RICH PROTEIN 5);
structural constituent
of cell Wall

0.106404

2.68062

3.85426

2.2558

39

GAPC
(GLYCERALDEHYD
E-3-PHOSPHATE
DEHYDROGENASE
C SUBUNIT);
glyceraldehyde-3-phos

0.232765

5.39986

6.56318

2.23972

40

GAPC
(GLYCERALDEHYD
E-3-PHOSPHATE
DEHYDROGENASE
C SUBUNIT);
glyceraldehyde-3-phos

0.287455

2.88406

4.02355

2.20304

41

AHP1 (HISTIDINE-
CONTAINING
PHOSPHOTRANSMI
TTER 1); histidine
phosphotransfer kina

0.109988

3.51386

4.64539

2.19091

42

FPF1 (FLOWERING
PROMOTING
FACTOR 1)

0.260042

1.10743

2.218

2.1593
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Tablo 4.5: Devama.

Gen Ad1

Ortalama
(0 nM)

p-degeri

Ortalama
(25 nM)

Kat farki
(0 pM /25 pM)

43

ALDH12A1; 1-
pyrroline-5-
carboxylate
dehydrogenase/ 3-
chloroallyl aldehyde
dehydr

0.202698 3.83864

4.9464

2.15511

44

RGP1
(REVERSIBLY
GLYCOSYLATED
POLYPEPTIDE 1);
cellulose synthase
(UDP-forming)

0.389832 8.59662

9.69528

2.14154

45

PIP1;5 (PLASMA
MEMBRANE
INTRINSIC
PROTEIN 1;5); water
channel

0.132708 4.49983

5.58798

2.12602

46

AHB1
(ARABIDOPSIS
HEMOGLOBIN 1);
oxygen binding /
oxygen transporter

0.179397 2.06467

3.15239

2.12538

47

ATGSTU11
(GLUTATHIONE S-
TRANSFERASE
TAU 11); glutathione
transferase

0.138074 2.53316

3.58756

2.07685

48

CLA1l
(CLOROPLASTOS
ALTERADOS 1); 1-
deoxy-D-xylulose-5-
phosphate synthase

0.059655 1.61858

2.66234

2.06159

49

APT2 (ADENINE
PHOSPHORIBOSYL
TRANSFERASE 2);
adenine
phosphoribosyltransfe
rase/

0.1691 5.65665

6.68632

2.04155

50

LP1; calmodulin
binding

0.035467 3.13078

4.14835

2.0245

51

LOS2; LOW
EXPRESSION OF
OSMOTICALLY
RESPONSIVE
GENES 2/
phosphopyruvate
hydratase

0.0556 7.06303

8.05456

1.98829




96

Tablo 4.5: Devamu.

Gen Ad1 p-degeri | Ortalama | Ortalama Kat farki
(0 nM) (25 uM) | (0 pM /25 pM)

54 | LHB1B1,; chlorophyll | 0.059595 1.54858 2.50123 1.93542
binding
55 | ATPKS3; ATP binding | 0.361334 4.90396 5.84283 1.91703

/ kinase/ protein
kinase/ protein
serine/threonine
kinase

57 | NIP5;1; arsenite 0.583617 3.42612 4,35435 1.90295
transmembrane
transporter/ boron
transporter/ water
channel

58 | PSBP-1 0.188193 1.57447 2.47667 1.86891
(PHOTOSYSTEM 1l
SUBUNIT P-1);
poly(U) binding

AALP (Arabidopsis 0.097358 7.41678 8.27398 1.81152
aleurain-like

protease); cysteine-

type peptidase
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Tablo 4.5: Devama.

Gen Ad1

p-degeri

Ortalama
(0 nM)

Ortalama
(25 nM)

Kat farki
(0 pM /25 pM)

63

ATHRGP1
(HYDROXYPROLIN
E-RICH
GLYCOPROTEIN);
structural constituent
of cell Wall

0.031789

2.12921

1.27532

-1.80737

64

BGLU16 (BETA
GLUCOSIDASE 16);
catalytic/ cation
binding / hydrolase,
hydrolyzing

0.00418

2.16232

1.30018

-1.81773

65

GLP5 (GERMIN-
LIKE PROTEIN 5);
manganese ion
binding / nutrient
reservoir

0.218669

5.11418

4.24662

-1.82457

66

APS4; sulfate
adenylyltransferase
(ATP)

0.03449

6.2811

5.39648

-1.84628

67

NIR1 (NITRITE
REDUCTASE 1);
ferredoxin-nitrate
reductase/ nitrite
reductase (NO-

0.36531

3.52178

2.62108

-1.86698

68

FLA13 (FASCICLIN-
LIKE
ARABINOGALACT
AN PROTEIN 13
PRECURSOR)

0.252645

2.49547

1.578

-1.8888

69

MYB59 (MYB
DOMAIN PROTEIN
59); DNA binding /
transcription factor

0.286815

3.53674

2.52164

-2.02104

70

ATNUDX25
(Arabidopsis thaliana
NUDIX
HYDROLASE
HOMOLOG 25);
bis(5'-nucleosyl)-te

0.050313

2.51208

1.49291

-2.02675

71

ATMHX (Arabidopsis
thaliana
MAGNESIUM/PROT
ON EXCHANGERY);
calcium:sodium
antiport

0.080972

2.43064

1.41133

-2.02695
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Tablo 4.5: Devama.

Gen Ad1

p-degeri

Ortalama
(0 nM)

Ortalama
(25 nM)

Kat farki
(0 pM /25 pM)

72

CYPT78A8;cytochrome
P450, family 78,
subfamily A,
polypeptide 8

0.021523

2.78332

1.73839

-2.06326

73

AtGLDP1
(Arabidopsis thaliana
glycine decarboxylase
P-protein 1); catalytic/
gly

0.110702

6.40722

5.36174

-2.06405

74

TIF3H1; translation
initiation factor

0.075002

5.12636

4.05302

-2.10431

75

PGI1
(PHOSPHOGLUCOS
E ISOMERASE 1);
glucose-6-phosphate
isomerase

0.084415

6.18019

5.10269

-2.11037

76

SULTRI1;2
(SULFATE
TRANSPORTER
1;2); sulfate
transmembrane
transporter

0.287466

2.43452

1.31693

-2.16983

77

XTH21
(XYLOGLUCAN
ENDOTRANSGLUC
OSYLASE/HYDROL
ASE 21); hydrolase,
acting on glycol

0.202592

2.39859

1.26938

-2.18738

78

AtTIP2;3; ammonia
transporter/
methylammonium
transmembrane
transporter/ water ¢

0.357022

3.64138

247111

-2.25053

79

pall (Phe ammonia
lyase 1);
phenylalanine
ammonia-lyase

0.19755

4.02007

2.81408

-2.30695

80

MT1C;
(METALLOTHIONEI
N 1C), copper ion
binding,

0.037249

7.03

5.70526

-2.50488

81

CBL2
(CALCINEURIN B-
LIKE 2); calcium ion
binding

0.040989

5.92248

4.56026

-2.5708
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Tablo 4.5: Devama.

Gen Ad1 p-degeri | Ortalama | Ortalama Kat farka
0 pM) 25 M) (0 pM /25 pM)

82 | G6PD2 (GLUCOSE- | 0.088057 5.04517 3.43002 -3.06345

6-PHOSPHATE

DEHYDROGENASE

2); glucose-6-

phosphate

dehydrogenase
83 | ATRFNR2 (ROOT 0.055376 3.49648 1.82123 -3.19375

FNR 2); FAD binding
/ NADP or NADPH
binding / electron
carrier/ fe

84 | carbonic anhydrase, 0.170342 5.27313 3.36359 -3.75688
putative / carbonate
dehydratase, putative
85 | CINV1 (cytosolic 0.032505 4.77051 2.72142 -4.13845
invertase 1); beta-
fructofuranosidase
86 | NRT1.5 (NITRATE 0.007546 6.13129 3.74782 -5.2179
TRANSPORTER
1.5); nitrate
transmembrane
transporter/
transporter

87 | CPUORF32 0.025907 5.07281 1.51975 -11.7376
(Conserved peptide
upstream open
Dreading frame 32)
88 | RCI3 (RARE COLD 0.054223 6.36165 2.60183 -13.5462
INDUCIBLE GENE
3); peroxidase

Tablo 4.5’te gorildiigi gibi 25 uM Cu uygulamasi yapilan B. nigra, CGN06619
ekotipinin kok dokusunda, kontrol grubuyla karsilastirildiginda deney grubunda
farklilik gosteren 88 adet gen tespit edilmistir. Bu genlerden 60 tanesinin kontrol
grubuna kiyasla tesvik edildigi 28 tanesinin ise baskilandigi goriilmiistiir. Mikroarray
analizi sonucunda kok dokusunda agir metal alinimi ve taginmasinda rol aldig:

diisiiniilen 23 adet gen belirlenmistir.

Analiz sonuglar1 degerlendirildiginde, kok dokusundan Cu stresi ile iliskili olarak
belirlenen toplam 23 adet gen mRNA seviyesinde yapilacak olan daha ayrmtili
calismalar i¢in secilmistir. Yapilan deneysel ¢alismalar sonucunda bunlar arasindan 10

genin kantitatif RT-PZR ¢aligmalari i¢in uygun olduguna karar verilmistir. Agir metal



alimimi ve taginiminda gorevli olabilecegi diisiiniilen bu genlerin yer aldigi yolaklar ve
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molekiiler fonksiyonlart Tablo 4.6’da detayl olarak verilmistir (Yiksel ve dig., 2010).

Tablo 4.6: Mikroarray analizi sonucunda agir metal alinimi ve taginmasinda rol
aldig1 diisiiniilen genlerin yer aldig1 yolaklar ve molekiiler fonksiyonlari.

Gen Adi Gen Kodu  Yer Aldig1 Yolak Molekiiler Fonksiyon
ADH1 AT1G77120 Glikolizis/ Alkol dehidrogenas aktivitesi
Glukoneogenezis Oksidorediiktaz aktivitesi
CAT3 AT1G20620 Triptofan Metabolizmasi Katalaz aktivitesi
Metan Metabolizmasi Demir iyonu baglama
CYP706A2 AT4G22710 Elektron taginimi Oksijen baglama
Elektron tasima
Demir iyonu baglama
CYP78A8 AT1G01190 Askorbat ve aldarat Oksijen baglama
Metabolizmasi Elektron tasima
Demir iyonu baglama
CSD1 AT1G08830 Siiperoksit metabolizmas1  Siiperoksit dismutaz
enzim aktivitesi
Bakir, ¢inko siiperoksit dismutaz
enzim aktivitesi
Metal iyonu baglama
FSD1 AT4G25100 Siiperoksit metabolizmas1  Siiperoksit dismutaz
enzim aktivitesi
Metal iyonu baglama
GAPC1 AT3G04120 Glikolizis/ Oksidatif strese yanit
Glukoneogenezis Glikolizis
G6PD2 AT5G13110 Pentoz fosfat yolagi Glukoz-6-fosfat dehidrogenaz
Glutatyon Metabolizmas1  Aktivitesi
GSKB6 AT3G17820 Glutamat metabolizmasi Nitrat asimilasyonu
Peptidoglikan biyosentezi  Glutamin biyosentezi
Azot metabolizmasi Azot bilesigi metabolizmasi
GSTF3 AT2G02930 Glutatyon Metabolizmas1  Katabolik toksin siireci
LOS2 AT2G36530 Glikolizis/ Fosfopiruvat hidrataz aktivitesi
Glukoneogenezis Glikolizis
MT1la AT1G07590 Agir metal metabolizmast  Bakir baglama
Metal baglama
MT1C AT1G07610 Agir metal metabolizmast  Bakir baglama
Elektron tagima
Oksidorediiktaz aktivitesi
NAXT1 AT3G45640 Nitrat tasima Protein kinaz aktivitesi
Metabolizmast Ozmatik ve oksidatif strese yanit
Nitrat tagima
NRT1.5 AT1G12110 metabolizmasi Oligopeptit tasima
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Tablo 4.6;: Devamu.

Gen Ad1 Gen Kodu  Yer Aldig1 Yolak Molekiiler Fonksiyon
Pall AT2G37040 Alkoloid biyosentezi Il Savunma
Tirozin metabolizmasi Oksidatif strese yanit
Nitrojen metabolizmasi Yaralanmalara yanit
PDC3 AT5G01330 Glikolizis/ Katalitik aktivite
Glukoneogenezis Magnezyum iyon baglama
Tiamin pirofosfat baglama
PIP2;5 AT3G54820 Tasima metabolizmasi Tasima
RBO1 AT5G47910 Oksijen ve reaktif oksijen  Elektron tagima
tirlerinin metabolik siireci  NAD (P) H oksidaz aktivitesi
Demir iyonu baglama
FAD baglama
RCI3 AT1G05260 Fenil alanin metabolizmas1 ~ Peroksidaz aktivitesi
Metan metabolizmast Hem baglama
Oksidatif strese yanit
RFNR2 AT1G30510 Elektron taginimi Elektron tasima aktivitesi
Oksidorediiktaz aktivitesi
SUS1 AT5G20830 Nisasta ve siikroz Stikroz sentezi aktivitesi
Metabolizmast Ozmatik ve strese yanit
TIP2;2 AT3G26520 Tasima metabolizmasi Su kanal aktivitesi

Su homeostasisi

Tablo 4.6’da yer alan genler incelendiginde, genlerin daha ¢ok tasima siirecine katilarak
tastyici aktivitesi gosterdigi tespit edilmistir. Agir metal alinimi ve taginmasi ile iligkili
oldugu disiiniilen bu genlerin elektron ve nitrat tasinimi, agir metal metabolizmasi,
glikolizis ve glutatyon metabolizmas1 gibi yolaklarda yer aldigi belirlenmistir. Ayrica,
bu yolaklarda yer alan bircok genin oksidatif strese yanitta gorev aldigi bilinmektedir.
Bu genlere ait primer ¢iftleri Biology WorkBench (http://workbench.sdsc.edu/)
programi kullanilarak tasarlanmis ve IDT (Integrated DNA Technologies) firmasindan
hizmet alimi yapilarak sentezletilmistir. Sentezletilen 23 primer ¢iftinin kontrolleri
konvansiyonel PZR ile yapilmis ve 10 primer ¢ifti kantitatif RT-PZR ¢alismalar1 i¢in
secilmistir (Sekil 4.23).


http://workbench.sdsc.edu/
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PIP2 GSKB6 CAT3 RBO MTlia CSD1 LOS2 PDC3 GAPC1 FSD1

Sekil 4.23: Calisan primer ¢iftlerinin, 72 saat boyunca Cu uygulamasi yapilan B.nigra
GN06626 ekotipinin 50 uM CuSOs uygulama grubuna ait kok orneklerinden elde edilen
c¢DNA’lar kullanilarak PZR’1a kontroliiniin %2’lik agaroz jel goruntiisii (M=Marker, +K=
Pozitif kontrol; B-aktin primeri, -K= Negatif Kontrol).

4.2.5. Kantitatif ger¢ek zamanh polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PZR)

Farkli konsantrasyonlarda (25 ve 50 uM) bakir uygulamasi sonucu, metal akiimiilasyon
ve tolerans1 bakimindan farklilik gésteren Brassica nigra ekotiplerinin kok dokusunda
meydana gelen transkriptomal degisimleri belirlemek i¢in mikroarray analizi
yapilmistir. Agir metal metabolizmasiyla iligkili olabilecek genler belirlendikten sonra,
mikroarray analizi sonuglarmi dogrulamak ve segilen genlerle detayli g¢alismalar
yapmak amaciyla, daha giivenilir bir yontem olan Kkantitatif RT-PZR yontemi
kullanilmistir. Ayn1 zamanda, seg¢ilmis olan genlerin farkli dokular ve ekotipler igin
detayli mRNA anlatim profilleri belirlenmistir. Bdylece, Cu uygulamasi yapilan B.
nigra bitkisine ait 3 farkli ekotipin kok, govde ve yapraklarindan elde edilen mRNA’lar
kullanilarak cDNA eldesi sonrasi, metal akiimiilasyon mekanizmasinda fonksiyonel
oldugu diisiiniilen 10 adet genden tasarlanan primerlerin her biri ile kantitatif RT-PZR
yapilmistir. Bu Orneklerin B-aktin primer ciftiyle (referans gen, housekeeping gen)
yapilan amplifikasyonlari normalizasyon i¢in kullanilmigtir. Hedef genlerin referans
gene gore nispi gen anlatimlar, “delta-delta metotu” yoluyla kat farki olarak
belirlenmistir. Yapilan analizler sonucunda PZR’da ¢alistig1 gosterilen 10 adet genden,

8 tanesi kantitatif RT-PZR’da olumlu sonug¢ vermistir.

72 saat boyunca 25 ve 50 puM CuSOs ¢ozeltisi uygulanan B. nigra, CGN06625,
CGNO06626 ve Diyarbakir ekotiplerinin kok, gévde ve yaprak dokularinda, deney
grubunda kontrol grubuna oranla farkli anlatim yapan her bir hedef gene ait normalize

edilmis nispi gen anlatimlar Sekil 4.24- Sekil 4.32’de verilmistir.
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BnLOS2 (Low Expression Of Osmotically Responsive Genes 2)

E 20
5
[
<
3 15+
]
& I A
2
z
w10t
£
=
Y 05T
= .
: == |
2t === z [— |
BnLOS2

Hedef Gen

A [E= %Kk Co 25K Cm 50K o K6 C 125G 50 G oM KY 25y Cm&0Y |

Normalize Edilmis Nispi Gen Anlatimi

lo _'_ 1 ﬂ B
05 -

Hedef Gen
|r:| KK e 2Kk cm 50K == K6 325G —= 506G m KY = 25Y == 50Y

wy)

Normalize Edilmis Nispi Gen Anlatim

i m) Ml .

F
BnLOS2
Hedef Gen

C [Co KK o SKkCm Kk cm K6 CO 56 NG cm KY C=225Y c=m %Y |

Sekil 4.24: 72 saat boyunca farkli konsantrasyonlarda (25 ve 50 uM) Cu
uygulamast yapilan B. nigra CGN06625 (A), CGN06626 (B) ve Diyarbakir (C)
ekotiplerine ait kok, govde ve yaprak dokularinda, deney grubunun kontrol
grubuna oranla farkli anlatim yapan BnLOS2 genine ait normalize edilmis nispi gen
anlatim1 oram (224¢9), (KK=Kontrol kok, 25K=25 Kok, 50K=50 Kok, KG=
Kontrol gévde, 25G=25 Govde, 50G= 50 Govde, KY= Kontrol yaprak, 25Y= 25
Yaprak, 50Y=50 Yaprak).

BnLOS2 genine ait kantitatif RT-PZR analiz sonuglar1 degerlendirildiginde, genin her
iic ekotipte de farkli anlatim yaptig1 goriilmiistiir. Toleransli olan ve olmayan
ekotiplerde kok ve govde dokularinda BnLOS2 geni yiiksek anlatim yaparken, yaprakta
genin anlatim diizeyinde farkliliga rastlanmamistir (Sekil 4.24). CGN06625 ekotipinde
kontrol 6rnegiyle karsilastirildiginda en yiiksek gen anlatimi 50 uM kok Orneginde
tespit edilmistir (yaklasik 7 kat). Govde dokusunda da benzer sekilde 50 puM
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uygulamasinda Kkontrole gore 2 kat gen anlatimi artmistir. CGN06626’da kontrol
ornegiyle karsilastirildiginda en yiiksek gen anlatimi kdkte 25 pM’da (2 kat), govdede
50 uM’da (2 kat) belirlenmistir. Diyarbakir ekotipinde ise, kok dokusunda 50 uM
uygulamasinda kontrole gore gen anlattminda 4 kat artis saptanmistir. Govde
dokusundaki gen anlatim1 kokle Kkarsilastirildiginda daha diisiik olup, kontrolle
arasindaki en biiyiik fark 50 uM Cu uygulamasinda gézlenmistir (yaklasik 2 kat).

BnPIP2;5 (Plasma Membrane Intrinsic Protein 2;5)

Erime Sicakligi (Tm) Grafigi
800 T . ( ) rg

700 I
500 A
500 -

400 3

-d(RFU)IAT

300 1
200 3 ..

100 ]

Sicaklik (°C)

Sekil 4.25: 72 saat boyunca farkli konsantrasyonlarda (25 ve 50 uM) Cu
uygulamasi yapilan B. nigra CGN06625 ekotipine ait kok, govde ve yaprak
dokularinda, deney grubunun kontrol grubuna oranla farkli anlatim yapan
BnPIP2;5 genine ait erime sicaklig grafigi.

BnPIP2;5 geninin, toleransh olmayan ekotipler arasinda farkli anlatim gosterdigi tespit
edilmistir. CGN06625 ekotipinde kantitatif RT-PZR analizi sonucu elde edilen Ct
degerlerinin tutarsiz oldugu goriilmistiir. Ayn1 ekotipin 3 tekrarinda da analizler
yaptlmigs ancak gen anlattiminda olumlu cevap almamamistir. Ayrica, reaksiyon
sirasinda referans gen olarak kullanilan B-aktin geninin Ct degerlerinin tutarli olmasi

deneysel slipheyi ortadan kaldirmaktadir (Sekil 4.25).
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Sekil 4.26: 72 saat boyunca farkli konsantrasyonlarda (25 ve 50 uM) Cu
uygulamasi yapilan B. nigra CGN06626 (A) ve Diyarbakir (B) ekotiplerine ait kok,
govde ve yaprak dokularinda, deney grubunun kontrol grubuna oranla farkli
anlatim yapan BnPIP2;5 genine ait normalize edilmis nispi gen anlatimi orani
(244€9), (KK=Kontrol kok, 25K=25 Kok, 50K=50 Kok, KG= Kontrol govde,
25G= 25 Govde, 50G= 50 Govde, KY= Kontrol yaprak, 25Y= 25 Yaprak,
50Y=50 Yaprak).

Toleransli olmayan diger bir ekotip CGN06626 kok dokusunda en yiiksek BnPIP2;5
anlatimi1 25 pM uygulamasinda belirlenmistir. Kontrol kok 6rnegiyle karsilastirildiginda
gen anlatiminin yaklagik 16 kat arttig1 tespit edilmistir (Sekil 4.26A). Govde dokusuna
ait elde edilen sonuglar degerlendirildiginde ise, 25 puM’da kontrole goére genin
anlatiminda her ne kadar bir artis gozlense de, referans genle karsilastirildiginda bu
artisin ¢ok diislik oranda oldugu saptanmistir. Ayrica, 50 uM uygulamasinda BnPI1P2;5
baskilanmig ve gen anlatiminin kontrol 6rnegiyle ayni seviyede oldugu gézlenmistir.
Diyarbakir ekotipinde, CGN06626’dan farkli olarak hem kokte hem de govdede
BnPIP2;5 tesvik edilmistir. Kokte, 25 ve 50 uM uygulamalarinda kontrol drnegine gore
gen anlatimi 4 kat artmistir. Buna ek olarak, en yiiksek BnPIP2;5 anlatimi ise govdede
50 uM uygulamasinda belirlenmistir; kontrol 6rneginin normalize edilmis nispi gen
anlatim1 0,01 iken 50 pM gdovde Srneginin 6,02 olarak tespit edilmistir (Sekil 4.26B).
Her iki ekotipte de yaprak dokusunda gen anlatiminda bir farkliliga rastlanmamustir.
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BnMT1a (Metallothionein 1a)
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Sekil 4.27: 72 saat boyunca farkli konsantrasyonlarda (25 ve 50 uM) Cu
uygulamast yapilan B. nigra CGN06625 (A), CGN06626 (B) ve Diyarbakir (C)
ekotiplerine ait kok, govde ve yaprak dokularinda, deney grubunun kontrol
grubuna oranla farkli anlatim yapan BnMT1a genine ait normalize edilmis nispi
gen anlatimi orani (244¢9). (KK=Kontrol kok, 25K=25 Kok, 50K=50 Kok, KG=
Kontrol gévde, 25G=25 Govde, 50G= 50 Govde, KY= Kontrol yaprak, 25Y= 25
Yaprak, 50Y=50 Yaprak).

BnMT1a genine ait grafik degerlendirildiginde toleransli olan ve olmayan ekotipler
arasinda farkli dokularda gen anlatiminda degisiklikler tespit edilmistir. CGN06625 ve
CGNO06626 ekotiplerinin her ikisinde de benzer bir sekilde en yiiksek gen anlatimi
yaprak dokusunda belirlenmistir. Her iki ekotiptede govdede anlamli bir fark
gozlenmezken, kok dokusunda CGN06626 ekotipinde BnMT1a’nin anlatimi kontrole
gore 25 ve 50 uM uygulamalarda baskilanmistir (yaklasik 3 kat). Diyarbakir ekotipinde
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de BnMT1a’ nin anlatimi sadece kok dokusunda baskilanmig (yaklasik 10 kat), govde

ve yaprakta ise gen anlatiminda anlamli bir farklilik saptanmamastir.

BnCAT3 (Catalase 3)
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Sekil 4.28: 72 saat boyunca farkli konsantrasyonlarda (25 ve 50 uM) Cu
uygulamast yapilan B. nigra CGN06625 (A), CGN06626 (B) ve Diyarbakir (C)
ekotiplerine ait kok, gdvde ve yaprak dokularinda, deney grubunun kontrol
grubuna oranla farkli anlatim yapan BNnCAT3 genine ait normalize edilmis nispi
gen anlatim orani (224¢9). (KK=Kontrol kok, 25K=25 Kok, 50K=50 Kok, KG=
Kontrol govde, 25G= 25 Govde, 50G= 50 Govde, KY= Kontrol yaprak, 25Y= 25
Yaprak, 50Y=50 Yaprak).

CGNO06625 ekotipinde BNnCAT3 geninin kok, govde ve yaprak dokularinda kontrol
ornegiyle karsilagtirildiginda farkli anlatim yaptigir belirlenmistir. En yiiksek gen
anlatim1 govde dokusunda 25 uM Cu uygulamasinda goriiliirken (kontrole gore yaklasik

20 kat), bunu sirasiyla yaprak ve kok dokulari izlemistir. CGN06626 ekotipinde de
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benzer sonuglar elde edilmis ancak yaprak dokusunda gen anlatiminda anlamli bir
farkliliga rastlanmamistir. BNnCAT3 geni kontrolle karsilagtirildiginda kokte yiiksek
oranda tesvik edilmesine ragmen (yaklasik 30 kat) gdovdede anlatim orani diigmiistiir
(yaklasik 2 kat). Diyarbakir ekotipinde ise en yiiksek gen anlatimi1 gévdede 50 uM Cu
uygulamasinda belirlenmistir (kontrole gore yaklagik 7 kat). Kok ve yaprakta tespit
edilen anlatim seviyesi govdeyle karsilagtirildiginda daha diisiiktiir.

BnCSD1 (Copper/Zinc Superoxide Dismutase 1)

_—
30 ¢+ —i

25 +

20 +

10 + —I— ]
3

05 4 4

00 & co—— — | b

;
BnCSD1L
Hedef Gen

|= Kk C 25K = 0K =3 K6 256 = 50G == KY =25V=50V|

Normalize Edilmis Nispi Gen Anlatimi

>

Normalize Edilmis Nispi Gen Anlatimi
=)

' mll e A

¥
BnCsD1
Hedef Gen

Co KK CO2KCcmS0Kcm K6 CO256 Cm 506G com KY 3 25Y —m 50V

v u)

Normalize Edilmis Nispi Gen Anlatimi
r

——
—1
1] —— ——= ]
ﬁ
BnCSD1
Hedef Gen
c [ Kk Co 25K Com 50K o KG 125G Com 506G Com KY = 25 = 50Y |

Sekil 4.29: 72 saat boyunca farkli konsantrasyonlarda (25 ve 50 uM) Cu
uygulamasi yapilan B. nigra CGN06625 (A), CGN06626 (B) ve Diyarbakir (C)
ekotiplerine ait kok, govde ve yaprak dokularinda, deney grubunun kontrol
grubuna oranla farkli anlatim yapan BnCSD1 genine ait normalize edilmis nispi
gen anlatimi orani (244¢9). (KK=Kontrol kok, 25K=25 Kok, 50K=50 Kok, KG=
Kontrol gévde, 25G=25 Govde, 50G= 50 Govde, KY= Kontrol yaprak, 25Y= 25
Yaprak, 50Y=50 Yaprak).
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BnCSD1 geninin kantitatif RT-PZR analiz sonucuna ait grafik incelendiginde tiim
ekotiplerde kok, govde ve yaprakta farkli seviyelerde gen anlatimi oldugu goriilmiistiir
(Sekil 4.29). Toleransli olmayan CGN06625 ve CGN06626 ekotipleri BnCSD1 geni
bakimindan karsilastirildiginda her iki ekotipte de benzer sonuglar alinmis ancak gen
anlattminin CGN06625 ekotipinde, o6zellikle govde dokusunda daha fazla oldugu
saptanmistir. Bu ekotipte kontrol érnegiyle karsilastirildiginda en yiiksek gen anlatimi
govdede 25 puM uygulamasinda tespit edilmistir (yaklasik 30 kat). Yaprakta gen
anlatimimin govdeye nazaran daha diisiik oldugu belirlenmis, en az anlatimin ise kok
dokusunda meydana geldigi goriilmiistiir. Kokte tespit edilen gen anlatiminin referans
genle karsilagtirildiginda oldukga diistik oldugu gozlenmistir. Ancak, kontrol drnegiyle
kiyaslandiginda, uygulanan Cu konsantrasyonuna paralel olarak genin anlatiminda artig
sozkonusudur. CGN06626’da biitiin dokularda 25 pM uygulamasinda BnCSD1 geni
tesvik edilirken 50 uM uygulamada ise baskilanmistir. Elde edilen sonuglar kontrol
ornegiyle karsilastirildiginda, kokte yaklasik 3 kat, govdede 2 kat, yaprakta 13 kat gen
anlatim seviyesi artmistir. Diyarbakir ekotipinde de kontrolle karsilastirildiginda
BnCSD1’in anlatimi1 diger ekotiplerle benzer bir sekilde farkli konsantrasyonlardaki Cu
uygulamalarinda artis gostermistir. Ancak, gen anlatimi1 konsantrasyona bagli olarak
kok ve govdede artis gosterirken yaprakta her iki Cu uygulamasinda da esit miktarda
olmustur (Sekil 4.29).
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BnGAPCL1 (Phosphorylating Glyceraldehyde-3-P Dehydrogenase C Subunit 1)
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Sekil 4.30: 72 saat boyunca farkli konsantrasyonlarda (25 ve 50 uM) Cu
uygulamasi yapilan B. nigra CGN06625 (A), CGN06626 (B) ve Diyarbakir (C)
ekotiplerine ait kok, govde ve yaprak dokularinda, deney grubunun kontrol

grubuna oranla farkli anlatim yapan BnGAPC1 genine ait normalize edilmis nispi
gen anlatim oran1 (224¢9). (KK=Kontrol kok, 25K=25 K&k, 50K=50 Kok, KG=
Kontrol gévde, 25G= 25 Govde, 50G= 50 Govde, KY= Kontrol yaprak, 25Y= 25
Yaprak, 50Y=50 Yaprak).

BnGAPC1 genine ait kantitatif RT-PZR sonuglar1 degerlendirildiginde toleransl olan ve
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olmayan ekotipler arasinda gen anlatimmin farkli oldugu goriilmistiir. Toleransh
olmayan CGNO06625 ve CGN06626 ekotiplerinde BnGAPC1 geni kokte tesvik edilmis
diger dokularda ise genin anlatim seviyesinde ¢ok biiyiik bir farklilik gézlenmemistir.
Her iki ekotiptede 25 pM Cu uygulanan kokte, kontrolle karsilastirildiginda gen
anlatimi yaklagik 3 kat artmistir. 50 uM uygulamada ise gen anlatiminin 25 pM’a gore
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yaklagik 6 kat azaldigi tespit edilmistir. Toleransl ekotip olan Diyarbakir’da kontrol
ornegine gére BNnGAPCL’in kok, govde ve yapraktaki anlatim seviyesinde 6nemli bir
farklilik belirlenmemistir. Toleransli olan ve olmayan ekotipler gen anlatimi
bakimindan birbiriyle karsilastirildiginda, toleransli olmayan CGN06625 ve CGN06626
ekotipleri kok dokusundaki BnGAPC1 gen anlatiminin Diyarbakir ekotipine gore daha
yiiksek oldugu gozlenmistir.

BnRBOHL1 (Respiratory Burst Oxidase Homologue D)

—

_L—-
| b ] a8
of [ = |

Hedef Gen
A [E= Ko Kkcmo Kk K D256 == %G == KY =25Ym5c\'l‘
L

o

-

w

Normalize Edilmis Nispi Gen Anlatim

BnRBOH1
Hedef Gen

Normalize Edilmis Nispi Gen Anlatimi
5

B I[== kK 25K 50 Km KG C—25G —m 506G = KY :ZSYI__-IsnY]l
L

E 380

£ 300

<

c 2,50

L]

o

5 2,004

Z 1,50

&

£ 100

]

K 0,50 .

B 0,00

£ BARBOH1

z Hedef Gen

C | B« @25« [Jsox [ «c Ml2>sc @lsoc B« B>y By |

Sekil 4.31: 72 saat boyunca farkli konsantrasyonlarda (25 ve 50 uM) Cu
uygulamast yapilan B. nigra CGN06625 (A), CGN06626 (B) ve Diyarbakir (C)
ekotiplerine ait kok, gévde ve yaprak dokularinda, deney grubunun kontrol
grubuna oranla farkli anlatim yapan BhnRBOH1 genine ait normalize edilmis nispi
gen anlatim oram (224¢9). (KK=Kontrol kok, 25K=25 Kok, 50K=50 Kok, KG=
Kontrol govde, 25G= 25 Govde, 50G= 50 Govde, KY= Kontrol yaprak, 25Y= 25
Yaprak, 50Y=50 Yaprak).

BNnRBOH1 geninin toleransli olmayan ekotipler arasinda farkli anlatim yaptig1
saptanmistir. CGN06625 ekotipinde her ii¢ dokudada gen anlatiminda farklilik
gozlenirken CGN06626 ekotipinde sadece yaprak dokusunda farklilik tespit edilmistir.
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CGNO06625°de, kontrol 6rnegiyle karsilastirildiginda 25 pM Cu uygulamasinda kokte
yaklasik 9 kat, govdede 2 kat yaprakta 5 kat; 50 uM uygulamasinda ise kokte 5 kat,
govdede 2 kat, yaprakta 5 kat gen anlatiminin arttig1 belirlenmistir. Ancak, CGN06626
ekotipinde sadece yaprak dokusunda kontrole gore 25 uM’da yaklasik 5 kat, 50 uM’da
3 kat gen anlatimi artmistir. Diyarbakir ekotipine ait tim dokularda gen anlatiminda
farkliliklar bulunmus ve en yiiksek BNnRBOH1 anlatimmin gévdede oldugu tespit
edilmistir. Ayrica, ii¢ dokudada 25 uM Cu uygulamasinda gen anlatimi tesvik edilirken
50 uM’da baskilanmistir. Kontrol 6rnegiyle karsilastirildiginda kokte yaklasik 4 kat,
govdede 2 kat, yaprakta ise 7 kat gen anlatiminin arttig1 gériilmiistir.

BnGSKB6 (Glutamine Synthase Clone KB6)
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Sekil 4.32: 72 saat boyunca farkli konsantrasyonlarda (25 ve 50 uM) Cu uygulamasi
yapilan B. nigra CGN06625 (A), CGN06626 (B) ve Diyarbakir (C) ekotiplerine ait kok,
govde ve yaprak dokularinda, deney grubunun kontrol grubuna oranla farkli anlatim
yapan BnGSKB6 genine ait normalize edilmis nispi gen anlatimi orani (244¢9),
(KK=Kontrol kok, 25K=25 Kok, S0K=50 Kok, KG= Kontrol gévde, 25G= 25 Govde,
50G= 50 Govde, KY= Kontrol yaprak, 25Y= 25 Yaprak, 50Y=50 Yaprak).
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BnGSKB6 genine ait kantitatif RT-PZR sonuglar1 incelendiginde toleransli olmayan
ekotipler arasinda gen anlatiminda onemli farkliliklar oldugu goézlenmistir. Referans
genle Karsilastirildiginda, CGNO06625 ekotipinde normalize edilmis nispi gen
anlatiminin ¢ok yiiksek, CGN06626°da ise daha diisiik oldugu tespit edilmistir. Ornegin,
25 uM Cu uygulanan kok dokusunun normalize edilmis nispi gen anlatimi CGN06625
ekotipinde 10,76 iken CGN06626’da 0,72°dir. BnGSKB6 geni CGNO06625’te diger
ekotipe gore yaklasik 15 kat daha fazla tesvik edilmistir. Kontrol ornegiyle
karsilastirildiginda ise gen anlatimimin CGNO06625 ekotipinde kokte yaklasik 13 kat (25
uM’da), govdede 7 kat (50 uM’da) arttig1 tespit edilmistir. Yaprakta belirlenen gen
anlatim seviyesinin kok ve govdeye gore daha diisiik oldugu gozlenmistir. Toleranslh
ekotip olan Diyarbakir’da, BnGSKB6 geninin en yiiksek anlatimi gévde dokusunda
tespit edilmistir. Ancak, kontrol 6rnegiyle karsilasirildiginda en yiiksek gen anlatiminin

kokte oldugu gorilmiistiir.

Toleransli olan ve olmayan B. nigra ekotiplerine ait (CGN06625, CGN06626 ve
Diyarbakir) kantitatif RT-PZR analiz sonuglari ile hassas ekotip B. nigra CGN06619°da
yapilmis olan mikroarray sonuglarmin karsilastirmalar1 Tablo 4.7°de ayrica

Ozetlenmistir.

Tablo 4.7: 72 saat boyunca Cu uygulamasi yapilan CGN06619, CGN06625,
CGNO06626 ve Diyarbakir ekotiplerinin kok dokusunda deney gruplarinin kontrol
grubuna oranla, farkli anlatim gosteren hedef genlerin mRNA seviyesindeki
degisikliklerin, kantitatif RT-PZR ve mikroarray analiz sonucunda kat degisimi
olarak ifadesi.

Mikroarray Analizi RT PZR (2440
CGN06619 CGN06625 CGN06626 Diyarbalar

Hedef Kat p-degeni Kat p-degen Kat p-degen Kat p-degeni
Genler degigimi degigimi degigimi degigimi

BrCAT3 1,92 0,08 0.9% 0,002 0,94 0,002 1,90 0,002
BnCSD1 -1,80 0,25 0,80 0,01k 0,96 0,002 0,57 0,02k
BrGAPCI 1.84 0.16 263 0,01k 2.2 0,01k 0,80 023
BrGSKEB6 276 0,06 9.93 0,003 0,71 0,002 2,78 0,01k
BnMTla -2,50 0.048  -007 0,07 208  000* 296 0009
BnLOS2 1.99 0,06 0.66 0,008 0,58 0.01° 0,05 0.48
BrPIP2;5 3.63 0,04 - - 424 0,002 1,85 0,05
BrRBOHI1 3.58 0,002 3,89 0,002 -0.32 0,08 0,95 0,13

Not: a: p<0,01 ve b: p<0,05 degerleri, kontrol grubuna gére anlamh farklilik gosteren hedef
genleri ifade etmektedir.
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5. TARTISMA VE SONUC

Topraktaki agir metal kirliligi giiniimiizdeki 6nemli gevresel problemlerden birisidir.
Ozellikle antropojenik etkilerle dogada miktar1 giderek artan agir metaller, tarim
alanlarinda toprak kullanimini kisitlamakta ve ekosisteme zarar vermektedir. Agir
metallerin toprakta birikmesinin sadece toprak verimliligi ve ekosistem fonksiyonlari
tizerinde degil ayn1 zamanda besin zinciri yoluyla havyan ve insan saglig lizerinde de
onemli etkileri vardir. Bu nedenle, son yillarda agir metallerle ilgili yapilan ¢aligmalarda
ozellikle agir metallerin bitkilerle etkilesimi tizerinde durulmus ve agir metal kirliligini
ortadan kaldirmak icin akiimiilator ya da toleransli bitki tiirleri kullanilmistir
(Padmavathiamma ve Li, 2007; Sarma, 2011). Bu bitkilerin belirlenmesiyle kirlenmis
sularin ve tarimsal alanlarin iyilestirilmesinde etkili ve ¢evre sagligina dost ¢oziimler
sunan  fitoremediyasyon teknolojilerinin  gelisimi  saglanmistir.  Dolayisiyla,
stirdiiriilebilir toprak kullanimi1 ve gida gilivenliginin teminat altina alinabilmesi ancak

fitoteknolojik yontemlerin daha iyi anlagilmasiyla miimkiindiir.

Ozellikle agir metallerin bitkilerde akiimiilasyonu ve toleransiyla ilgili molekiiler
mekanizmalarin detayli olarak aydinlatilmasi son derece 6nemlidir (Yang ve dig., 2005;
Hossain ve dig., 2012). Brassicaceae familyasina ait Arabidopsis halleri, Thlaspi
caerulescens, Brassica juncea ve Brassica napus gibi akiimiilator bitkiler bu
mekanizmalarin aydinlatilmasinda model bitki olarak kullanilmakta ve bir¢ok ¢alismada
yer almaktadir (Bert ve dig., 2003; Bernard ve dig., 2004; Iglesia-Turino ve dig., 2006;
Gupta ve dig., 2009; Cailliatte ve dig., 2010; Chandna ve dig., 2012; Haydon ve dig.,
2012). Ancak onemli bir yag bitkisi olan ve agir metallere karsi tolerans gosteren B.
nigra ile ilgili detayli molekiiler ¢alismalara literatiirde rastlanmanustir. Ulkemizde
Dogu Anadolu bakir maden yataklarinda yasamaya adapte olmus B. nigra’nin, agir
metal toleransi yetenegiyle ilgili az sayida fizyolojik ¢alisma bulunmaktadir (Bharagava
ve dig., 2008). Ayrica, agir metallerin alinimi veya tasinmasi sirasinda yer alan
mekanizmalar ve hiicrede gorevli tasiyicilar hakkinda bu tiirle yapilan litaratiirde detayli
bir calisma olmamakla beraber eldeki mevcut bilgiler de ¢ok azdir. Cu, agir metal

olmasina ragmen canli dokuda birden fazla oksidasyon seviyesinde bulunabildiginden,
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bitkilerdeki bircok fizyolojik islemlerde gerekli bir redoks-aktif gecis metalidir.
Bitkilerde, 6nemli fizyolojik mekanizmalarin ve bitki biiyiime ve gelismesi tizerine Cu
elementinin etkisi birgok ¢alismada gosterilmistir (Andrés-Colas ve dig., 2010). Ancak
bitki hiicrelerinde Cu homeostazi, detoksifikasyonu ve tasima mekanizmalar1 hakkinda
detayli bilgi bulunmamaktadir (Yruela, 2005). Bununla birlikte, yakin zamanda bu
alanda hizli ilerlemeler olmus ve ozellikle mayadan diger Okaryotlara Cu tasinimi
hakkinda bazi sonuglar rapor edilmistir (Nevitt ve dig., 2012). Aynm1 zamanda bir¢ok
agir metal tasiyict ailesi belirlenmistir. Yine de oOzellikle agir metallerin
akiimiilasyonunda rol oynayan molekiiller mekanizmalar ile ilgili bir¢ok temel soru
cevapsiz kalmigtir. Bu sorularin cevaplanmasi, hiicresel seviyede Cu taginiminda gorevli
gen ailesi ve proteinlerin belirlenmesi, bakirin bitkilerde birikiminin ve tasimniminin
anlasilmasin1 saglayacaktir. Ayrica elde edilen bilgilerle hiicrede Cu alimi ve
homeostaziyla ilgili  ¢esitli ~mekanizmalarin  tanimlanmasi1  fitoremediyasyon
sistemlerinin gelistirilmesi bakimindan son derece &nemli olacaktir. Ozellikle metal
saperonlarinin tasiyicilarla etkilesiminin arastirilmasi, agir metallerin hiicreler arasi

trafigi ile ilgili bilginin agi8a ¢ikmasini saglayacaktir.

Bu ¢aligsmada, B. nigra’ ya ait Etiyopya kokenli CGN06625 ve CGN06626 ekotiplerinin
ve Tirkiye kokenli Diyarbakir ekotipinin farkli konsantrasyonlarda uygulanan Cu
elementine karsi gosterdigi tolerans ayrintili bir sekilde incelenmistir. Uygulamalar
sonucu her ekotipe ait kok, govde ve yaprak dokularinin igerdigi Cu miktar1 son derece
hassas bir yontem olan ICP-OES analizleriyle belirlenmistir. Yapilan istatistiksel
analizlerde anlamli sonuclar elde edilmis ve deney giivenilirligi dogrulanmistir (Sekil
4.5, Sekil 4.6, Sekil 4.7, Tablo 4.1). Ayrica, metal birikimi ile ilgili olarak bitki
metabolizmasinda tegvik edilen veya baskilanan bazi genler tanimlanmis ve bu genlerle
ilgili detayli galismalar yapilmistir. Yapilan molekiiler ¢alismalar sonucunda metal
aliniminda ve tasmmmasinda yer alabilecek, dogrudan bakir iyonuna baglanabilecek
proteinleri kodlayan bazi genler belirlenmistir. Bu genlerin, metal metabolizmasindaki
rollerinin daha iyi anlagilabilmesi i¢in mRNA diizeyindeki anlatim seviyeleri, daha
giivenilir ve giiclii ifade diizeyi nedeniyle kantitatif RT-PZR yontemiyle dogrulanmustir.
Farkli konsantrasyonlarda Cu uygulanan bitkilerin kok, gévde ve yaprak dokularinda bu

genlerin anlatim farkliliklari analiz edilmistir.
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Yapilan bu galismada, agir metal gibi toksik minerallerin topraktan koklere alinimi/
digariya atilmasi, taginmasi, depolanmasi/ detoksifikasyon mekanizmalarinin fizyolojik
ve molekiiler seviyelerde irdelenerek aydinlatilmasi ile fitoteknolojik yaklagimlarin
gelistirilmesine katkida bulunmasi amag¢lanmistir. Bu yaklasimlar, kirlenmis sularin ve
tarimsal alanlarin iyilestirilmesinde etkili ve ¢evre sagligina dost ¢oziimler sunmaktadir.
Dolayisiyla, bu ¢alismayla stirdiiriilebilir toprak kullanimi ve gida gilivenliginin teminat

altina alinabilmesi i¢in fitoteknolojik yontemlerin daha iyi anlasilmasi hedeflenmistir.

B. nigra agir metallere karsi toleransli bir tiir olup agir metalleri 6zellikle kokte
depolama yetenegine sahiptir (Memon ve Zahirovig, 2014). Ayni familyaya ait B.
juncea ve A. thaliana gibi hiperakiimiilator tiirlerin agir metal metabolizmasiyla iliskili
birgok ¢alisma olmasina ragmen, B. nigra’nin bu yetenegini arastirmak igin yapilmis
olan calismalar ¢ok kisithdir. Bu ¢alismada, B. nigra CGN06625, CGN06626 ve
Diyarbakir ekotiplerine 72 saat siireyle 25 ve 50 uM CuSOs ¢ozeltisi uygulanmis ve her
ti¢ ekotipte de en fazla Cu birikiminin kék dokusunda oldugu ICP-OES analizleriyle
tespit edilmistir (Tablo 4.1). Bunu sirayla gévde ve yaprak dokular takip etmistir. Her
bir ekotipe ait kontrol bitkilerinin toprak alti ve {istli organlarinda iz miktarda Cu
belirlenmistir (Sekil 4.5, Sekil 4.6, Sekil 4.7). Ayrica, biitiin uygulamalarda kok, govde
ve yapraklarda biriken metal miktarlar1 kontrol bitkilerinin kok, govde ve yapraklarina
gore 6nemli derecede artis gostermistir. Toprakta 100 mg/kg, bitki kuru maddesinde ise
15-30 mg/kg’dan fazla bakirin toksik etkiye sahip oldugu bilinmektedir (Sauve ve dig.,
1997). Quartacci ve arkadasglarimin (2003) yaptigi bir ¢alismada, dort farkli Brassica
tirtinde Cu alinim1 ve taginimi arastirtlmis ve bazi tiirler tizerine diisiik konsantrasyonda
uygulanan 5 mM Cu elementinin bile toksik etkiye neden oldugu saptanmistir. Bakir
toksisitesi genellikle, ilk once bitkinin kok sistemlerinde agiga g¢ikmakta ve bitki
blinyesinde protein sentezi, fotosentez, solunum, iyon alinimi ve hiicre membran
stabilitesi gibi bazi fizyolojik olaylarin bozulmasina neden olmaktadir (Sossé ve ark.,
2004). Bu nedenle, Cu toksisitesi sonucunda bitkide genel bir klorosiz olusmaktadir
(Alva ve dig., 1999; McBride, 2001) (Sekil 4.4). Yapilan bu tez ¢alismasinda, farkli
konsantrasyonlarda Cu uygulamasi sonucunda elde edilen veriler, Diyarbakir ekotipinin
diger ekotiplere nazaran Cu elementine kars1 toleransinin yiiksek oldugunu gostermistir

(Sekil 4.1, Sekil 4.2, Sekil 4.3).
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B. nigra bitkisine ait 3 farkli ekotipin kok, govde ve yapraklarinda biriken Cu miktari
belirlendikten sonra metal birikimi ve toleransiyla ilgili ~metabolizmanin
aydinlatilmasina yonelik molekiiler diizeyde calismalara gecilmistir.  Diisiik
konsantrasyonda Cu uygulamasi yapilan kok ve yaprak orneklerinde mikroarray teknigi
kullanilarak B. nigra bitkisinde Cu etkisi altinda anlatim1 degisen genler aragtirilmistir.
Gen bankasi taramalar1 sonucunda, farkli anlatim yapan cDNA’larin agir metal alinimi
ve taginiminda gorevli oldugu diisiiniilen genler tespit edilmistir (Yiiksel ve dig., 2010).
Cu etkisiyle hiicre iginde olusan degisiklikler sonucu baskilanan veya tesvik edilen
genlerin ¢gogunlugunun, bitkinin oksidatif strese yanitinda gorev aldigi tespit edilmistir
(Tablo 4.6). Glutatyon metabolizmasi, elektron tasinimi, kanal aktivitesi gibi metabolik
olaylarda yer alan bu genlerin bitkinin kok, govde ve yapraklarindaki mRNA
seviyesinde anlatim farkliliklar1 detayli olarak ¢alisilmistir. Tablo 4.7°de goriildiigii gibi
kantitatif RT-PZR ve mikroarray analizi sonucunda hedef genlerin mRNA diizeyindeki
kat degisimlerinin birbiriyle uyumlu oldugu gozlenmistir. Sonuglar karsilastirildiginda,
sadece CSD1 geninin mikroarray analizinde baskilandigi, kantitatif RT-PZR’da ise
tesvik edildigi ancak bu oranin ¢ok diisik oldugu tespit edilmistir (Sekil 4.29).
Mikroarray analizlerin tekrar edilebilirliginin diisiik olmasi, ¢ok fazla yanlis negatif ve
pozitif sonuglar verebilmesi nedeniyle verilerin yanlis yorumlanmasi, bu nedenle de
elde edilen sonuclarin yeterince kantitatif olmamasi gibi dezavantajlar1 literatiirde
bir¢cok calismada belirtilmistir (Sassanfar ve Walker, 2003; Yoltas ve Karaboz, 2010).
Bu tez caligmasinda B. nigra’nin Cu toleransi gdsteren Ve gostermeyen 3 farkli
ekotipinde mikroarray verilerden segilen 8 adet genin, farkli Cu konsantrasyonlarindaki
anlatim profilleri kok, goévde ve yaprak dokularinda incelenerek, metal

homeostazisindeki rolleri detayli bir sekilde irdelenmistir.

B. nigra, CGN06625, CGN06626 ve Diyarbakir Ekotiplerinin Farkli Dokularinda
Metal Metabolizmas: ile Iliskili Saptanan Genler

LOS2 (Low Expression of Osmotically Responsive Genes 2)

LOS2, iki fonksiyonlu enolaz aktivitesine sahiptir. Pozisyonel klonlama yoluyla izole
edilmis bir Arabidopsis mutanti olan bu gen, ayni zamanda glikolitik yolakta 2-
fosfogliserat1 fosfoenolpiruvata doniistiiren bir enolazi kodlamaktadir (Lee ve dig.,

2002). Ayrica, diisiik sicaklik stresi altinda gen ekspresyonunu dogrudan kontrol eden
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diizenleyici bir fonksiyona sahip oldugu bildirilmistir. LOS2’nin bazi sartlar altinda
asirt soguya gosterilen direngte ve bitkinin soguga aligmasinda ¢ok Onemli bir
fonksiyona sahip oldugu bulunmustur. Arabidopsis'te yapilan bir ¢alismada LOS2
geninin kromozom II igerisinde bulundugu belirlenmis ve insan enolaz geni (ENO1) ile
%72 aminoasit dizi benzerligi olan bir enolazi kodladigi raporlanmistir (Lee ve dig.,
2002; Kang ve dig., 2013). Ayrica, LOS2 geninin diger bir fonksiyonu olarak bakir
baglama aktivitesi gosterdigi literatiirde belirtilmis ancak genin bakir alinim
metabolizmasi ve sinyal iletim yollarindaki 6zgiin rolleri hakkinda yeterli bilgiye
ulagilamamistir. Buna ragmen, Arabidopsis ile birlikte Thlaspi caerulescens, Brassica
rapa ve Brassica napus gibi birgok akiimiilatér bitkide LOS2 geninin varlhig

kanitlanmistir (Jiang ve dig., 2007; Tuomainen ve dig., 2010).

Bu calisgmada BnLOS2 geninin her ii¢ ekotipin kok kisminda da tesvik edildigi
goriilmiistiir. Bununla birlikte BnLOS2’nin anlatimi diger dokularda farklilik
gostermekle beraber higbir ekotipin yapraginda anlamli bir fark bulunamamistir (Sekil
4.24). 72 saat Cu uygulamasi yapilmig CGNO06625 ekotipine ait sonuglar
incelendiginde, BnLOS2’ nin anlatimi en yiiksek seviyede 50 uM Cu uygulanmis kok ve
govde dokularinda gozlenmistir. CGN06626 ekotipine ait kok dokularinda ise, 25 uM
Cu uygulamasinda BnLOS2 geninin anlatim seviyesinin kontrol 6rnegine gore artarken,
50 uM Cu uygulamasinda diistiigii tespit edilmistir. Bu ekotipte BnLOS2 en ¢ok 50 uM
govdede anlatim gostermistir (Sekil 4.24B). Diisiik konsantrasyonda iki farkli Cu
uygulamasi yapilan diger bir ekotip olan Diyarbakir ekotipinde, bu genin anlatimi1 en
¢ok 50 uM Cu uygulanmis kokte artig gosterirken bunu govde dokusu izlemistir. 25 pM
Cu uygulamasinda ise kontrol 6rnegi ile karsilastirildiginda genin anlatiminda anlamli
bir fark bulunamamistir (Sekil 4.24C). BnLOS2’nin, bu ekotipin govde ve yaprak
dokularindaki anlatimi, konsantrasyona bagl bir sekilde Cu miktar1 artigina paralel
olarak yiikselmis ancak, kok dokusu ile karsilastirildiginda bu artisin oldukca diisiik
oldugu gozlenmistir (Sekil 4.24C). Literatiirde LOS2 geninin degisik stresler altinda
gosterdigi anlatim farkliliklart ¢alisilmis ancak Cu stresi ile ilgili detayli bir ¢alisma ilk
defa B. nigra’da bu ¢alisma ile ortaya konmustur. Elde edilen sonuglar, LOS2 geninin
metal alinimi  metabolizmasinda da fonksiyonel olarak yer alabilecegini

desteklemektedir.
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PIP2;5 (Plasma Membrane Intrinsic Protein 2;5)

PIP2;5, kanal protein aktivitesi (aquaporin) gosterir. Hiicre igi zarlarda yer alan kanal
proteinleri, bitki hiicrelerinde plazma ve hiicre i¢i zarlar arasinda su ve/veya kiigiik,
notr molekiillerin (iire, borik asit, salisilik asit) veya gazlarin (amonyak, karbon dioksit)
taginiminda gorev alirlar (Murata ve dig., 2000; Maurel ve dig., 2008). Prokaryotlar ve
Okaryotlarda yaygin olarak bulunan kanal proteinleri, MIP (Major Intrinsic Protein)
ailesine iiye, genis bir protein ailesidir. Bitkilerde ise 15 yil sonra kesfedilen bu
proteinler son derece hidrofilik olup molekiiler agirliklar1 26-34 kD arasinda
degismektedir (Vandeleur ve dig., 2009). Vitis genomunda 28 adet kanal proteini
belirgin olarak yer alirken, Arabidopsis genomunda 35 tane, piringte ise 33 tane
homologu tanimlanmistir (Johanson ve dig., 2001; Sakurai ve dig., 2005; Fouquet ve
dig., 2008). Kanal proteinleri birgok bitki grubunda 4 alt gruba ayrilmaktadir: Plazma
Zar1 Temel Proteini (PIP; Plasma Membrane Intrinsic Proteins) birinci grup olup PIP1
ve PIP2 olmak iizere flogenetik iki alt gruba ayrilir. ikinci grubu, plazma zari ve
vakuoler zarda (tonoplast) bol bulunan Tonoplast Temel Proteinler (TIP; Tonoplast
Intrinsic Proteins) olusturmaktadir (Quigley ve dig., 2001). Ugiincii alt grupta kok
nodiillerinde bulunan NOD26-benzeri temel proteinler yer almakta, son grup ise kii¢iik
temel proteinlerden (SIP; Small Basic Intrinsic Proteins) olugmaktadir (Johanson ve

dig., 2001; Wallace ve dig., 2006).

PIP proteinleri incelendiginde, Arabidopsis’te 13 izoformu tanimlanan bu proteinlerden
PIP1 genel olarak in vitro ortamda ¢ok az su kanali aktivitesi gosterir veya hig
gostermez. PIP2’nin ise Xenopus laevis’in oositlerinde sentezlendiginde yiiksek su
gecirgenligi gosterdigi bulunmustur (Chaumont ve dig., 2000). PIP1 ve PIP2 iiyelerinin
membran i¢inde veya hedeflenen plazma membrani i¢inde birbirleriyle etkilesime
girebildikleri gosterilmistir (Fetter ve dig., 2004; Zelazny ve dig., 2007). Arabidopsis’te
yapilan bircok calismada, diisilk hava sicakligina maruz kalan bitkilerin koklerinde
ozellikle PIP2;5 izoformunun anlatim diizeyindeki artis rapor edilmistir (Jang ve dig.,
2004; 2007). Lee ve dig. (2012), disiik kok sicakligimin yabani tip Arabidopsis
bitkilerinde (Arabidopsis thaliana), bitkinin biiyiimesini ve kok hiicrelerinde suyun
tasinmasini nasil etkiledigini karsilagtirmistir. PIP1;4 ve PIP2;5, bitkilerin koklerinde
asir1 miktarda sentezlettirilmis ve 5 gilin boyunca 10 °C sicakliga maruz kalan yabani

tiplerin kok hiicrelerinde suyun tasinmasimmin bu durumdan nasil etkilendigi
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incelenmistir. Ozellikle, PIP1;4’{in asir1 anlatimi nedeniyle bitkilerin kék ve gdvde
bliylime oranlarinda bir azalma tespit edilmistir. Bununla birlikte, diisiik sicaklikta,
kokte PIP2;5’in asir1 anlatiminin bitkilerin biiylimesi lizerinde herhangi bir negatif etkisi
saptanmamustir. Yine, Jang ve dig. (2004; 2007), Arabidopsis’te ¢esitli fizyolojik sartlar
altinda strese maruz kalan aquaporinlerin nasil etkilendigine dair bir ¢alisma yapmis ve
birgok homolog kanal proteininin anlatim diizeyini incelemistir. Soguk stresi altinda
diger PIP genlerinin ifadesi azalirken, sadece PIP2;5’in gen ifadesinin arttig1 tespit
edilmistir. Arabidopsis’ te yapilan bagka bir calismada ABA etkisiyle aquaporin
anlatimda artis oldugu saptanmistir (Hoth ve dig., 2002). Ancak, bitki soguk veya
kuraklik stresine maruz kaldiginda PIP2;5 aquaporininin anlatiminda artig olurken,

ABA’ya kars1 herhangi bir yanit vermedigi belirlenmistir (Cevher-Keskin, 2006).

Bu calismada BnPIP2;5 geni, CGNO06626 ve Diyarbakir ekotiplerinin ¢esitli
dokularinda anlatim farkliligi gostermis ancak CGN06625 ekotipinde ¢alismamigtir
(Sekil 4.25). BnPIP2;5 geni, Cu uygulamasi yapilan CGN06626 ekotipinin 6zellikle 25
uM kok dokusunda ¢ok biiyiik bir oranda tesvik edilirken, gévde ve yaprak dokularinda
genin ekspresyonunda herhangi bir degisiklik olmamustir (Sekil 4.26A). Diyarbakir
ekotipinden elde edilen kantitatif RT-PZR analiz sonuglar1 incelendiginde ise BnPIP2;5
gen anlatiminin, kok ve govdede arttig1 yaprakta ise degismedigi gorilmistir (Sekil
4.26B). BnPIP2;5 geninin 25 ve 50 uM kok dokularindaki anlatiminda kontrol 6rnegine
kiyasla bir artis gozlenirken, iki Cu uygulamasi kendi arasinda karsilastirildiginda
anlaml bir farklilik tespit edilmemistir. Govde dokusunda ise en yiiksek gen anlatimi 50

uM uygulamada saptanmaistir.

BnPIP2;5 gibi 6zgiin aquaporin genlerinin anlatim seviyelerinin ¢esitli stresler altindaki
bitkilerde su taginmasini kontrol etmede dnemli roliiniin oldugu ispatlanmasina ragmen,
gen anlatimiyla stres uyaranlarinin baglantisindaki molekiiler ve hiicresel mekanizmalar
hala anlagilamamistir (Cevher-Keskin, 2006). Elde edilen sonuglar, kanal proteinlerinin
agir metal alinimi ve tasinimi metabolizmasinda da yer alabilecegini gdstermekte ve

ilgili metabolizmanin aydinlatilmasina katkida bulunmaktadir.

MT1a (Metallothionein 1a)
MT1a, Metallotiyonin (MT) protein ailesinden olup, bakir iyonuna baglanma

fonksiyonuna sahiptir. Yapilan stres ¢aligmalarinda metal alininminda ve tasinmasinda
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yer alabilecek MTla gibi dogrudan bakir iyonuna veya diger metal iyonlarina
baglanabilen proteinleri kodlayan genlerin yiiksek oranda anlatim yaptigi belirlenmistir
(Domenech ve dig., 2006; Freisinger, 2008; Hassinen ve dig., 2011). Bu genlerin
bitkilerde sentezi, kok hiicrelerinin agir metallere maruz kalmasiyla uyarilir. Bitki
metallotiyoninleri bitkilerle selat yapabilen bilesikler olup, sistein kalintilarinin tiyol
gruplar1 ile agir metallere baglanan, niikleusta sentezlenen kiiciik proteinlerdir
(Dabrowska ve dig., 2013). Prokaryotlarda ve oOkaryotlarda tespit edilen MT’ler
bitkilerde ilk olarak olgun Triticum aestivum tohumlarinda bulunmustur (Lane ve dig.,
1987). Bitki MT’lerinin metal toleransindaki rolii ise ilk olarak maya mutantlarin
komplementasyonu yoluyla dogrulanmistir (Zhou ve Goldsbrough, 1994). Hem
monokotillerde (misir, bugday, piring) hem de dikotillerde (domates, soya fasiilyesi,
bezelye, pamuk) cDNA klonlama yoluyla belirlenen MT’ler Brassicaceae familyasina
ait Arabidopsis thaliana, Brassica napus, Brassica rapa, Brassica juncea, Thlaspi
caerulescens gibi bir ¢ok tiirde de tespit edilmistir (Dabrowska ve dig., 2013). Cobbett
ve Goldsbrough, (2002) Arabidopsis’te ¢esitli agir metallerin stresi altinda, 4 farkli MT
alt grubuna ait aktif olarak 7 MT geninin anlatim yaptigini1 rapor etmistir. Zimeri ve
dig., (2005), MT1 ailesinin devre dig1 birakildigi ve AtMTla ve AtMT1c seviyeleri
indirgenmis A. thaliana hatlarinin, Cd’ye kars1 asir1 duyarli olduklarin1 ve yabani tip
bitkilere gore yapraklarinda daha az As, Cd ve Zn biriktirdigini gostermistir. Elde edilen
bu sonug, Tip 1 MT’lerin Cd toleransin1 sagladigmi ve yiiksek olasilikla Zn
homeostazisine katilabildigini desteklemektedir. Yine, Arabidopsis’te yapilan baska bir
caligmada, ayr1 ayri MTla ve MT2b eksikliginde yiliksek konsantrasyonda Cu ile
muamele edilen bitkilerde, koklerde %30 daha az bakirin biriktigi belirlenmistir
(Burkhead ve dig., 2009). Boylece, MTla fonksiyon kaybina ugramis bitkilerin
koklerinde azalmis Cu konsantrasyonu, MT1a’nin koklerde Cu biriktirilmesinde 6nemli
bir fonksiyona sahip oldugunu gdostermektedir (Guo ve dig., 2008). Ayrica Rauser
(1999), Arabidopsis’te diger abiyotik streslerle beraber bitkinin gelisimi sirasinda da
MT’lerin gen anlatiminin arttigini bildirmistir. Bugday ve piringte de benzer sonuglar
elde edilmis ve MT’lerin Cu ve Cd gibi metal iyonlar1 ve agir1 sicaklik ile besin
eksikligi gibi abiyotik stresler tarafindan uyarildigi rapor edilmistir (Cobbett ve
Goldsbrough, 2002). MT’lerin bitkilerdeki fonksiyonu farklilik gdsterebilir. Ornegin, A.
thaliana’da MT’lerin, Cu homeostazisine katildig bilinirken (Cobbett ve Goldsbrough
2002), S. cerevisiae’de yapilan ¢alismalar MT1 ve MT2 proteinlerinin Cd toleransiyla
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iligkili oldugunu isaret etmektedir (Zhou ve Goldsbrough 1994). Son yillarda 6zellikle
molekiiler biyoloji alanindaki gelismelerle yapilan transgenik bitkilerle ilgili
caligmalarda, MT genlerinin bu bitkilere aktarilmasiyla agir metalleri biriktirme
yeteneklerinin arttifi goriilmiistiir (Daghan, 2004; Pavlikova ve dig., 2004; Cherian ve
Oliveira, 2005).

Bu c¢alismada BnMT1a geni 25 ve 50 uM Cu uygulamalar1 yapilan CGN06625
ekotipinde, her iki uygulamada da yaprak dokusunda tesvik edilmistir. Kontrol
ornekleriyle karsilastirildiginda yaprakta genin anlatim seviyesi, en ¢ok 50 uM Cu
uygulamasinda olacak sekilde dogrusal bir artis gostermistir (Sekil 4.27A). Bununla
beraber kok ve govde dokularinda ise BnMT1a geninin anlatim diizeyinde gozle goriiliir
bir fark yoktur. CGN06626 eckotipine ait elde edilen sonuglar, CGN06625 ekotipiyle
karsilastirildiginda oldukga benzerlik gostermektedir. Genin anlatimi1 benzer bir sekilde
en ¢ok yaprak dokusunda tesvik edilmis olup govdede gen anlatim seviyesinde bir
farklilik olusmamistir. Bu ekotipte CGNO06625’ten farkli olarak 25 uM Cu
uygulamasinda BnMT1a, kontrol ornegi ile karsilastirildiginda en yiiksek seviyede
anlatim gosterirken 50 uM Cu uygulamasinda anlatim diizeyinde diisiis tespit edilmistir
(Sekil 4.27B). Ayrica, CGN06626’nin kok kisminda BnMT1a geninin kontrol drnegine
gore baskilandigr gorilmistiir (Sekil 4.27B). Diyarbakir ekotipinden elde edilen
BnMT1a geniyle ilgili sonuglar degerlendirildiginde, genin CGNO06626 ile benzer bir
sekilde kokte baskilandigi belirlenmistir. Ancak, gévdede gen anlatiminda bir farklilik
olusmazken 50 uM Cu uygulanmis yaprakta ise az miktarda bir artisin oldugu tespit
edilmistir (Sekil 4.27C).

Hiperakiimiilator bitkilerde yapilan c¢alismalarda MT’lerin yiiksek ifade seviyeleri,
muhtemelen bu proteinlerin agir metal homeostazisini veya toleransini saglayarak, bu
bitkilerin metal adaptasyonuna katkida bulunabildigi gorilisiinii ortaya cikarmistir
(Hassinen ve dig., 2011). Bu c¢alismada elde ettigimiz sonuglar da, BnMTla’nin
literatiire uygun olarak Cu elementiyle iliskili oldugunu ve Cu stresine karsi bitkinin

verdigi yanitin diizenlenmesinde 6nemli bir rol tistlendigini desteklemektedir.

CAT3 (Catalase 3)
CATS3, bitki hiicrelerini oksidatif stres sirasinda olusan reaktif oksijen ¢esitlerine (ROS)

kars1 korumada gorev alir. Katalazin, hidrojen peroksidin indirgenmesini katalizleyerek
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oksidatif stresin Onlenmesinde Onemli bir rol oynadigi bilinmektedir (Weckx ve
Clijsters, 1996). CAT3, hidrojeni ortadan kaldirarak antioksidan savunmada gorev alan
bir enzimdir. Temel ROS-tutuculardan biri olan bu enzim, fotorespirasyon sirasinda
glikolatin glioksitalata doniistimiinii takiben, peroksizomda serbest kalan H2O2’yi, H>.O
ve O’ye metabolize eder (Igamberdiev ve Lea, 2002). CAT, lipit depolayan
dokulardaki glioksizomlarda bulunan yag asitlerinin B-oksidasyonlar1 esnasinda da
H202’yi aynistirabilir. Bitkilerde CAT geninin birgok izoenzimi farkli dokularda
tanimlanmis ve bunlarin bitkinin ¢evresel strese yanitinda etkili olabilecekleri gesitli
calismalarla ortaya konmustur (Willekens ve dig., 1994; Scandalios ve dig., 2000;
Bagnoli ve dig., 2004; Ann ve dig., 2011; Lin ve Aarts, 2012). Ayrica, bu izoenzimlerin
151tk ve CO2 gibi cevresel etkenlere karsi yanitlarinin farkli oldugu belirlenmis ve
bulunduklar1 dokuya bagli olarak gecici bir siire i¢in gen anlatimlarimda artis
olabilecegi gosterilmistir (Skadsen ve dig., 1995; Azevedo ve dig., 1998). CAT
izoenzimleri yiiksek yapili bitkilerde ayrintili olarak ¢alisilmis ve genetik olarak
birbirinden farkli 3 CAT izoenzimi misir bitkisinde karakterize edilmistir (Scandalios
ve dig., 2000). Fakat bunlardan yalnizca iki tanesi arpa ve seftalide tanimlanmistir
(Skadsen ve dig., 1995; Bagnoli ve dig., 2004). Frugoli ve dig., (1996) A. thaliana’ nin
ciceklenme sirasinda yiiksek anlatim yapan CAT c¢oklu gen ailesine ait 3 gen igerdigini
saptamistir. Ancak, sadece cat2 ve cat3 genlerinin yaprakta yiiksek anlatim yaptigini ve
sitkadyen ritmin kontrolii altinda oldugunu tespit etmislerdir. Daha sonra yapilan
caligmalarda ise A. thaliana’ da 6 farkli izoenzim daha Michael ve McClung (2002)
tarafindan tanimlanmistir. Ayrica, CAT2 aktivitesinin disiiriildiigii transgenik A.
thaliana soylar1 elde edilmis ve gen anlatiminda yiiksek 1siktan kaynaklanan

degisiklikler ayrintilartyla ¢alisilmistir (Vandenabeele ve dig., 2004).

Bitkilerde, CAT faaliyetinin agir metal stresine bagli olarak 6nemli 6l¢iide degisiklik
gosterdigi bulunmustur. Ornegin, Cd varliginda CAT aktivitesinin Phaseolus vulgaris,
Lemna minor ve biberde azalma gosterdigi raporlanmistir (Somashekaraiah ve dig.,
1992; Mohan ve Hosetti., 1997; Le6n ve dig., 2002; Gratdo ve dig., 2005). Ayrica,
Fidalgo ve arkadaslar1 (2004) yiiksek konsantrasyonda NaCl’ye maruz kalan patates
bitkilerinde CAT faaliyetinin ayni1 sekilde azaldigini tespit etmislerdir. Buna karsilik,
Agropyron repens, Raphanus sativus ve seker kamiginda bitki, Cd’ye maruz kaldiginda

CAT aktivitesinde 6nemli oranda artis oldugu belirlenmistir (Brej, 1998; Vitoria ve dig.,



124

2001; Fornazier ve dig., 2002a). Ancak, soyada yapilan caligmada ise katalaz enzimi
degismeden kalmistir (Ferreira ve dig., 2002). Al elementine karst CAT aktivitesinin
yanitinin bitki tiirlerine ve analiz edilen dokuya bagl olarak degistigi gosterilmistir.
Ayrica, Ni ve Cu elementine maruz kalan bitkilerde CAT aktivitesinde artis oldugu
bulunmustur (Brej, 1998; Jouili ve El Ferjani, 2003). Devi ve Prasad (1998) yaptiklar
bir calismada, bakir uygulamasi sirasinda katalaz ve peroksidaz aktivitelerinin arttigini
gostererek bakir artisinin hidrojen peroksit (H20>) iiretimini arttirabilecegi goriisiini

savunmuslardir.

Bu ¢alismada BNnCAT3 geninin, toleransli olmayan ekotipler arasinda farkli dokularda
anlatim yaptig1 gosterilmistir. Cu stresi altinda, CGN06625 ekotipinde en yiiksek gen
anlatimi 25 pM Cu uygulanan gévde dokusunda saptanmis ve bunu sirastyla yaprak ve
kok dokulari izlemistir (Sekil 4.28A). CGN06626 ekotipinde ise BnCAT3 geni en
yiiksek seviyede 50 uM Cu uygulanan kokte anlatim yapmistir. Govde dokusunda koke
gore daha diisiik bir gen anlatimi tespit edilmis ancak yaprakta anlamli bir anlatim farki
saptanmamustir (Sekil 4.28B). Toleransli ekotip olan Diyarbakir’da da kok ve govdede
BnCAT3 geni tesvik edilirken, yaprakta gen anlatiminda bir farklilik tespit edilmemistir
(Sekil 4.28C). Kokte belirlenen gen anlatiminin, kontrol 6rnegiyle karsilastirildiginda
her iki Cu uygulamasinda da esit miktarda anlatim gosterdigi belirlenmistir. Ayrica, bu
ekotipte en yiiksek BnCAT3 anlatimimin 50 uM Cu uygulanan gévde dokusunda oldugu
gozlenmistir. Elde edilen tiim bulgular, B. nigra’da Cu stresi altinda CAT3 geninin
anlattiminin  arttirlmas1 saglanarak, bitkinin Cu elementine kars1 toleransinin

yiikseltilebilecegi sonucunu desteklemektedir.

CSD1 (Copper/zinc Superoxide Dismutase 1)

CSD1, siiperoksit dizmutaz (SOD) aktivitesi gostermektedir. Bitkilerde siiperoksit
dizmutazlar, siiperoksit radikallerini hidrojen peroksit ve molekiiler oksijene
cevirdikleri i¢in oksidatif stres toleransinda dnemli bir role sahiptir (Xing ve dig., 2013).
Agir metaller gibi birgok abiyotik kosullar bitkilerde reaktif oksijen ¢esitlerini (ROS)
ireterek oksidatif strese yol agabilir (Apel ve Hirt, 2004). Metabolik siiregler sonucunda
meydana getirilen ROS’un hiicrenin islevlerini yok edebildigi tespit edilmis ve yapilan
calismalarda bir¢ok enzimin ROS kullanmak iizere evrimlestigi rapor edilmistir (Xing

ve dig., 2013). SOD’lar, siiperoksit radikallerine karsi ilk savunma mekanizmasini,
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stiperoksidi daha az reaktif bir ROS olan molekiiler oksijen ve H202’ye, doniistiirerek
olusturmaktadir (Fridovich, 1995). SOD enzimleri, igerdikleri metal kofaktorlerine gore
demir (FeSOD), mangan (MnSOD) ve bakir/¢inko (Cu/ZnSOD) olmak iizere {i¢ gruba
ayrilir (Mittler, 2002; Sunkar ve dig., 2006). Mantarlar ve hayvanlar CuZnSOD ve
MnSOD gruplarint igerirken bazi bakteri ve bitkilerin her ili¢ grubu da igerdigi rapor
edilmistir (Kliebenstein ve dig., 1998). Ornegin, Arabidopsis genomunda yedi adet
SOD izozimi bulunmakta ve bunlar metal kofaktorleri ve hiicrealti lokalizasyonlarina
gore kodlanmaktadirlar: CSD1, CSD2 ve CSD3 sirasiyla sitoplazma, kloroplast ve
peroksizom yerlesimli Cu/ZnSOD proteinleri, FSD2 ve FSD3 FeSOD proteinleri,
MSD1 ise mitokondriyal MnSOD proteinidir (Xing ve dig., 2013).

Bir bitki mikro besini olan Cu, bitkilerde fotosentez, oksidatif yanit ve diger fizyolojik
stirecler icin mutlak gerekli olan bir elementtir. Bu nedenle de, tolerans ¢alismalarinda
Cu elementi en ¢ok calisilan metallerden biridir (Linve dig., 2003; Puigve dig., 2007;
Burkhead ve dig., 2009). Yapilan ¢alismalarda mikroRNA’larin (miRNA) bitkinin Cu
stresine kars1 savunmasinda anahtar bir rolii olduguna dair bir¢cok kanit bulunmustur
(Sunkar ve dig., 2006; Gielen ve dig., 2012). Cu, ortamda simirlayict oldugunda bir
mikro RNA olan miR398’in diizeyi giderek yiikselir ve bu da CSD1 ve CSD2 i¢in Cu
dagilimimi azaltir. Bu nedenle de Cu, bitkide sadece temel siiregler icin kullanilabilir
hale gelir (Khraiwesh ve dig., 2012). Yiiksek yapili bitkilerde Cu/ZnSOD’larin Fe-
SOD’larla yer degistirdigi belirlenmistir. Brassicaceae familyasina ait bir¢cok bitkide
mikroRNA’larin Cu stresiyle iliskisi tanimlanmistir. Arabidopsis’te yapilan bir
calismada, miR398’in Cu homeostazinin korunmasinda énemli bir diizenleyici oldugu
bulunmustur. miR398’in birbiriyle yakin iliskili olan CSD1 ve CSD2’yi hedefledigi ve
bu genlerle dogrudan baglantili oldugu belirlenmistir. Boylece, agir metal gibi oksidatif
stres kosullarina karst mikroRNA’larin ve dolayisiyla CSD1 ve CSD2 gibi
Cuw/ZnSOD’larin bitkinin yanitinda fonksiyonel olarak yer aldigi disiiniilmektedir
(Jones-Rhoades ve Bartel, 2004; Sunkar ve dig., 2006; Yu ve dig., 2011).

Yapilan bu ¢alismada, BnCSD1 geni, her ii¢ ekotipte de kontrol orneklerine kiyasla
bitkinin farkli dokularinda anlatim gostermistir (Sekil 4.29). CGN06625 ekotipinde
BnCSD1, en ¢ok 25 upuM govde dokusunda tesvik edilmistir. Kontrolle
karsilastirildiginda 50 uM govde 6rneginde de gen anlatiminda artig belirlenmis ancak
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25 uM govdeye gore anlatimin daha diisiikk oldugu goriilmistir. 25 ve 50 uM kok
dokularinda, BnCSD1’de kontrol drnegine gore gozlenen artig incelendiginde her iki
uygulama arasinda ¢ok anlamli bir farklilik tespit edilmemistir. Yaprakta ise yine 25
uM Cu uygulamasinda genin anlatiminda belirlenen artis, 50 uM yapraga gore daha
fazladir (Sekil 4.29A). Diger bir ekotip olan CGN06626’ya ait elde edilen sonuglarin
CGNO06625 ekotipiyle oldukca benzer oldugu goriilmiistir. CGN06626 ekotipinde her
bir dokuda BnCSD1 gen anlatimi en ¢ok 25 puM orneklerinde tesvik edilmistir. Bu
ekotipte CGN06625°ten farkli olarak BnCSD1, kokte 25 uM Cu uygulamasinda kontrol
ornegi ile karsilastirildiginda en yiiksek seviyede anlatim gosterirken 50 uM’da anlatim
diizeyinin diistiigli gézlenmistir. Govde ve yaprak dokusunda da BnCSD1’in 25 uM’da
arttig1 50 uM Cu uygulamasinda ise azaldig1 tespit edilmistir (Sekil 4.29B). Diyarbakir
ekotipinden elde edilen sonuglar incelendiginde, diger ekotiplerden farkli olarak tiim
dokularda BnCSD1 gen anlatiminin 50 puM Cu uygulanan O6rneklerde en yiiksek
seviyede oldugu belirlenmistir (Sekil 4.29C). Kok ve govde dokularinda yapraga gore
olusan gen anlatim1 daha fazladir. Literatiirde CSD1 geninin Cu stresi altinda gosterdigi
anlatim farkliliklar1 Arabidopsis, Brassica rapa ve Brassica napus gibi Brassicaceae
familyasina ait bir¢ok bitkide ¢alisilmis ancak Brassica nigra’da ilk defa bu ¢aligma ile
ortaya konmustur. CSD1 genini de iceren SOD’lar1 kodlayan g¢esitli bircok genin
ifadesinin, ¢evresel streslere yanit olarak arttigi bilinmesine ragmen ilgili mekanizma
hala tam olarak tanimlanamamistir. Elde edilen bu sonuglar literatiire uygun bir sekilde
CSDI1 geninin metal alinimi metabolizmasinda fonksiyonel olarak yer alabilecegini

desteklemektedir. Ayn1 zamanda mekanizmanin aydinlatilmasina da katki saglayacaktir.

GAPC1 (Phosphorylating Glyceraldehyde-3-P Dehydrogenase C Subunit 1)

GAPC1, Gliseraldehid-3-Fosfat dehidrogenaz (GAPDH) aktivitesi gosterir. GAPDH’lar
biitlin organizmalarda bulunan ve hiicrelerin karbon kullaniminda merkezi bir rol
oynayan enzimlerdir. Yiiksek yapili bitkiler bu genin 4 izoformunu icermektedir (1)
GAPC, 1,3-bis-fosfogliserat i¢in gliseraldehid-3-P doniistimiinii katalizleyen, yiiksek
oranda korunmus sitozolik bir enzimdir. GAPC1 ve GAPC2 seklinde farkli izoformlara
sahip olan bu genin hiicrede farkli mekanizmalarda rol oynadig1 belirlenmistir. NAD-
0zgii bir GAPDH olan bu izoenzimin glikolizdeki goérevine ek olarak hiicre
fonksiyonlarinin diizenlenmesiyle ilgili oldugu da diisiiniilmektedir (Rius ve dig., 2008).

(2) NP-GAPDH, NADP-bagimli fosforilasyon (fosforlama) yapmayan, sitozolik bir
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GAPDH izoenzimidir. Bu izoenzim, 3-fosfogliserat (3PGA) ig¢in Ga3P oksidasyonunu
katalize eder (Valverde ve dig., 2005). (3) GAPA/B, bir fosfatlayici olup kloroplastlarda
fotosentetik CO> fiksasyonuna katilan NADP-6zgii GAPDH’dir (Cerff ve Chambers,
1979). (4) GAPCp, yesil olmayan plastidler igerisinde glikolitik enerji iiretiminde yer
alir (Petersen ve dig., 2003).

Alg sistemlerinde GAPDH nin gen yapisi, evrimi ve fonksiyonel 6zellikleri hakkinda
yapilan ¢ok fazla calisma olmasmna ragmen yiiksek yapili bitkilerde daha c¢ok
GAPDH’nin karakterizasyonu lizerine ¢alismalar yapilmistir (Wolosiuk ve Buchanan,
1978; Koksharova ve dig., 1998; Valverde ve dig., 2005; Fermani ve dig., 2007).
Ancak, son yillarda daha detayli olarak GAPC1 gibi sitozolik GAPDH’lerin yapi-islev
iligkileri ve kinetik Ozelliklerini igeren calismalar gerceklestirilmistir. GAPC1’in
fotosentetik dokularda 6nemini yaygin olarak bildiren bir¢ok caligma olmasina ragmen,
heterotrofik dokulardaki islevini anlatan ¢alisma daha az sayidadir (Rius ve dig., 2008).
Fakat literatiirde agir metallerle iligkisine dair herhangi bir ¢alismaya rastlanmamustir.
Chuong ve dig. (2004) GAPC-1’in bitkileri de igeren birgok organizmada hiicre
iskeletiyle baglantili bir protein oldugunu rapor etmistir. Buna ek olarak Arabidopsis
thaliana’da yapilan bir ¢alismada, bu izoenzimin mitokondri ve hiicre iskeletinin her
ikisinde de diger glikolitik enzimler ile iligkili oldugu saptanmistir (Holtgrawe ve dig.,
2005). Boylece, glikolitik proteinlerin mitokondriyal enerji metabolizmasinda ve
mitokondriyal fonksiyonlarin diizenlenmesinde 6nemli oldugu ileri siirlilmektedir.
Ayrica, sitozolde glikolizdeki karbon akisinda birlikte gorev alan GAPC ve NP-
GAPDH’nin, bitkinin c¢evresel streslere karsi yanitinda O6nemli bir rolii oldugu
bildirilmistir (Giege ve dig., 2003). Son yapilan ¢aligmalarda ise, GAPC’1n bitkide ROS
sinyal iletiminde diizenleyici bir rol oynadig ileri siiriilmistiir (Hancock ve dig., 2005,
Bedhomme ve dig., 2012). Rius ve dig., (2008) Arabidopsis thaliana’da GAPC
eksikliginin bitkideki olumsuz etkilerini degerlendirmek i¢in 2 mutant hatla calismis ve
GAPC eksikliginde bitkideki ROS seviyelerini 6l¢miistiir. Her iki hattan da elde edilen
Ol¢lim sonuclari, yabani tip bitkilerle karsilastirildiginda ROS birikiminde artis
oldugunu gostermistir. Elde edilen tim bu sonuglar GAPC geninin oksidatif stres
metabolizmasindaki Onemini ve bu genin eksikliginde bitkideki oksidatif stresin

arttigini ortaya koymaktadir.
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Bu calismada, BnGAPC1 geninin kontrol ornegiyle karsilagtirildiginda toleransh ve
toleransli olmayan ekotipler arasinda farkli anlatim yaptigi belirlenmistir (Sekil 4.30).
Ozellikle, toleransli ekotip olan Diyarbakir’da Cu uygulamasinin BnGAPC1 gen
anlatimini etkilemedigi gézlenmistir (Sekil 4.30C). Cu stresi altinda toleransh olmayan
ekotiplerde govde ve yaprak dokularinda olusan gen anlatiminda, anlamli bir farklilik
bulunmamistir (Sekil 4.30). Her iki ekotipte de yanlizca 25 pM kok dokusunda
BnGAPC1 yiiksek oranda tesvik edilmis, 50 uM kokte ise bu gen baskilanmustir (Sekil
4.30A,B). Diyarbakir ekotipinde ise kok, govde ve yaprak dokularinda kontrol
ornekleriyle karsilastirildiginda ayni diizeyde gen anlatimi oldugu tespit edilmistir
(Sekil 4.30C). BnhGAPCL’in toleransli olan ve olmayan ekotiplerdeki farkli anlatim
profili, bu genin hassas ekotiplerin kok dokusunda yiiksek oranda anlatim yapmasinin,
agir metal tolerans mekanizmasinda kritik bir rolii olabilecegini gostermektedir. Ileride
protein diizeyinde yapilacak ¢alismalarla, bu genin mekanizmadaki islevi detayli olarak

aydinlatilmis olacaktir.

RBOHL1 (Respiratory Burst Oxidase Homologue D)

RBOH1, nikotinamid adenin diniikleotit fosfat oksidaz (NADPH) fonksiyonuna
sahiptir. RBOH’lar sinyal iletim molekiilleri olarak islev géren ROS’lari iireterek
bitkilerde ¢ok sayida onemli mekanizmalarin diizenlenmesinde gorev alir. ROS’larla
ilgili ilk yapilan ¢aligmalar her nekadar onlarin toksik potansiyelleri iizerine odaklanmis
olsa da son yapilan calismalarla 6zellikle ROS’larin sinyal transdiiksiyon molekiilleri
olarak oOnemlerine odaklanilmistir (Suzuki ve dig., 2011). Bitkilerde, fotosentez,
solunum ve fotosolunum gibi yan iiriin olarak ROS iireten temel hiicresel islemler ve
glukoz oksidaz, ksantin oksidaz ve farkli genel bitki peroksidazlart gibi ROS iiretici
enzimlerden olusan bir ag bulunmaktadir. Bu agin 6nemli bir pargasi, RBOH veya
NADPH oksidaz enzimleridir (Torres ve Dangl, 2005). RBOH’lar, ROS iiretimindeki
kalsiyum, protein fosforilasyonu ve lipit gibi farkli sinyal iletim yolaklarina dahil
olduklar1 i¢in bitkilerdeki diger ROS iiretim mekanizmalar1 arasinda farkli bir yere
sahiptir. Memelilerde de bulunan NADPH oksidase geni bitkilerde ilk olarak piringte,
memelilerin gp91phox geniyle homolog OsrbohA geni olarak tanimlanmistir (Groom ve
dig., 1996). Daha sonraki ¢aligsmalarda ise, Arabidopsis, domates, tiitiin ve patates gibi
diger bitki tiirlerinde de farkli RBOH genleri tanimlanmistir (Torres ve Dangl, 2005).
Bitki RBOH’lar1, Arabidopsis’te tanimlanmis 10 adet AtRboh geni ile bir multigen
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ailesini olusturmaktadir (Mittler ve dig., 2004; Torres ve Dangl, 2005). Son yillarda
yapilan ¢esitli ¢calismalar RBOH’larin abiyotik stresin de i¢inde bulundugu ¢ok sayida,
farkli sinyal yolaklarinda rol aldigini gostermistir. RBOH-bagimli ROS’un, ¢ogunlukla
asir1 duyarh tepkiye bagli olarak patojenlere karsi bitkinin savunmasinda temel rol
aldig1 belirlenmistir (Torres ve dig., 2002; Suzuki ve dig., 2011). Ayn1 zamanda, bitki
NADPH oksidazlari, Medicago’da fonksiyonel simbiyotik nodiillerin olusumu gibi,
diger abiyotik bitki etkilesimlerinde de arac1 rol {istlenmektedir (Marino ve dig., 2011).
Ayrica, RBOH’lar bitkilerde sicaklik, kuraklik, soguk, yiiksek 151k yogunlugu, tuzluluk,
agir metal ve yaralanma gibi bir¢ok abiyotik streslere karsi bitkinin yanitinda olusan
sinyalleri diizenlemekle beraber biyotik streste de rol aldig1 gosterilmistir (Jiao ve dig.,
2013; Kadota ve dig., 2014). Ozellikle, AtrbohD’nin, en ¢ok gen anlatimi yapilan
Arabidopsis NADPH oksidaz oldugu ve patojen yanitinda, stoma kapanmasinda ve
abiyotik strese yanitta sistemik sinyal iletimi gibi bir¢ok siirece aracilik ettigi
bildirilmistir (Torres ve dig., 2002; Kwak ve dig., 2003; Miller ve dig., 2009). Ayrica,
metal stresi ile ilgili olarak Cuypers ve arkadaslar1 (2011) Arabidopsis thaliana
bitkisinin Cd stresi altinda, RBOH geninin farkli izoformlar1 olan RBOHC, RBOHD ve
RBOHF mRNA’larinda belirgin bir artis oldugunu tespit etmislerdir. Bununla beraber,
ayni ¢alismayla Cu elementinin dokularda RBOHD gen anlatiminda 6nemli bir artisa

neden oldugu gosterilmistir.

Bu ¢aligmada BnRBOHD1 geninin her {i¢ ekotipte de farkli dokularda anlatim yaptigi
saptanmistir. CGN06626 ekotipinde sadece yaprakta BnRBOHDZI1’in gen anlatimi
artarken CGN06625 ekotipinde kok, govde ve yaprak dokusunun her {iclinde de gen
anlatiminda anlamli bir artis belirlenmistir (Sekil 4.31). CGN06625’de en yiiksek gen
anlatim1 25 pM Cu uygulanan kok dokusunda saptanmig, 50 pM’da ise genin
baskilandig1 gbzlenmistir. Ancak, bu sonu¢ kontrol kok ornegiyle karsilastirildiginda
BnRBOHD1 anlatiminda artis s6zkonusudur. Govde ve yaprak dokusunda ise, 25 ve 50
uM uygulamalar1 kontrol 06rnegi ile karsilagtirlldiginda gen anlatiminda Cu
uygulamasina paralel bir artig saptanmistir (Sekil 4.31A). Her iki doku da gen anlatimi
bakimindan incelendiginde govdede anlatimin yapraga oranla daha yiliksek oldugu
belirlenmistir. Diyarbakir ekotipinden elde edilen sonuglar incelendiginde ise, en
yiiksek gen anlatimi 25 uM govdede belirlenmistir. Bunu sirasiyla, yaprak ve kok
dokusu izlemistir. Biitiin dokularda 25 pM Cu uygulamasinda BnRBOHD1 geni tesvik
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edilirken, 50 uM’da baskilanmistir. Arabidopsis thaliana’da yapilan ¢aligmalarda agir
metal stresi altinda RBOH geninin farkli izoformlarinin gen anlatim seviyelerinin arttig
rapor edilmistir (Cuypers ve dig., 2011). Bu tez calismasinda Cu etkisi altinda ¢esitli
dokularda RBOHD izoformunun anlatiminin yiikselmesi bu sonuglar1 destekler
niteliktedir. Ayrica, bu genin Cu etkisiyle konsantrasyona bagli olarak anlatiminda

meydana gelen farklilik, molekiiler diizeyde Brassica nigra’da ilk defa gosterilmistir.

GSKB6 (Glutamine Synthase Clone KB6)

Glutamine synthetase 1;3 (GLN1;3) olarak da bilinen GSKB6, glutamine synthetase
(GS) enziminin bir izoformudur. GS, fitokelatin ailesinden olup amonyum ve
glutamattan glutaminin sentezini katalizleyen, azot asimilasyonunun Onemli bir
enzimidir (Cobbett, 2000; Rea ve dig., 2004). Ayrica, fotorespirasyon, peptidoglikan
biyosentezi, fenilpropanoid metabolizmasi, baklagillerde N2 fiksasyonu ve agir metal
detoksifikasyonu gibi bitkilerde diger metabolik siireclerde yer alan anahtar bir enzimdir
(Hirel ve Lea, 2011; Betti ve dig., 2012, Dragié¢evi¢ ve dig., 2014). Yiiksek yapili
bitkilerde sitozolde yer alan GS1 ve kloroplastlarda bulunan GS2 olmak tizere 2 tip GS
izoformu tanimlanmistir (Mathis ve dig., 2000; Nogueira ve dig., 2005). GS1
izoformlar1 biitiin bitki dokularinda bulunmakta ve ana goérevi kokte amonyum
asimilasyonu olmakla beraber yaprak senesensi sirasinda azotun tasiniminda da gorev
almaktadir (Bernard ve Habash, 2009). Arabidopsis genomunda GLN1;1, GLN1;2,
GLN1;3, GLN1;4 ve GLNI;5 olmak iizere GS1’in 5 ayr1 izoformu tanimlanmistir
(Ishiyama ve dig., 2004). Enzim aktivitesi yiiksek konsantrasyonda glutamatla
baskilanan GLN1;3 izoformunun, bitkilerdeki karakterizasyonu ile ilgili birgok ¢alisma
yapilmistir. Ancak, literatiirde GS’lerin agir metal metabolizmasindaki rolleri ayrintili
olarak birgok caligmada irdelenmesine ragmen GLNI1;3 izoformunun bu siireglerde
aldig1 gorev veya agir metal stresiyle iliskisi lizerine bir ¢aligma yapilmamistir (Rauser,

1995; Iglesia-Turino ve dig., 2006; Pal ve Rai, 2010; Mendoza-Cozatl ve dig., 2008).

Yapilan bu c¢alismada, BnGSKB6 geni ii¢ ekotipte de kontrol ornekleriyle
kiyaslandiginda bitkinin farkli dokularinda anlatim gostermistir (Sekil 4.32). 72 saat
sireyle Cu uygulanan CGN06625, CGN06626 ve Diyarbakir ekotiplerinde kok
dokusundan benzer sonuclar alinmis ve en yiiksek gen anlatiminin 25 pM Cu

uygulamasinda oldugu gozlenmistir. Toleransli olmayan ekotipler karsilastirildiginda,
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her iki ekotipte de BnGSKB6 geni anlatim gdstermesine ragmen CGN06626 ekotipinde
belirlenen anlatim seviyesi ¢ok diisiiktiir (Sekil 4.32B). CGN06625 ekotipinde ise
ozellikle, 25 uM kokte gen anlatiminin en yiiksek seviyede oldugu belirlenmistir (Sekil
4.32A). Govdede 50 uM Cu uygulamasinda gen anlatimi artarken, yaprak dokusunda
koke benzer sekilde 25 uM’da anlamli bir artig tespit edilmistir. CGN06626 ekotipinde
en yiiksek gen anlatimi gévdede 25 uM Cu uygulamasinda gozlenirken bunu sirayla 25
uM kok ve yaprak dokulari izlemistir. Tiim dokularda 50 uM Cu uygulamasinda
BnGSKB6 geninin anlatiminda diisiis gézlenmistir (Sekil 4.32B). Toleransli olmayan
ekotipler arasinda, BnGSKB6 gen anlatiminda bulunan fark sadece mRNA seviyesinde
incelenmistir ancak protein aktivitesindeki degisiklikler ¢alisiimamustir. ileride protein
seviyesinde yapilacak detayli g¢alismalarla, CGNO06625 ve CGNO06626 -ekotipleri
arasindaki farkliligin nedeni ortaya konabilir. Tolerans1 yiikksek olan Diyarbakir
ekotipinin kok dokusunda ise kontrol Ornegine gore BnGSKB6’nin anlatiminda
gozlenen artis oldukca yiiksektir. Govde dokusundada, kokle benzer bir sekilde gen
anlatimi1 en ¢ok 25 uM Cu uygulamasinda artiy gostermis ve gerek kokte gerekse
govdede 50 pM’da anlatim dismistir. Yapraktan elde edilen sonuglar
degerlendirildiginde kontrol ve uygulamalar arasinda anlamli bir farklilik
gozlenmemistir (Sekil 4.32C). BnGSKB6 geninin Cu uygulamasi etkisinde B. nigra nin
farkli dokularinda meydana gelen anlatim farkhiliklar ilk defa bu calisma ile ortaya

konmustur.

Ozetle bu galismada, farkli konsantrasyonlarda Cu elementinin uygulandig1 B. nigra’
nin Cu stresine farkli tolerans gosteren 3 ayri ekotipin (CGN06625, CGN06626 ve
Diyarbakir) kok, govde ve yaprak dokularinda agir metal metabolizmasinda yer aldigi
diisiiniilen bazi genler ayrintili olarak incelenmistir. Yapilan fizyolojik caligmalar
sonucunda Diyarbakir ekotipinin Cu elementine karsi toleransinin diger ekotiplerden
daha fazla oldugu tespit edilmistir. Sonraki asamada molekiiler ¢aligmalara ge¢ilmis ve
oncelikle, mikroarray teknigi ile Cu stresi altinda kok dokusunda farkli anlatim yapan
biitiin genler taranmigtir. Mikroarray verilerinin dogrulanmasi amaciyla, bu genlerden
agir metal akiimiilasyonu ve toleransiyla iligkili oldugu diisiiniilenler secilerek, anlatim
seviyeleri ayrintili bir sekilde daha giivenilir bir metot olan kantitatif RT-PZR
yontemiyle belirlenmistir. Elde edilen bu genlerin RNA diizeyindeki anlatimlarina dair

molekiiler diizeyde yapilan ayrintili c¢aligmalari, agir metal akiimiilasyonu ve
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toleransiyla iligkili molekiiler mekanizmada heniiz aydinlatilmamis noktalarin
aciklanmasina katkida bulunacaktir. Boylece, fitoremediyasyon calismalari bu 6zgiin
sonuglarla bir adim oteye goétiiriilerek, fitoremediyasyon kapasitesi yiiksek transgenik

bitkilerin gelistirilmesiyle ilgili yapilan ¢alismalara kaynak olacaktir.
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A thaliana gene 15221107 _ref

A thaliana gene_ 15227987 ref
LOS2_phosphopyruvate hydrata
A thaliana gene 15221107 ref

A thaliana gene_ 15227987 ref
LOS2_phosphopyruvate hydrata
A thaliana gene 15221107 ref

A thaliana gene 15227987 ref
LOS2_phosphopyruvate hydrata
A thaliana gene 15221107 ref
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TACAAGCACATTGCCAACCTTGCTGGTAACCCCAAGATTGTGCTACCAGT
TACAAGCACATTGCCAACCTTGCTGGTAACCCCAAGATTGTGCTACCAGT
TACAAACACATCCAGGAAACATCAGGAACAAAGGAGCTTGTCATGCCAGT

Kkkkkk Kkhkkk*k * * kK K Kk kkk Kk *  kk kKK

TCCTGCCTTCAACGTCATCAATGGTGGATCCCATGCCGGAAACAAGCTTG
TCCTGCCTTCAACGTCATCAATGGTGGATCCCATGCCGGAAACAAGCTTG
TCCTGCATTCAATGTGATCAATGGAGGCAGTCATGCTGGGAATAGTTTGG

khkkkkk Kkhkkhkkk kK K khkkhkkhkkhkkkk K%k kkkkk Kk Kk K * K

CTATGCAGGAGTTTATGATCCTCCCTGTTGGAGCTGCTTCTTTCAAGGAA
CTATGCAGGAGTTTATGATCCTCCCTGTTGGAGCTGCTTCTTTCAAGGAA
CTATGCAAGAGTTTATGATACTACCTGTAGGAGCTACCTCATTCTCGGAG

K*hkhkhkhkhkk KAk hkhkhkhkhkhkkk Kk khkkkk *hkkkkk * **k K*k% * % %

GCCATGAAGATGGGTGTGGAAGTTTACCACCACTTGAAGTCTGTGATTAA
GCCATGAAGATGGGTGTGGAAGTTTACCACCACTTGAAGTCTGTGATTAA
GCCTTCCAGATGGGAAGTGAAGTTTATCATACATTGAAGGGGATAATCAA

* Kk ok * Kk kK k kK B S * kK Kk kK * kk k%

GAAGAAGTACGGCCAGGATGCCACAAATGTTGGTGATGAAGGTGGGTTTG
GAAGAAGTACGGCCAGGATGCCACAAATGTTGGTGATGAAGGTGGGTTTG
AACTAAGTATGGTCAAGATGCTTGTAATGTCGGAGATGAAGGAGGGTTTG

* *hkkkk kk kk  kkkkk khkkkk kk kkkkkkkk kkkkkkk

CACCAAACATTCAGGAGAACAAGGAGGGTCTTGAATTGCTCAAGACTGCT
CACCAAACATTCAGGAGAACAAGGAGGGTCTTGAATTGCTCAAGACTGCT
CGCCGAATGTTCAAGATAACAGAGAGGGACTAGTTCTGCTCATAGATGCA

* kK kK Kkkkk Kk Kkkk*k Kkkkkk Kk K Kk Kk kKK * kK

ATCGAGAAGGCTGGATACACTGGAAAGGTTGTCATTGGAATGGATGTTGC
ATCGAGAAGGCTGGATACACTGGAAAGGTTGTCATTGGAATGGATGTTGC
ATTGAAAAGGCCGGTTACACTGGAAAGATCAAAATAGGAATGGATGTTGC

Kkk Kk kkkkk Kk khkkkhkkhkkhkkhkAkAkKhkAKk K Kkk Kk kkkkhk Ak Ak Ak Ak KA kKK

CGCTTCAGAGTTCTACTCAGAAGACAAGACCTACGACTTGAACTTCAAAG
CGCTTCAGAGTTCTACTCAGAAGACAAGACCTACGACTTGAACTTCAAAG
TGCATCAGAATTTTTCATGAAAGATGGTAGATACGATTTGAACTTCAAGA

kK Kkkkk )k kK K* K Kk kK * Kkhkkkk Khkkhkkhkkhk kA kA kKKK

AAGAGAACAACAATGGCTCTCAGAAGATTTCTGGTGATGCTCTAAAGGAC
AAGAGAACAACAATGGCTCTCAGAAGATTTCTGGTGATGCTCTAAAGGAC
AACAGCCAAACGATGGAGCTCACGTACTGTCAGCCGAGAGTCTTGCTGAC

*k kK *kk  kkkk * k k% * kk ok * % * k% * k%

CTGTACAAGTCCTTTGTCGCTGAGTACCCAATCGTGTCCATTGAGGACCC
CTGTACAAGTCCTTTGTCGCTGAGTACCCAATCGTGTCCATTGAGGACCC
CTCTACAGAGAATTCATCAAGGATTTCCCAATTGTCTCTATCGAAGATCC

* Kk kkkk * % * % *k ok kkkkkk kk kk kk kk kk kK

ATTTGACCAAGATGACTGGGAGCACTATGCTAAGATGACCACTGAGTGTG
ATTTGACCAAGATGACTGGGAGCACTATGCTAAGATGACCACTGAGTGTG
TTTTGACCAGGATGATTGGAGCTCATGGGCTTC-ATTGCAATCCTCTGTG

khkkkkk k) K hkk k) K*k*k * * kK * K * K Kk kK

GAACCGAGGTTCAGATTGTCGGTGATGATTTGTTGGTCACTAACCCCAAG
GAACCGAGGTTCAGATTGTCGGTGATGATTTGTTGGTCACTAACCCCAAG
GAT----- ATCCAACTCGTGGGAGATGACTTGTTAGTCACTAACCCGAAG

* * * kK * kk Ak khkkkk khkhkhkk Kk khkhkhkk kA kK KKK

AGAGTTGCTAAGGCAATCGCAGAGAAGTCTTGCAATGCTCTTCTTTTGAA
AGAGTTGCTAAGGCAATCGCAGAGAAGTCTTGCAATGCTCTTCTTTTGAA
AGGATAGCTGAAGCTATTAAGAAACAGTCTTGCAATGCTCTACTCTTGAA

* * * kkk K* Kk k% * R R R R R R S S R

GGTTAACCAAATCGGATCTGTAACCGAGAGTATCGAGGCAGTTAAGATGT
GGTTAACCAAATCGGATCTGTAACCGAGAGTATCGAGGCAGTTAAGATGT
GGTTAACCAGATTGGGACAGTCACTGAGTCAATTCAAGCAGCACTTGACT

khkkkkkkkk K*k Kkk * kk kk Kkkk * % * kkkk *

CGAAGAAAGCAGGTTGGGGAGTGATGACCAGCCACAGAAGTGGTGAAACC
CGAAGAAAGCAGGTTGGGGAGTGATGACCAGCCACAGAAGTGGTGAAACC
CAAAAGCTGCAGGCTGGGGTGTGATGGTTAGTCACAGGAGTGGCGAGACA

* ok k *khkkkk khkkkk kkkkkk *k kkkkk kkkkk kk kK



A thaliana gene 15227987 ref
LOS2_phosphopyruvate hydrata
A thaliana gene_ 15221107 _ref

A thaliana gene 15227987 ref
LOS2 phosphopyruvate hydrata
A thaliana gene_ 15221107 _ref

A thaliana gene 15227987 ref
LOS2 phosphopyruvate hydrata
A thaliana gene 15221107 ref

A thaliana gene 15227987 ref
LOS2 phosphopyruvate hydrata
A thaliana gene 15221107 ref

A thaliana gene 15227987 ref
LOS2_phosphopyruvate hydrata
A thaliana gene 15221107 ref

A thaliana gene 15227987 ref
LOS2_phosphopyruvate hydrata
A thaliana gene_ 15221107 _ref

A thaliana gene 15227987 ref
LOS2 phosphopyruvate hydrata
A thaliana gene_ 15221107 _ref

A thaliana gene 15227987 ref
LOS2 phosphopyruvate hydrata
A thaliana gene 15221107 ref

A thaliana gene 15227987 ref
LOS2_phosphopyruvate hydrata
A thaliana gene 15221107 ref

A thaliana gene 15227987 ref
LOS2_phosphopyruvate hydrata
A thaliana gene 15221107 ref

A thaliana gene 15227987 ref
LOS2_phosphopyruvate hydrata
A thaliana gene 15221107 _ref
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GAGGACACATTCATTGCTGACTTAGCCGTTGGCTTGTCCACTGGACAAAT
GAGGACACATTCATTGCTGACTTAGCCGTTGGCTTGTCCACTGGACAAAT
GAGGATAACTTCATCGCAGATCTCTCTGTTGGTTTAGCAAGCGGACAGAT

KkkkkKk K kkkkk Kk K%k * Kk kkkkk KKk * K Kkkkkk KKk

CAAAACCGGTGCTCCTTGCAGATCCGAGCGTCTTGCCAAGTACAACCAGC
CAAAACCGGTGCTCCTTGCAGATCCGAGCGTCTTGCCAAGTACAACCAGC
CAAAACTGGTGCTCCATGCCGAAGTGAACGATTGTCAAAATACAACCAGC

*hkhkhkkk Kkhkkkkhkkkk K*kk K% **k kK * * kk kkkkkkkkkk

TTTTGCGTATTGAGGAGGAGTTGGGATCAGAGGCAATTTACGCTGGAGTC
TTTTGCGTATTGAGGAGGAGTTGGGATCAGAGGCAATTTACGCTGGAGTC
TTCTCCGTATCGAAGAGGAACTCGGC---AATGTGCGCTACGCCGGTGAA

*k k kkkkk kk KkkkkKk * k% *  * K’k Kk kk kK X

AACTTCCGCAAACCTGTGGAACCCTACTAR-———————————————————
AACTTCCGCAAACCTGTGGAACCCTACTAAATGGAGCTTTTAGAAGCAAA
GCTTTCCGATCACC-ATGA- ——=——= === === — === ——mmo oo

* Kk Kk k k * k% * %

CLUSTAL W (1.81) multiple sequence alignment: PIP2,’5

A thaliana gene 15233102 ref
PIP2 5 [PLASMA MEMBRANE INTR
A thaliana gene_ 15224999 ref
A thaliana gene 79314872 ref
A thaliana gene 15231810 ref

A thaliana gene 15233102 ref
PIP2 5 [PLASMA MEMBRANE INTR
A thaliana gene_ 15224999 ref
A thaliana gene_ 79314872 ref
A thaliana gene 15231810 ref

A thaliana gene 15233102 ref
PIP2 5 [PLASMA MEMBRANE INTR

CGAAGGAAGTGGTTGGTGATA--AGAGATCTTTCTCCGGGAAA-GACTAT
CGAAGGAAGTGGTTGGTGATA--AGAGATCTTTCTCCGGGAAA-GACTAT



A thaliana gene_ 15224999 ref
A thaliana gene 79314872 ref
A thaliana gene 15231810 ref

A thaliana gene 15233102 ref
PIP2 5 [PLASMA MEMBRANE INTR
A thaliana gene_ 15224999 ref
A thaliana gene_ 79314872 ref
A thaliana gene 15231810 ref

A thaliana gene_ 15233102 _ref
PIP2 5 [PLASMA MEMBRANE INTR
A thaliana gene 15224999 ref
A thaliana gene 79314872 ref
A thaliana gene_ 15231810 _ref

A thaliana gene 15233102 ref
PIP2 5 [PLASMA MEMBRANE INTR
A thaliana gene_ 15224999 ref
A thaliana gene 79314872 ref
A thaliana gene 15231810 ref

A thaliana gene 15233102 ref
PIP2 5 [PLASMA MEMBRANE INTR
A thaliana gene_ 15224999 ref
A thaliana gene_ 79314872 ref
A thaliana gene 15231810 ref

A thaliana gene_ 15233102 ref
PIP2 5 [PLASMA MEMBRANE INTR
A thaliana gene 15224999 ref
A thaliana gene_ 79314872 ref
A thaliana gene_ 15231810 ref

A thaliana gene 15233102 ref
PIP2 5 [PLASMA MEMBRANE INTR
A thaliana gene 15224999 ref
A thaliana gene 79314872 ref
A thaliana gene 15231810 ref

A thaliana gene 15233102 ref
PIP2 5 [PLASMA MEMBRANE INTR
A thaliana gene 15224999 ref
A thaliana gene 79314872 ref
A thaliana gene 15231810 ref

A thaliana gene 15233102 ref
PIP2 5 [PLASMA MEMBRANE INTR
A thaliana gene 15224999 ref
A thaliana gene 79314872 ref
A thaliana gene 15231810 ref

A thaliana gene 15233102 ref
PIP2 5 [PLASMA MEMBRANE INTR
A thaliana gene 15224999 ref
A thaliana gene_ 79314872 ref
A thaliana gene_ 15231810 _ref

A thaliana gene_ 15233102 _ref
PIP2 5 [PLASMA MEMBRANE INTR
A thaliana gene 15224999 ref
A thaliana gene 79314872 ref
A thaliana gene 15231810 ref
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CGAAGGATGAGTTGACGGAGG--AAGAGTCGCTCTCCGGCAAG-GACTAC
CAAAGGATGTGGAAGCCGTTCCCGGAGAAGGATTTCAGACAAGAGACTAT
CAAAGGATGTGGAAGCCGTTCCCGGAGAAGGATTTCAGACAAGAGACTAT

Kk kkkkk Kk K * * kK K * K Kk kKK

CAAGACCCACCACCTGAACCTCTATTCGACGCTACTGAGCTTGGGAAGTG
CAAGACCCACCACCTGAACCTCTATTCGACGCTACTGAGCTTGGGAAGTG
TTAGACCCACCGCCTGTGAAGACGTTCGAGGTGAGAGAGCTCAAGAAGTG
CAAGATCCGCCACCAGCTCCGTTTATTGATGGAGCGGAGCTAAAGAAGTG
CAAGATCCGCCACCAGCTCCGTTTATTGATGGAGCGGAGCTAAAGAAGTG

*kk kk kk kk *x * kk ok * Kk Kk k k * Kk Kk k k k

GTCTTTCTACAGAGCTCTCATCGCTGAGTTCATAGCCACTCTCCTTTTCC
GTCTTTCTACAGAGCTCTCATCGCTGAGTTCATAGCCACTCTCCTTTTCC
GTCCTTCTACAGAGCTGTCATCGCTGAGTTCATAGCTACTTTGCTCTTTC
GTCTTTCTACAGAGCAGTTATCGCAGAGTTCGTAGCCACTCTCCTCTTCT
GTCTTTCTACAGAGCAGTTATCGCAGAGTTCGTAGCCACTCTCCTCTTCT

Kkkhkk Kkkkkkhkkhkkhkkk kK Kk kkkkk khkkkkk kkhkkk Kkkk Kk kK k%K

TCTATGTCACTATTATGACTGTCATCGGTTACAAGAGCCAGACCGAT-CC
TCTATGTCACTATTATGACTGTCATCGGTTACAAGAGCCAGACCGAT-CC
TATACGTGACTGTTTTGACAGTCATCGGCTTTAAGAGCCAGACTGATATC
TATACATCACCGTTTTGACAGTCATCGGTTACAAGATTCAGTCCGATACT
TATACATCACCGTTTTGACAGTCATCGGTTACAAGATTCAGTCCGATACT

* kK * kK Kkk kkkk Kkhkkkkhkkkk K Kk kK kKK Kk kKK

AGCCCTGAATCCTGACCAGTGTACAGGCGTTGGCGTCCTTGGTATCGCAT
AGCCCTGAATCCTGACCAGTGTACAGGCGTTGGCGTCCTTGGTATCGCAT
AACGCCGGCGGCGGAGCT-TGTGCCAGTGTCGGCCTCCTAGGCATCTCTT
GATGCCGGTGGCGTAGAT-TGCGGCGGAGTTGGAATCCTCGGTATCGCTT
GATGCCGGTGGCGTAGAT-TGCGGCGGAGTTGGAATCCTCGGTATCGCTT

* X * * * % * kk kk *kkk kk kkk Kk ok

GGGCCTTTGGTGGCATGATCTTCATCCTCGTCTACTGCACCGCCGGCATC
GGGCCTTTGGTGGCATGATCTTCATCCTCGTCTACTGCACCGCCGGCATC
GGGCCTTTGGTGGCATGATATTCATCCTCGTCTACTGCACTGCCGGCATC
GGGCCTTTGGTGGTATGATCTTCATCCTCGTCTACTGCACCGCCGGTATC
GGGCCTTTGGTGGTATGATCTTCATCCTCGTCTACTGCACCGCCGGTATC

KhkkhkkhkKhkhk Ak khkhhhk K hkkhkhk K Ak hhhhhhhhhhhhhhkhk k, *kk ),k *%%

TCTGGTGGGCATATTAATCCGGCAGTGACTTTTGGGCTGTTGTTGGCTCG
TCTGGTGGGCATATTAATCCGGCAGTGACTTTTGGGCTGTTGTTGGCTCG
TCTGGTGGACACATCAATCCCGCGGTGACGTTTGGGCTATTCCTAGCTAG
TCTGGTGGTCACATTAACCCAGCGGTGACATTTGGGCTATTCTTGGCACG
TCTGGTGGTCACATTAACCCAGCGGTGACATTTGGGCTATTCTTGGCACG

Kkhkkkhkkhkk k) kK kK kK k) kK K hkkhkkk K hkkhkkhkk kK )k K% * kK *

GAAAGTGACGTTGGTGAGAGCAGTGATGTACATGGTGGCTCAGTGCCTCG
GAAAGTGACGTTGGTGAGAGCAGTGATGTACATGGTGGCTCAGTGCCTCG
CAAGGTATCATTGGTTAGAGCTGTGTCGTACATGGTGGCTCAGTGTCTCG
TAAAGTGTCGTTACCTAGGGCCCTATTGTACATAATCGCTCAGTGTTTGG
TAAAGTGTCGTTACCTAGGGCCCTATTGTACATAATCGCTCAGTGTTTGG

**k kK * k% ** kK * * Kk k ok kk * kkkkkkkk * X

GTGCCATTTGTGGTGTGGCTTTGGTCAAGGCCTTCCAGTCTGCTTACTTC
GTGCCATTTGTGGTGTGGCTTTGGTCAAGGCCTTCCAGTCTGCTTACTTC
GAGCCACTTGTGGAGTTGGTTTGGTGAAAGTCTTCCAGTCGACTTATTAC
GTGCGATTTGTGGAGTTGGTTTTGTCAAAGCCTTCCAAAGCTCTTACTAC
GTGCGATTTGTGGAGTTGGTTTTGTCAAAGCCTTCCAAAGCTCTTACTAC

* kk ok kkkkkk kk k kkk Kkk kk Kk Kkkkkkk *kkk Kk Kk

ACCCGCTACGGTGGTGGCGCAAATGGTCTCTCTGACGGTTACAGCATCGG
ACCCGCTACGGTGGTGGCGCAAATGGTCTCTCTGACGGTTACAGCATCGG
AACCGCTACGGTGGTGGAGCCAACATGCTCTCCGACGGATACAATGTTGG
ACCCGTTACGGAGGTGGAGCCAACTCTCTAGCCGATGGCTACAGCACAGG
ACCCGTTACGGAGGTGGAGCCAACTCTCTAGCCGATGGCTACAGCACAGG

* kkk Kkkkkk Kkkkkk kK k% * % * kk kk Kkkk*k * %

CACCGGTGTTGCAGCCGAGATCATTGGTACATTCGTCTTAGTCTACACCG
CACCGGTGTTGCAGCCGAGATCATTGGTACATTCGTCTTAGTCTACACCG
CGTTGGGGTTGGTGCTGAGATTATCGGCACTTTTGTCCTCGTCTACACCG
GACCGGTCTAGCCGCAGAGATCATTGGTACTTTCGTTCTTGTCTACACCG
GACCGGTCTAGCCGCAGAGATCATTGGTACTTTCGTTCTTGTCTACACCG

* * * ok *k kkkkk kk kk kk Kkk Kkk * kkkkkkkkkk



A thaliana gene 15233102 ref
PIP2 5 [PLASMA MEMBRANE INTR
A thaliana gene_ 15224999 ref
A thaliana gene_ 79314872 ref
A thaliana gene 15231810 ref

A thaliana gene_ 15233102 ref
PIP2_ 5 [PLASMA MEMBRANE_ INTR
A thaliana gene 15224999 ref
A thaliana gene_ 79314872 ref
A thaliana gene_ 15231810 _ref

A thaliana gene 15233102 ref
PIP2 5 [PLASMA MEMBRANE INTR
A thaliana gene_ 15224999 ref
A thaliana gene 79314872 ref
A thaliana gene 15231810 ref

A thaliana gene 15233102 ref
PIP2 5 [PLASMA MEMBRANE INTR
A thaliana gene_ 15224999 ref
A thaliana gene_ 79314872 ref
A thaliana gene 15231810 ref

A thaliana gene_ 15233102 ref
PIP2 5 [PLASMA MEMBRANE INTR
A thaliana gene 15224999 ref
A thaliana gene_ 79314872 ref
A thaliana gene_ 15231810 _ref

A thaliana gene 15233102 ref
PIP2 5 [PLASMA MEMBRANE INTR
A thaliana gene 15224999 ref
A thaliana gene 79314872 ref
A thaliana gene 15231810 ref

A thaliana gene 15233102 ref
PIP2 5 [PLASMA MEMBRANE INTR
A thaliana gene 15224999 ref
A thaliana gene 79314872 ref
A thaliana gene 15231810 ref

A thaliana gene 15233102 ref
PIP2 5 [PLASMA MEMBRANE INTR
A thaliana gene 15224999 ref
A thaliana gene 79314872 ref
A thaliana gene 15231810 ref

A thaliana gene 15233102 ref
PIP2 5 [PLASMA MEMBRANE INTR
A thaliana gene_ 15224999 ref
A thaliana gene_ 79314872 ref
A thaliana gene 15231810 ref

A thaliana gene_ 15233102 _ref
PIP2 5 [PLASMA MEMBRANE INTR
A thaliana gene 15224999 ref
A thaliana gene 79314872 ref
A thaliana gene_ 15231810 _ref

A thaliana gene 15233102 ref
PIP2 5 [PLASMA MEMBRANE INTR
A thaliana gene 15224999 ref
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TCTTCTCTGCCACTGATCCCAAGAGGAGTGCGCGTGACTCTCACGTTCCT
TCTTCTCTGCCACTGATCCCAAGAGGAGTGCGCGTGACTCTCACGTTCCT
TCTTCTCCGCTACCGACCCTAAGCGAAATGCCCGTGACTCTCACATTCCT
TCTTCTCTGCCACTGACCCCAAACGTAGTGCCAGAGACTCCCACGTTCCG
TCTTCTCTGCCACTGACCCCAAACGTAGTGCCAGAGACTCCCACGTTCCG

*hkkhkkkk K*k k*k ¥k ¥k k% * k kkk * kkkkk kkk kkkk

GTATTGGCTCCATTGCCAATTGGATTTGCAGTGTTCATCGTTCACTTAGC
GTATTGGCTCCATTGCCAATTGGATTTGCAGTGTTCATCGTTCACTTAGC
GTATTAGCACCATTGCCAATTGGATTTTCCGTGTTCATGGTTCATTTAGC
GTGTTGGCGCCACTTCCAATCGGATTTGCCGTGTTCATGGTACATTTGGC
GTGTTGGCGCCACTTCCAATCGGATTTGCCGTGTTCATGGTACATTTGGC

Kk kK Ak kkk kK kkkkk kkhkkkhkkk Kk kkhkkkkkhkkk K*k ¥k K*k K%

TACAATCCCAATCACGGGCACTGGTATCAACCCTGCAAGAAGTCTCGGAG
TACAATCCCAATCACGGGCACTGGTATCAACCCTGCAAGAAGTCTCGGAG
CACAATTCCAATTACTGGCACCGGAATAAACCCGGCTAGGAGTTTTGGAG
TACCATTCCCATTACCGGAACCGGAATTAACCCGGCAAGGAGTTTCGGAG
TACCATTCCCATTACCGGAACCGGAATTAACCCGGCAAGGAGTTTCGGAG

kK kk kk kK kk kk kK kK kK K khkk k), kK K )k K k) Kk K k)%

CTGCAATCATCTACAACAAGGACAAAGCTTGGGACCATCATTGGATATTC
CTGCAATCATCTACAACAAGGACAAAGCTTGGGACCATCATTGGATATTC
CTGCCGTCATCTACAACAATCAAAAGGCTTGGGATGATCAGTGGATCTTC
CTGCCGTAATCTACAACAAGAGCAAGCCATGGGATGACCACTGGATATTT
CTGCCGTAATCTACAACAAGAGCAAGCCATGGGATGACCACTGGATATTT

* %k k% * kkkkkkkkkkk * % * kkkkk * kk kkkkk kk

TGGGTGGGTCCGTTTGCTGGTGCAGCCATCGCAGCTTTCTACCATCAGTT
TGGGTGGGTCCGTTTGCTGGTGCAGCCATCGCAGCTTTCTACCATCAGTT
TGGGTCGGTCCATTTGTGGGTGCAGCCATTGCAGCATTTTACCATCAGTT
TGGGTTGGACCATTCATTGGAGCTGCGATAGCTGCATTCTACCACCAATT
TGGGTTGGACCATTCATTGGAGCTGCGATAGCTGCATTCTACCACCAATT

*khkkkk kk kk kK *Kk kk kk kk kk kk kk kkkkk Kkk Kkk

TGTGTTGAGGGCTGGTGCGATTAAGGCGCTCGGGTCTTTCAGGAGCCAGC
TGTGTTGAGGGCTGGTGCGATTAAGGCGCTCGGGTCTTTCAGGAGCCAGC
TGTGTTGAGAGCTGGTGCAATGAAGGCCTATGGGTCAGTCAGGAGCCAGC
CGTTCTGAGAGCTTCAGGTTCTAAGTCTCTTGGATCATTCAGAAGTGCTG
CGTTCTGAGAGCTTCAGGTTCTAAGTCTCTTGGATCATTCAGAAGTGCTG

* K Kk kKK KKKk * Kk kK K Kk kK Kk kKK KKk

CTCACGT TTAA—————————m———m e
CTCACGTTTAACTTTGATATGCTCTTCCCTGAGTACATCAAAGAGAGAAA
TTCATGAGCTCCATGCTTAA-————————————————mmm o ————
CCAACGTCTAA-————————————mm e
CCAACGTCTAA—————————m e

* %



A thaliana gene_ 79314872 ref
A thaliana gene 15231810 ref

A thaliana gene_ 15233102 ref
PIP2 5 [PLASMA MEMBRANE_ INTR
A thaliana gene 15224999 ref
A thaliana gene_ 79314872 ref
A thaliana gene_ 15231810 _ref
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CLUSTAL W (1.81) multiple sequence alignment: MTla

A thaliana gene 15222469 ref
MTla Metallothionein la

A thaliana gene_ 15222468 ref
A thaliana gene 145323668 re

A thaliana gene 15222469 ref
MTla Metallothionein la

A thaliana gene 15222468 ref
A thaliana gene 145323668 re

A thaliana gene 15222469 ref
MTla Metallothionein la

A thaliana gene_ 15222468 ref
A thaliana gene 145323668 re

A thaliana gene_ 15222469 ref
MTla Metallothionein la

A thaliana gene 15222468 ref
A thaliana gene 145323668 re

A thaliana gene 15222469 ref
MTla Metallothionein la

A thaliana gene 15222468 ref
A thaliana gene 145323668 re

A thaliana gene 15222469 ref
MTla Metallothionein la

A thaliana gene 15222468 ref
A thaliana gene 145323668 re

A thaliana gene 15222469 ref
MTla Metallothionein la

A thaliana gene 15222468 ref
A thaliana gene 145323668 re

A thaliana gene 15222469 ref
MTla Metallothionein la

A thaliana gene 15222468 ref
A thaliana gene_145323668_re

A thaliana gene 15222469 ref
MTla Metallothionein la

A thaliana gene_ 15222468 ref
A thaliana gene 145323668 re

——————— ATGGCAGGTTCTAACTGTGGATGTGGCTCCTCCTGCAAATGTG
AAGAGAAATGGCAGATTCTAACTGTGGATGTGGCTCCTCCTGCAAATGTG
——————— ATGGCAGATTCTAACTGTGGATGTGGCTCCTCCTGCAAATGTG
TTCTAACCAGGATGATTCTAATTGTGGATGTGGCTCCTCCTGCAAATGTG

* K Kk kkkhkkk KAk Ak A A A A A A A A K A A A A A A A A Ak K

GTGATTCGTGCAGTTGCGAGAAGAACTACAACAAGGAGTGTGATAACTGT
GTGACTCTTGCAGTTGCGAGAAGAACTACAACAAGGAGTGCGACAACTGT
GTGACTCTTGCAGTTGCGAGAAGAACTACAACAAGGAGTGCGACAACTGT
GTGACTCTTGCAGTTGCGAGAAGAACTACAACAAGGAGTGCGACAACTGT

khkkk kk kkkkkkkkkkkkkhkkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkk *k *hkkkxx

AGCTGTGGATCAAACTGCAGCTGCGGGTCAAGCTGTAACTGTTGA--———
AGCTGTGGATCAAACTGCAGCTGTGGGTCAAACTGTAACTGTTGATGAAA
AGCTGTGGATCAAACTGCAGCTGTGGGTCAAACTGTAACTGTTGA-—-——-
AGCTGTGGGTCAAACTGTAACTTTTGATGAAATTATTATGGTCTAA-———

Kkhkkhkkhkkk K hkkhkkhkkhkk k) K* K% * kK kK * Kk K * K *
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CLUSTAL W (1.81) multiple sequence alignment: CAT3

A thaliana gene 18394888 ref
A thaliana gene 186478702 re
A thaliana gene 79318278 ref
CAT3 [CATALASE 3] catalase

A thaliana gene 42571565 ref

A thaliana gene 18394888 ref
A thaliana gene 186478702 re
A thaliana gene 79318278 ref
CAT3 [CATALASE 3] catalase

A thaliana gene_ 42571565 ref

A thaliana gene 18394888 ref
A thaliana gene 186478702 re
A thaliana gene 79318278 ref
CAT3 [CATALASE 3] catalase

A thaliana gene_ 42571565 ref

A thaliana gene 18394888 ref
A thaliana gene 186478702 re
A thaliana gene 79318278 ref
CAT3 [CATALASE 3] catalase

A thaliana gene 42571565 ref

A thaliana gene 18394888 ref
A thaliana gene 186478702 re
A thaliana gene 79318278 ref
CAT3 [CATALASE 3] catalase

A thaliana gene_ 42571565 ref

A thaliana gene 18394888 ref
A thaliana gene 186478702 re
A thaliana gene 79318278 ref
CAT3 [CATALASE 3] catalase

A thaliana gene 42571565 ref

A thaliana gene 18394888 ref
A thaliana gene 186478702 re
A thaliana gene 79318278 ref
CAT3_[CATALASE 3] catalase

A thaliana gene 42571565 ref

A thaliana gene 18394888 ref
A thaliana gene 186478702 re
A thaliana gene 79318278 ref
CAT3_[CATALASE 3] catalase

A thaliana gene 42571565 ref

A thaliana gene 18394888 ref
A thaliana gene 186478702 re
A thaliana gene_ 79318278 ref
CAT3 [CATALASE 3] catalase

A thaliana gene 42571565 ref

A thaliana gene 18394888 ref
A thaliana gene 186478702 re
A thaliana gene 79318278 ref
CAT3 [CATALASE 3] catalase

A thaliana gene_ 42571565 ref

A thaliana gene 18394888 ref
A thaliana gene 186478702 re

————————————————————————— ATGGATCCTTACAAGTATCGTCCTT
GGATCATCAACCTTCTATCATCACCATGGATCCTTACAAGTATCGTCCTT
————————————————————————— ATGGATCCTTACAAGTATCGTCCTT

CAAGCGCGTACAACGCCCCATTCTACACCACAAACGGTGGTGCTCCAGTC
CAAGCGCGTACAACGCCCCATTCTACACCACAAACGGTGGTGCTCCAGTC
CAAGCGCGTACAACGCCCCATTCTACACCACAAACGGTGGTGCTCCAGTC
CAAGCGCGTACAACGCCCCATTCTACACCACAAACGGTGGTGCTCCAGTC

TCCAACAACATCTCTTCCCTCACCATCGGAGAAAGAGGTCCGGTTCTTCT
TCCAACAACATCTCTTCCCTCACCATCGGAGAAAGAGGTCCGGTTCTTCT
TCCAACAACATCTCTTCCCTCACCATCGGAGAAAGAGGTCCGGTTCTTCT
TCCAACAACATCTCTTCCCTCACCATCGGAGAAAGAGGTCCGGTTCTTCT

TGAGGATTATCATTTGATCGAGAAGGTTGCTAATTTCACCAGAGAGAGGA
TGAGGATTATCATTTGATCGAGAAGGTTGCTAATTTCACCAGAGAGAGGA
TGAGGATTATCATTTGATCGAGAAGGTTGCTAATTTCACCAGAGAGAGGA
TGAGGATTATCATTTGATCGAGAAGGTTGCTAATTTCACCAGAGAGAGGA

TCCCTGAGAGAGTGGTTCATGCTAGAGGAATCAGTGCTAAGGGTTTCTTT
TCCCTGAGAGAGTGGTTCATGCTAGAGGAATCAGTGCTAAGGGTTTCTTT
TCCCTGAGAGAGTGGTTCATGCTAGAGGAATCAGTGCTAAGGGTTTCTTT
TCCCTGAGAGAGTGGTTCATGCTAGAGGAATCAGTGCTAAGGGTTTCTTT

GAAGTCACCCATGACATTTCAAACCTCACTTGTGCTGATTTTCTCAGAGC
GAAGTCACCCATGACATTTCAAACCTCACTTGTGCTGATTTTCTCAGAGC
GAAGTCACCCATGACATTTCAAACCTCACTTGTGCTGATTTTCTCAGAGC
GAAGTCACCCATGACATTTCAAACCTCACTTGTGCTGATTTTCTCAGAGC

CCCTGGTGTTCAAACTCCGGTTATTGTCCGTTTCTCCACCGTTGTCCACG
CCCTGGTGTTCAAACTCCGGTTATTGTCCGTTTCTCCACCGTTGTCCACG
CCCTGGTGTTCAAACTCCGGTTATTGTCCGTTTCTCCACCGTTGTCCACG
CCCTGGTGTTCAAACTCCGGTTATTGTCCGTTTCTCCACCGTTGTCCACG

AACGTGCCAGTCCTGAAACCATGAGGGATATTCGTGGTTTTGCTGTCAAG
———————————————————— ATGAGGGATATTCGTGGTTTTGCTGTCAAG
AACGTGCCAGTCCTGAAACCATGAGGGATATTCGTGGTTTTGCTGTCAAG
AACGTGCCAGTCCTGAAACCATGAGGGATATTCGTGGTTTTGCTGTCAAG
AACGTGCCAGTCCTGAAACCATGAGGGATATTCGTGGTTTTGCTGTCAAG

KAk kA hkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkkkkkkxk

TTTTACACCAGAGAGGGAAACTTTGATCTTGTTGGGAACAACACTCCGGT
TTTTACACCAGAGAGGGAAACTTTGATCTTGTTGGGAACAACACTCCGGT
TTTTACACCAGAGAGGGAAACTTTGATCTTGTTGGGAACAACACTCCGGT
TTTTACACCAGAGAGGGAAACTTTGATCTTGTTGGGAACAACACTCCGGT
TTTTACACCAGAGAGGGAAACTTTGATCTTGTTGGGAACAACACTCCGGT

R R R R R R R R R S

GTTCTTCATCCGTGATGGGATTCAGTTCCCGGATGTTGTCCACGCGTTGA
GTTCTTCATCCGTGATGGGATTCAGTTCCCGGATGTTGTCCACGCGTTGA
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GTTCTTCATCCGTGATGGGATTCAGTTCCCGGATGTTGTCCACGCGTTGA
GTTCTTCATCCGTGATGGGATTCAGTTCCCGGATGTTGTCCACGCGTTGA
GTTCTTCATCCGTGATGGGATTCAGTTCCCGGATGTTGTCCACGCGTTGA

R R R R R R I

AACCTAACCCGAAAACAAACATCCAAGAGTACTGGAGGATTCTGGACTAC
AACCTAACCCGAAAACAAACATCCAAGAGTACTGGAGGATTCTGGACTAC
AACCTAACCCGAAAACAAACATCCAAGAGTACTGGAGGATTCTGGACTAC
AACCTAACCCGAAAACAAACATCCAAGAGTACTGGAGGATTCTGGACTAC
AACCTAACCCGAAAACAAACATCCAAGAGTACTGGAGGATTCTGGACTAC

KA A A A A A A A A A A A A Ak kA Ak Ak Ak Ak Ak hkhkk kA hkhkk kA Ak Ak kk ok kK%

ATGTCCCACTTGCCTGAGAGTTTGCTCACATGGTGCTGGATGTTTGATGA
ATGTCCCACTTGCCTGAGAGTTTGCTCACATGGTGCTGGATGTTTGATGA
ATGTCCCACTTGCCTGAGAGTTTGCTCACATGGTGCTGGATGTTTGATGA
ATGTCCCACTTGCCTGAGAGTTTGCTCACATGGTGCTGGATGTTTGATGA
ATGTCCCACTTGCCTGAGAGTTTGCTCACATGGTGCTGGATGTTTGATGA

B R R R R R I I I I

TGTTGGTATTCCACAAGATTACAGGCACATGGAGGGTTTCGGTGTCCACA
TGTTGGTATTCCACAAGATTACAGGCACATGGAGGGTTTCGGTGTCCACA
TGTTGGTATTCCACAAGATTACAGGCACATGGAGGGTTTCGGTGTCCACA
TGTTGGTATTCCACAAGATTACAGGCACATGGAGGGTTTCGGTGTCCACA
TGTTGGTATTCCACAAGATTACAGGCACATGGAGGGTTTCGGTGTCCACA

R R R R R R I R R I I

CCTACACTCTTATTGCCAAATCTGGAAAAGTTCTCTTTGTGAAGTTCCAC
CCTACACTCTTATTGCCAAATCTGGAAAAGTTCTCTTTGTGAAGTTCCAC
CCTACACTCTTATTGCCAAATCTGGAAAAGTTCTCTTTGTGAAGTTCCAC
CCTACACTCTTATTGCCAAATCTGGAAAAGTTCTCTTTGTGAAGTTCCAC
CCTACACTCTTATTGCCAAATCTGGAAAAGTTCTCTTTGTGAAGTTCCAC

khkkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkkkkkkkkkkkkk

TGGAAACCAACTTGTGGGATCAAGAATCTGACTGATGAAGAGGCCAAGGT
TGGAAACCAACTTGTGGGATCAAGAATCTGACTGATGAAGAGGCCAAGGT
TGGAAACCAACTTGTGGGATCAAGAATCTGACTGATGAAGAGGCCAAGGT
TGGAAACCAACTTGTGGGATCAAGAATCTGACTGATGAAGAGGCCAAGGT
TGGAAACCAACTTGTGGGATCAAGAATCTGACTGATGAAGAGGCCAAGGT

R R R R R R R R I S

TGTTGGAGGAGCCAATCACAGCCACGCCACTAAGGATCTCCACGATGCCA
TGTTGGAGGAGCCAATCACAGCCACGCCACTAAGGATCTCCACGATGCCA
TGTTGGAGGAGCCAATCACAGCCACGCCACTAAGGATCTCCACGATGCCA
TGTTGGAGGAGCCAATCACAGCCACGCCACTAAGGATCTCCACGATGCCA
TGTTGGAGGAGCCAATCACAGCCACGCCACTAAGGATCTCCACGATGCCA

R R R R R R R R R I R S

TTGCATCTGGCAACTACCCCGAGTGGAAACTTTTCATCCAGACCATGGAT
TTGCATCTGGCAACTACCCCGAGTGGAAACTTTTCATCCAGACCATGGAT
TTGCATCTGGCAACTACCCCGAGTGGAAACTTTTCATCCAGACCATGGAT
TTGCATCTGGCAACTACCCCGAGTGGAAACTTTTCATCCAGACCATGGAT
TTGCATCTGGCAACTACCCCGAGTGGAAACTTTTCATCCAGACCATGGAT

khkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkkkkkkkk

CCTGCAGATGAGGATAAGTTTGACTTTGACCCACTTGATGTGACCAAGAT
CCTGCAGATGAGGATAAGTTTGACTTTGACCCACTTGATGTGACCAAGAT
CCTGCAGATGAGGATAAGTTTGACTTTGACCCACTTGATGTGACCAAGAT
CCTGCAGATGAGGATAAGTTTGACTTTGACCCACTTGATGTGACCAAGAT
CCTGCAGATGAGGATAAGTTTGACTTTGACCCACTTGATGTGACCAAGAT

hhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkkkkkkkk

CTGGCCTGAGGATATTTTGCCTCTGCAACCGGTTGGTCGCTTGGTTCTGA
CTGGCCTGAGGATATTTTGCCTCTGCAACCGGTTGGTCGCTTGGTTCTGA
CTGGCCTGAGGATATTTTGCCTCTGCAACCGGTTGGTCGCTTGGTTCTGA
CTGGCCTGAGGATATTTTGCCTCTGCAACCGGTTGGTCGCTTGGTTCTGA
CTGGCCTGAGGATATTTTGCCTCTGCAACCGGTTGGTCGCTTGGTTCTGA

R R R R R R R S

ACAGGACCATTGACAATTTCTTCAATGAAACTGAGCAGCTTGCGTTCAAC
ACAGGACCATTGACAATTTCTTCAATGAAACTGAGCAGCTTGCGTTCAAC
ACAGGACCATTGACAATTTCTTCAATGAAACTGAGCAGCTTGCGTTCAAC
ACAGGACCATTGACAATTTCTTCAATGAAACTGAGCAGCTTGCGTTCAAC
ACAGGACCATTGACAATTTCTTCAATGAAACTGAGCAGCTTGCGTTCAAC

hhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkkkkkkk
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CCGGGTCTTGTGGTTCCTGGAATCTACTACTCAGACGACAAGCTGCTCCA
CCGGGTCTTGTGGTTCCTGGAATCTACTACTCAGACGACAAGCTGCTCCA
CCGGGTCTTGTGGTTCCTGGAATCTACTACTCAGACGACAAGCTGCTCCA
CCGGGTCTTGTGGTTCCTGGAATCTACTACTCAGACGACAAGCTGCTCCA
CCGGGTCTTGTGGTTCCTGGAATCTACTACTCAGACGACAAGCTGCTCCA

KA A A A A A A A A A A A A Ak Ak Ak Ak kA Ak kA Ak hkhkkhkhkhkhk kA kA Ak kk ok kK%

GTGTAGGATCTTTGCTTATGGTGACACTCAGAGACATCGCCTTGGACCGA
GTGTAGGATCTTTGCTTATGGTGACACTCAGAGACATCGCCTTGGACCGA
GTGTAGGATCTTTGCTTATGGTGACACTCAGAGACATCGCCTTGGACCGA
GTGTAGGATCTTTGCTTATGGTGACACTCAGAGACATCGCCTTGGACCGA
GTGTAGGATCTTTGCTTATGGTGACACTCAGAGACATCGCCTTGGACCGA

KA A A A A A A A A A A A A Ak kA kA Ak Ak Ak kA Ak hkhkhkkhkhkhk kA kA kA kk ok, k%

ATTATTTGCAGCTTCCAGTCAATGCTCCCAAATGTGCTCACCACAACAAT
ATTATTTGCAGCTTCCAGTCAATGCTCCCAAATGTGCTCACCACAACAAT
ATTATTTGCAGCTTCCAGTCAATGCTCCCAAATGTGCTCACCACAACAAT
ATTATTTGCAGCTTCCAGTCAATGCTCCCAAATGTGCTCACCACAACAAT
ATTATTTGCAGCTTCCAGTCAATGCTCCCAAATGTGCTCACCACAACAAT

R R R R R R R I R I S

CACCATGAAGGTTTTATGAACTTCATGCACAGAGATGAGGAGATCAATTA
CACCATGAAGGTTTTATGAACTTCATGCACAGAGATGAGGAGATCAATTA
CACCATGAAGGTTTTATGAACTTCATGCACAGAGATGAGGAGATCAATTA
CACCATGAAGGTTTTATGAACTTCATGCACAGAGATGAGGAGATCAATTA
CACCATGAAGGTTTTATGAACTTCATGCACAGAGATGAGGAGATCAATTA

khkkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkkkkkkkkhkkkkkk

CTACCCCTCAAAGTTTGATCCTGTCCGCTGCGCTGAGAAAGTTCCCACCC
CTACCCCTCAAAGTTTGATCCTGTCCGCTGCGCTGAGAAAGTTCCCACCC
CTACCCCTCAAAGTTTGATCCTGTCCGCTGCGCTGAGAAAGTTCCCACCC
CTACCCCTCAAAGTTTGATCCTGTCCGCTGCGCTGAGAAAGTTCCCACCC
CTACCCCTCAAAGTTTGATCCTGTCCGCTGCGCTGAGAAAGTTCCCACCC

khkkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkhkhkhkkkkkkkkkk

CTACAAACTCCTACACTGGAATTCGAACAAAG-—————————————————
CTACAAACTCCTACACTGGAATTCGAACAAAG-—————————————————
CTACAAACTCCTACACTGGAATTCGAACAAAG-—————————————————
CTACAAACTCCTACACTGGAATTCGAACAAAGGTCCGATTCCTGCCATGC
CTACAAACTCCTACACTGGAATTCGAACAAAGGTCCGATTCCTGCCATGC

R R R R R I S S S

CTTCTCTAAATCTTCAAATCCTAAACTCAAGTTTATTAGAATATTGGTGC
CTTCTCTAA—————————mmm e

——————————————————————————————— TGCGTCATCAAGAAAGAGA
——————————————————————————————— TGCGTCATCAAGAAAGAGA
——————————————————————————————— TGCGTCATCAAGAAAGAGA
TAAGAAAACCTTTTAATTGCTAATGTTGCAGTGCGTCATCAAGAAAGAGA

ACAACTTCAAACAGGCTGGAGACAGGTACAGATCATGGGCACCAGACAGG
ACAACTTCAAACAGGCTGGAGACAGGTACAGATCATGGGCACCAGACAGG
ACAACTTCAAACAGGCTGGAGACAGGTACAGATCATGGGCACCAGACAGG
ACAACTTCAAACAGGCTGGAGACAGGTACAGATCATGGGCACCAGACAGG

CAAGACAGGTTTGTTAAGAGATGGGTGGAGATTCTATCGGAGCCACGTCT
CAAGACAGGTTTGTTAAGAGATGGGTGGAGATTCTATCGGAGCCACGTCT
CAAGACAGGTTTGTTAAGAGATGGGTGGAGATTCTATCGGAGCCACGTCT
CAAGACAGGTTTGTTAAGAGATGGGTGGAGATTCTATCGGAGCCACGTCT

CACCCACGAGATCCGCGGCATCTGGATCTCTTACTGGTCTCAGGCTGATC
CACCCACGAGATCCGCGGCATCTGGATCTCTTACTGGTCTCAGGCTGATC
CACCCACGAGATCCGCGGCATCTGGATCTCTTACTGGTCTCAG——--—--—
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CACCCACGAGATCCGCGGCATCTGGATCTCTTACTGGTCTCAGGCTGATC

GATCCTTGGGACAGAAACTTGCAAGCCGTCTGAACGTGAGGCCAAGCATC
GATCCTTGGGACAGAAACTTGCAAGCCGTCTGAACGTGAGGCCAAGCATC
—————————————— AAACTTGCAAGCCGTCTGAACGTGAGGCCAAGCATC
GATCCTTGGGACAGAAACTTGCAAGCCGTCTGAACGTGAGGCCAAGCATC

CLUSTAL W (1.81) multiple sequence alignment: CSD1

CSD1_Copper/Zinc_Superox_de
A thaliana gene_145323810_re
A thaliana gene 15223944 ref
A thaliana gene 18401659 ref

CSD1 Copper/Zinc_ Superox de
A thaliana gene 145323810 re
A thaliana gene 15223944 ref
A thaliana gene 18401659 ref

ATGGCTGCCACCAACACAATCCTCGCATTCTCATCTCCTTCTCGTCTTCT

TCGTGGGCTATATAGAAAACAAGTAACCAAAGAGAGACGAAGCAAAAACA

CATTCCTCCTTCCTCCAATCCTTCAACTCTCCGTTCCTCTTTCCGCGGCG



CSD1_Copper/Zinc_Superox_de_
A thaliana gene_ 145323810 re
A thaliana gene_ 15223944 ref
A thaliana gene 18401659 ref

CSD1_Copper/Zinc Superox de

A thaliana gene 145323810 re
A_thallana_gene_15223944_ref
A thaliana gene_ 18401659 ref

CSD1_Copper/Zinc_ Superox de

A thaliana gene 145323810 re
Afthallanaigeneil52239447ref
A thaliana gene_ 18401659 ref

CSD1_Copper/Zinc_ Superox de

A thaliana gene 145323810 re
A_thallana_gene_15223944_ref
A thaliana gene 18401659 ref

CSD1 _Copper/Zinc_ Superox de

A thaliana gene 145323810 re
Afthallanaigene7152239447ref
A thaliana gene 18401659 ref

CSD1_Copper/Zinc_ Superox de

A thaliana gene 145323810 re
A_thallana_gene_15223944_ref
A thaliana gene 18401659 ref

CSD1 _Copper/Zinc_Superox de

A thaliana gene 145323810 re
Afthallanaigene7152239447ref
A thaliana gene 18401659 ref

CSD1 Copper/Zinc_ Superox de

A thaliana gene 145323810 re
A thaliana _gene_ 15223944 ref
Afthallanaigeneil84016597ref

CSD1_Copper/Zinc_Superox de

A thaliana gene 145323810 re
Afthal1ana7gene7152239447ref
A thaliana gene 18401659 ref

CSD1 Copper/Zinc_ Superox de

A thaliana gene 145323810 re
A thaliana _gene_ 15223944 ref
Afthallanaigene7184016597ref

CSD1 _Copper/Zinc_ Superox de

A thaliana gene 145323810 re
Afthallanaigene7152239447ref
A thaliana gene_ 18401659 ref

CSD1 Copper/Zinc Superox de

A thaliana gene 145323810 re
A_thallana_gene_l5223944_ref
A thaliana gene 18401659 ref

180

T-TCAGAGAGAAAATTCAGCATTTTTGATAGCTCAAGCACTTGATTCTTT

TCTCTCTCAACAACAACAATCTCCACCGTCTCCAATCTGTTTCCTTCGCC

CCAAAGGGGTTTCCTGAGATCACARAGGCCAAGTA-ACAATGGCGAAAGG
——————————————————————————————————————— ATGGCGAAAGG
——————————————————————————————————————— ATGGCGAAAGG
GTTARAGCTCCGTCGAAAGCGTTGACAGTTGTTTCCGCGGCGAAGRAGGC

* * Kk Kk Kk

AGTTGCAGTTTTGAACAGCAGTGAGGGTGTTACGGGGACTATCTTTTTCA
AGTTGCAGTTTTGAACAGCAGTGAGGGTGTTACGGGGACTATCTTTTTCA
AGTTGCAGTTTTGAACAGCAGTGAGGGTGTTACGGGGACTATCTTTTTCA
TGTTGCAGTGCTTAAAGGTACTTCTGATGTCGAAGGAGTTGTTACTTTGA

* Kk Kk kK ok kK * k% * ok * * kK k * % *  * R

CCCAGGAAGGCGATGGTGTGACCACTGTGAGTGGAACAGTTTCTGGCCTT
CCCAGGAAGGCGATGGTGTGACCACTGTGAGTGGAACAGTTTCTGGCCTT
CCCAGGAAGGCGATGGTGTGACCACTGTGAGTGGAACAGTTTCTGGCCTT
CCCAAGATGACTCAGGTCCTACAACTGTGAATGTTCGTATCACTGGTCTC

kKKK Kk Kk K * kK kK kkkkkkk KKk * Kk kKK KK

AAGCCTGGTCTTCATGGTTTCCATGTCCATGCTCTTGGTGACACCACTAA
AAGCCTGGTCTTCATGGTTTCCATGTCCATGCTCTTGGTGACACCACTAA
AAGCCTGGTCTTCATGGTTTCCATGTCCATGCTCTTGGTGACACCACTAA
ACTCCAGGGCCTCATGGATTTCATCTCCATGAGTTTGGTGATACAACTAA

* *k kk ok kkkkkk kk kkk kkkkkk *hkkkkkk kk kkkkk

CGGTTGCATGTCTACTGGTCCACATTTCAACCCCGATGGTAAAACACACG
CGGTTGCATGTCTACTGGTCCACATTTCAACCCCGATGGTAAAACACACG
CGGTTGCATGTCTACTGGTCCACATTTCAACCCCGATGGTAAAACACACG
TGGATGTATCTCAACAGGACCACATTTCAACCCTAACAACATGACACACG

Kkk kk kK kK kK kk KAk AkAkAk Ak A A A KA KKK * * Kk Kk kKKK

GTGCCCCTGAGGATGCTAATCGACATGCTGGTGATCTAGGAAACATCACT
GTGCCCCTGAGGATGCTAATCGACATGCTGGTGATCTAGGAAACATCACT
GTGCCCCTGAGGATGCTAATCGACATGCTGGTGATCTAGGAAACATCACT
GAGCTCCAGAAGATGAGTGCCGTCATGCGGGTGACCTGGGAAACATAAAT

Kk kK kK Kk KkkkKk kK kkkkk Kkhkkkk kK Kkhkkkkhkkkk K* K

GTTGGAGATGATGGAACTGCCACCTTCACAATCACTGATTGCCAGATTCC
GTTGGAGATGATGGAACTGCCACCTTCACAATCACTGATTGCCAGATTCC
GTTGGAGATGATGGAACTGCCACCTTCACAATCACTGATTGCCAGATTCC
GCCAATGCCGATGGCGTGGCAGAAACAACAATAGTGGACAATCAGATTCC

* * * Kk Kk k k * % * k ok k k * % * ok ok ok ok ok ok ok

TCTTACTGGACCAAACTCTATTGTTGGTAGGGCTGTTGTTGTCCATGCAG
TCTTACTGGACCAAACTCTATTGTTGGTAGGGCTGTTGTTGTCCATGCAG
TCTTACTGGACCAAACTCTATTGTTGGTAGGGCTGTTGTTGTCCATGCAG
TCTGACTGGTCCTAATTCTGTTGTTGGAAGAGCCTTTGTGGTTCACGAGC

Kkhkk Kkhkkkk Kk kK kkk Kkhkkhkkkkk kK K%k Kkkkk Kk Kk K

ACCCTGATGACCTCGGAAAGGGAGGCCATGAACTCAGCCTGGCTACTGGA
ACCCTGATGACCTCGGAAAGGGAGGCCATGAACTCAGCCTGGCTACTGGA
ACCCTGATGACCTCGGAAAGGGAGGCCATGAACTCAGCCTGGCTACTGGA
TTAAGGATGACCTCGGAAAGGGTGGCCATGAGCTTAGTCTGACCACTGGA

khkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkhkk *hkhkhkhkkhkkhkkx **x **k *k*k *x *kkkkk

AACGCAGGCGGCCGTGTTGCTTGCGGCATCATTGGTCTC-CAGGGCTAAA
AACGCAGGCGGCCGTGTTGCTTGCGGCATCATTGGTCTC-CAGGGCTAA-
AACGCAGGCGGCCGTGTTGCTTGCGGCATCATTGGTCTC-CAGGGCTAA-
AACGCAGGCGGGAGATTGGCATGTGGTGTGATTGGCTTGACGCCGCTCTA

B R * * Kk kK k%K * kK kKK * * * kK

GCTGCTACGTTTCCAAAGAAGAGATTGATGTAATAAGGAGGTCCAACCTT
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AGACCTGGGTTTGGTAGTTGTGTGTATCTTCTGGTGTGTGGCTAAAAACC

CLUSTAL W (1.81) multiple sequence alignment: GAPC1l
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CCCTCCTCCACGTTCTTCTCTCTTTTAAATAACCTCTTCACGGAACCCTT

ACCTCTCTCTAACTCTCGTTTTCGATTCTACAATGGCTGACAAGAAGATT
———————————————————————————————— ATGGCTGACAAGAAGATT
———————————————————————————————— ATGGCTGACAAGAAGATC
———————————————————————————————— ATGGCTGACAAGAAGATC

R R R I b b 2 i i

AGGATCGGAATCAACGGATTCGGAAGAATTGGTCGTTTGGTTGCTAGAGT
AGGATCGGAATCAACGGATTCGGAAGAATTGGTCGTTTGGTTGCTAGAGT
AGAATCGGAATCAACGGTTTCGGAAGAATCGGTCGTTTGGTTGCTAGAGT
AGAATCGGAATCAACGGTTTCGGAAGAATCGGTCGTTTGGTTGCTAGAGT

khk kkkkkkkkkhkhkhkkk hhkkkkhkhkhkkhkkhk hhkkkhkkhkkhkkkkkkkkkkkk

TGTTCTCCAGAGGGACGATGTTGAGCTCGTCGCTGTCAACGACCCCTTCA
TGTTCTCCAGAGGGACGATGTTGAGCTCGTCGCTGTCAACGACCCCTTCA
TGTTCTTCAGAGGGATGATGTTGAGCTCGTCGCTGTTAACGATCCTTTCA
TGTTCTTCAGAGGGATGATGTTGAGCTCGTCGCTGTTAACGATCCTTTCA

KAk Ak hk Ak KA A A A A Ak KAAA A A A Ak A A A Ak A khkhkhkhkhkkk K,k k k), Kk *k*k%

TCACTACTGAGTACATGACCTACATGTTCAAGTACGACAGTGTTCACGGT
TCACTACTGAGTACATGACCTACATGTTCAAGTACGACAGTGTTCACGGT
TCACCACCGAGTACATGACATACATGTTTAAGTATGACAGTGTTCACGGT
TCACCACCGAGTACATGACATACATGTTTAAGTATGACAGTGTTCACGGT

khkkk hk hhkkkkhkkhkkhkkhkkhkkhkk hhkhkkhkhkhkkhkk hhkkhkkhkk hhkkkkkkkkkkkkkk

CAATGGAAACACAATGAACTCAAGATCAAGGATGAGAAGACCCTTCTCTT
CAATGGAAACACAATGAACTCAAGATCAAGGATGAGAAGACCCTTCTCTT
CAGTGGAAGCACCATGAGCTTAAGGTGAAGGATGACAAAACTCTTCTCTT
CAGTGGAAGCACCATGAGCTTAAGGTGAAGGATGACAAAACTCTTCTCTT

Kk Kk kkkkKk khkk Kkhkkk kK kkk Kk Kkhkkhkhkhkkk kK kK Kk k Kk kKKK

CGGTGAGAAGCCAGTCACTGTTTTCGGCATCAGGAACCCTGAGGATATCC
CGGTGAGAAGCCAGTCACTGTTTTCGGCATCAGGAACCCTGAGGATATCC
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CGGTGAGAAGCCAGTCACTGTTTTCGGCATCAGGAACCCTGAGGACATCC
CGGTGAGAAGCCAGTCACTGTTTTCGGCATCAGGAACCCTGAGGACATCC

KA A A A A A A A A A A A A A kA A Ak Ak Ak Ak kA Ak Ak hkhk kA kA kk kk k%

CATGGGCCGAGGCTGGAGCTGACTACGTTGTTGAGTCTACTGGTGTCTTC
CATGGGCCGAGGCTGGAGCTGACTACGTTGTTGAGTCTACTGGTGTCTTC
CATGGGGTGAGGCTGGAGCTGACTTTGTTGTTGAGTCTACTGGTGTCTTC
CATGGGGTGAGGCTGGAGCTGACTTTGTTGTTGAGTCTACTGGTGTCTTC

Kk Kk Kk kK R R R I I i i i i i R R R R Ik I I kb kI b b b I b b I I i i

ACTGACAAAGACAAGGCTGCAGCTCACTTGAAGGGTGGTGCCAAGAAGGT
ACTGACAAAGACAAGGCTGCAGCTCACTTGAAGGGTGGTGCCAAGAAGGT
ACTGACAAAGACAAGGCTGCTGCTCACTTGAAGGGTGGTGCTAAAAAGGT
ACTGACAAAGACAAGGCTGCTGCTCACTTGAAGGGTGGTGCTAAAAAGGT

KA A A A A A A A A A A A A Ak Ak , Ak hkhkhkhkkkkkkkhkkk *k K,k kk%

TGTTATCTCTGCCCCCAGCAAAGACGCTCCAATGTTTGTTGTTGGTGTCA
TGTTATCTCTGCCCCCAGCAAAGACGCTCCAATGTTTGTTGTTGGTGTCA
TGTCATCTCTGCCCCAAGCAAAGATGCGCCCATGTTCGTTGTTGGTGTCA
TGTCATCTCTGCCCCAAGCAAAGATGCGCCCATGTTCGTTGTTGGTGTCA

Kkhkk KAkAkAkAAA A Ak, KAhkhkhkhkhkkk K,k Kk Khhkkhkkk KAk khkA A A A A A AKX KK

ACGAGCACGAATACAAGTCCGACCTTGACATTGTCTCCAACGCTAGCTGC
ACGAGCACGAATACAAGTCCGACCTTGACATTGTCTCCAACGCTAGCTGC
ACGAGCACGAGT——==—==———————————————————————————————
ACGAGCACGAGTACAAGTCTGACCTTGACATTGTTTCCAACGCTAGTTGC

*khkkkkkkkkk ok

ACCACTAACTGCCTTGCTCCCCTTGCCAAGGTTATCAATGACAGATTTGG
ACCACTAACTGCCTTGCTCCCCTTGCCAAGGTTATCAATGACAGATTTGG

ACCACTAACTGCCTTGCTCCTCTTGCCAAGGTTATTAATGACAGGTTTGG

* Kk Kk Kk

AATTGTTGAGGGTCTTATGACTACAGTCCACTCAATCACTGCTACTCAGA
AATTGTTGAGGGTCTTATGACTACAGTCCACTCAATCACTGCTACTCAGA
CATTGTTGAGGGACTCATGACCACTGTCCACTCTATCACTGCTACTCAGA
CATTGTTGAGGGACTCATGACCACTGTCCACTCTATCACTGCTACTCAGA

KAk AkAkA A A Ak, Kk Khkhkkk Kkk KAk hkhhhk Khhkh A kA A A A A A A A Ak kK

AGACTGTTGATGGGCCTTCAATGAAGGACTGGAGAGGTGGAAGAGCTGCT
AGACTGTTGATGGGCCTTCAATGAAGGACTGGAGAGGTGGAAGAGCTGCT
AGACAGTTGATGGTCCATCAATGAAGGACTGGAGAGGTGGAAGAGCTGCT
AGACAGTTGATGGTCCATCAATGAAGGACTGGAGAGGTGGAAGAGCTGCT

khkkk hhkkkkhkkkk hk khkhkkkkhkkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkkkkkk

TCATTCAACATTATTCCCAGCAGCACTGGAGCTGCCAAGGCTGTCGGAAA
TCATTCAACATTATTCCCAGCAGCACTGGAGCTGCCAAGGCTGTCGGAAA
TCCTTCAACATTATTCCTAGCAGCACTGGTGCCGCCAAGGCTGTTGGGAA
TCCTTCAACATTATTCCTAGCAGCACTGGTGCCGCCAAGGCTGTTGGGAA

Khhk KA AAAAAAAAAA A, K hAA A A A Ak h k), Kk K hkhkhkhkhkkhkhkhkk K% *%

GGTGCTTCCAGCTCTTAACGGAAAGTTGACTGGAATGTCTTTCCGTGTCC
GGTGCTTCCAGCTCTTAACGGAAAGTTGACTGGAATGTCTTTCCGTGTCC
AGTGTTGCCATCCCTCAATGGAAAATTGACCGGAATGTCTTTCCGTGTTC
AGTGTTGCCATCCCTCAATGGAAAATTGACCGGAATGTCTTTCCGTGTTC

khkk ok kkk ok kk kk kkkkk kkkkk kkkkkkkkkkkkkkkkk ok

CAACCGTTGATGTCTCAGTTGTTGACCTTACTGTCAGACTCGAGAAAGCT
CAACCGTTGATGTCTCAGTTGTTGACCTTACTGTCAGACTCGAGAAAGCT
CAACCGTTGATGTCTCAGTTGTTGATCTCACCGTTAGACTTGAGAAAGCT
CAACCGTTGATGTCTCAGTTGTTGATCTCACCGTTAGACTTGAGAAAGCT

KAk A A A A A A A A A A A A A A A A Ak, kK, K,k Kk ) kk ) k ) kk kk kk k) k%

GCTACCTACGATGAAATCAAAAAGGCTATCAAGGAGGAATCCGAAGGCAA
GCTACCTACGATGAAATCAAAAAGGCTATCAAGGAGGAATCCGAAGGCAA
GCAACATACGACGAAATCAAGAAGGCCATCAAGGAGGAATCTGAAGGCAA
GCAACATACGACGAAATCAAGAAGGCCATCAAGGAGGAATCTGAAGGCAA

kk kk kkkkk khkkkkkhkkk hhkkkk khkkkkkkkkkkkkk kkkkkkkk

ACTCAAGGGAATCCTTGGATACACCGAGGATGATGTTGTCTCAACTGACT
ACTCAAGGGAATCCTTGGATACACCGAGGATGATGTTGTCTCAACTGACT
AATGAAGGGAATTTTGGGATACACTGAGGATGATGTTGTGTCTACCGACT
AATGAAGGGAATTTTGGGATACACTGAGGATGATGTTGTGTCTACCGACT
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Kk kK kkkk kKKK Kk Kk kkAhkhkAhkk KAAhkkhkAkAkAkAkAkAkkhk A Ak Kk kK kK KhkkK

TCGTTGGCGACAACAGGTCGAGCATTTTTGACGCCAAGGCTGGAATTGCA
TCGTTGGCGACAACAGGTCGAGCATTTTTGACGCCAAGGCTGGAATTGCA
TTGTTGGTGACAACAGGTCAAGCATTTTCGATGCCAAGGCTGGGATTGCA
TTGTTGGTGACAACAGGTCAAGCATTTTCGATGCCAAGGCTGGGATTGCA

K, Ak khkk Ak kA Ak Ak hkhkhkk khkkhkkhkkhkkhkkhkk kk kkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkk Kk kKKK

TTGAGCGACAAGTTTGTGAAATTGGTGTCATGGTACGACAACGAATGGGG
TTGAGCGACAAGTTTGTGAAATTGGTGTCATGGTACGACAACGAATGGGG
TTGAGCGACAAGTTTGTGAAGTTGGTGTCATGGTACGACAACGAATGGGG
TTGAGCGACAAGTTTGTGAAGTTGGTGTCATGGTACGACAACGAATGGGG

KAKKAKAKAAKAAKAKAAAAAAA A, A, A A A A A AR A AR A A AR AR A A A AR A A A A KK

TTACAGTTCCCGTGTGGTCGACTTGATCGTCCACATGTCAAAGGCCTAAG
TTACAGTTCCCGTGTGGTCGACTTGATCGTCCACATGTCAAAGGCCTAA-
TTACAGTTCTCGTGTCGTTGACCTTATCGTTCACATGTCAAAGGCCTAA-
TTACAGTTCTCGTGTCGTTGACCTTATCGTTCACATGTCAAAGGCCTAA-

Kdhk kA kA Ak k K*hkhkkk kk khkk Kk khkhkkk Kkhkhkkhkkkhkkkkkkkk kKK kK

CTAAGAAGCAGATCTCGAATGATAGGGAGTGGAAAGTCATCTGTTCATCC
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GAAAAGTATTTCATGTTGCCTTTTGTT
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GAGACGAGGCAATTCAAGTAACGACCATGAACTTGGGATTCTACGAGGAG
GAGACGAGGCAATTCAAGTAACGACCATGAACTTGGGATTCTACGAGGAG

CTAGAGTGAGTTTTGAAGTGTCAGGAGGCTATCACTCTGATGCAGAAGCC
CTAACTCGGACACCAACTCGGACACGGAGAGCATCGCTAGCGACCGTGGT
CTAACTCGGACACCAACTCGGACACGGAGAGCATCGCTAGCGACCGTGGT

GGAAACAGCGGACCAATGAGCGGTGGTCAATTACCACC---GATCTATAA
GCCTTTAGCGGTCCGCTTGGCCGGCCTAAACGTGCGTCCAAGAAAAACGC
GCCTTTAGCGGTCCGCTTGGCCGGCCTAAACGTGCGTCCAAGAAAAACGC

*

AGAG-———---— AGTGAGCTTTGAAGTAAAGGACACAGAGGCGGAGAAGAGC
AGAG-—-—-—--- AGTGAGCTTTGAAGTAAAGGACACAGAGGCGGAGAAGAGC
AAAAC----CGGGGAACTCCAGATTCACTG-CTGAGAACAGTCAGAGAAC

AAGATTCGCCGACGATCTTCCCAAGAGAAGCAATAGTGTTGCTGGCGGCC
AAGATTCGCCGACGATCTTCCCAAGAGAAGCAATAGTGTTGCTGGCGGCC

* **k kK * * * % * * *

AGCAGCGAGATACTGAGCG---GATCTTTGCCGTCGACCTACCGAA--AT
AGCAGCGAGATACTGAGCG---GATCTTTGCCGTCGACCTACCGAA-—-AT
ACGTACGGCACCATACGTG---GACCTC-ACGGTAGATGTACAAGACGAT
GTGGTGATGACGATGAGTACGTGGAGATCACGCTAGACATCAGGGACGAC
GTGGTGATGACGATGAGTACGTGGAGATCACGCTAGACATCAGGGACGAC

* * * * * * k% * * *

CCGG---CGATGGAAAACGTTGGAAACGCGGTGGATGATGGATCGAGCGT
CCGG---CGATGGAAAACGTTGGAAACGCGGTGGATGATGGATCGAGCGT
ACAGT--CTCTGTACATAGCTTGAAA----ATGGAAGGTGGATCTAGCGT
TCGGTGGCCGTCCATAGTGTCCAACAAGCAGCTGGAGGTGGAGGCCACCT
TCGGTGGCCGTCCATAGTGTCCAACAAGCAGCTGGAGGTGGAGGCCACCT

*  * * kX kx k% *  x * kK kK kK *  *

GAAGAACAATCCGAAACTTGATATGCAGAAACAGAACGGTTT---—--—-
GAAGAACAATCCGAAACTTGATATGCAGAAACAGAACGGTTT---—--—-
TGAAGAGAGTCCGGAGCTTACTTTGCTGAAACGAAACCGTCTTGAGAAGA
GGAGGAC---CCGGAGCTAGCCCTTCTTACGAAGAAGACTCTCGAGAGCA
GGAGGAC---CCGGAGCTAGCCCTTCTTACGAAGAAGACTCTCGAGAGCA

* * *k*k Kk Kk*k * ok * * % * ok
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—————————— GGTGAAGTGGTT---------------CAAG---AAGTGC
—————————— GGTGAAGTGGTT---------------CAAG---AAGTGC
ARACAACGGTGGTGAAACGTTTGGCGTCTGTTTCTCACGAGCTTAAGCGT
GCCTCAACAACACCACCTCCTTATCTTTCTTCCGAAGCACCTCCTCACGC
GCCTCAACAACACCACCTCCTTATCTTTCTTCCGAAGCACCTCCTCACGC

* * % * *
TTGACAATGGTATCTGGAGA-——-———————————————— GAGTAAGGCAC
TTGACAATGGTATCTGGAGA-—————————————————— GAGTAAGGCAC
TTGACATCTGTTTCTGGTGGTATTGGTGG——-——————— AAGAAAGCCGC

ATCAAGAACGCCTCCCGCGAGCTCCGCCGCGTGTTCTCTAGACGTCCCTC
ATCAAGAACGCCTCCCGCGAGCTCCGCCGCGTGTTCTCTAGACGTCCCTC

*  x * k% *  * *  *
CTCGA-—-————————— TTGGACCGGTCGAAGTCAACGGCCGGTCAGGCCT
CTCGA--——-——————-— TTGGACCGGTCGAAGTCAACGGCCGGTCAGGCCT

CTCGACCGGCTAA--GTTAGACCGGACTAAATCCGCCGCGAGTCAAGCGT
CCCGGCCGTGCGGCGGTTTGACCGCACGAGCTCCGCGGCCATCCACGCAC
CCCGGCCGTGCGGCGGTTTGACCGCACGAGCTCCGCGGCCATCCACGCAC

* kK Kk Kk k kK * K * K * kK Kk kK

TGAAAGGGCTCAAGATCATCAGTAAGACCGACGGTAACGCTGCCTGGACC
TGAAAGGGCTCAAGATCATCAGTAAGACCGACGGTAACGCTGCCTGGACC
TGAAGGGACTTAAGTTCATTAGTAAAACCGACGGTGGCGCCGGTTGGTCT

TCAAAGGTCTCAAGTTCATTG------— CCACCAAGACGGCCGCATGGCCG
TCAAAGGTCTCAAGTTCATTG---—-—-— CCACCAAGACGGCCGCATGGCCG
Kk kk kk KKk Kkxkx AKX *k K *k ok kKkKk *x

GTCGTGGAGAAGCGGTACTTGAAGATCACGGCCAATACTGATGGATTGCT
GTCGTGGAGAAGCGGTACTTGAAGATCACGGCCAATACTGATGGATTGCT
GCCGTGGAGAAGCGGTTTAATCAGATTACCGCGACTACCGGTGGACTACT
GCCGTCGACCAACGTTTCGATAAACTCTCCGCTGATTCCAACGGCCTCTT
GCCGTCGACCAACGTTTCGATAAACTCTCCGCTGATTCCAACGGCCTCTT

* kkk kk ok Kk K * ok k xx * *k ok ok
GCTTCGGTCGAAATTCGGTGAATGCATAGGGATGAAC---—-—— TCAAAAG
GCTTCGGTCGAAATTCGGTGAATGCATAGGGATGAAC--—-—-—— TCAAAAG
TCTTCGGACAAAGTTCGGTGAATGCATAGGAATGACT---—-—— TCAAAGG

ACTCTCTGCCAAGTTTTGGGAATGCTTAGGAATGAATAAGGAATCTAAAG
ACTCTCTGCCAAGTTTTGGGAATGCTTAGGAATGAATAAGGAATCTAAAG

* K * kK kK * kkkkkk Kkhkkk KhkkK Kk kK K

AATTTGCCTTGGAATTGTTTGACGCCTTAGCTAGAAAAAGTCACTTGAAA
AATTTGCCTTGGAATTGTTTGACGCCTTAGCTAGAAAAAGTCACTTGAAA
ATTTTGCTTTGGAACTGTTTGATGCATTGGCTAGAAGAAGGAATATAACA
ACTTCGCTGACCAGCTCTTTAGAGCATTAGCTCGCCGGAATAACGTCTCC
ACTTCGCTGACCAGCTCTTTAGAGCATTAGCTCGCCGGAATAACGTCTCC

* kk kK * * Kk kk *k kk kkk Kk * * *

GGGGATGTGATTACTGAGACCGAGTTGAAGAAATTTTGGGAACAAATAAA
GGGGATGTGATTACTGAGACCGAGTTGAAGAAATTTTGGGAACAAATAAA
GGGGAAGTGATTGATGGAGATCAACTAAAGGAGTTTTGGGAACAAATTAA
GGCGATGCAATCACAAAGGAACAGCTTAGGATATTCTGGGAACAGATCTC
GGCGATGCAATCACAAAGGAACAGCTTAGGATATTCTGGGAACAGATCTC

*k kk Kk * % * * ok  * *k kkkkkkkk kK

TGATAAAAGCTTTGATTCAAGGCTTATCACGTTCTTTGACTTGATGGATA
TGATAAAAGCTTTGATTCAAGGCTTATCACGTTCTTTGACTTGATGGATA
TGATCAAAGTTTTGATTCTCGGCTTAAGACATTCTTTGACATGGTGGATA
AGACGAAAGCTTTGATGCCAAACTCCAAGTCTTTTTTGACATGGTGGACA
AGACGAAAGCTTTGATGCCAAACTCCAAGTCTTTTTTGACATGGTGGACA

* * K*hkkk Kkhkkkkk KX * * Kk Kk Kkkkkkk kK Kkkkk KX

AAGACTCGGATGGTAGACTTACGGAAGACGAAGTTAGAGAGATCATCAAG
AAGACTCGGATGGTAGACTTACGGAAGACGAAGTTAGAGAGATCATCAAG
AAGATGCTGATGGTAGACTTACAGAAGACGAAGTTAGAGAGATTATCAGT
AAGATGAAGATGGGCGAGTAACAGAAGAAGAGGTGGCTGAGATTATTAGT
AAGATGAAGATGGGCGAGTAACAGAAGAAGAGGTGGCTGAGATTATTAGT

* k k * * Kk Kk k k *k ok kk kkkkk kk kK *kkkkk kk Kk

CTTAGTTCTTCTGCCAATCATCTGTCATGCATCCAAAACAAGGCAGATGA
CTTAGTTCTTCTGCCAATCATCTGTCATGCATCCAAAACAAGGCAGATGA
CTTAGTGCTTCTGCGAATAATCTATCTACAATACAGAAGAGAGCTGATGA
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CTTAGTGCTTCTGCAAACAAGCTCTCAAATATTCAAAAGCAAGCCAAAGA
CTTAGTGCTTCTGCAAACAAGCTCTCAAATATTCAAAAGCAAGCCAAAGA

K’k hkkkk Kkhkkkkkk K%k * kk k% Kk kk k% * * * Kk *k

ATATGCAGCAATGATAATGGAAGAGCTTGACCCTGATCATATGGGATACA
ATATGCAGCAATGATAATGGAAGAGCTTGACCCTGATCATATGGGATACA
ATATGCAGCATTGATCATGGAAGAGTTGGATCCAGACAATATAGGATACA
ATATGCGGCACTGATAATGGAAGAGTTGGACCCAGACAATGCTGGGTTTA
ATATGCGGCACTGATAATGGAAGAGTTGGACCCAGACAATGCTGGGTTTA

K*hkhkhkhkk khkk khkkk khkkkkkkkk K* ¥k ¥k X% * * **  * *

TCATGATGGAGAGTCTAAAGAAATTGCTTCTGCAAGCGGAAACAAAATCT
TCATGGT--—=-===—————— AAACT——-TTCT——————m e
TCATGTTGGAGAGTCTTGAGACTCTGCTTTTGCAAGCGGCAACA-—————
TTATGATCGAAAACTTGGAAATGTTGCTATTACAAGCAC——=——==————
TTATGATCGAAAACTTGGAAATGTTGCTATTACAAGCAC——=——==————

* kKK K * * * *

GTAAGCACAGATATTAA-TAGTGAAGAAAGAAAGGAGCTGAGCGACATGC
-TGATCAT-GATATTAA-TAGTGAAGAAAGAAAGGAGCTGAGCGACATGC
-CAGTCTGTGATAACAAGTACTGGGGAGAGAAAGAATCTGAGTCATATGA
-CAAACCA-GTCGGTGCGGATGGGAGACAGCAGGATACTTAGTCAGATGT
-CAAACCA-GTCGGTGCGGATGGGAGACAGCAGGATACTTAGTCAGATGT

* * * * **k kk Kk ok **k Kk k * Kk kk

TAACTGAGAGTCTCAAGCCTACACGTGACCCTAACCATTTGAGGAGATGG
TAACTGAGAGTCTCAAGCCTACACGTGACCCTAACCATTTGAGGAGATGG
TGAGTCAGAGGCTTAAGCCTACGTTTAACCGCAACCCGTTGAAGCGATGG
TAAGTCAGAAGCTTAGACCGGCAAAAGAGAGCAACCCTTTAGTGAGATGG
TAAGTCAGAAGCTTAGACCGGCAAAAGAGAGCAACCCTTTAGTGAGATGG

* ok ok kkk **  * * % * * * k k% * % *  kkkkk

TATTGTCAACTAAGATTCTTTGTATTGGATAGTTGGCAAAGAGTTTGGGT
TATTGTCAACTAAGATTCTTTGTATTGGATAGTTGGCAAAGAGTTTGGGT
TACCGTGGTCTTAGATTCTTCTTGTTAGACAACTGGCAAAGATGTTGGGT
TCGGAGAAAATCAAATATTTCATACTTGACAATTGGCAGAGACTATGGAT
TCGGAGAAAATCAAATATTTCATACTTGACAATTGGCAGAGACTATGGAT

* * kK k%K * K * * kK K Kkhkkkk KKKk Kk kK K

GATAGCGTTATGGCTCACGATTATGGCCATCCTCTTCGCGTACAAGTATA
GATAGCGTTATGGCTCACGATTATGGCCATCCTCTTCGCGTACAAGTATA
TATAGTGCTATGGTTCATAGTTATGGCTATACTCTTCACCTACAAATATA
AATGATGTTATGGCTTGGCATCTGTGGTGGCCTCTTTACTTATAAATTCA
AATGATGTTATGGCTTGGCATCTGTGGTGGCCTCTTTACTTATAAATTCA

* % * kkkkk Kk * * * Kk ok k k * kk kk Kk *

TTCAATACAAGAATAGAGCAGTGTATGAAGTGTTGGGGCCTTGTGTGTGC
TTCAATACAAGAATAGAGCAGTGTATGAAGTGTTGGGGCCTTGTGTGTGC
TCCAATACAGGCGTAGCCCTGTGTATCCAGTGATGGGTGATTGTGTGTGC
TTCAGTACAAGAACAAAGCTGCCTATGGTGTCATGGGTTATTGCGTTTGT
TTCAGTACAAGAACAAAGCTGCCTATGGTGTCATGGGTTATTGCGTTTGT

* kk kkkk Kk * *  * * k% * % * k k% *kk kk kK

TTGGCTAAAGGTGCAGCAGAGACGCTGAAGCTAAACATGGCCCTAATTCT
TTGGCTAAAGGTGCAGCAGAGACGCTGAAGCTAAACATGGCCCTAATTCT
ATGGCTAAAGGTGCTGCAGAAACAGTGAAGCTGAACATGGCTTTGATTCT
GTCGCCAAAGGAGGCGCCGAGACTCTCAAATTCAACATGGCTCTCATATT
GTCGCCAAAGGAGGCGCCGAGACTCTCAAATTCAACATGGCTCTCATATT

* kK KkkkkKk K Kk Kk kK * kK K kk Kk kK kKK * kK *

GTTACCTGTTTGCAGAAATACCATCACATGGCTTAGAAATAAGACTAGGT
GTTACCTGTTTGCAGAAATACCATCACATGGCTTAGAAATAAGACTAGGT
CTTACCTGTTTGTAGAAACACCATCACATGGCTTAGAAATAAGACCAGGT
GTTGCCTGTTTGTCGAAACACCATCACTTGGCTTAGGAACAAGACTAAGC
GTTGCCTGTTTGTCGAAACACCATCACTTGGCTTAGGAACAAGACTAAGC

*k  kkkkkkkk khkkhkk hhkkkkhkkhkkhkk hhkkkkkkk kk kkkkk Kk Kk

TGGGTGTTTTTGTTCCTTTTGATGACAACCTCAATTTTCACAAGGTTATA
TGGGTGTTTTTGTTCCTTTTGATGACAACCTCAATTTTCACAAGGTTATA
TGGGTCGTGTTGTCCCATTTGATGACAATCTCAACTTCCACAAGGTTATA
TTGGTACTGTCGTTCCTTTTGATGATAGTCTTAACTTCCACAAGGTTATT
TTGGTACTGTCGTTCCTTTTGATGATAGTCTTAACTTCCACAAGGTTATT

*  kkk * k kk kk kkkkkkkk Kk *k kk kk kkkkkkkkkkk
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GCGGTGGGAATTGCGATAGGAGTAGCCATACACTCTGTGTCCCACTTGGC
GCGGTGGGAATTGCGATAGGAGTAGCCATACACTCTGTGTCCCACTTGGC
GCGGTGGGGATTATAGTTGGAGTAACGATGCACGCCGGGGCACATTTAGC
GCAAGCGGGATAGTCGTCGGTGTTTTACTCCATGCGGGTGCCCATTTAAC
GCAAGCGGGATAGTCGTCGGTGTTTTACTCCATGCGGGTGCCCATTTAAC

* % *k Kk * kk k% * k% *  x * kk k% *

GTGTGATTTTCCACTGCTAATCGCGGCAACTCCAGCGGAATACATGCCTC
GTGTGATTTTCCACTGCTAATCGCGGCAACTCCAGCGGAATACATGCCTC
GTGTGATTTCCCGCGGTTACTACATGCAACTCCAGAGGCATATAGGCCTT
GTGTGATTTTCCACGTTTAATTGCCGCGGATGAGGACACCTATGAGCCGA
GTGTGATTTTCCACGTTTAATTGCCGCGGATGAGGACACCTATGAGCCGA

kkkkkkkk )k kK K Kk K * K * * * K * kK

TCGGAAAATTCTTCGGAGAGGAGCAACCAAAGAGATACTTGCATTTTGTG
TCGGAAAATTCTTCGGAGAGGAGCAACCAAAGAGATACTTGCATTTTGTG
TAAGACAGTTTTTTGGGGATGAGCAACCAAAGAGCTACTGGCATTTTGTA
TGGAAAAATACTTTGGGGAT---CAACCGACTAGCTACTGGTGGTTTGTG
TGGAAAAATACTTTGGGGAT---CAACCGACTAGCTACTGGTGGTTTGTG

* * ok  * *k kk kK *kkkk Kk * Kk kkkk Kk * k ok ok k

AAGTCAACAGAAGGAATAACAGGGCTTGTAATGGTTTTCTTGATGGTTAT
AAGTCAACAGAAGGAATAACAGGGCTTGTAATGGTTTTCTTGATGGTTAT
AACTCGGTAGAAGGTATAACCGGACTTGTGATGGTTTTGTTAATGGCGAT
AAAGGAGTGGAAGGATGGACTGGCATTGTGATGGTTGTGCTAATGGCTAT
AAAGGAGTGGAAGGATGGACTGGCATTGTGATGGTTGTGCTAATGGCTAT

* % * k ok ok k *k kK *hkkk kkkkkk Kk *  kkkk * %

TGCTTTTACACTGGCTATGCCTTGGTTTAGACGGGGGAAGCTAGAGAAAA
TGCTTTTACACTGGCTATGCCTTGGTTTAGACGGGGGAAGCTAGAGAAAA
TGCATTCACACTAGCCACGCCTTGGTTCAGAAGAGGGAAGCTA---AACT

AGCCTTTACACTCGCGACGCCTTGGTTCCGACGTAACAAGCTT---——~ A
AGCCTTTACACTCGCGACGCCTTGGTTCCGACGTAACAAGCTT----—-- A
*k kk KAk kKk Kkk Kk kkkkrxrAkk  kk K * ok k k x

AGCTACCAGGGCCACTAAAGAAACTTGCGAGCTTCAATGCCTTCTGGTAC
AGCTACCAGGGCCACTAAAGAAACTTGCGAGCTTCAATGCCTTCTGGTAC
ATCTTCCAGGACCATTAAAGAAACTAGCTAGCTTCAATGCCTTCTGGTAC
ACTTACCTAACTTCCTCAAGAAGCTTACCGGTTTCAACGCCTTTTGGTAC
ACTTACCTAACTTCCTCAAGAAGCTTACCGGTTTCAACGCCTTTTGGTAC

* * ok k * kkkkk kK * * kkkkk kkkkk kkkkkk

ACTCACCATTTGTTCGTTATAGTCTACATTCTCCTTGTCCTTCACGGATA
ACTCACCATTTGTTCGTTATAGTCTACATTCTCCTTGTCCTTCACGGATA
ACTCATCATTTGTTTGTCATAGTCTACATTCTTCTTGTTGCTCATGGATA
ACCCACCATTTGTTCATCATTGTTTATGCTCTTCTCATTGTCCATGGTAT
ACCCACCATTTGTTCATCATTGTTTATGCTCTTCTCATTGTCCATGGTAT

* Kk kk kkkkkkkk * kk kk kK * Kk Kk kK * *k kK

CTACATATATCTCAACAAGGAATGGTACAAGAAAACGACGTGGATGTACT
CTACATATATCTCAACAAGGAATGGTACAAGAAAACGACGTGGATGTACT
CTACTTGTATCTCACCAGAGACTGGCACAATAAAACGACTTGGATGTATT
CAAGCTCTACCTCACAAAGATTTGGTATCAGAAAACGACATGGATGTATC
CAAGCTCTACCTCACAAAGATTTGGTATCAGAAAACGACATGGATGTATC

* K * kK kKKK * Kk Kk K Kk kkkkkkkk KAk kA kKKK

TGGCAGTACCAGTAGCTCTTTATGCATACGAGAGATTGATACGAGCATTC
TGGCAGTACCAGTAGCTCTTTATGCATACGAGAGATTGATACGAGCATTC
TGGTGGTACCAGTGGTTCTATACGCGTGTGAAAGGTTGATAAGAGCATTC
TTGCTGTACCCATCCTTCTATATGCATCGGAGAGGCTGCTCCGTGCTTTC
TTGCTGTACCCATCCTTCTATATGCATCGGAGAGGCTGCTCCGTGCTTTC

*  * * Kk kKK * *kk Kk Kk*k KX Kk kK * kK * kK kKK

AGGTCCAGCATCAGGACAGTAAAAGTCCTTAAGATGGCAGCTTATCCTGG
AGGTCCAGCATCAGGACAGTAAAAGTCCTTAAGATGGCAGCTTATCCTGG
AGGTCGAGCATCAAGGCGGTGACTATTAGGAAAGTAGCAGTTTATCCAGG
AGATCAAGCATCAAACCGGTTAAGATGATCAAGGTGGCTGTTTACCCCGG
AGATCAAGCATCAAACCGGTTAAGATGATCAAGGTGGCTGTTTACCCCGG

*k kk kkkkkkk * kk ok * * % * kk Kk kkk Kkk kK

AAAAGTATTGACTTTGCAGATGTCAAAGCCTACAAACTTCAAATACATGA
AAAAGTATTGACTTTGCAGATGTCAAAGCCTACAAACTTCAAATACATGA
AAACGTGCTGGCAATTCACTTGTCAAGGCCTCAAAACTTCAAATACAAGA
GAACGTGTTGTCTCTACACATGACGAAGCCACAAGGATTCAAATACAAAA
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GAACGTGTTGTCTCTACACATGACGAAGCCACAAGGATTCAAATACAAAA

*k Kk * %  * * k% Kk k*k k kk%k * )k ok k ok k kK kK *

GCGGCCAATACATGTTTGTAAATTGTCCAGCAGTTTCACCGTTTGAGTGG
GCGGCCAATACATGTTTGTAAATTGTCCAGCAGTTTCACCGTTTGAGTGG
GTGGTCAATACATGTTTGTTAACTGTGCTGCTGTTTCTCCATTTGAATGG
GTGGACAGTTCATGTTGGTGAACTGCCGAGCCGTATCTCCATTCGAATGG
GTGGACAGTTCATGTTGGTGAACTGCCGAGCCGTATCTCCATTCGAATGG

Kk kK kK kK kkkkkk kK Kk k%K kK kK kK kK kK Kk kK%K

CATCCATTTTCAATAACTTCTACACCACAAGACGACTATCTGAGCGTTCA
CATCCATTTTCAATAACTTCTACACCACAAGACGACTATCTGAGCGTTCA
CATCCATTTTCAATCACATCTGCACCACAAGATGATTACCTAAGTGTTCA
CATCCTTTCTCAATCACATCAGCTCCCGGAGACGATTACCTGAGCGTACA
CATCCTTTCTCAATCACATCAGCTCCCGGAGACGATTACCTGAGCGTACA

*hkkkk kk khkkkk ¥k K% * k% *kk kK kk kk kk Kk K%

TATAAAAGCATTGGGAGATTGGACAGAGGCTATCCAAGGAGTTTTCTCAG
TATAAAAGCATTGGGAGATTGGACAGAGGCTATCCAAGGAGTTTTCTCAG
CATTAGAGTTCTTGGGGATTGGACACGAGCTCTCAAAGGAGTCTTCTCTG
TATCCGCACTCTCGGTGACTGGACACGTAAGCTCAGGACCGTTTTCTCCG
TATCCGCACTCTCGGTGACTGGACACGTAAGCTCAGGACCGTTTTCTCCG

* % * kk kk kkkkkk * % * Kk kkkkk Kk
AGGTGTCTAAGCCACCTCCGGTCGGAG——=====—————=———————— AC
AGGTGTCTAAGCCACCTCCGGTCGGAG——=====—————————————— AC
AGGTGTGTAAGCCACCACCGGCAGGAGTTAGTGGTCTGCTTAGAGCCGAC
AGGTTTGCAAACCTCCTACCGCCGGTAAAAGCGGTCTTCT-—--- CCGAG
AGGTTTGCAAACCTCCTACCGCCGGTAAAAGCGGTCTTCT———-- CCGAG
Kk kKK K Kk KKk KKk * K * K *

ATGTTGAATGGTGCAAATAGTCCCCGTTTCCCCAAAATTATGATTGATGG
ATGTTGAATGGTGCAAATAGTCCCCGTTTCCCCAAAATTATGATTGATGG
ATGTTGCATGGTGCAAATAATCCCGACTTCCCGAAAGTCTTGATTGATGG
CAGACGGAGGAGATGGAAACCTCCCG-TTCCCGAAGGTCCTTATCGACGG
CAGACGGAGGAGATGGAAACCTCCCG-TTCCCGAAGGTCCTTATCGACGG

* * Kk K * K * K Kkkkkk KKk * * kK Kk K%k

TCCGTACGGCGCACCAGCTCAAGACTACAAGAAGTACGAGGTGGTCCTGC
TCCGTACGGCGCACCAGCTCAAGACTACAAGAAGTACGAGGTGGTCCTGC
TCCATATGGTGCACCAGCACAAGACTACAAGAAGTACGAGGTGGTTCTAC
TCCATACGGTGCTCCCGCACAAGACTACAAGAAATACGACGTGGTACTCC
TCCATACGGTGCTCCCGCACAAGACTACAAGAAATACGACGTGGTACTCC

khkk kk kk kk kk kk kkkkkkkkkkkkkk kkkkk kkkkk kk Kk

TGATAGGTCTTGGCATTGGAGCCACCCCGATGATCAGCATTATCAAGGAC
TGATAGGTCTTGGCATTGGAGCCACCCCGATGATCAGCATTATCAAGGAC
TAGTTGGTCTCGGGATTGGAGCCACACCAATGATCAGTATCGTCAAAGAC
TCGTAGGTCTCGGCATTGGAGCCACGCCTATGATCAGTATCCTTAAGGAC
TCGTAGGTCTCGGCATTGGAGCCACGCCTATGATCAGTATCCTTAAGGAC

* Kk kkkkk kK KkAhkkkAkAkAkAkAAkKk kK KAk kkkAhkkKk KK * kK kKK

ATTATTAACAATACGGAGACCAAGGAACAA--—-——-— CTCAGCCAAATGGA
ATTATTAACAATACGGAGACCAAGGAACAA-————— CTCAGCCAAATGGA
ATTGTTAATAACATCAAGGCCAAGGAACAAGCCCAACTAAACCGAATGGA
ATCATCAACAACATGAAAGGTCCTGACCGC---——-— GACAGCGACATTGA
ATCATCAACAACATGAAAGGTCCTGACCGC-—--——- GACAGCGACATTGA
*k ok kK KKk K * *k Kk * x *k kk

GAAGGGATCGCCACAAGAGCAACAAGGTAATAAAGAAACTTTCAAGACTC
GAAGGGATCGCCACAAGAGCAACAAGGTAATAAAGAAACTTTCAAGACTC
GAATGGAACAAGCGAACCACAACGAAGTAAGAAAGAGAGTTTCAGGACCC

GAACA----ATAACAGTAACAACAA--TAGTAAAGGG---TTTAAGACAA
GAACA----ATAACAGTAACAACAA--TAGTAAAGGG---TTTAAGACAA
* ok * kkkk ok kk kKKK *k ok kokok

GAAGGGCTTACTTCTACTGGGTAACAAAGGAGCAGGGCACATTTGATTGG
GAAGGGCTTACTTCTACTGGGTAACAAAGGAGCAGGGCACATTTGATTGG
GTAGAGCTTACTTCTATTGGGTTACGCGTGAGCAAGGCTCTTTCGATTGG
GGAAAGCTTATTTCTACTGGGTGACTAGGGAACAAGGATCATTCGAGTGG
GGAAAGCTTATTTCTACTGGGTGACTAGGGAACAAGGATCATTCGAGTGG

* ok Kkhkhkkk Kkhkkkk Kkhkkkk KKk Kk Kk kK * kK kK kKK

TTCAAGAACATCATGAACGAGATCGCAGAACGGGACAAAAGTAAAGTCAT
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TTCAAGAACATCATGAACGAGATCGCAGAACGGGACAAAAGTAAAGTCAT
TTCAAGAACATAATGAACGAAGTCGCGGAACGAGATGCCAACCGCGTCAT
TTCAAGGGAATAATGGACGAGATTTCGGAGTTAGACGAGGAAGGAATCAT
TTCAAGGGAATAATGGACGAGATTTCGGAGTTAGACGAGGAAGGAATCAT

Kk Kk Kk kK Kkk kkk kKKK * * kK * K Kk kK

AGAACTACACAATCATTGCACTAGTGTCTACGAAGAAGGAGACGTTCGTT
AGAACTACACAATCATTGCACTAGTGTCTACGAAGAAGGAGACGTTCGTT
CGAAATGCATAACTATTGTACAAGTGTCTATGAAGAAGGTGACGCTCGTT
CGAGCTTCACAATTATTGCACGAGTGTGTACGAGGAAGGTGATGCAAGAG
CGAGCTTCACAATTATTGCACGAGTGTGTACGAGGAAGGTGATGCAAGAG

* K * kK kK khkkk kK kkhkkkk kK kK kkhkkkk ¥k K *

CCGCGCTCATACGGATGCTTCAGTCTCTTAATTATGCCAAGAATGGTTTA
CCGCGCTCATACGGATGCTTCAGTCTCTTAATTATGCCAAGAATGGTTTA
CCGCACTTATACATATGCTTCAATCACTAAACCATGCAAAGAACGGCGTC
TGGCTCTCATTGCCATGCTTCAGTCGTTGCAACACGCTAAGAACGGTGTG
TGGCTCTCATTGCCATGCTTCAGTCGTTGCAACACGCTAAGAACGGTGTG

**k Kkk kk *khkkkkkkk Kkk * * * kk kkkkk Kkk *

GACATTGTTGCTGGGACAAGGGTCATGTCCCATTTCGCCCGACCTAATTG
GACATTGTTGCTGGGACAAGGGTCATGTCCCATTTCGCCCGACCTAATTG
GACATTGTCTCTGGAACAAGAGTTATGTCCCATTTCGCTAAACCTAATTG
GATGTTGTGTCGGGTACACGTGTCAAGTCCCACTTCGCTAAACCTAACTG
GATGTTGTGTCGGGTACACGTGTCAAGTCCCACTTCGCTAAACCTAACTG

* K Kk kK Kk Kk kkk kK kK Kk kkkkkk KhkkkKk Kkkkkkk KKk

GAAAAACGTCTACAAACAGATAGCCATGGATCACCCTGGCGCTAATGTTG
GAAAAACGTCTACAAACAGATAGCCATGGATCACCCTGGCGCTAATGTTG
GAGAAATGTTTACAAGCGTATAGCTATGGATCATCCTAACACCAAAGTTG
GAGACAAGTCTACAAGAAGATCGCTGTTCAACATCCCGGCAAAAGAATAG
GAGACAAGTCTACAAGAAGATCGCTGTTCAACATCCCGGCAAAAGAATAG

kK kK kK kK Kkkkk*k Kk kK * * kK kK * * * K

GAGTGTTCTATTGTGGAGCACCGGTATTGACGAAGGAGTTAAGGCAATTA
GAGTGTTCTATTGTGGAGCACCGGTATTGACGAAGGAGTTAAGGCAATTA
GAGTGTTTTACTGTGGAGCACCAGCATTGACAAAGGAGCTAAGGCATCTA
GAGTCTTCTACTGTGGAATGCCAGGAATGATAAAGGAATTAAAAAATCTA
GAGTCTTCTACTGTGGAATGCCAGGAATGATAAAGGAATTAAAAAATCTA

*hkkk kk kk  kkkkkk *k ok ok kkk * k k k k * k% * * %

GCTTTGGAATTCACACACAAGACCAGTACTAGATTCTCTTTCCACAAAGA
GCTTTGGAATTCACACACAAGACCAGTACTAGATTCTCTTTCCACAAAGA
GCTTTAGATTTCACCCACAAAACAAGCACCAGATTCTCCTTCCACAAAGA
GCTTTGGATTTTTCTCGAAAGACAACTACCAAGTTTGACTTCCACAAAGA
GCTTTGGATTTTTCTCGAAAGACAACTACCAAGTTTGACTTCCACAAAGA

Kkhkkkk Kk K%k * K Kk kK K * kK * K Kkhkk Kk Kk Kk Kk kKKK

GAACTTCTAA—————————mm e
GAACTTCTAA-—————————— e
GAATTTCTAA——————————mmmmmm
GAACTTCTAGATTAATTATATACGTTGTAGAAAAATAAAACAAGAAACAA
GAACTTCTAG-——————————————m e

Kk kK Kk k kK
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RBOHD-2_ RESPIRATORY BURST OX
A thaliana gene_ 15238842 ref
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CLUSTAL W (1.81) multiple sequence alignment: GSKB6

A thaliana gene 334183671 re
A thaliana gene_ 15219598 ref
A thaliana gene 15240288 ref
A thaliana gene 18418013 ref
A thaliana gene_ 15229530 _ref

ATGSKB6 copper ion binding

A thaliana gene 334183671 re
A thaliana gene_ 15219598 ref
A thaliana gene 15240288 ref
A thaliana gene 18418013 ref
A thaliana gene_ 15229530 _ref

ATGSKB6__ copper_ion binding

A thaliana gene 334183671 re
A thaliana gene 15219598 ref
A thaliana gene 15240288 ref
A thaliana gene 18418013 ref
A thaliana gene 15229530 ref

ATGSKB6__ copper_ion binding

A thaliana gene 334183671 re
A thaliana gene 15219598 ref
A thaliana gene 15240288 ref
A thaliana gene 18418013 ref
A thaliana gene 15229530 ref

ATGSKB6__ copper_ion binding

A thaliana gene 334183671 re
A thaliana gene 15219598 ref
A thaliana gene 15240288 ref
A thaliana gene_ 18418013 ref
A thaliana gene_ 15229530 _ref

ATGSKB6__ copper ion binding

A thaliana gene_ 334183671 re
A thaliana gene 15219598 ref
A thaliana gene 15240288 ref
A thaliana gene_ 18418013 ref
A thaliana gene_ 15229530 _ref

ATGSKB6__ copper ion binding

A thaliana gene 334183671 re

CTCTATAAACACACACTCTCAGGAGAGAAGTTGTATTGATCGTCTTCTCT

_______________________________________ ATGAGTCTTCT
_______________________________________ ATGAGTCTTCT
_______________________________________ ATGAGTCTTGT
_______________________________________ ATGTCTTCACT
_______________________________________ ATGTCTCTGCT
TTCCCTAAACACACTGATTATTTTCTCTCCGACGCCGCCATGTCTCTGCT

* k% * *

TGCAGATCTTGTTAACCTTGACATCTCAGACAACAGTGAAAAGATCATCG
TGCAGATCTTGTTAACCTTGACATCTCAGACAACAGTGAAAAGATCATCG
TTCAGATCTCATCAACCTTAACCTCTCAGACTCCACTGACAAAATCATTG
TGCAGATTTAATCAATCTCGATCTCTCCGATTCCACTGACCAGATCATCG
CTCAGATCTCGTTAACCTCAACCTCACCGATGCCACCGGGAAAATCATCG
CTCAGATCTCGTTAACCTCAACCTCACCGATGCCACCGGGAAAATCATCG

Kk kKKK K * kK k%K * K,k Kk kK * K * * kkkk*k K

CTGAATACATATGGGTTGGTGGTTCTGGTATGGACATGAGAAGCAAAGCC
CTGAATACATATGGGTTGGTGGTTCTGGTATGGACATGAGAAGCAAAGCC
CTGAATACATATGGGTTGGTGGTTCTGGAATGGACATGAGAAGCAAAGCC
CCGAGTACATATGGATTGGTGGATCGGGCTTGGATATGAGAAGCAAAGCA
CCGAATACATATGGATCGGTGGATCTGGAATGGATATCAGAAGCAAAGCC
CCGAATACATATGGATCGGTGGATCTGGAATGGATATCAGAAGCAAAGCC

Kk kk kkkkAkAkAkAkKk Kk Kkkkkk kK KK Kkhkkk kK KkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkhkKk

AGGACTCTCCCTGGACCTGTGACCGATCCATCAAAACTTCCAAAGTGGAA
AGGACTCTCCCTGGACCTGTGACCGATCCATCAAAACTTCCAAAGTGGAA
AGGACTCTACCTGGACCAGTGACTGACCCTTCGCAGCTACCAAAGTGGAA
AGGACTTTGCCTGGACCAGTGACGGATCCATCGCAGTTACCGAAATGGAA
AGGACACTACCAGGACCAGTGACTGATCCATCAAAGCTTCCCAAGTGGAA
AGGACACTACCAGGACCAGTGACTGATCCATCAAAGCTTCCCAAGTGGAA

* Kk Kk kK * kK kkkkk kkkkk kK kK K%k * * kK kK KkkkkKk

CTATGATGGTTCAAGCACTGGTCAAGCTCCTGGTCAAGACAGTGAAGTGA
CTATGATGGTTCAAGCACTGGTCAAGCTCCTGGTCAAGACAGTGAAGTGA
CTATGATGGTTCAAGCACAGGCCAAGCTCCTGGTGAAGACAGTGAAGTCA
CTACGACGGTTCAAGCACCGGCCAAGCTCCGGGCGATGACAGTGAAGTCA
CTACGACGGATCCAGCACCGGTCAGGCTGCTGGAGAAGACAGTGAAGTCA
CTACGACGGATCCAGCACCGGTCAGGCTGCTGGAGAAGACAGTGAAGTCA

K*kk kK kK kK Kkkkkk kK kK K*kk * K% * kkkk Ak kA kKKK K

TCTTATACCCTCAAGCAATTTTCAAAGATCCATTCCGTAGAGGCAACAAC



A thaliana gene_ 15219598 ref
A thaliana gene 15240288 ref
A thaliana gene 18418013 ref
A thaliana gene_ 15229530 _ref

ATGSKB6__ copper_ion_binding_

A thaliana gene_ 334183671 re
A thaliana gene_ 15219598 ref
A thaliana gene 15240288 ref
A thaliana gene 18418013 ref
A thaliana gene_ 15229530 _ref

ATGSKB6__ copper_ion binding

A thaliana gene 334183671 re
A thaliana gene_ 15219598 ref
A thaliana gene_ 15240288 ref
A thaliana gene 18418013 ref
A thaliana gene 15229530 ref

ATGSKB6 copper ion binding

A thaliana gene 334183671 re
A thaliana gene_ 15219598 ref
A thaliana gene_ 15240288 ref
A thaliana gene 18418013 ref
A thaliana gene 15229530 ref

ATGSKB6 copper ion binding

A thaliana gene 334183671 re
A thaliana gene_ 15219598 ref
A thaliana gene_ 15240288 ref
A thaliana gene 18418013 ref
A thaliana gene 15229530 ref

ATGSKB6 _copper ion binding

A thaliana gene 334183671 re
A thaliana gene 15219598 ref
A thaliana gene 15240288 ref
A thaliana gene 18418013 ref
A thaliana gene 15229530 ref
ATGSKB6__copper_ ion binding

A thaliana gene 334183671 re
A thaliana gene 15219598 ref
A thaliana gene 15240288 ref
A thaliana gene 18418013 ref
A thaliana gene 15229530 ref

ATGSKB6__copper_ion binding

A thaliana gene 334183671 re
A thaliana gene 15219598 ref
A thaliana gene 15240288 ref
A thaliana gene 18418013 ref
A thaliana gene_ 15229530 _ref

ATGSKB6__copper ion binding

A thaliana gene 334183671 re
A thaliana gene_ 15219598 ref
A thaliana gene_ 15240288 ref
A thaliana gene 18418013 ref
A thaliana gene 15229530 ref

ATGSKB6__copper ion binding

A thaliana gene 334183671 re
A thaliana gene 15219598 ref
A thaliana gene 15240288 ref
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TCTTATACCCTCAAGCAATTTTCAAAGATCCATTCCGTAGAGGCAACAAC
TCTTATACCCTCAAGCCATATTCAAGGATCCTTTCCGTAGAGGAAACAAC
TCATCTACCCTCAAGCTATCTTCAAAGACCCCTTCAGAAGAGGCAACAAC
TTCTATACCCTCAGGCAATATTCAAGGATCCCTTCAGGAAAGGCAACAAC
TTCTATACCCTCAGGCAATATTCAAGGATCCCTTCAGGAAAGGCAACAAC

* * Ak k Ak kA Kk kk kk kkkkk kK kK kkk Kk K* Kkkk kkhkkkk*k

ATCCTT—————————————————————————— GTTATGTGTGATGCTTA
ATCCTTATTAACGTTTTTTATCGGTTTGATCAGGTTATGTGTGATGCTTA
ATTCTT——————————————————————————— GTCATGTGCGATGCGTA
ATCCTT——————————————————————————— GTGATGTGTGACGCATA
ATCCTG-———======————————————————— GTGATGTGTGATGCTTA
ATCCTG-———======————————————————— GTGATGTGTGATGCTTA
*k Kk Kk kkkkk kk k*k K%

CACTCCAGCGGGAGAGCCAATCCCTACTAACAAGCGACATGCTGCGGCTG
CACTCCAGCGGGAGAGCCAATCCCTACTAACAAGCGACATGCTGCGGCTG
CACTCCCGCGGGTGAACCAATCCCGACTAACAAAAGACACGCTGCGGCTA
TACACCGGCAGGAGAGCCGATTCCGACGAACAAAAGGCATGCGGCGGCTA
CACACCAGCTGGTGATCCTATTCCAACCAACAAGAGGCACAACGCTGCTA
CACACCAGCTGGTGATCCTATTCCAACCAACAAGAGGCACAACGCTGCTA

kK kk kK kk kK kK Kk Kk Kk K hkkk*k * kK Kk kKK

AGATCTTTGCTAACCCTGATGTTATTGCTGAAGTGCCATGGTATGGAATC
AGATCTTTGCTAACCCTGATGTTATTGCTGAAGTGCCATGGTATGGAATC
AGGTCTTTAGCAACCCTGATGTTGCAGCTGAAGTGCCATGGTATGGTATT
AGATCTTTGAAGACCCTAGTGTTGTCGCCGAAGAAACATGGTACGGAATT
AGATCTTCAGCCACCCCGACGTTGCCAAGGAGGAGCCTTGGTATGGGATT
AGATCTTCAGCCACCCCGACGTTGCCAAGGAGGAGCCTTGGTATGGGATT

Kk kkKk Kk Kk kK * kK R * kkkkk Kk K%k

GAACAAGAATACACTTTGTTGCAGAAGGATGTGAACTGGCCTCTTGGATG
GAACAAGAATACACTTTGTTGCAGAAGGATGTGAACTGGCCTCTTGGATG
GAGCAAGAATACACTTTACTCCAGAAAGATGTGAAGTGGCCTGTTGGTTG
GAACAAGAGTATACCTTGTTGCAAAAGGATATTAAGTGGCCGGTAGGTTG
GAGCAAGAATACACTTTGATGCAAAAGGATGTGAACTGGCCAATTGGTTG
GAGCAAGAATACACTTTGATGCAAAAGGATGTGAACTGGCCAATTGGTTG

kK Kkkkkk Kk kK K% * kK kK Kkkk Kk Kk KkkkkKk * kK kK

GCCCATTGGTGGCTTCCCTGGCCCTCAGGGACCATACTACTGCAGTATTG
GCCCATTGGTGGCTTCCCTGGCCCTCAGGGACCATACTACTGCAGTATTG
GCCTATTGGTGGTTATCCCGGCCCTCAGGGACCGTACTATTGCGGTATTG
GCCGGTCGGCGGTTTCCCAGGTCCTCAGGGACCGTACTACTGTGGAGTTG
GCCTGTTGGTGGCTACCCTGGCCCTCAGGGACCTTACTACTGTGGTGTGG
GCCTGTTGGTGGCTACCCTGGCCCTCAGGGACCTTACTACTGTGGTGTGG

* kK * kK kK K Kk kk KkhkkAkAkAkAkAAkAkKk Kk kkk KK * * K

GAGCTGACAAATCTTTTGGAAGAGACATTGTTGATGCTCACTACAAAGCC
GAGCTGACAAATCTTTTGGAAGAGACATTGTTGATGCTCACTACAAAGCC
GAGCAGACAAATCTTTTGGCAGAGATGTTGTTGATTCTCACTACAAGGCC
GAGCAGACAAAGCCTTTGGAAGAGACATCGTTGATTCTCATTACAAAGCT
GAGCTGACAAAGCCATTGGTCGTGACATTGTGGATGCTCACTACAAGGCC
GAGCTGACAAAGCCATTGGTCGTGACATTGTGGATGCTCACTACAAGGCC

Kkkkk Kkhkkkkk K * Kk kK * kK Kk Kk kkKk Kkkkk Kkkkkk kK

TCTTTGTATGCTGGAATCAACATCAGTGGGATCAATGGAGAAGTCATGCC
TCTTTGTATGCTGGAATCAACATCAGTGGGATCAATGGAGAAGTCATGCC
TGCTTATACGCTGGGATCAACATTAGTGGCATCAATGGAGAAGTCATGCC
TGTCTTTACGCCGGAATCAATGTCAGTGGGACTAACGGCGAAGTTATGCC
TGTCTTTACGCCGGTATTGGTATTTCTGGTATCAATGGAGAAGTCATGCC
TGTCTTTACGCCGGTATTGGTATTTCTGGTATCAATGGAGAAGTCATGCC

* * kK kK Kk K% * * kK K Kk kK Kkkkkk Kk kkKk

GGGACAATGGGAGTTCCAAGTCGGCCCATCGGTCGGTATCTCAGCTGCTG
GGGACAATGGGAGTTCCAAGTCGGCCCATCGGTCGGTATCTCAGCTGCTG
GGGTCAGTGGGAGTTCCAGGTCGGTCCAGCTGTTGGTATCTCGGCTGCTG
TGGCCAGTGGGAGTTCCAAGTCGGTCCCACCGTTGGAATCGCTGCCGCCG
AGGCCAGTGGGAGTTCCAAGTCGGCCCTGTTGAGGGTATTAGTTCTGGTG
AGGCCAGTGGGAGTTCCAAGTCGGCCCTGTTGAGGGTATTAGTTCTGGTG

*k kk kkkkkkkkkkk kkkkk kK * *k kK * ok *

ATGAAATATGGATCGCTCGTTACATTTTGGAGAGGATCACAGAGATTGCT
ATGAAATATGGATCGCTCGTTACATTTTGGAGAGGATCACAGAGATTGCT
ATGAAATTTGGGTCGCTCGTTACATTTTGGAGAGGATCACAGAGATTGCT



A thaliana gene_ 18418013 ref
A thaliana gene 15229530 ref

ATGSKB6__ copper ion binding

A thaliana gene 334183671 re
A thaliana gene 15219598 ref
A thaliana gene_ 15240288 ref
A thaliana gene_ 18418013 ref
A thaliana gene 15229530 ref

ATGSKB6__ copper ion binding

A thaliana gene 334183671 re
A thaliana gene 15219598 ref
A thaliana gene 15240288 ref
A thaliana gene_ 18418013 ref
A thaliana gene_ 15229530 _ref

ATGSKB6__ copper ion binding

A thaliana gene 334183671 re
A thaliana gene 15219598 ref
A thaliana gene 15240288 ref
A thaliana gene 18418013 ref
A thaliana gene_ 15229530 _ref

ATGSKB6 _ copper ion binding

A thaliana gene 334183671 re
A thaliana gene 15219598 ref
A thaliana gene 15240288 ref
A thaliana gene 18418013 ref
A thaliana gene_ 15229530 _ref

ATGSKB6__ copper ion binding

A thaliana gene 334183671 re
A thaliana gene 15219598 ref
A thaliana gene 15240288 ref
A thaliana gene 18418013 ref
A thaliana gene 15229530 ref
ATGSKB6__copper_ion binding

A thaliana gene 334183671 re
A thaliana gene 15219598 ref
A thaliana gene 15240288 ref
A thaliana gene 18418013 ref
A thaliana gene 15229530 ref
ATGSKB6__copper_ion binding

A thaliana gene 334183671 re
A thaliana gene 15219598 ref
A thaliana gene 15240288 ref
A thaliana gene 18418013 ref
A thaliana gene 15229530 ref
ATGSKB6__copper ion binding

A thaliana gene 334183671 re
A thaliana gene 15219598 ref
A thaliana gene_ 15240288 ref
A thaliana gene_ 18418013 ref
A thaliana gene 15229530 ref
ATGSKB6__ copper ion binding

A thaliana gene 334183671 re
A thaliana gene 15219598 ref
A thaliana gene 15240288 ref
A thaliana gene 18418013 ref
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ATCAGGTCTGGGTTGCTCGTTACATTCTTGAGAGGATCACAGAATTGGCT
ATCAAGTCTGGGTTGCTCGATACCTTCTCGAGAGGATCACTGAGATCTCT
ATCAAGTCTGGGTTGCTCGATACCTTCTCGAGAGGATCACTGAGATCTCT

Kk K Kk kkk kK kkkkk kkk kk kK kkhkkkhkkhkkhkAkAkkhkkKk KK * * *

GGTGTGGTTGTATCTTTTGACCCAAAACCTATTCCTGGTGACTGGAATGG
GGTGTGGTTGTATCTTTTGACCCAAAACCTATTCCTGGTGACTGGAATGG
GGTGTAGTGGTATCTTTTGACCCGAAACCGATTCCCGGTGACTGGAACGG
GGAGTTGTTCTGTCTCTAGACCCTAAACCAATTCCGGGAGATTGGAATGG
GGTGTAATTGTCAGCTTCGACCCGAAACCAGTCCCGGGTGACTGGAATGG
GGTGTAATTGTCAGCTTCGACCCGAAACCAGTCCCGGGTGACTGGAATGG

Kk Kk kK * * Kk kkkkk KkkhkkkKk Kk kk kK kK kkkkk KK

AGCTGGTGCTCACACCAATTACAGTACTAAATCAATGAGGGAAGAAGGAG
AGCTGGTGCTCACACCAATTACAGTACTAAATCAATGAGGGAAGAAGGAG
TGCTGGTGCTCACTGCAACTACAGTACCAAGTCAATGAGGGAAGAAGGCG
TGCAGGGGCACACACAAATTACAGTACGAAGTCGATGAGAGAAGATGGAG
AGCTGGAGCTCACTGCAACTACAGCACTAAGACAATGAGAAACGATGGAG
AGCTGGAGCTCACTGCAACTACAGCACTAAGACAATGAGAAACGATGGAG

*k kk kk  kkk *k kkkkk kk kK *  kkkkk * kk kk Kk

GATACGAGATAATCAAGAAGGCGATCGAGAAGCTTGGCTTGAGACACAAG
GATACGAGATAATCAAGAAGGCGATCGAGAAGCTTGGCTTGAGACACAAG
GTTACGAGATCATCAAGAAAGCAATCGATAAATTGGGACTGAGACACAAA
GGTACGAGGTGATAAAGAAAGCAATAGAGAAGCTTGGATTGCGTCACAAG
GATTAGAAGTGATCAAGAAAGCGATAGGGAAGCTTCAGCTGAAACACAAA
GATTAGAAGTGATCAAGAAAGCGATAGGGAAGCTTCAGCTGAAACACAAA

*  * * % * kk kkkkk kk kk Kk * % * * % * k ok ok k

GAACACATTTCCGCTTACGGTGAAGGAAACGAGCGTCGTCTCACGGGACA
GAACACATTTCCGCTTACGGTGAAGGAAACGAGCGTCGTCTCACGGGACA
GAACACATTGCTGCTTACGGTGAAGGCAATGAGCGTCGTCTCACAGGACA
GAACACATTGCTGCTTATGGTGAAGGCAACGAGCGTCGTCTCACCGGAAA
GAACACATTGCTGCTTACGGTGAAGGAAACGAGCGTCGTCTCACTGGAAA
GAACACATTGCTGCTTACGGTGAAGGAAACGAGCGTCGTCTCACTGGAAA

khkkkkkkkk Kk khkkkk khkkkkkkk kk kkkkkkkkkkkkkk kkk Kk

CCATGAAACTGCTGACATCAACACTTTCCTTTGGGGTGTTGCGAACCGTG
CCATGAAACTGCTGACATCAACACTTTCCTTTGGGGTGTTGCGAACCGTG
CCACGAGACTGCTGACATCAACACTTTCCTTTGGGGTGTTGCGAACCGTG
ACATGAAACCGCCGATATCAACACTTTCTTATGGGGTGTGGCAAACCGTG
GCACGAAACCGCAGACATCAACACATTCTCTTGGGGAGTCGCGAACCGTG
GCACGAAACCGCAGACATCAACACATTCTCTTGGGGAGTCGCGAACCGTG

*k kk kk kk kk kkkkkkkk kkk khkkkk kk kk kkkkkkk

GTGCATCGATCCGAGTAGGACGTGACACCGAGAAAGAAGGGAAGGGATAC
GTGCATCGATCCGAGTAGGACGTGACACCGAGAAAGAAGGGAAGGGATAC
GAGCATCGATCCGAGTAGGACGTGATACGGAGAAAGAAGGGAAAGGATAC
GGGCATCGATTAGGGTTGGGCGTGACACTGAGCAGGCTGGAAAAGGATAC
GAGCGTCAGTGAGAGTGGGACGTGACACAGAGAAGGAAGGTAAAGGGTAC
GAGCGTCAGTGAGAGTGGGACGTGACACAGAGAAGGAAGGTAAAGGGTAC

* kk kK * * kk kk kkkkk kk kkk ok Kk *k kk kk  kkk

TTTGAGGATAGGAGGCCAGCTTCAAACATGGACCCTTACGTTGTTACTTC
TTTGAGGATAGGAGGCCAGCTTCAAACATGGACCCTTACGTTGTTACTTC
TTTGAGGACAGGAGGCCAGCTTCGAACATGGATCCTTACATTGTCACTTC
TTTGAAGATCGTAGGCCAGCTTCGAACATGGATCCTTACACTGTGACCTC
TTCGAAGACAGAAGGCCAGCTTCTAACATGGATCCTTACGTTGTCACCTC
TTCGAAGACAGAAGGCCAGCTTCTAACATGGATCCTTACGTTGTCACCTC

*k kk kK * kkkkkkkkkkhkk khkkkkkkk kkkkkk *kk kk kK

CATGATTGCAGAGACTACACTCCTCTGGAACCCTTGA-————————————
CATGATTGCAGAGACTACACTCCTCTGGAACCCTTGA-————————————
CATGATTGCAGAGACTACAATCCTCTGGAATCCTTGA-————————————
CATGATTGCTGAATCCACAATCCTTTGGAAACCATGA-———————————~—
CATGATCGCTGAGACGACCATACTCGGTTGA-——————————————————
CATGATCGCTGAGACGACCATACTCGGTTGATGACACATTTCATGATTTG

*kkkkkk Kkk kK * Kk k * kK *



A thaliana gene_ 15229530 _ref
ATGSKB6__ copper ion binding

A thaliana gene_ 334183671 re
A thaliana gene 15219598 ref
A thaliana gene 15240288 ref
A thaliana gene_ 18418013 ref
A thaliana gene_ 15229530 _ref
ATGSKB6__ copper ion binding

A thaliana gene_ 334183671 re
A thaliana gene 15219598 ref
A thaliana gene 15240288 ref
A thaliana gene 18418013 ref
A thaliana gene_ 15229530 _ref
ATGSKB6__ copper_ion _binding

A thaliana gene 334183671 re
A thaliana gene_ 15219598 ref
A thaliana gene 15240288 ref
A thaliana gene 18418013 ref
A thaliana gene_ 15229530 _ref
ATGSKB6 copper ion binding
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