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OZET

Bir homeodomain 16sin fermuar geni kodlayan ATHB7, Arabidopsis homeobox
transkripsiyon faktor ailesine liyedir ve ekspresyonu kuraklik kosullar1 altinda up-regiile
olur. Bu galismada; ATHB7 geninin (800 b¢ ¢cDNA) su ana kadar genomunda ATHB7
ortologu bir gen tespit edilmemis olan rekombinant domates bitkisine entegrasyonu ve
transgenik domateslerdeki ekspresyon profili karakterize edilmistir.

Bu amagla, gen aktarimi yapilmis olasi transgenik domates hatlar1 ve izogenik
kontrol Solanum lycopersicum UC82 kiiltivari, hedef genin (ATHB7) varlig1 ve ifadesi
bakimindan analiz edildi. Birbirinden bagimsiz 4 farkli jenerasyona ait (TO, T1, T2, T6) 4
olasi transgenik domates hattindan genomik DNA izole edildi ve genin 425 b¢’lik kismu,
ATHB7 spesifik primer ¢ifti kullanilarak cogaltildi. Elde edilen sonuglar bitkilerden
48’inin trans geni tasidigini ortaya koydu. Bunun 1s1ginda, ilgilenilen genin karsilastirmali
ekspresyon profilini elde etmek ig¢in, transgenik bitkilerin RNA kaliplart kullanilarak
cDNA sentezlendi. gRT-PZR analizi ile, spesifik transkriptlerin amplifikasyonu sonucu,
farkli hatlara ait yaprak dokularindaki farkli ekspresyon seviyeleri belirlendi. ATHB7
genine ait ekspresyon profilinin transgenik hatlarda belli bir 6l¢iide degiskenlik arz ettigi
saptandi.

Bu sonuglar, ATHB7 geninin domates genomuna entegrasyonunu ve genomda uygun
sekilde ekspres edildigini kanitlamaktadir. Buna dayanilarak, trans genin tek kopyasini
tastyan ve giiclii ekspresyon profili sergiledigi diisliniilen 6 transgenik hat (hatlar 164,
165A, 167, 204, 19 ve 59) ileriki fizyolojik analizlerde kullanilmak tizere se¢ilmistir.

Anahtar kelimeler: Ekspresyon profili, Transkripsiyon faktorii, HDZip, Losin fermuar,
ATHBY7, Transgenik domates bitkileri



ABSTRACT

Analysing expression pattern of drought tolerant ATHB7 gene in transgenic tomato
plant (Solanum lycopersicum cv. UC82MA 35S::ATHB7)

ATHBY7; coding a homeodomein leucine zipper (HD-Zip 1) gene which is a member
of the homeobox transcription factor family in Arabidopsis, shows up-regulation, during
water deficit conditions.

In this study; the integration and expression pattern of ATHB7 (800 bp cDNA) was
characterized in transgenic tomato plant genome where no ATHB7 hortologous gene has
been identified no date. For this purpose, by using isogenic control Solanum lycopersicum
cv. UC82 and putative transgenic tomato lines, the verification of the integration and
expression of the gene of interest “ATHB7”, transformed plants were analyzed. Genomic
DNA from 4 different generations (T0, T1, T2, T6) and 4 independent putative transgenic
tomato lines were isolated and a part of the gene (425 bp) amplified by using ATHB7
spesific primer pair. The observed results showed that 48 of them had that ATHB7 trans
gene correctly. By the light of this, cDNA was constructed from RNA templates of
transgenic tomato plants and to observe relative expression patterns of ATHBY7;
amplification of the specific transcripts were determined by the gRT-PCR. Different levels
of expression of the different lines in the leaf tissues were observed. The expression of the
ATHBY gene in the transgenic lines, varied to some extent.

These results suggest that the ATHB7 gene has been integrated into tomato genome
and can be expressed properly in the transgenic plants. Therefore, six transgenic lines (149,
164, 165A, 167, 204, 19 and 59), which contain a single copy of the trans gene and have a
moderate to strong level of expression of the trans gene was selected, for further

physiological analysis.

Keywords: Expression pattern, Transcription factor, HDZip, Leucine zipper, ATHB?7,

Transgenic tomato plants
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1. GENEL BiLGILER

1.1 Giris

Stres; genellikle dis ¢cevreden kdken alan, fotosentetik aktiviteyi, liretimi ve canliligi
azaltacak sekilde bitki biiyiime ve gelisimi iizerine negatif etkiler olusturan olumsuz
kosullar biitiiniidiir. Bitkiler, dogal ¢evrede biyotik ve abiyotik stres faktorlerinin birgok
tipi ile kars1 karsiya kalirlar (Fujita ve ark., 2006).

Molekiiler incelemeler sayesinde bir¢ok tiirde strese maruz kalindiginda, genlere ve
benzer proteinlere ait genel bir setin etkinlestigi belirlenmistir. Stres toleransina iliskin
gecmiste yapilan birgok ¢aligsma, strese maruz kalan bitkilerdeki fizyolojik olaylarin strese
maruz kalmamus bitkilerle karsilastirilmasini igermektedir. Bu tip incelemelerden hareket
edilerek strese tolerans ve duyarliligin altinda yatan biyokimyasal mekanizmalar ortaya
konmus, fakat genellikle bu ¢aligmalarin stres tolerans prensiplerinin molekiiler ve genetik
analizlerini icermedikleri kaydedilmistir (Bohnert ve ark., 1995).

Giiniimiizde molekiiler teknoloji, stres sinyal yollarindaki genlerin izole edilmesi,
bunlarin bitkilere aktarilmasi ve elde edilen transgenik bitkilerdeki ifadelerinin
(ekspresyon) incelenmesine olanak saglamaktadir. Bu genlerin ifade sekillerinin ve
diizeylerinin belirlenmesi, abiyotik strese adaptasyondaki rollerinin anlagilmasi, daha fazla
stres tolerans1 gelistirmeye Onciiliik ederek, etkili miihendislik stratejilerinin temellerini
olusturacak degerdedir.

Kurakliga toleransh bitkiler, derine inen koklere, su kaybini en aza indirgemek i¢in
daha kalin kiitikula tabakasina veya hiicrelerindeki tuz igerigini ayarlayabilme yetenegine
sahip olacak sekilde gelistirilmeye calisilmigtir. Elde edilen kurakliga dayanikli ilk
transgenik bitkiler, ekmek mayasindan trehalozu ifade eden bir gen kullanilarak
tretilmistir. Trehaloz; potansiyel bir osmotik koruyucudur (Karim ve ark., 2007) ve
mayanin kuru halde de hayatta kalmasini saglar. Bu gen ile modifiye edilen tiitiin bitkileri,
kurumaya kars1 dayaniklilik kazanmistir (Nottingham, 1998).

Yapilan c¢alismalar, antioksidanlarin farkli tiplerini kodlayan genlerin, farkl
bitkilerde kurakliga direng sagladigini ortaya koymustur (Sunkar ve ark., 2006). Ornegin;
SOD (siiperoksit dismutaz) geninin mithendisligi sonucu, alfalfa (McKersie ve ark., 1996
ve 1997) ve geltik (Wang ve ark., 2005) bitkilerinde kuraklik toleransi gelistirilmistir.
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Keza, transgenik tiitlinlerde tokoferol biyosentezinde anahtar enzim olarak fonksiyon
gosteren, tokoferol siklazi (VTEL) kodlayan genin asir1 ifadesi (Overexpress) sonucu ozon,
tuz ve polietilen glikol (PEG) gibi ajanlara kars1 yiiksek direng sagladigi bulunmustur (Liu
ve ark., 2008).

Luo ve ark., (2009) tarafindan yapilan bir ¢alisma Medicago sativa helikaz 1 (MH1)
olarak isimlendirilen enzimin, transgenik Arabidopsis bitkilerinde osmotik ayarlama
sonucu, prolin igerigindeki artis ile beraber reaktif oksijen tiirlerine (ROS) olan savunma
kapasitesini de arttirdigi, boylece kurakliga da direng sagladigini ortaya koymustur. Bunun
yaninda; grup 1 ve grup 2 bugday ge¢ embriyogenez (LEA) proteinlerinden olan
PMA1959 ve PMAS8O genlerinin celtige aktarilmasi, bu bitkilerde kurakliga tolerans
gelisimi ile sonug¢lanmustir (Cheng ve ark., 2002).

Yapilan caligmalar kuraklik stresi altindaki bitkilerde gen regiilasyonunda gorevli
bircok transkripsiyon faktoriiniin etkinligini ortaya ¢ikarmistir (Bartels ve Sunkar 2005;
Vinocur ve Altman 2005; Ding ve ark, 2009). Kaynak organizma ve transgenik konak
olarak Arabidopsis’i kullanip, R2R3 MYB transkripsiyon faktoriiniin (MYB15) transgenik
hatlarda ABA tarafindan uyarilan stomatal kapanmaya hassasiyet kazandirdigini, boylece
stres durumunda bitkide kok uUzamasmin ve biiylimenin baskilanmadigini ortaya
koymustur. Dehidrasyona cevap olusturan transkripsiyon faktorlerinin (DREB) karnabahar
mozaik viriisii promotorunun (CaMV 35S) kontrolii altinda asir1 ifade ettirilmesi ¢eltik
bitkilerinde kuraklik ve tuz stresine direng saglanmasi ile sonuglanmigtir (Dubouzet ve
ark., 2003; Oh ve ark., 2005). Benzer sekilde, Arabidopsis’in stres ile uyarilabilen
promotoru, rd29A’nin kontrolii altinda miihendisligi yapilan transkripsiyon faktori
DREBIA, aktarildig1 yerfistig1 bitkisinde, ciddi derecede antioksidan enzim birikimi
(siiperoksit dismutaz, askorbat peroksidaz (APX), glutatyon reduktaz (GR)) olusturmus,
ayrica lipid peroksidasyon seviyelerinin de yabani tip bitkilere kiyasla ¢ok diisiik miktarda
oldugu gozlenmistir (Bhatnagar-Mathur ve ark., 2007). DREB (dehidrasyon-cevap
baglayic1 protein) disinda diger transkripsiyon faktorleri de strese cevapta rol alir.
APETELA2 (AP2); don, tuz, kuraklik ve ABA gibi gesitli streslere direng kazandiran bu
tip bir transkripsiyon faktoriidiir. OsCcl promotorunun kontrolii ile yapilan transformasyon
caligmalari, vejetatif biiyiime sathasinda AP37 transkripsiyon faktoriinii asir1 ifade eden
transgenik ¢eltiklerde, yiiksek tuz konsantrasyonlari, Kurakliga karsi tolerans ve iiriin

kalitesinin %16-57 arasinda degisen oranlarda arttigin1 gostermistir (Oh ve ark., 2009).

2



Gliniimiizde su stoklarmmin hizla azalmasi ve bu sebeple meydana gelen iiriin
kayiplari, kuraklik stresinin bitkiler iizerindeki olumsuz etkilerini oldukca diisiindiiriicii
kilmaktadir. Kuraklik stresinin ¢Oziime kavusturulabilmesi i¢in, ¢ok ¢esitli yaklagimlar
olmasma karsin stresle ctkilenmis c¢evrelerde yasayabilen, Kurakliga toleranshi bitki
yetistirilmesi amagli yapilan genetik miithendislik ¢alismalari, bu yaklagimlarin en etkili ve
ekonomik olanidir (Ashraf, 2010). Bu sebeple, model organizmalarda kuraklik toleransi ile
uyarilan anahtar genlerin tanimlanmasi, bu genlerin ¢esitli bitkilere transformasyonu,
stresten sakinma ve tolerans mekanizmalarinin aydinlatilmasi, Onemli faydalar
saglayacaktir.

Okaryotik niiklear genler, hem transkripsiyonel hem de translasyonel seviyede regiile
edilir. Bu kontroliin biiyilk kism1 DNA’ya baglanan transkripsiyon faktorleri tarafindan
gerceklestirilir. Eger transkripsiyon faktorlerinin ekspresyonu kontrol edilerek, bunlarla
ilgili 6nceden segilmis endojen genlerin aktivasyonu veya kapatilmasi saglanabilirse bu
durum, tarimsal biyoteknolojinin gelistirilmesine 6nemli 6l¢iide katki saglayacaktir (Guan
ve ark, 2002).

Bu amag¢ 1s18inda, mevcut ¢alismada gelecekte kurakliga direngli domates bitkileri
olusturmanin ilk adimi olarak, heterolog bir sistemde CaMV35S promotorunun kontrolii
altinda, Agrobacterium tumefaciens aracili gen aktarim yontemi kullanilarak Solanum
lycopersicum cv. UC82 bitkilerine aktarilmis olan (CaMV35S::ATHB7) ATHB7
transkripsiyon faktoriiniin (800 b¢ cDNA), domates kiiltivarlarindaki entegrasyonu ve

ekspresyon profili, molekiiler teknikler kullanilarak karakterize edilmistir.

1.2. Bitki Biiyiime ve Gelisimini Etkileyen Stres Faktorleri

Su stresi (kuraklik), asir1 tuz konsantrasyonu, ekstrem sicaklik ve don, ani sicaklik
degisiklikleri, sel sebebiyle toprakta meydana gelen oksijen eksikligi, reaktif oksijen
radikallerinin olusumu, uzun siire zarfinda kuvvetli 1518a maruz kalma ve radyasyon
bitkilerde abiyotik stres faktorlerini olusturur. Biyotik stresler ise; viral enfeksiyonlar,
patojen ataklar1 ve diger organizmalar ile rekabetten dogar. Tiim bu stresler bitkilerin
biyosentetik kapasitelerini azaltir, normal fonksiyonlarini degistirir ve bitkinin 6liimiine
yol acabilecek zararlara neden olabilir (Lichtenhaler, 1996). Bitkiler evrimsel olarak

korunmus mekanizmalar1 yoluyla bu tip zararlarin iistesinden gelirler (Srivastava, 2002).
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Sekil 1. Bitkileri etkileyen gevresel stres faktorleri (Fujita ve ark., 2006)

Stres kosullar1 altindaki hiicresel yapilarin akibeti, meydana gelen hasar orani ile
tamir orani arasindaki dengeye baglidir. Eger bir hiicresel komponent i¢in tamir oran1 hasar
oranindan hizli ise, hasar bitkide goriiniir hale gelmez. Bu durum muhtemelen stresin
hissedilmedigi kosullarda gecerlidir. Tamir oranmnin hasar oranindan yavas ilerledigi
kosullarda ise denge hasarin lehine dogru bozulur ve hasar goriiniir hale gelir (Chen ve
Murata, 2002).

1.2.1. Kuraklik stresi

Kuraklik tiim diinyada tarimsal iiretimi sinirlayan en 6nemli ¢evresel faktorlerdendir.
Diinya iizerindeki kullanilabilir alanlarin maruz kaldigi en 6nemli stres ¢esidinin % 26’lik
bir oranla kuraklik oldugu belirtilmistir. Bu stresi, % 20’lik payla mineral stres, % 15 payla
soguk ve don stresi ile % 29’1uk payla diger stresler takip etmektedir (Blum, 1986).



Kuraklik; topragin su tutma kapasitesi ve bitkiler tarafindan gergeklestirilen
transpirasyonal su kayip hizina bagli olarak meydana gelir (Jones, 1992; Kozlowski, 1997)
ve genel olarak su eksikligi ve kuruma olarak iki tipe ayrilabilir.

Buna gore;

1. Su eksikligi, stomalarda kapanmaya ve gaz degisiminde kisitlamaya neden olan orta
diizeydeki su kaybidir. Oransal su igeriginin yaklasik % 70’te kaldigir hafif su
eksikligine maruz kalan bitkilerde, stomalarin kapanmasina bagli olarak karbondioksit
(COy) alimimu kisitlanmaktadir.

2. Kuruma, metabolizma ve hiicre yapisinin tamamen bozulmasma ve sonunda enzimle
katalizlenen reaksiyonlarin durmasina neden olabilecek bir potansiyele sahip olan, asiri

miktardaki su kaybi olarak tanimlanabilir (Smirnoff, 1993).

1.2.1.1. Kuraklik stresinin bitki biiyiime ve gelisimi iizerine etkisi

Bitkilerde kuraklik stresinin fizyolojik etkileri; mekanik, metabolik ve oksidatif
etkiler olarak ti¢ boliimde incelenebilir.

Mekanik etki; bitki hiicrelerinden belirgin su kaybi1 gerceklestigi zaman, bitkide
turgor kaybiyla kendini gésteren birincil stres, yani mekanik etki meydana gelir (Levitt,
1980). Hiicreden su kaybiyla beraber, hiicre 6zsuyu konsantrasyonu artar, protoplazmada
bir dehidrasyon meydana gelir, membran yapisi degisiklige ugrar. Plazmolize ugramis
hiicrede, plazma membrani hiicre ¢eperinden ayrilir, yalnizca plazmodezm baglantilariyla
varligini stirdiiriir. Gerilim altindaki plazma membran1 ve tonoplastta gergeklesen ¢okme,
yirtilmalara yol agabilir (McKersie ve Leshem, 1994). Zarlar iizerinde yerlesmis olan
hidrolitik enzimler serbest kalir ve bu durum sitoplazmanin otolizi ile bile sonuglanabilir
(Salisbury ve R0ss,1992). Bu zarar normal hiicresel metabolizmay1 kalici olarak bozar.

Metabolik etki; su kaybmna bagli olarak gergeklesen iyon birikimi, membran
biitiinliigliniin ve proteinlerin yapisinin bozulmasina yol agarak hiicreye zarar verebilir. Su
kayb1 sonucunda; proteinlerin yapisinda bulunan hidrofobik ve hidrofilik amino asitlerin su
ile etkilesimleri bozulur (Campbell, 1991) ve bu durum protein denatiirasyonlarina ve
enzim inhibisyonlarina neden olur (Bray, 1997). Protein parcalanmalariyla enzim kayiplari
ortaya ¢ikar, dokularda aminoasitler birikir, ABA artar ve en 6nemlisi amonyak (NH3) gibi
toksik bir bilesik ortaya ¢ikar. NH3 bitkide metabolik dengenin bozulmasina neden olur

(Cirak ve Esendal, 2006). Su eksikliginin metabolizmada en ¢ok engelledigi enzimlerden
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biri nitrat rediiktazdir. Bunun sonucu olarak protein sentezinin azalmasiyla hiicre
boliinmesi baskilanmakta, hatta orta siddette kuraklik stresi, mitozu yavaslatabilmektedir.
Bu durumdan en fazla hiicre dongiisiiniin S fazinin etkilendigi belirtilmektedir (Ozcan ve
ark., 2004).

Oksidatif etki; stresin en genel 6zelligi, elektron transferi ile ilgili metabolizmayi
bozmak oldugundan, fotosentetik elektron tasima sistemi, bitki dokularindaki reaktif
oksijen tiirlerinin tretilebilecegi biiyiikk kaynaklardir. Oksijenin, ROS olusturarak makro
molekiillerde geri donilisiimsiiz hasar meydana getirmesi; “oksidatif etki” seklinde
tanimlanir.

ROS’lar; eslenmemis elektron tasiyip tasimamalarina gore 3 grupta incelenir (Cavdar
ve ark., 1997).

Radikaller; orbitalinde eslenmemis elektron tasiyan siiperoksit radikali (O2),
hidroksil radikali (OH") gibi molekiiller.

Radikal olmayanlar; eslenmemis elektrona sahip olmadiklarindan, radikal olarak
adlandirilmazlar. Ornegin hidrojen peroksit (H,05), lipid hidroperoksit (LOOH)

Singlet oksijen; yapisinda iki adet eslenmemis elektron tasiyan bir molekiildiir.
Oksijenden kaynaklanan bu oksitleyici radikaller, atomik ya da molekiiler yapilarda
eslenmemis elektron igeren molekiiller olup; oldukga reaktiftirler (McKersie ve ark., 1994)
ve protein, lipid, karbohidrat ve niikleik asit gibi makro molekiillerle reaksiyona girerek
hiicrelerde hasar meydana getirirler. Oksijenin toksikligi, elektron ve enerjinin oksijen
molekiiliine transferinden kaynaklanir (Jacobson, 1996). Bircok tiirde kuraklik stresi
altinda artan O, olusum hizi; lipid peroksidasyonuna, yag asidi doygunluguna ve sonugta
membranlarin biitliniiyle zarar gérmesine neden olur (Sgherry ve ark., 1996).

Bitkiler; triplet klorofil veya 'O,’nin oksidatif zararmin yol agtig1 yikici etkilerle
miicadele etmek i¢in; lipid peroksidasyonunun serbest radikallerini gideren a-tokoferol, -
karoten gibi, yagda ¢Oziinen/membrana bagli antioksidanlar, O, ve H,0;’nin
detoksifikasyonunda rol oynayan glutatyon ve askorbat gibi suda ¢oziinen antioksidanlar
ve SOD, APX, GR, katalaz (CAT) ve peroksidaz (POD) gibi enzimatik antioksidanlardan
olusan karmagsik bir koruyucu sisteme sahiptir (Jung, 2004; Pinheiro ve ark., 2004,
Ramachandra ve ark., 2004). Kuraklik stresine maruz kalan bitkiler, antioksidan savunma

sistemlerinin aktivasyonu ile oksidatif etkinin tistesinden gelebilirler. Fakat radikal tiretimi,



antioksidan sistemin kapasitesini asacak kadar olursa, o zaman bitkide meydana gelecek

hasar geri doniislimsiiz olmaktadir (Alexieva, 2003).

1.3. Stres Sinyalinin Hiicresel Olarak Algilanmas1 ve ABA’nin Rolii

Kuraklik stresine karsi olusturulacak cevabin kontroliindeki ilk basamak stresin
algilanmasidir. Bitkiler kuraklik, soguk veya yiiksek tuzluluk gibi etmenlerle kars1 karsiya
kaldiklarinda, vejetatif dokularda su potansiyeli azalir. Hiicreden suyun kaybi, hiicresel bir
sinyal iletim yolunu tetiklemektedir. Su kaybinin hiicresel olarak algilanmasini takiben, bir
sinyal mekanizmasi ile spesifik genler aktive edilmektedir (Bray, 1997).

Bu kosullar altinda, endojen ABA seviyesinde de artis meydana gelir. ABA; endojen
miktar1 arttiginda, ¢evresel streslere cevaben vejetatif biiyiimeyi kontrol eden, azaldiginda
ise bir bliylime promotoru gibi davranan bitki biiylime ve gelisimini inhibe edici
fitohormonlardan biridir (Cheng ve ark., 2002). Ayrica ABA, tohum c¢imlenmesi ve
olgunlasmasi, ¢evresel stres kosullarinda vejetatif dokularin verdigi cevaplar gibi gesitli
slireglerde bir sinyal molekiil olarak gorev yapar (McCarty, 1995; Leung ve ark., 1998) ve
cesitli stresler altinda bir¢ok genin ekspresyon seviyesindeki degisimlerini kontrol eder
(Christmann ve ark., 2006). Bu sinyal iletim (transdiiksiyon) yollari, transkripsiyon
faktorleri tarafindan strese direncin derecesine gore gen setlerini aktif eden ya da
baskilayan kontrol noktalari igerir (Yamaguchi-Shinozaki ve Shinozaki, 2005).

ABA bagiml gen aktivasyon yolu, ABA’ya cevap elementlerini (ABRESs) taniyan
spesifik bir 16since zengin transkripsiyon faktor ailesi (bZIP) tarafindan diizenlenir. Bunlar
ABA’ya cevap elementlerini baglayan proteinler (AREBs) (Uno ve ark., 2000) veya
faktorler (ABFs) (Choi ve ark., 2000) olarak bilinirler. Kurakliga/soguga cevap
elementlerini baglayan proteinler (DREB/CBF) ile homeodomain 16sin fermuar
proteinlerini kodlayan bir grup (HDZip) da, (Seki ve ark., 2002a,b) kontrolde gorevli diger
aileyi olusturur (Liu ve ark., 1998). Bu transkripsiyon faktorlerinin fonksiyonel
karakterizasyonu; Arabidopsis’te asir1 ifade edildiklerinde kurakliga ve soguk stresine

direng sagladiklarini ortaya koymustur (Kim ve ark., 2004; Fujita ve ark., 2005)



1.4. Kuraklik Stresine Kars1 Olusturulan Cevaplar

Su eksikligine karsi olusturulan cevaplar; tlire, genotipe, su kaybi siddetine ve
siiresine, bitkinin gelisme durumuna, yasina, organ ile hiicre tipine ve hiicre ¢eperi, hiicre
zar1 gibi hiicresel kompartimanlagsmaya bagl olarak degisir (Bray, 1997).

Kuraklik stresi bitkilerde fizyolojik veya biyokimyasal cevaplarin olusturulmasi ile
beraber, bir dizi strese cevap geninin de transkripsiyonel aktivasyonunu tetikler. Bazi
genler kuraklik stresine oldukga hizli cevap verirken, digerleri ABA birikiminden sonra
yavas olarak indiiklenmektedir. Su kaybi, ABA iiretimini tetikler ve sentezlenen ABA,
cesitli genleri uyarir. Kuraklik stresi altinda uyarilan genler birtakim metabolik proteinler
tireterek, hiicreleri su eksikliginden korumada gorev almaktadir (Kalefetoglu ve Ekmekgi,

2005).

[ Kuraklidk, Tuzluluk ]

!

SINYALIN ALGILANMASI J
ABA bagiml ABA baélmsu{

Protein sentezi DREB 1/
bZip CBF4
MYC MYB . \ DREB 2 CBFl 2,3

MYCRS. IV[YBRN ABRE DRE rd29A

ﬁgﬁg ,

GEN EKSPRESYONU ]
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[ FiZYOLOJIK ve BIYOLOJIK DEGISIMLER ]

[ STRES TOLERANSI ]

Sekil 2. Hiicresel sinyal iletim yollar1 ile sinyalin algilanmas1 ve gen ekspresyonu
arasindaki iliski (URL-2, 2011) DRE: kurakliga cevap elementi, ABRE:
absisik asit cevabini baglayici element, MYBRS: MYB tanima bdlgesi,
MYCRS: MYC tanima bolgesi, bZIP: temel 16sin fermuar domaini
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Strese kars1 olusturulan cevapta yer alan genler iki tiptir: Bunlar; dakikalar i¢cinde ve
gegici olarak indiiklenen erken cevap genleri ve strese karsi daha yavas indiiklenen ve
ifadeleri gogunlukla devamli olan ge¢ cevap genleridir.

Bu genlerin tiriinleri iki gruba ayrilir: Kuraklik stresi ile uyarilan genlerin ilk grubu;
stres toleransinda fonksiyon gosteren su kanal proteinleri, sekerler, prolin, glisin-betain
gibi osmotik koruyucularin biyosentezinde gorev alan enzimler, makromolekiilleri ve
membranlar1 koruyan mRNA’ya baglanan proteinler, LEA proteinleri, saperonlar,
proteazlar ve detoksifikasyon enzimlerini igermektedir.

Ikinci grubu ise protein kinazlar, fosfolipaz C ve transkripsiyon faktorleri gibi

regiilator proteinler olusturur (Shinozaki ve Yamaguchi-Shinozaki, 1997).

Hiicre dist sinyal molekiili

l

Hiicre i¢i siny: al yolu / Hiicre yiizey reseptdrii
DEGISEN
[ S T ’ PROTEIN
saniveden dakikava FONKSIYONU YAVAS
(dakikadan saate)

GEN EKSPRESYONUNUN DEGISIMI

\ SITOPLAZMIK MEKANIZMANIN DEGiSiMi /

DEGISEN HUCRESEL DAVRANIS

Sekil 3. Strese karsi olusturulan erken ve geg cevap genleri (URL-3, 2011)



Strese cevapta yer alan genlerin biiyiik bir kismini geg cevap genleri olusturmaktadir.
Erken cevap genleri ise; gec cevap genlerini aktive ederek; strese karsi cevapta rol oynayan
genlerin ifadesinin ve sinyal iletiminin ileriki reglilasyonunda yer alan proteinleri, yani
transkripsiyon faktorlerini kodlamaktadir (Zhu, 2002).

1.5. Transkripsiyon Faktorleri

Transkripsiyon faktorleri hedef genin promotor bolgesine spesifik olarak baglanan ve
bu genlerin transkripsiyonunu kontrol eden proteinlerdir. Bu proteinler; hedef DNA’ya
baglanmak i¢in birka¢ fonksiyonel domainden olugsmus modiiler yapilara sahiptirler. Bu
yapilar, temel transkripsiyonel yollarda, ya da diger islevlerde farkli proteinler veya

transkripsiyon faktorleri ile etkilesimi saglarlar.

KONTROL

TRANSKRIiPSYON
FAKTORU

GEN

WV ACAGTGA | | M
T [ |
BAGLANMA BOLGESI

Sekil 4. Strese cevapta temel transkripsiyonel mekanizma (URL-4, 2011)

Bir 6karyotik genomda kodlanan transkripsiyon faktorlerinin, genomdaki toplam gen
sayisinin % 3,5-7’si arasinda oldugu hesaplanmistir (Riechmann ve ark., 2000; Riechmann
ve Ratcliffe 2000). Gegtigimiz on yil siiresince, bir¢ok biyolojik siirecin kontroliinde gorev
yapan yiizlerce transkripsiyon faktorii tammmlanmistir (Takatsuji, 1998). Arabidopsis, ¢eltik
ve musir genomlarinin sirastyla 1510-1581, 1611 ve 3337 adet transkripsiyon faktorii
kodladig1 ortaya konmustur (Riechmann ve ark., 2000; Gong ve ark., 2004; Guo ve ark.,
2005; lida ve ark., 2005; Xiong ve ark., 2005; Yilmaz ve ark., 2009). Bu transkripsiyon

10



faktorlerinin DNA-baglanma domainlerindeki primer ve/veya ii¢ boyutlu yapilarindaki
benzerliklere gore 40-60 aile altinda siiflandirildigr tespit edilmistir (Wingender ve ark.,
2001; Warren, 2002; Yilmaz ve ark., 2009).

Yillarca, transkripsiyonel diizenlemenin, kuraklik stresine cevabin kontroliinde
onemli bir rol iistlendigi tahmin edilmis, kuraklik stresi ile uyarilan genlerin promotorlari
ile transkripsiyon faktorleri arasinda bir etkilesim oldugu saptanmaya g¢alisilmistir. Bu
faktorlerin stres ile uyarilan genlerin aktivasyonuna katildigi ve muhtemelen bitkide
osmotik adaptasyonu baslattiklar1 rapor edilmistir (Liu ve ark., 1998). Giiniimiize kadar,
genetik yaklagimlar kullanilarak cesitli fenomenlerde (genlerin etiketlenmesi ve harita
tabanli klonlama) iglevselligi olan bir¢ok transkripsiyon faktorii tanimlanmis, fakat hedef
genlerin ilgili transkripsiyon faktorlerini igeren molekiiler diizeydeki hareketleri hala ¢ok
iyl anlagilamamustir.

Bitkilerde abiyotik streslere cevap veren genlerin aktivasyonunda, hangi
transkripsiyonel faktoriin hangi strese cevap genini indiikledigine dair genel bir kural
yoktur. Bunun yerine, sadece bir grup strese cevap geninin ekspresyonunu diizenleyen ya
da bunlar ile isbirligi icerisinde, ayn1 geni aktive eden birgok farkli transkripsiyon faktorii

oldugu disiinilmektedir (Xiong ve Zhu, 2001).

1.6. Homeobox Genleri

Homeozis (homeostaz) olgusu viicuttaki bir segmentin digerine kismen ya da
tiimiiyle dontismesi veya farkli bir organa 6zgii 6zellikler kazanmasidir. Homeotik genler
ise viicut kisimlarinin nasil sekillenecegini belirleyen genlerdir ve her bir homeotik gen
embriyogenezis sirasinda farkli zamanda ve farkli dokularda ifade edilir (Henriksson,
2004). Homeotik mutasyonlar olarak isimlendirilen mutasyonlar birtakim anomalilere
sebep olur ve bu mutasyonlar bitkileri de igine alan birgok organizma grubunda
kesfedilmistir. Bu olguya verilebilecek en iyi ornek basinda anten olarak gorev yapan
bacaklara sahip “antennapedia” olarak adlandirilan Drosophila mutantidir. Tlgili gen Antp;
klonlama ile tanimlanan ilk homeotik gendir (McGinnis ve ark., 1984; Scott ve Weiner,
1984). Bu tanimlamadan sonra, 180 niikleotit (60 a.a)’ lik korunmus ortak bir DNA
baglayict motifi ifade eden, benzer sekans ve fonksiyonlara sahip diger genler, homebox

genleri olarak anilmaya baslanmistir (Gehringer ve ark., 1990).
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Arabidopsis’te bulunan gen ailesi, halen bir¢ogunun fonksiyonu tespit edilememis 89 farkli
genden olusur (Schrick ve ark., 2004). Homeobox proteinleri, DNA promotor ve enhancer
(kontrol) dizilerine baglanan diizenleyici protein bolgelerine benzerlik gdsterir. Bu dizilere
baglandiklarinda, bir seri gende koordine bir eckspresyon saglayarak diger genlerin
ekspresyonunu denetler (Kissinger ve ark., 1990).

Homeobox genleri genis bir filogenetik dagilima sahip olup, tiim okaryotik
organizmalarda bulunmustur. Ornegin hayvanlarda bulunan bu genler organizmanin
olusumunu kontrol eden, farkli viicut kisimlarimi ve spesifik organlar1 tanimlayan
evollisyonel olarak korunmus birer zorunlu molekiiler anahtar olarak rol oynar. Bu
proteinlerin hiicre boliinme hizinin ve hiicrenin yerlesecegi bolgenin diizenlenmesinde,
hiicre seklinin, biyiikliginin ve hiicre ylizey o6zelliklerinin (yapiskanliginin)
belirlenmesinde, rolleri vardir (Hjellstrom, 2002). Fakat bitkilerdeki homeobox genleri,
cevresel streslere karsi adaptasyon siireglerinde gorevlidirler (lannacone ve ark., 2004;
Deng, 2006). Ayrica tiim homeotik genlerin, duplikasyon yoluyla olustugu ve bu
homeodomain proteinlerinin birer transkripsiyon faktorii gibi davrandigi ortaya konmustur

(Olsson, 2005).

Homeogenlerin Yapisi

Homeogen (~200 kbg) ———
¥ oo ooy —em—3

Transkripsiyon/
translasyon

H,N [ COOH

Homeoprotein Homeobdolge (DNA ile etkilesen bdlge)
Transkripsiyon faktori

Homeogenlerin Dizilimi ile Embriyoda
Ekspresyonlarin Sirasi

DNA &

Embriyo

Posterior

Anterior

Sekil 5. Homeogenlerin yapis1 (URL-1, 2011)
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Bu 47 gen, HDZip ailesini olusturur ve bitkide spesifik proteinleri kodlar (Schrick ve ark.,
2004). Benzer domain organizasyonlari maya ya da hayvanlarda bulunamamasina ragmen
HDZip transkripsiyon faktér homodomainleri, fonksiyonel anlamda diger Okaryotik
canlilar ile benzerdir ve bu proteinlerin ¢ogu, biiyiime ve gelisimin kontrolii ilgili birer

anahtar olarak islev goriir (Gehring, 1993).

Sekil 6.DNA’ya baglanan 16sin fermuar motif dimeri (Hanson, 2000)

HDZip genleri, sekans benzerligi ve ortak ekzon-intron paternlerine gore 4 siif (I-

IV) altinda toplanmustir.

Tablo 1. Arabidopsis’te tanimlanmig HDZip ailesi iyeleri arasindaki farkliliklarin 6zeti
(Hanson, 2000)

a b C d e f
Y AV4
1.SARMAL 2. SARMAL 3.SARMAL LOSIN FERMUAR MOTIFI
Sinf mRNA uzunlugu Homodo_mainde HDZip domainindeki
bulunan intronlar ekstra aminoasitler
HDZip | Yaklasik 1500 baz a veya hig Hig
HDZip Il Yaklasik 1500 baz cvee Hig
HDZip Il Yaklasik 3300 baz d Helix 2 ve 3 arasinda 4
Helix 3 ve 16sin fermuar arasinda 4

HDZip IV~ Yaklagik 3000 baz bvef Helix 3 ve 16sin fermuar arasinda 7
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HDZip | ve Il bulundurduklar1 16sin fermuar domaini bakimindan III ve IV’den
ayrilir. III ve IV genleri, 16sin fermuar domaini ve bir standart homodomainin yani sira,
steroid benzeri bir liganda baglandig1 diisiiniilen bir START domaini de kodlar (Schrick ve
ark., 2004).

e )
! l

[ DNA Baglanma Biilgesl Llpld/stel oid baglanma bélgesi ]

el \
Zige HR

Sekil 7. Hayvanlardaki klasik nuklear reseptorlere kiyasla bitkilerde bulunan HD-
START proteinlerinin yapis1 (Schrick ve ark., 2004)

Yapilan protein-protein etkilesim analizleri, HDZip transkripsiyon faktorlerinin
homodimer ya da heterodimer olarak islev gosterebilecegini ve psédopalindromik DNA
baglanma bolgeleri ile etkilesim halinde olduklarini ortaya koymustur. HDZip | ve 11 ailesi
tiyesi genler, birer heterodimer olarak davranip, (6rnegin ATHB5; ATHB6 ve 16 ile
heterodimerize olabilir) transkripsiyonu A/T ya da G/C merkez pozisyonuna gore
CAAT(A/T)ATTG veya CAAT(G/C)ATTG bolgelerine, Il ve IV ailesine ait genler ise;
GTAAT(G/C)ATTAC ve TAAATG(C/T)A psodopalindromik DNA  bolgelerine
baglanarak aktive eder veya baskilar (Ohgishi ve ark., 2001). Celtik ve Craterostigma
plantagineum gibi bitkilerde bulunan HDZip {iyelerinin de gen ekspresyonunu
Arabidopsis ‘teki HDZip | ve II ailesi iyeleri ile benzer DNA baglanma bdlgelerini tercih
ederek indiikledikleri saptanmistir (Meijer ve ark., 2000).
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1.6.2. HDZip genlerinin bitkilerdeki biyolojik rolleri

Drosophila’da bulunan homebox gen ailesi iiyelerinin aksine HDZip genleri
mutasyonlarla fonksiyonlarini kaybederek olumsuz fenotipik 6zellikler ortaya koymazlar.
Tim test edilmis HDZip I proteinleri, bitkide korunmus CAAT(N)ATTG bolgesine
baglanarak, birer transkripsiyon faktorii olarak davranir ve bitki biiyiime ve gelisimini
kontrol eder.

HDZip I genleri iginde duplikasyonlar seklinde meydana gelen fonksiyonel fazlalik
ve gevresel sinyallere kars1 olusturduklar1 genis ve farkli transkript dagilimi ile meydana
gelen fonksiyonel ag; bitkiye, cevresel degisikliklere karsi adaptasyon yetenegi kazandirir.
Bu gen {irtinlerinin fonksiyonlar1 hakkindaki verilere, HDZip genlerine ait cDNA’ larin
genellikle CaMV 35S promotoru ile flizyona ugratilmasiyla elde edilen transgenik bitkiler
ve bu bitkilerin cevresel sinyallere verdikleri cevaplar incelenerek ulagilmistir. Diger
faktorlere bagl olarak, gerekli durumlarda transkripsiyonu baskilayan veya aktive edebilen
bu proteinlerin, ¢ok genis bir yelpazede islevsel olduklari, birgok HDZip geninin kurakliga,

tuz stresine ve asir1 1518a tepki gosterdikleri belirlenmistir (Hjellstrom, 2002).

1.6.3. HDZip ( I-1V') genlerinin Arabidopsis’teki fonksiyonlar:

17 iyeye sahip HDZip I smifinina ait genlerin, mutant Arabidopsis bitkilerinde
yiikksek seviyede ifade edilmesi ile, hipokotil biiyiimesinde etkili olan mavi 151k
inhibisyonunun pozitif yonde kontroliinden, vejetatif formdan generatif forma gecerken
fotoperiyoda gosterilen cevabin azalmasindan, tohum ¢imlenmesi ve stomatal kapanma
esnasindaki ABA sinyal yolunun negatif kontroliine kadar genis bir yelpazede etkili oldugu
ortaya konmustur (Himmelbach ve ark., 2002; Wang ve ark., 2003; Henriksson, 2004).
Ayrica; kuraklik olusturulmus ve ABA’nin disaridan uygulandigi durumlarda up veya
down regiile olarak, yaprak ve govde biiylimesini kontrol ettikleri de ortaya konmustur
(Hjellstrom ve ark., 2003). Bunlarin yan1 sira, bu ailedeki genlerin aktarildigi transgenik
bitkilerde, primer ve adventif kok gelisiminin baskilandigi, kotiledon hiicrelerinin lateral
biiylimesinin engellendigi gibi fenotipik sapmalarin olustugu; dolayisiyla bu genlerin,
yaprak ve kotiledon gelisimini kontrol ettigi ve yine bitkideki seker sentezinde diizenleyici
bir potansiyel olduklar1 saptanmigtir (Hanson ve ark., 2001).

Yapilan caligmalar; 9 gen iceren HDZip II smifi {iyelerinin, uzak kirmizi 1sik

etkisiyle indiiklendikleri, sis veya golge gibi disiik R:FR (kirmizi uzak kirmizi) 1g1k
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oranlarindaki c¢evresel kosullarda yapraklardaki hiicre gelisimi iizerinde olusan olumsuz
etkiyi azaltmak adina transkripsiyonlariin arttigi, hipokotil ve kotiledonlardaki hiicre
cogalmasin1 koordine ettikleri ve oksin baglantili morfogenezi uyardiklar1 yoniinde
sonuglar vermistir (Sawa ve ark., 2002).

Arabidopsis’te bulunan 5 HDZip smf III geninin ise; apikal meristem fonksiyonlari
ve vaskiiler gelisimdeki rolleri ortaya konmus, yaralanma karsisinda iyilestirici
fonksiyonlarmin oldugu ve oksin hormonu tarafindan pozitif sekilde kontrol edildikleri
saptanmistir (Emery ve ark., 2003)

Siif IV ‘e ait 16 HDZip geninin ise Arabidopsis kok epidermisinde trikom (tiiy)
olusumunda fonksiyonu oldugu ve hiicre tabakalarinin olusumunu diizenleyen genlerin

ifadesi ile ilintili oldugu agiga ¢ikan sonuglar arasindadir (Abe ve ark., 2003).

1.7. Stres Cevap Mekanizmalarinda Arabidopsis’in Onemi

Brokoli, karnabahar, lahana, turp ve kolza ile yakin akraba olan Arabidopsis,
Cruciferae (Brassicaceae) familyasina ait dikotiledon bir bitkidir. Fakat bu bitkilerin
aksine, tarimsal 6nemi olan bir iirlin degildir. Bitkinin kiiciik genom ebat1 (n=5, 119Mb
(1IMb=1000000 niikleotid), tahmini gen sayisi (26207-http://www.tigr.org/tdb/e2kl
/athl/athl.shtml) ve miitevazi biiylime gereksinimleri bir¢ok ¢alismada model organizma
olarak kullanilmasini saglamis ve Arabidopsis e olan bilimsel ilgiyi artirmistir.

Genom haritas1 tamamlanmis ilk bitki olan Arabidopsis, (Arabidopsis Genome
Initiative, 2000) en az 1533 transkripsiyon faktorii igerir. Bu, tiim gen sayisinin %5,9° unu
ifade eder ve ayrica bu say1, Drosophila, Caenorhabditis elegans ve mayadan 2 veya 3 kat
daha fazladir (Riechmann ve ark., 2000). Bu faktorlerin bazilar1 sadece bitki spesifik DNA
baglanma bolgeleri ihtiva ederken, diger organizmalarda bulunan bazilar1 da, bitki spesifik
baglanma bolge kombinasyonlari igerir (Arabidopsis Genome Initiative, 2000).

Gelisen tekniklerle beraber Arabidopsis, spesifik genlerin fonksiyonlarini
arastirmada kullanilan mutant ya da transgenik bitki olusturulmasinda ve bu bitkilerin
fenotipik olarak incelenip, maniiplasyonu yapilan genin fonksiyonunu tanimlamada,
saglam bir genetik temel olusturur (Somerville ve Koornneef, 2002). Bunun yan sira, bu
calismada da oldugu gibi, Arabidopsis incelenerek elde edilmis bilgiler, direkt olarak diger
bitkilere uyarlanabilir.

16


http://www.tigr.org/tdb/e2k1%20/ath1/ath1.shtml
http://www.tigr.org/tdb/e2k1%20/ath1/ath1.shtml

1.8. ATHB7 Geni

Arabidopsis thaliana HB7, HDZip | transkripsiyon faktor ailesine aittir ve ayni
aileye tiye ATHB12 geni ile protein seviyesinde etkin heterodimerler olusturarak bitki
biiyiime ve gelisimini kontrol eden potansiyel bir regiilatordiir. Benzer proteinleri
kodlamalarimin yani sira, promotorlari hemen hemen ayni hiicrelerde aktiftir (Hjellstrom,
2003). Fonksiyonel olarak korunmus bu gen ¢ifti 20-60 milyon y1l 6nce duplike olmustur.
Detayli transkripsiyon analizleri HDZip sinif I genlerinden % 80 paralog olan bu genler,
benzer promotor aktivitesi, benzer sekans, benzer ekspresyon profili ve benzer fonksiyon
gosterirler. Biri fonksiyonunu kaybederse bu digeri tarafindan telafi edilebilir. Bunlar st
iiste ¢akigik (overlap) genler gibi degil, bir heterodimer olarak davranip ayni protein
kompleksinin eleman1 olarak, ayni ya da benzer hedefleri -etkileyebilirler.Yapilan
caligmalar, ATHB7 ve ATHB12’nin yaprak, kok ve govdedeki kurakliga verdikleri cevap
profillerinin ayni oldugunu ortaya koymustur (Wang ve ark., 2003). Tuz stresi ile uyarilmis
bitkilerde ATHB7 mRNA ekspresyonunun sistemik bir sinyal olarak etki gosterdigi,
kuraklik stresine karsi su dengesini kontrol etmek igin, PSII (fotosistem II)’ nin yiiksek
fotokimyasal etkinligini baskiladigi, saptanmistir. Ayrica gélgeye maruz kalan bitkilerde
R/FR oranmin azalmasindan dolayr meydana gelen sakinim mekanizmalarinda govde

uzamasinin down regiilasyonunda rol oynadig1 bilinmektedir (Hjellstrom, 2002; lannacone,
ve ark., 2007).

1.8.1. Kurakhga toleransta ATHB7’nin rolii

ATHBT7 transkripsiyonlar: arttirilmis transgenik bitkiler ve ATHB7 fonksiyonlarim
kaybetmis mutant (athb7) bitkiler, koklerdeki ABA-aracili biiyiimeye cevabin
incelenmesinde etkilidir. ABA veya kuraklik stresine karsi, transkript seviyelerinin yani
sira, ATHB7 promotor aktivitelerinin de yaprak, kok ve govdede agikca up-regiile oldugu
tespit edilmistir. Bu bitkilerde, fenotipik olarak dallanmanin arttigi, kok govde yaprak
biiylimelerinin ise ABA’ya cevaben azaldig1 ortaya konmustur (Hjellstrom,2002).

Yapilan ¢aligmalarda, (Merlot ve ark., 2001) bitkilerin vejetatif faz1 siiresince ifade
edilen ATHB7 proteininin kuraklik stresine verdigi cevabimn, ABA bagimli protein
fosfatazlar wvasitasiyla (ABI1 ve ABI2 serin-treonin protein fosfatazlar proton
konsantrasyonu ile kontrol edilir ve H,0O, ile geri doniisiimlii olarak inaktive edilirler
(Meinhard ve Grill,, 2001)) gerceklestigi ve ABA muamelesinin  ATHB7 mRNA
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akiimiilasyonunu arttirdig1 saptanmistir (Wang ve ark., 2003). ATHB7’nin de dahil oldugu
Arabidopsis’te tanimlanmis HDZip gen ailesi iyeleri Tablo 2’de verilmistir.

Fakat ATHB7 nin govde biiylimesini inhibe edici fonksiyonu ABA’dan veya suyun
kullanilabilirliginden bagimsizken, kok biliyilimesi lizerine etkisi ABA’ya bagimlhidir
(Hjellstrom ve ark., 2003; Olsson ve ark., 2004). Ayrica, ATHB7’nin karanliktan mavi
1518a ani geciste siddetli sekilde up-regiile edildigi saptanmis ve bu mekanizmanin etiyol
tohumlarin gelisimi igin, solunum ve fotosentezi arttirarak daha fazla su kullanimim

saglayip su stresi olusumuna sebebiyet vermesiyle meydana geldigi rapor edilmistir (Jiao

ve ark., 2003).
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Tablo 2. Arabidopsis’te tanimlanmis HDZip genleri

HDZipSimifi ~ Gen adi Gen kodu Referans

| ATHB1/HAT5 At3g01470  (Aoyama ve ark., 1995; Ruberti ve ark., 1991; Sessa ve
ark., 1993; Sessa ve ark., 1997)

| ATHB3/HAT7 At5g15150  (Mattsson ve ark., 1992)

| ATHB5 At5g64310  (Johannesson ve ark., 2001; Johannesson ve ark., 2003;
Soderman ve ark., 1994)

| ATHB6 At2922430  (Himmelbach ve ark., 2002; Soderman ve ark., 1999;
Soderman ve ark., 1994)

| ATHB7 At2946680  (Hjellstrom ve ark., 2003; Soderman ve ark., 1996;
Soderman ve ark., 1994)

| ATHB12 At3g61890  (Lee and Chun, 1998; Lee ve ark., 2001)

| ATHB13 At1g69780  (Hanson ve ark., 2001; Hanson ve ark., 2002)

| ATHB16 At4g40060  (Hjellstrom ve ark., 2003)

| ATHB20 At3g01220  (Hanson, 2000)

| ATHB21 At2g18550  (Soderman ve ark., 1999)

| ATHB22 At2g36610  (Soderman ve ark., 1999)

| ATHB23 Atl1g26960  (Hanson, 2000)

| ATHB40 At4g36740  (Hjellstrom ve ark., 2003)

| ATHB51 At5g03790  (Soderman ve ark., 1999)

| ATHB52 At5g53980  (Soderman ve ark., 1999)

| ATHB53 At5g66700  (Soderman ve ark., 1999)

| ATHB54 At1g27050  (Soderman ve ark., 1999)

1 ATHB2/HAT4 At4916780  (Carabelli ve ark., 1993; Ohgishi ve ark., 2001; Ruberti ve
ark., 1991; Schena ve ark., 1993; Sessa ve ark., 1993;
Sessa ve ark., 1997; Steindler ve ark., 1999)

1 ATHB4 At2944910  (Carabelli ve ark., 1993)

1 ATHB17 At2g01430  (Ruberti ve ark., 1991)

1 HAT1 At4g17460  (Schena and Davis, 1994)

1 HAT2 At5g47370  (Schena and Davis, 1994)

1 HAT3 At3g60390  (Schena and Davis, 1994)

1 HAT9 At2g22800  (Schena and Davis, 1994)

1 HAT14 At5g06710  (Schena and Davis, 1994)

1 HAT?22 At4g37790  (Schena and Davis, 1994)

1l ATHBS8 At4g32880  (Baima ve ark., 2001; Baima ve ark., 1995; Sessa ve ark.,
1998)

1 ATHB9/PHB  At1g30490 (Emery ve ark., 2003; Sessa ve ark., 1998)

1] ATHB14/PHV  At2934710  (Emery ve ark., 2003; Sessa ve ark., 1998)

1 ATHB15 At1g52150  (Ohashi-Ito and Fukuda, 2003)

1l REV/ILF1 At5g60690  (Emery ve ark., 2003; Otsuga ve ark., 2001; Ratcliffe ve
ark., 2000; Talbert ve ark., 1995; Zhong and Ye, 1999)

v ATHB10/GL2 At1g79840  (DiCristina ve ark., 1996; Ohashi-Ito ve ark., 2003; van
Hengel ve ark., 2004)

v ANL2/AHDP  At4g00730  (Kubo ve ark., 1999)

v PDF2 At4g04890  (Abe ve ark., 2003)

v ATML1 At4g21750  (Abe ve ark., 2003)

v FWA At4925530  (Soppe ve ark., 2000)

v At1g05230  (Schrick ve ark., 2004)

v At1g17920  (Schrick ve ark., 2004)

v At1g34650  (Schrick ve ark., 2004)

v At1g73360  (Schrick ve ark., 2004)

v At2g32370  (Schrick ve ark., 2004)

v At3g03260  (Schrick ve ark., 2004)

v At3g61150  (Schrick ve ark., 2004)

v At4g17710  (Schrick ve ark., 2004)

v At5g17320  (Schrick ve ark., 2004)

v At5g46880  (Schrick ve ark., 2004)
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Bunun yani sira ATHB7 aktarilmis transgenik bitkilerin Kuraklik stresini pozitif

yonde kontrol ettiklerini gésteren bazi karakterler Tablo 3’te verilmistir (Hjelstrom, 2002).

Tablo 3. ATHB7’nin kuraklik stresini pozitif yonde kontrol ettigini gosteren karakterler

Ozellik Yabani tipe gore 35S::ATHB?7 bitkilerinde
Stomatal iletkenlik Azalis (ciddi derecede)
Koklerin ABA hassasiyeti Azalis
Cigeklenme Gecikme
Dallanma Artis
Renk Sabit
Yapraklardaki klorofil floresans Artig (fotosistem II’ nin daha az zarar gordiigiinii
emilimi g_gésterir)

Tim bu veriler dikkate alindiginda ATHB7’nin diger HDZip proteinleri ile birlikte
hareket ederek, kuraklik durumunda bitkideki biiyiimeyi regiile (kontrol) eden bir

transkripsiyon faktorii oldugu sdylenebilir.
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2. YAPILAN CALISMALAR

2.1.Materyaller

2.1.1. Kullamlan bitki tohumlari

DNA ve RNA izolasyon calismalarinda Agrobacterium tumefaciens aracili gen
aktarim yontemi kullanilarak Solanum lycopersicum cv. UC82 bitkisine aktarilmis olan,
ATHB?7 gen bolgesini i¢erdigi diisiiniilen 4 adet jenerasyona (TO, T1, T2 ve T6) ve 4 farkli
transformasyon grubuna (1-3., 5-8., 7-6., 20.) ait domates tohumlari, kontrol bitkileri igin
ise ayn1 genotipte fakat bu geni icermeyen UC82 MA (Metapontum AGROBIOS) kodlu

tohumlar kullanilmstir.

2.1.2.DNA ve RNA izolasyonunda kullanilan bitki biiyiitme kosullar:

DNA izolasyonu igin; 22 °C sicaklik, %7 nem ve 25 adet 400w hafif sar1 1g1k altinda
3 hafta siiresince inkiibe edilmis yabani tip kontrol bitkileri (UC82) ve transgenik aday1
bitkiler olmak tizere toplam 220 adet domates bitkisinin yapraklarindan alinan 6rnekler
kullanildi (Sekil 8A).

Ardindan trans geni tasidigi tespit edilen 3 haftalik 48 adet bitki bulunduklar kiigiik
saksilardan alinip, Fertilizer-NPK 20.20.20, Valagra, ITALY (% 5,5 nitrik azot , % 3,9
amonyak azotu, %10,6 tire azotu, suda ¢6ziinebilirligi %20 olan potasyum oksit (K,O) ve
fosforik anhidrit (P,0s), % 0,01 boron (B), % 0,05 bakir (Cu), % 0,01 ¢inko (Zn) ve diisiik
klor (CI)) ihtiva eden daha biiyiik saksilara aktarildi ve RNA izolasyonu ayni kosullarda
inkiibe edilmis, fakat bu makro ve mikro elementlerin eklendigi taze toprakta 2 hafta daha

biiyiitiilen, toplam 5 haftalik bitkilerin yapraklari kullanilarak yapildi (Sekil 8B).

2.1.3.Kimyasallar ve diger malzemeler
Molekiiler biyoloji ¢alismalar1 i¢in kullanilan tiim kimyasal ve malzemeler
Invitrogen, Ambion, Sigma, Bio-Rad, Amersham, E-Gel, Eppendorf, CellStar ve Euro

Clone ticari firmalarindan temin edilmistir.
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Sekil 8. A ve B; DNA ve RNA izolasyonunda kullanilan transformantlar
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2.2.Metotlar

2.2.1.Olas1 transgenik domates bitkilerinin PZR ile analizi

TO, T1, T2, T6 jenerasyonlarna ve 4 farkli transformasyon grubuna (1-3., 5-8., 7-6.
ve 20.) ait (Ek Tablo 6) transgenik aday1 tiyeler ve kontrol bitkileri transfer edilen genin
entegrasyonu ve ekspresyon profilini ortaya koymak adina, sirasi ile gerceklestirilen DNA
ve RNA izolasyonu, PZR, cDNA sentezi, quantitative Real Time PZR (gRT-PZR)

metodlar kullanilarak analiz edildi.

2.2.2.Bitkilerin homojenizasyonu
Bitkilerin tamami etiketlendikten sonra her birinden alinan kiigiik birer yaprak
ornegi, steril ependorf tiiplere aktarildi ve tiipler sivi azota birakildi. Ardindan 6rnekler

elektrikli homojenizator yardimiyla homojenize edildi ve DNA izolasyonunda kullanilmak

tizere -80°C’de saklandi.

2.2.3.Genomik DNA izolasyonu

DNA izolasyonunda, modifiye edilen Plant DNA Miniprep (Lassner ve ark., 1989)
metodu kullanildi. Bu ydntemle, transgenik aday1 bitkilerin farkli jenerasyonlarindan ve
kontrol bitkilerinin yapraklarindan, yabanci DNA kontaminasyonu ve DNAz etkileri
onlenerek toplam 220 adet bitkinin genomik DNA’s1 izole edildi.

300 mg taze doku, steril santrifiij tiiplere alindi ve tizerine 1000 pl ekstraksiyon
tamponuna (Ek Tablo 1) eklendi. Ornekler 1-2 dk vortekslendikten sonra, 13000 rpm
4°C’de 5 dk santrifiij edildi ve siipernatant uzaklastirildi. Pellet 600 pl ekstraksiyon
tamponu ve niiklei lysis tamponu (Ek Tablo 2) ile resiispanse edildi. Sonrasinda 120 ul %
5’lik sarkozil eklendi ve alt iist edildi. Tiipler 65°C ‘de 30 dk inkiibe edildikten sonra,
orneklere 600 pl kloroform eklendi, tiipler 2-3 kez alt st edildi ve 5 dk santriflij yapildi.
Santrifiij sonrasi siipernatant alinarak yeni steril ependorflara aktarildi. Stipernatanta 600 pl
izopropanol eklendi ve tiipler yavasga alt iist edildikten sonra 5 dk santrifiij yapildi.
Siipernatant uzaklastirildi ve pellet, 100 pl % 75’lik etil alkol (ETOH) ile 3 dk yikandu.
Vakumlu vortekste (SpeedVac SC100) 3 dk siiresince alkolden uzaklastirilan DNA, 2 pl
RNAse (100 ug/ml) eklenmis 100 ul TE tamponu (Ek Tablo 4) ile ¢oziildii ve kullanima
hazir halde 4°C’de saklanda.
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2.2.4.DNA konsantrasyonunun spektrofotometrik tespiti

Izole edilen 220 adet DNA’nin saflik ve konsantrasyonu NanoDrop ND1000
Spektrofotometre cihazi ile 260 ve 280 nm (OD2/OD2gp) dalga boylarindaki optik
yogunluk 6lgiilerek belirlendi.

2.2.5.ATHB7 geninin PZR ile amplifikasyonu

Izole edilen genomik DNA’lar, konsantrasyon dl¢iim sonuglar1 da dikkate almarak,
her bir 6rnekten 100 ng/ 5ul kullanilmak tizere ATHB7 geninin 425 bg¢’lik kisminin varlig
bakimindan analiz edildi.

Amplifikasyon icin, NCBI (National Center for Biotechnology Information-
Bethesda, USA) veri havuzundan elde edilen ATHB7 gen bolgesine 6zgii dizayn edilmis
primer cifti kullanild1 (Tablo 4). PZR toplam 50 pl hacimde 96 universal peQStar PZR
cihaz ile gergeklestirildi.

Tablo 4. ATHB7 gen bolgesinin ¢cogaltilmasinda kullanilan spesifik primerler
ATHB7 Forward 5’-GACCGGAGATGGAGATGAAA -3 Tm= 60,4°C
ATHBY7 Reverse 5’-TCTCGCTGAGAAACGAGTCA -3  Tm= 60,4°C

Tiim PZR ve qRT-PZR ¢aligmalari, olas1 bir kontaminasyonu 6nlemek ya da tespit
etmek adina herhangi bir T-DNA ya da cDNA kalib1 (trans gen) icermeyen negatif
kontroller kullanilarak yapildi. Amplifikasyon i¢in optimize edilmis reaksiyon kosullart ve

PZR sartlar1 Tablo 5 ve 7°de verildi.

2.2.6. Agaroz jel elektroforezi

E-Gel® 96 %1°lik Agarose (GP) (Invitrogen) jele 20 ul PZR iiriinlerinden ve 10 pl
Low Range Quantitative DNA Markor (E-Gel®, Invitrogen) yiiklenerek ve E-Gel® 96
Mother Base™ 50/60Hz 500mA cihazinda 75 volt altinda 8 dk siiresince yiiriitiildi. DNA
molekiillerinin varligi, BIO-RAD UV Transilluminator 2000 cihazi ile ultraviyole altinda

gbzlendi ve fotograflandi.
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Tablo 5. Taqg DNA polimeraz i¢in optimize edilmis reaksiyon kosullari

(10X) Buffer Sul
(10 mM) dNTP 1ul
(20 uM) Primer Forward Tl
(20 uM) Primer Reverse Tl
Steril H,0O 20,3pul
(5U/ul) Taq DNA Polimeraz (Invitrogen) 0,2ul
(50 mM) MgCl, 1,5ul
(100 pg) Kalip DNA 20ul
TOPLAM HACIM S50ul

2.2.7. Transformantlarin hedef geni icerdiginin dogrulanmasi

Hedef geni icerdigi tespit edilen 90 6rnekten, gen aktariminin yapildigi 6. jenerasyon
liyesi 45 bitki, transgenik bitkide kesinlikle bulunmasi beklenen ve bitkiye kanamisin
direnci veren NPT Il (neomisin fosfotransferaz) plazmidinin varligi bakimindan, diger
jenerasyonlara ait kalan 45 bitki ise ATHB7 geninin varligi bakimindan kontrol amagh
tekrar incelendi. Dogrulama i¢in, PZR komponentlerinin miktar1 ve kosullari
degistirilmeden (Tablo 5 ve 7), 6. jenerasyon iiyesi bitkiler i¢in Tablo 6’da verilen NPT II
gen bolgesine 6zgii (yaklasik 795 bg) primer ¢ifti kullanilirken, diger 45 bitki igin ise, yine
ATHBY gen bolgesini kodlayan spesifik primerler kullanildi.

Tablo 6. NPT I1 gen kasetini kodlayan spesifik primerler

NPT Il_Forward 5’-ATGACTGGGCACAACAGACA -3 Tm=57,3°C
NPT I1_Reverse 5’-AATATCACGGGTAGCCAACG -3° Tm=57,3°C

Tablo 7. ATHB7 ve NPT-Il amplifikasyonu i¢in PZR sartlar

[k denatiirasyon 5dk 95 °C
Denatiirasyon 30sn. 95 °C
Primerlerin baglanmasi 45sn. 58°C (35X)
Uzama 1dk 72°C

Son uzama 5 dk 72°C

25



2.3. ATHBY7 geninin ekspresyon analizleri
PZR amplifikasyonu ile trans geni tasidigi tespit edilen farkli jenerasyonlara ait
domates bitkileri ATHB7 geninin ekspresyonu bakimindan qRT-PZR analizi ile

dogrulandi.

2.3.1. Transgenik bitkilerden total RNA izolasyonu

48 transgenik bitkinin RNA’s1, bu bitkilerin yapraklar1 kullanilarak, Prescott ve
Martin (1987) metoduna gore izole edildi. RNA ekstraksiyon prosediiriinde kullanilan tim
materyaller (tip, ependorf, soliisyonlar ve distile su), DEPC (dietil pirokarbonat) ile
muamele edilip otoklavlandiktan sonra kullanildi.

100 mg yaprak oOrnekleri 2ml’lik steril ependorflara alimip 5-10 dk sivi azotta
donduruldu. Ornekler bir homojenizatdr yardimiyla 15-30 sn homojenize edilip toz haline
getirildi. Her bir 6rnege 500 ul RNA ekstraksiyon tamponu (Ek Tablo 3) eklenerek birkag
saniye vortekslendi. Orneklere esit hacimde fenol/kloroform (1:1) eklendi ve ara sira alt iist
edilerek 5 dk buzda bekletildi. Daha sonra 5 dk 4°C’de ve 13000 rpm’de santrifiij edildi ve
berrak faz (iist faz) yeni bir steril ependorfa aktarildi. Ardindan fenol/kloroform (1:1)
ekstraksiyonu tekrarlanarak 10 dk 4°C’de ve 13000 rpm’de santrifiij edildi. Ust faz yeni bir
steril ependorfa alinip, iizerine esit hacimde kloroform/ izoamilalkol (24:1) eklendi ve ara
sira alt st edilerek 5 dk buzda bekletildi. 10 dk 4°C’de ve 13000 rpm’de santrifiij yapildi,
berrak faz yeni bir ependorfa transfer edildi ve {izerine son konsantrasyon 2 M olacak
sekilde steril LiCl soliisyonu (8 M) eklenerek gece boyunca -20°C’de bekletildi. -20°C’den
alman oOrnekler, 10 dk 4°C’de 10000 rpm’de santrifiij edildi ve silipernatantlar
uzaklastirildi. Pellet 100 ul % 70°lik ETOH ile 2 dk 4°C’de yikandi.Vakumlu vortekste 3
dk kurutulan pellet 100 pul TE (10:1) ile ¢o6ziildii ve sonraki kullanimlar i¢in -80°C’de

saklandi.

2.3.2.RNA Kalitesinin tespiti

RNA molekiillerinin varligi, E-Gel ® 48 %1°lik Agarose (GP) (Invitrogen) jele, 1:10
oraninda seyreltilmis RNA 6rneklerinden ve 10 pul Low Range Quantitative DNA Markor
(E-Gel®, Invitrogen) yiiklenerek ve E-Gel ® 96 Mother Base ™ cihazi ile tespit edildi.
Ardindan jel, UV altinda gozlendi ve fotograflandi.
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2.3.3. RNA orneklerinden DNA’nin uzaklastirilmasi

CDNA sentezi Oncesi elde edilen 48 adet RNA’dan DNA’y1 elimine etmek igin,
Ambion™ TuRBO DNA-free™ Kit (DNase | Buffer, rDNAse I, Turbo DNase, DNA
Inactivation Reagent) kullanildi. Reaksiyon 50 pl son hacimde gergeklestirildi. Reaksiyon

kosullar1 ve programi Tablo 8 ve 9’da belirtildigi gibidir.

Tablo 8. DNA ’nin uzaklastirilma iglemi

DNase | tamoponu (10X) 5ul
rDNAse | Il
RNase Out (Invitrogen) 1ul
RNA 30ul
Steril H,O 13ul
TOPLAM HACIM 50ul

37°C’de 30 dk inkiibasyon sonucu orneklere 1’er pl daha rDNAse I enzimi eklendi
ve 30 dk daha inkiibasyona birakildi. Daha sonra, tiiplere 0,2 birim (volume) (toplam
hacim/20 pl=2,55 ul) DNA Inactivation Reagent eklenip ara sira alt iist edilerek 2 dk oda
sicakliginda bekletildi. Ardindan 2000 g’de 5 dk santrifiij yapildi ve her bir 6rnekten 50°ser
ul stipernatant alimarak CELLSTAR ® steril DNAz ve RNAZz uzaklastirilmis 96°lik
platelerde -80°C’de saklandi.

Tablo 9. DNA’nin uzaklastirilmast i¢in gerekli reaksiyon sartlari

Tk sicaklik 110°C
Inkiibasyon 37°C de 30 dk
Saklama 8°C

2.3.4. RNA’min genomik kontaminasyon acisindan taranmasi

-80 °C’deki DNA’s1 uzaklastirilmis RNA orneklerinden 1’er pl ve 18S rRNA gen
bolgesine 6zgii primerler kullanilarak (Tablo 10) 6rneklerdeki genomik DNA’nin elimine
edilip edilmedigi PZR ile tespit edildi.

Taq DNA polimeraz i¢in optimize edilmis reaksiyon kosullar1 ve PZR sartlar1, Tablo
5 ve 7°de belirtildigi gibidir.
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Tablo 10. 18S rRNA gen bolgesini kodlayan spesifik primerler
18S rRNA Reverse  5’-TAGCAGGCTGAGGTCTCGTT -3° Tm=62,4°C
18S rRNA Forward 5’-GCATTTGCCAAGGATGTTTT -3> Tm=56,3°C

2.3.5. Agaroz jel elektroforezi

Reaksiyon sonuglart % 1°lik agaroz jel konsantrasyonunda yapilan elektroforezin
ardindan, UV altinda incelendi ve fotograflandi. Bu islem igin, 2 gr EppendorfAgaroz D-1
LOW EEC, 200 ml TAE (1X) tamponu (Ek Tablo 5) igerisinde, mikrodalgada 1sitilmak
suretiyle ¢oziildii. Hazirlanan soliisyon oda sicakliginda bir siire bekletildikten sonra 6 pl
EtBr (10 mg/ml) eklendi ve oda sicakliginda katilasmaya birakildi. Elektroforez tanki,
(1X) TAE Buffer ile dolduruldu ve kuyucuklara (yiikleme tamponu) son konsantrasyon 1X
olacak sekilde hesaplanarak yiiklenen 10X’lik boya ile 20’ser pul PZR iiriinii 75 volt voltaj
altinda Bio-Rad POWER PAC 300 elektroforez cihazinda, 45 dk siiresince yiirtitiildii.

2.3.6. cDNA Sentezi

48 DNA uzaklastirilmis RNA kalibindan tek iplik¢ik cDNA sentezi i¢in, BIO-RAD
iScript™ c¢DNA Synthesis Kit (iScript reaction mix, iScript reverse transkriptaz, Nuclease-
free water) kullanildi. Kullanilacak olan RNA miktari jel elektroforez sonuglari dikkate
alinarak belirlendi. Sentez, 20 ul toplam hacimde BIO-RAD iCycler™ Optical Module
Real Time Detection System kullanilarak gerceklestirildi. Reaksiyon kosullar1 Tablo 11 ve
12’de belirtildigi gibidir.

Tablo 11. Tek iplikgik cDNA sentezi igin reaksiyon kosullar

(5x) iScriptreaction mix 4ul
iScript Reverse Transkriptaz Tul
Steril H,0O oul
Kalip RNA >1pg Oul
TOPLAM HACIM 20ul
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Tablo 12. Tek iplikgik cDNA sentezi i¢in PZR sartlari

[k inkiibasyon 5 dk 25°C
Ikinci inkiibasyon 30 dk 42°C
Son inkiibasyon 5 dk 85°C
Saklama 4°C

2.3.7. quantitative Real Time PZR

Toplam 48 cDNA kalibinin gosterdigi ATHB7 gen ekspresyon profilini belirlemek
icin, CFX96™ Real Time System C1000 termal cycler cihazi ile, BIO-RAD i1Q™ SYBR
Green Kit (iQSupermix) ve Lel8S rRNA ve qRT ATHB7 primerlerine spesifik problar
kullanilarak (Tablo 13), 96’11 platelerde qRT-PZR yapildi. 153 numarali 6rnek, gosterdigi
egri (melt curve) verileri dikkate alinarak ST 1 (1:0) - ST 0,1 (1:10) - ST 0,01 (1:100) ve
ST 0,001 (1:1000) seklinde seyreltilip, standart olarak se¢ildi. Hedef gene referans olmasi
ve transkripsiyon seviyelerinin kiyaslanabilmesi agisindan ise 18S rRNA housekeeping
gen transkripti, internal/endojen kontrol olarak kullanildi. Ayrica olas1 bir kontaminasyonu
tespit etmek ya da engellemek icin, hi¢cbir cDNA kalib1 igermeyen negatif kontroller
kullanildi ve ¢alismadaki her bir 6rnegin tiger adet teknik tekrari1 uygulandi. Her bir 6rnek
icin esik (threshold cycle) degerleri, standart sapma parametreleri dikkate alinarak sistem
tarafindan otomatik olarak hesaplandi. Reaksiyonun spesifikligi, sistem tarafindan indirilen
standart method ile amplifikasyon iriinlerinin egim analizleri yapilarak degerlendirildi.

gRT-PZR reaksiyon kosul ve sartlar1 Tablo 14, 15 ve 16°da verilmistir.

Tablo 13. qRT-PZR i¢in ATHB?7 ve 18S spesifik primer ve problar

fsim Sekans

ATHB7 Forward 5’AACTACGACAACTTGGCTTCTCA 3’ Tm=58,9
ATHB7 Reverse  5S’TGATTCATGATGTGTGCTGCTTAG 3’ Tm=59,3
ATHBY probu 5’FamACCGCTTGATCTCCACTACACTGCCTTTam3’

18S Forward 5’GAAACGGCTACCACATCCAAG 3 Tm=65,4°C
18S Reverse 5’CCCCGTGTTAGGATTGGGT 3° Tm=65,7°C
18S probu 5’Fam AAGGCAGCAGGCGCGCAAATam 3’
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Tablo 14. ATHBY probu ile gRT-PZR kosullari

cDNA Kalib1 2ul

(1X) iQSupermix 10ul

(20 uM)gRT ATHB7 Forward 0,3ul

(20 uM)QRT ATHB7 Reverse 0,3ul

(10 uM)(TagMan ATHB7 Prob (Sigma) 0,3ul

Steril H,O 7,1ul

TOPLAM HACIM 20pl

Tablo 15. Le18S probu ile gRT-PZR kosullari

cDNA Kalib1 2ul

(1X)iQ Supermix 10ul

(10 uM)Le18S rRNA Forward 0,6ul

(10 uM) Lel8S rRNAReverse 0,6ul

(10 uM)TagMan Lel18S prob (Sigma) 0,3ul

Steril H,0O 6,5ul

TOPLAM HACIM 20ul

Tablo 16. qRT-PZR sartlari

1.Déngii (1x) S0°C 2 dk

2.Dongii (1x) 95°C 2 dk

3.Dongii (45x%) 95°C 15 s,
1. Adim 60°C 30 sn.
2. Adim

4.Dongti (1x) 15°C saklama
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3. BULGULAR

3.1.0las1 Transgenik Domates Bitkilerinin Tespiti

4 farkli transformasyon grubuna ve 4 farkli jenerasyona (pirojeniye) ait 220
transformant, aktarilan genin entegrasyonunu ve transkript seviyelerindeki farkliliklari
ortaya koymak admna bir dizi analize tabi tutuldu. Bu analizlerde kullanilan kontrol
bitkilerinin (UC82) ve olas1 transgenik bitkilerin sera kosullarindaki gelisimi Sekil 9’da

verilmistir.

i’.A - - |

BN -
Sekil 9. Transgenik bitkilerin sera kosullarindaki gelisimi A; Trans geni tasimayan kontrol
bitkisi B; Hedef geni tasiyan transgenik bitki

3.1.1. ATHB?7 spesifik primerler ile PZR analizi

Izole edilen genomik DNA kullanilarak, transgenik adayr TO, T1, T2 ve T6
pirojenilerine ait bitkilerdeki ATHB7 geninin varligi, spesifik primerler ile test edildi. Bu
analiz ve diger tiim amplifikasyon analizlerinde, pozitif kontrol olarak; genin klonlandig:
plazmid DNA (628), negatif kontrol olarak, UC82 genotipli yabani tip bitki DNA’si,
markér olarak ise 10 pl Low Range Quantitative DNA Markor (E-Gel® Invitrogen )
kullanildi (Sekil 10). Tiim bitkilerin PZR amplifikasyon sonug¢larinin ayrintist EK Tablo

7’de verilmistir.
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Sekil 10. A, B ve C ATHB7 gen spesifik primerler kullanilarak olast TO, T1,
T2 ve T6 domates pirojenilerinin PZR ile amplifikasyonu. Sinyal
iceren amplifikasyon {irlinleri, ATHB7 trans geninin (425 bg’lik
kisminin) varhigint simgelemektedir. Ayn1 sinyal kontrol bitkilerinde
gozlenmemistir. B: Kor, M: Markér, (UC): negatif kontol UC82, (+):
pozitif kontrol (628).

3.1.2.  Transgenik bitkilerin ATHB7 ve NPT Il gen bdlgelerini icerdiginin
dogrulanmasi
Ik degerlendirme sonucu pozitif tespit edilen transformantlar, kontrol amagl tekrar
ATHB?7 spesifik primerler ile ¢ogaltilirken, 6nceki c¢alismalarda allel stabilizasyonunun
yakalandig1, kesinlikle kanamisin direncine sahip olmasi beklenen T6 pirojenileri ise,
transgenik bitkiye kanamisin direnci veren NPT Il gen kasetine spesifik primerler ile
cogaltildi. T6 pirojenilerine ait sadece 4 Ornegin hedef gen bakimindan pozitif oldugu
tespit edildi. Amplifikasyon sonrasi1 gézlenmesi beklenen ATHB7 (425 bg) ve NPT 11 (795

bg) fragmentleri Sekil 12’de verilmistir. PZR amplifikasyon sonuglarinin ayrintis1 EK
Tablo 8’de verilmistir.

33



s & 7 8 9 w n a2 M

1SA 184 IS4 TI5B (49 IHB deA” [0 T3A 29 I M
'* Lo D e

-11'%@9.}3‘5 o o »9'1@4’
‘o W Wy Em'm!é.m w2 B "E' 3

| * -\ nn,jpﬂ nmnmn_&spt’ bW ® - I.

ﬂ - . ﬁ . '67'6!. 'E'I':

- e -

%3‘ ﬁfj_'

Sekil 11. Transgenik bitkilerin hedef geni i¢erdiginin PZR ile dogrulanmasi
(B: Kor, M: Markor, (UC): negatif kontol UC82, (+): pozitif
kontrol (628) A, B, C ve D satirlart ATHB7 primerleri ile, E, F, G
ve H satirlar1 ise NPT II primerleri ile ¢ogaltilmis fragmentleri
simgelemektedir. Goriintiidde, 20 ul PZR iriinii, markor olarak ise
10 pl Low Range Quantitative DNA Markér (E-Gel® Invitrogen)
kullanilmustir.

3.2. ATHB7 Geninin Ekspresyon Analiz Sonuglari

3.2.1. RNA Kkalitesinin kontrolii

cDNA sentezi Oncesi, izole edilen RNA’nin Kalitesi, agaroz jel elektroforezinde
gozlendi (Sekil 12).

3.2.2.RNA’nin genomik kontaminasyon agisindan PZR ile taranmasi

CDNA sentezinde kullanilacak olan DNA uzaklastirilmis RNA 6rnekleri 18S rRNA
spesifik primerler ile genomik kontaminasyon olup olmadigi agisindan degerlendirildi
(Sekil 13).
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Sekil 12. RNA jel elektroforez sonuglart Jel goriintiisiinde, 1:10 oraninda
seyreltilmis RNA ornekleri ve 10 ul Low Range Quantitative DNA
Markéor kullanilmigtir. (Ayirt edilen 3 bant 28S, 18S ve 5S ribozomal

RNA bantlarini isaret etmektedir).
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Sekil 13. A ve B 18S rRNA amplifikasyonu ile DNA kontaminasyonunun
belirlenmesi Sonug¢ olarak; 11, 31, 76, 127 ve 149 numarali
orneklerde bir miktar DNA’nin varligi tespit edildi. M; 1,5 pl
SharpMass™ 1-DNA Markor.

3.2.3. quantitative Real Time PZR Analizi

gRT-PZR analizi, yapraklardaki transkript akiimiilasyonunu belirlemek adina,
TagMan teknolojisi kullanilarak her bir 6rnek igin 20 pl toplam hacimde gergeklestirildi.
ATHBT7 ye referans gen olarak 18S rRNA housekeeping gen kullanildi. Hedef gen igin
relative ekspresyon (karsilastirmali ifade) seviyeleri esik (C;) ve standart sapma degerleri
baz alinarak sistem tarafindan (CFX96™ Real Time System C1000 termal cycler)
otomatik olarak hesaplandi. Reaksiyonun tamamlanmasinin ardindan, amplifikasyon
spesifikligi ve PZR etkinlik degerleri 18S i¢in E=% 100, ATHB7 i¢in E=% 91 olarak yine
sistem tarafindan belirlendi. Amplifikasyon sonrasi, liger tekrardan olusan her farkli RNA
ornegine ait spesifik transkriptler, grafikte her biri ayr1 bir pikle ifade edilen degerler ile
dogrulandi. 10 transgenik hatta yiiksek seviyede ekspresyon belirlendi: 76, 59, 19, 204,
167, 164, 165A, 149, 145B ve 120 Orta seviyeli ekspresyon; hat 14, 12, 6, 185, 184, 170,
163A, 163B, 165B, 154A, 154B ve 122’de gozlendi. 130, 145A,148, 153, 199, 11, 15A,
23, (29-34), 36A, 36B, 46, 53, 69,72, 73A, 75, 115A, 115B, 116 ve 117 hatlarinda ise;
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diisiik seviyeli ya da hi¢ tanimlanamayan ekspresyon oldugu gozlendi. Trans genin 1
kopyasii tasiyan (EK Tablo 6) 59, 204, 120, 149, 165A, 164, 167 , 76 ve 19 numarali
orneklerin ekspresyonunun, yine bir kopya tasiyan 73A, 69, 115A, 115B ve 117 numaral
orneklere kiyasla, 6nemli 6l¢iide yiiksek oldugu, ayrica hedef genin 2 kopyasini tasiyan
(Ek Tablo 6) bazi transformantlarin ise (30, 31, 32, 34, 36A, 36B) ¢ok zayif ekspresyon
seviyelerine sahip olduklari tespit edildi. T6 jenerasyonuna ait transgenik olduklar: tespit
edilen 4 bitkiden yalnizca bir tanesinin (59 numarali 6rnek) ATHB7 ekspresyonunun
beklenilen diizeyde oldugu, kalan 3 Ornekten ikisinin (184 ve 185) orta seviyeli,

sonuncusunun ise (199) diisiik seviyeli ekpresyon gosterdigi saptandi (Sekil 14).
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4. TARTISMA

Su ana kadar literatiirde bitkilerde kuraklik stresine cevap veren birgok gen
tamimlanmustir (Abe ve ark., 1997 ve 2003; Diab ve ark., 2004; Suprunova ve ark., 2007).
Bu genlerin 6nemli metabolik proteinleri sentezleyerek hiicreleri su eksikliginden
korumalarinin yani sira, sinyal iletim mekanizmalarin1 da diizenledikleri bilinmektedir.
Hiicrelerde bu sekilde gerceklesen cevaplar, sinyal iletim yollarinda yer alan genleri,
Ozellikle transkripsiyon faktorlerini, strese dayanikli tiriinler gelistirmede 6nemli adaylar
yapmaktadir.

Transkripsiyon faktorleri, bitkilerde stres durumundan 6ncelikli olarak etkilenen ve
cevaplar1 hizli bir sekilde etkisini gosteren, dnemli hiicre i¢i regiilatér proteinlerdir. Bir
HDZip transkripsiyon faktorii olarak bilinen ATHB7, ekspresyonu endojen ve ekzojen
ABA konsantrasyonu ve su eksikligi ile artig gosteren (10° M ‘dan daha az ABA
konsantrasyonlarindaki belirlenebilir cevabi 30 dakika igindedir) ve kuraklik ile
indiiklenen genlerin transkripsiyonel kontroliinde direkt olarak aktif olan bir regiilatordiir
(Soderman ve ark., 1996).

Mutant ve yaban tip Arabidopsis thaliana bitkileri {izerinde yapilan fizyolojik ve
molekiiler analizler, HB7’ nin biiylimenin negatif regiilatorii oldugunu ve genin aktarildigi
transgenik bitkilerin agir stres altinda dahi, rejenerasyon yeteneklerinin kaybolmadigin
(turgorun devam ettigini), boylelikle de kurakliga daha toleranshi hale geldiklerini
gostermistir (Chen ve ark., 1983; Lalk ve Dorffling, 1985; Gilmour ve Tomashow, 1991;
Nordin ve ark., 1991; Lang ve ark., 1994; Hjellstrom ve ark., 2003).

Sinyal iletiminin transkripsiyonel kontroliinii anlamak i¢in c¢esitli g¢aligmalar
yapilmasina ragmen, su ana kadar elde edilen bilgiler sinirh diizeydedir (Selguk, 2004). Bu
amacla ¢alismamizda, kurakliga toleransli domates bitkileri yetistirmenin ilk adimi1 olarak,
Arabidopsis thaliana’dan izole edilen HB7’ nin, gen aktarimi yapilmig farkli
jenerasyonlara ait domates transformantlarindaki entegrasyonu ve ekspresyon profili ortaya
konmustur. Literatiirde, domates bitkisinde HB7 geninin ortologu tespit edilememis olup,
bu genin jenerasyonlara gore farklilik gosteren ekspresyonu, domates kiiltivarlarinda ilk
kez karakterize edilmistir. Ayrica; literatiirde transkripsiyon faktorlerinin bitkilere aktarimi
ile ilgili bircok calisma yapilmis olmasina ragmen Arabidopsis disinda HB7 ‘nin
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aktarildigi bir organizma bulunmamaktadir. Bu bakis agistyla degerlendirildiginde,
caligmada elde edilen deneysel verilerin Arabidopsis thaliana orijinli bir genin, genetik
miithendisligi yapilmis domates bitkilerinin ekspresyon profilini ortaya koyan ilk 6rnek
oldugunu s6ylemek miimkiindiir (Ek Sekil 1 ve 2).

Calismada, transformasyonun basarisin1 ve aktarilan genin muhtemel transgenik
bitkilerdeki varligimi test etmek icin tim farkli jenerasyonlar (T0,T1,T2,T6) belirli
molekiiler analizlere tabi tutuldu. PZR analiz sonuglari ile 48 bagimsiz transgenik hatta
HB7 genine ait ¢ogaltilmis fragmentin varlig1 ortaya konuldu. Bu tip bir fragment hedef
geni almayan yabani tip bitkilerde gozlenemedi ve bu bitkiler transgenik olmayan bitkiler
(non-transformant) olarak kategorize edilerek, ¢alismanin ikinci asamasina dahil edilmedi.
Calismanin ikinci basamaginda, qRT-PZR analizi kullanilarak HB7 transkriptlerinin
bagimsiz transgenik hatlardaki ¢ok yiiksek ve ¢ok diisiik seviyeler arasinda degiskenlik
gosteren ekspresyon diizeyleri belirlendi. Ekspresyon diizeylerinde elde edilen bu
varyasyonun 3 onemli teori ile ilgili oldugu diisiiniilmektedir:

1-Pozisyon etkisi

2-Aktarilan genin kopya sayisi

3-Transgenin aktarilan bitkinin kromozomlarindaki allelik durumu

Aktarllan genin bitki genomundaki yerlesim noktasina bagli olarak anlatim
diizeyindeki degisiklikler “pozisyon etkisi” olarak adlandirilir. Bitki genomuna aktarilan
yeni DNA parcasinin ekspresyonunun, dolayli olarak konak DNA’da entegrasyonun
yakinindaki bdolgenin yapisal ve fonksiyonel 0Ozelliklerinden etkilenecegini Ongoriir.
Transkripsel olarak aktif olan bir bolgeye yerlesen yeni DNA pargcasinin gen anlatim
diizeyinin, aynt DNA’nin gende farkli bir bodlgeye yerlesmesi sonucunda degistigi
goriilmiistiir (Peach, 1991).Dolayisiyla 0Okaryotik organizmalarda genin aktarildig:
bolgenin kromatin yapisi (0kromatin veya heterokromatin olma durumu) gen anlatim
diizeyini etkiler.denilebilir.

Genin kopya sayisi, ekspresyonu ile dogru orantili olarak etkilenir (Hobbs ve ark.,
1993). Daha onceki asamalarda yapilan Southern Blot analizleri, ¢alismadaki
transformasyon gruplarindan (5-8) ve (7-6) kodlu grup ekzogen DNA’nin 2’ser kopyasini
tasirken, (1-3) ve 20. gruba ait bitkilerin 1’er kopya tasidigini ortaya koymustur. Bu bilgiye
ragmen bazi (7-6) ve (5-8) grubuna ait bitkilerde tespit edilen diisik HB7 ekspresyon

seviyeleri, hiicrelerdeki RNA miktarina bagli olan ‘silencing’ mekanizmas: ile
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aciklanabilir.  Bitkilerde “genin  susturulmasi” olarak adlandirilan  “silencing”
mekanizmasinin histon deasetilasyonu, DNA metilasyonu veya hiicredeki siRNA ya da
miRNA miktar1 ile kontrol edildigi ve bu mekanizmalar aktif iken gen ekspresyonunun
baskilandig1 rapor edilmistir. Mekanizma {izerinde etkili olan bir diger nokta; dizayn edilen
vektoriin hedef gene olan benzerliginin yiliksek olmasidir. Bu yiiksek benzerlik, hedef gen
ile dimer olusturarak genin transkripsiyon seviyesinin diismesine sebep olur (Eamens ve
ark, 2008). Transgenik bitkilerin olusturuldugu transformasyon esnasinda meydana gelen
¢oklu kopyalarda Kkarsilagilabilen yiiksek benzerlik, “silencing” mekanizmasin
tetikleyebilir. Genden gene farklilik arz eden bu mekanizma, hedef genin konak genomda
kopya sayist fazla oldugu halde ekzogen DNA’nin ekspresyonunun baskilanmasina sebep
olmus olabilir.Bundan dolay1 gen aktarim g¢aligmalarinda genellikle aktarilan genin tek
kopyasini tagiyan 6rnekler {izerinde yogunlasilmistir

Trans genin aktarilan bitki kromozomlarinda homozigot veya heterozigot olarak
bulunma durumunun da gen ekspresyonunu etkileyecegi bilinmektedir (Masclaux ve ark.,
2005). Aktarilan gen, TO jenerasyonunda homolog kromozomlardan yalnizca birine
entegre olabilir. Bu bitkiler ‘hemizigot’ olarak isimlendirilir. TO bitkilerinden gelen T1
jenerasyonuna ait bitkiler ise “heterozigot” olarak adlandirilir. Bu heterozigot bitkiden
tirevlenen diger jenerasyonlarda homozigot, heterozigot veya geni hi¢ almamis bitkiler
(1:2:1) olusabilir. Hemizigot bitkideki gen ekspresyon diizeyinin, aktarilan geni homozigot
durumda bulunduran bir bitkiye nazaran daha az ekspreslenecegi beklenir.Fakat bahsedilen
‘silencing’ mekanizmasindan dolay1 hedef geni homozigot durumda tasiyan bitkilerin dahi,
HB7 ekspresyon seviyeleri, heterozigot bitkilere gore yiiksek olmayabilir. Transformasyon
caligmalarinda, allel stabilizasyonunun yakalandigi T6 jenerasyonuna ait bitkilerde

gbzlemlenmis olan diisiik ifade seviyeleri, bu teori ile aciklanabilir.
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5. SONUC ve ONERILER

Solanaceae ailesine iiye olan domates, ekonomik ag¢idan diinyadaki en Onemli
ticlincii ticari tirtindiir ve meyve olgunlasmasinda, hastaliklara cevapta, genetikte ve tiim
genomun belirlenmesine yonelik dizi analizi ¢aligmalarinda uzun yillar model bitki olarak
kullanilmistir (Mueller ve ark., 2005). Gegtigimiz yillarda domates bitkilerinde abiyotik
strese kars1i cevap mekanizmalar1 hakkinda onemli bilgiler ortaya konmus olmasina
ragmen, bu bilgiler bitki molekiiler biyolojisinde model organizma kabul edilen
Arabidopsis ile karsilastirildiginda hala oldukga yetersizdir (Tsai-Hung Hsieh ve ark.,
2010).

Suyun almimmimin smirlandigr alanlarda, kurakliga direngli bitkiler gelistirmek
alternatif bir yoldur (Cushman ve Bohnert 2000; Hu ve ark., 2010). Stres kosullar1 altinda,
gen ekspresyon profillerinin karakterizasyonunu ortaya koymak ise, dayanikli bitki
yetistirme ¢aligmalarinda onemli bir aragtir (Shinozaki ve Yamaguchi-Shinozaki 2007).
Domateste, ilgili genlerin ekpresyon profilinin ifadesi ¢aligsmalari ise, strese cevap veren
genlerin transkripsiyonel kontroliinii anlamada ve stres toleransini gelistirmede
kullanilabilecek genleri belirlemede, yol gosterici olacaktir. Bunun yani sira;
transkripsiyon diizeyinde stresle ilgili gen regiilasyonu hakkinda gittikge artan oranda elde
edilen bilgiler, strese toleransli bitki miihendisligi i¢in hedef gen sec¢iminde, oldukc¢a
kolaylik saglayacaktir (Shinozaki ve Yamaguchi-Shinozaki 2000; Chinnusamyet ve ark.,
2004).

Bilinen bu veriler goz oniinde bulundurularak bu g¢alismada amag; ATHB7 geni
kullanilarak c¢esitli ticari bitki tiirlerine stres tolerans: kazandirilabilecegi ve bu yolla iiriin
kalitesinin arttirilabilecegi diisiincesinin Oniinii agmaktir. Bu amag i¢in, kuraklik stresine
karst dayanikliligi Arabidopsis’te yapilan arastirmalarca kanitlanan (S6derman, 1996) ve
Agrobacterium aracili gen aktarim yontemleri kullanilarak domates bitkilerine aktarilmis
olan ATHB7 geni asir1 ifade edilerek transgenik bitkilerdeki anlatim (ekspresyon) profili
ortaya konmustur.

Bu arastirma sonuglarima gore elde edilmis olan veriler, ATHB7 geninin domates
genomuna entegrasyonunu ve genomda uygun sekilde ekspres edildigini kanitlamaktadir.
Bu calismada; yiiksek ekspresyon gosteren fakat genomik kontaminasyon tespit edildigi
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(76 ve 149 numarali ornekler) ve yliksek standart hataya sahip (120 numarali 6rnek)
bitkiler elenmis; ve trans genin tek kopyasini tasiyan ve giiclii ekspresyon profili
sergiledigi diistiniilen 6transgenik hat (hatlar 164, 165A, 167, 204 19 ve 59) daha sonraki
fizyolojik analizlerde kullanilmak {izere secilmistir.

Ekspresyon seviyesi yiiksek bulunan jenerasyonlara ait segilen bu bitkilerin Northern
Blot analizi uygulandiktan sonra, kuraklik stresi altindaki rejenerasyon kabiliyet testlerinin
yapilmamis olmasi ¢alismanin eksik ayagini olusturmaktadir. Bu amagla ileride yapilmasi
planlanan g¢alismalar, kurak ortam kosullarinda ATHB7 geninin yardimi ile yasayabilme
yetisi kazanan transgenik domates kiiltivarlarinin  fizyolojik ve biyokimyasal

performanslarinin yabani tip bitkilerle kiyaslanmasi1 yoniindeki aragtirmalar1 kapsayacaktir.
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EKLER

Ek Tablo 1. DNA izolasyon soliisyonlari-1

DNA EKSTRAKSIYON TAMPONU

Sorbitol 0,35M
Tris 0,1M
EDTA 2Na 0,005M
*pH 7,5

** Kullanilmadan hemen 6nce 0,02M Sodyum bisiilfit eklenir.

Ek Tablo 2. DNA izolasyon soliisyonlari-2

NUCLEI LYSIS TAMPONU

Tris (pH 7,5) 02M
EDTA 0,056 M
NaCl 2M
CTAB % 2 wiv

Ek Tablo 3. RNA izolasyon soliisyonlari-1

RNA EKSTRAKSIYON TAMPONU

Tris (pH 8) 50 mM
LiCl 150 mM
EDTA (pH 8) 5mM
SDS %5
DEPC’li H,O

*pH 9,0

Ek Tablo 4. RNA izolasyon soliisyonlari-2

TE (10:1)

Tris/HCI pH 8,0 10 mM
EDTA pH 8,0 1 mM

Ek Tablo 5. Elektroforez soliisyonu

50X TAE Tamponu (1000 ml)

Tris baz 242 g
EDTA 1869

*pH 8,0 (Glasial asetik asit ile ayarlanir.)
**(Qda sicakliginda saklanir.
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Ek Tablo 6. Jenerasyonlar ve kopya sayilari

Ornekler Trans. grubu  Kopya sayis1  Jenerasyon Ornek No
MA 624#ATHB7 1-3 1 T1 1
MA 624#ATHB7 1-3 1 T1 2
MA 624#ATHB7 1-3 1 T1 3
MA 624#ATHB7 1-3 1 T1 4
MA 624#ATHB7 1-3 1 T1 5
MA 624#ATHB7 1-3 1 T1 6
MA 624#ATHB7 1-3 1 T1 7
MA 624#ATHB7 1-3 1 T1 8
MA 624#ATHB7 1-3 1 T1 9
MA 624#ATHB7 1-3 1 T1 10
MA 624#ATHB7 1-3 1 T1 11
MA 624#ATHB7 1-3 1 T1 12
MA 624#ATHB7 1-3 1 T1 13
MA 624#ATHB7 1-3 1 T1 14
MA 624#ATHB7 1-3 1 T1 15A
MA 624#ATHB7 1-3 1 T1 15B
MA 624#ATHB7 1-3 1 T1 16
MA 624#ATHB7 1-3 1 T1 17
MA 624#ATHB7 1-3 1 T1 18
MA 624#ATHB7 1-3 1 T1 19
MA 624#ATHB7 1-3 1 T1 20
MA 624#ATHB7 5-8 2 T1 21
MA 624#ATHB7 5-8 2 T1 22
MA 624#ATHB7 5-8 2 T1 23
MA 624#ATHB7 5-8 2 T1 24
MA 624#ATHB7 5-8 2 T1 25
MA 624#ATHB7 5-8 2 T1 26
MA 624#ATHB7 5-8 2 T1 27
MA 624#ATHB7 5-8 2 T1 28
MA 624#ATHB7 5-8 2 T1 29
MA 624#ATHB7 5-8 2 T1 30
MA 624#ATHB7 5-8 2 T1 31
MA 624#ATHB7 5-8 2 T1 32
MA 624#ATHB7 5-8 2 T1 33
MA 624#ATHB7 5-8 2 T1 34
MA 624#ATHB7 5-8 2 T1 35
MA 624#ATHB7 5-8 2 T1 36A
MA 624#ATHB7 5-8 2 T1 36B
MA 624#ATHB7 5-8 2 T1 37
MA 624#ATHB7 5-8 2 T1 38
MA 624#ATHB7 5-8 2 T1 39
MA 624#ATHB7 7-6 2 T1 40
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Ek Tablo 6’nin devami

MA 624#ATHB7 7-6 2 T1 41
MA 624#ATHB7 7-6 2 T1 42
MA 624#ATHB7 7-6 2 T1 43
MA 624#ATHB7 7-6 2 T1 44
MA 624#ATHB7 7-6 2 T1 45
MA 624#ATHB7 7-6 2 T1 46
MA 624#ATHB7 7-6 2 T1 47
MA 624#ATHB7 7-6 2 T1 48
MA 624#ATHB7 7-6 2 T1 49
MA 624#ATHB7 7-6 2 T1 50
MA 624#ATHB7 7-6 2 T1 o1
MA 624#ATHB7 7-6 2 T1 52
MA 624#ATHB7 7-6 2 T1 53
MA 624#ATHB7 7-6 2 T1 54
MA 624#ATHB7 7-6 2 T1 55
MA 624#ATHB7 7-6 2 T1 56
ATHB7 #4 20 1 T6 57
ATHB7 #4 20 1 T6 58
ATHB7 #4 20 1 T6 59
ATHB7 #4 20 1 T6 60
ATHB7 #4 20 1 T6 61
ATHB7 #3 20 1 T6 62
ATHB7 #3 20 1 T6 63
ATHB7 #3 20 1 T6 64
ATHB7 #3 20 1 T6 65
ATHB7 #3 20 1 T6 66
ATHB7 #3 20 1 T6 67
ATHBTY - 20 20 1 TO 68A
ATHBY - 20 20 1 T0 68B
ATHBTY - 20 20 1 TO 69
ATHBY - 20 20 1 T0 70
ATHBTY - 20 20 1 TO 71
ATHBY7 - 20 20 1 T0 72
ATHBY - 20 20 1 TO 73A
ATHBY7 - 20 20 1 T0 73B
ATHBY - 20 20 1 TO T4A
ATHBY7 - 20 20 1 T0 74B
ATHBT7 - 20 20 1 TO 75
ATHBY7 - 20 20 1 T0 76
ATHBT7 - 20 20 1 TO 77
ATHBY7 - 20 20 1 T0 78
ATHBT7 - 20 20 1 TO 79
ATHBY7 - 20 20 1 T0 80
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Ek Tablo 6’nin devami

ATHBY - 20

ATHBY - 20

ATHBY - 20

ATHBY - 20

ATHBY - 20

ATHBY - 20

ATHB7 -1 MA-SL-1714
ATHB7 -1 MA-SL-1714
ATHB7 -1 MA-SL-1714
ATHB7 -1 MA-SL-1714
ATHB7 -1 MA-SL-1714
ATHB7 -1 MA-SL-1714
ATHB7 -1 MA-SL-1714
ATHB7 -1 MA-SL-1714
ATHB7 -1 MA-SL-1714
ATHB7 -1 MA-SL-1714
ATHB7 -1 MA-SL-1714
ATHB7 -1 MA-SL-1714
ATHB7 -1 MA-SL-1714
ATHB7 -1 MA-SL-1714
ATHB7 -1 MA-SL-1714
ATHB7 -1 MA-SL-1714
ATHB7 -1 MA-SL-1714
ATHB7 -1 MA-SL-1714
ATHB7 -1 MA-SL-1714
ATHB7 -1 MA-SL-1714
ATHB7 -1 MA-SL-1714
ATHB7 -1 MA-SL-1714
ATHB7 -1 MA-SL-1714
ATHB7 TF-STRES 5
ATHB7 TF-STRES 5
ATHB7 TF-STRES 5
ATHB7 TF-STRES 5
ATHB7 TF-STRES 5
ATHB7 TF-STRES 5
ATHB7 TF-STRES 5
ATHB7 TF-STRES 5
ATHB7 TF-STRES 5
ATHB7 TF-STRES 5
ATHB7 TF-STRES 5
ATHB7 TF-STRES 5
ATHB7 TF-STRES 5
ATHB7 TF-STRES 5

20
20
20
20
20
20
20
20
20
20
20
20
20
20
20
20
20
20
20
20
20
20
20
20
20
20
20
20
20
20
20
20
20
20
20
20
20
20
20
20
20
20
20

PR RPRPRRPRPRPRPRPRPRRPRPRPRPRPRPREPRPRPREPRPRPRPRPRREPRPRPREPRPRPRREPRPRPREPRPRPRREPRPRERRERERESR

T0
T0
T0
T0
T0
T0
T0
T0
T0
T0
T0
TO
T0
TO
T0
TO
T0
TO
T0
TO
T0
TO
T0
TO
T0
TO
T0
TO
T0
TO
T0
TO
T0
TO
T0
TO
T0
TO
T0
TO
T0
TO
T0

81
82
83
84
85
86
87
88
89
90
91
92
93A
93B
94
95
96
97
98
99
100
101
102
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104
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106A
106B
107
108
109
110
111
112
113
114
115A
115B
116
117
118
119
120
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Ek Tablo 6’nin devami

ATHB7 TF-STRES 5
ATHB7 TF-STRES 5
ATHB7 TF-STRES 5

ATHBT TF 7
ATHBT TF 7
ATHBT TF 7
ATHBT TF 7
ATHBT TF 7
ATHBT TF 7
ATHBT TF 7
ATHBT TF 7
ATHBT TF 7
ATHBT TF 7
ATHBT7 TF 7
ATHBT TF 7
ATHBT7 TF 7
ATHBT TF 7
ATHBT7 TF 7
ATHBT TF 7
ATHBT7 TF 7
ATHBT TF 7
ATHBT7 TF 7
ATHBT TF 7
ATHBT7 TF 7
ATHBT - 20 #12-9
ATHBT - 20 #12-9
ATHBT - 20 #12-9
ATHBT - 20 #12-9
ATHBT - 20 #12-9
ATHBT - 20 #12-9
ATHBT - 20 #12-9
ATHBT - 20 #12-9
ATHBT - 20 #12-9
ATHBT - 20 #12-9
ATHBT - 20 #12-9
ATHBT - 20 #12-9
ATHBT - 20 #12-9
ATHBT - 20 #12-9
ATHBT - 20 #12-9
ATHBT - 20 #12-9
ATHBT - 20 #12-9
ATHBT - 20 #12-9
ATHBT - 20 #12-9

20
20
20
20
20
20
20
20
20
20
20
20
20
20
20
20
20
20
20
20
20
20
20
20
20
20
20
20
20
20
20
20
20
20
20
20
20
20
20
20
20
20
20

PR RPRPRRPRPRPRPRPRPRRPRPRPRPRPRPRRPRPRPRPRPRPRPRPRPRRPRPRPRPRRPRPRPREPRPRPRREPREPRPRRERERRERLPR

T0
T0
T0
T0
T0
T0
T0
T0
T0
T0
T0
T0
T0
TO
T0
TO
T0
TO
T0
TO
T0
TO
T0
TO
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2

121
122
123
124
125
126
127
128
129
130
131
132
133
134
135
136
137
138
139
140
141
142
143
144
145A
145B
146
147
148
149
150
151
152
153
154A
154B
155
156
157
158
159
160
161
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Ek Tablo 6’nin devami

ATHBY - 20 #12-9 20 1 T2 162
ATHBT7 - 20 #12-9 20 1 T2 163A
ATHBY - 20 #12-9 20 1 T2 163B
ATHBT7 - 20 #12-9 20 1 T2 164
ATHBY - 20 #12-23 20 1 T2 165A
ATHBY - 20 #12-23 20 1 T2 165B
ATHBY - 20 #12-23 20 1 T2 166
ATHBY - 20 #12-23 20 1 T2 167
ATHBY - 20 #12-23 20 1 T2 168
ATHBY - 20 #12-23 20 1 T2 169
ATHBY - 20 #12-23 20 1 T2 170
ATHBY - 20 #12-23 20 1 T2 171
ATHBY - 20 #12-23 20 1 T2 172
ATHBY - 20 #12-23 20 1 T2 173
ATHBY - 20 #12-23 20 1 T2 174
ATHBY - 20 #12-23 20 1 T2 175
ATHBY - 20 #12-23 20 1 T2 176
ATHBY - 20 #12-23 20 1 T2 177
ATHBY - 20 #12-23 20 1 T2 178
ATHBY - 20 #12-23 20 1 T2 179
ATHBY - 20 #12-23 20 1 T2 180
ATHBY - 20 #12-23 20 1 T2 181
ATHB7 20#12-169 20 1 T6 182
ATHB7 20#12-169 20 1 T6 183
ATHB7 20#12-169 20 1 T6 184
ATHB7 20#12-169 20 1 T6 185
ATHB7 20#12-169 20 1 T6 186
THB7 20#12-169 20 1 T6 187
ATHB7 20#12-169 20 1 T6 188A
ATHB7 20#12-169 20 1 T6 188B
ATHB7 20#12-169 20 1 T6 189
ATHB7 20#12-169 20 1 T6 190A
ATHB7 20#12-169 20 1 T6 190B
ATHB7 20#12-169 20 1 T6 191
ATHB7 20#12-169 20 1 T6 192
ATHB7 20#12-169 20 1 T6 193
ATHB7 20#12-169 20 1 T6 194
ATHB7 20#12-169 20 1 T6 195
THB7 20#12-169 20 1 T6 196
ATHB7 20#12-169 20 1 T6 197
ATHB7 20#12-169 20 1 T6 198
ATHB7 20#12-169 20 1 T6 199
ATHB7 20#12-169 20 1 T6 200
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Ek Tablo 6’nin devami

MA 624#ATHB7 20-12
MA 624#ATHB7 20-12
MA 624#ATHB7 20-12
MA 624#ATHB7 20-12
MA 624#ATHB7 20-12
MA 624#ATHB7 20-12
MA 624#ATHB7 20-12
MA 624#ATHB7 20-12
MA 624#ATHB7 20-12
MA 624#ATHB7 20-12
MA 624#ATHB7 20-12
MA 624#ATHB7 20-12
MA 624#ATHB7 20-12
MA 624#ATHB7 20-12
MA 624#ATHB7 20-12
MA 624#ATHB7 20-12
MA 624#ATHB7 20-12
MA 624#ATHB7 20-12
MA 624#ATHB7 20-12
MA 624#ATHB7 20-12

20
20
20
20
20
20
20
20
20
20
20
20
20
20
20
20
20
20
20
20

PR RPRPRRPRPRRPRPRPRPRPRPRPREPRPRERREREPR

T1
T1
T1
T1

T1
T1

T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1

201
202
203
204
205
206
207
208
209
210
211
212
213
214
215
216
217
218
219
220
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RO WSS A[2q YereTo Jyizod wepunueq maf [gHIY .

H £81-LHHLV STC-[HHLY | 691-[9HLV €8-[HHLY | de91-/9HLV FO-LHHLV | H

2 Vil LHHLV Veo [HHLV 06-[HHLV FrI-LHHLY SeLHHLV IF1-LHHLV | D

£ LT-LHHLV 0C-LHLV | de6-LdHLV | »VE9T-[HLV «E5[HHLV | -VE9T-[gHIV | 4

1 081-L9HLV L (HHLV (S [HHLV LBT-LHHIV SULHHLY | +VSFI-HHLVY |

a 103 GE-(HHLY | +HSFI-/HHIV | 901-/HHIV 6ST-(HLY 6t HHLV 00T-LHHIV | @

2 879 | LLT-LHIV S6-LHHLY | 6IC-[9HLV St-LHLV 6L1-LHLY I+-L9HLV | D

q TI820 | «0F(dHIV OTC-(9HLIV | GII-[dHLV 05 [HHLV OLT-(HHIV SF-(HHLV | |

¥ | OFI-[dHIV 06-LHHLY | «HSOT-(HHIV | +(91-[HHLV CF[HHLV SFLHHLV 081-[HHLV | ¥

L 9 < ¥ £ = I £

H A0M | SOT-[HHLIV | «C(HHLV | «F9T-(gHLV | +f0-(gHLV FS-LdHLY 95-[HHLY | 9CI-[9HLV Le-[dHLV 6 dHLV [-/gHLV 9¢T-/HHIV | H
) 879 | It [HHIV | BLILHHLV | CIC/HHIV | 69 (HHIV | te1-[HHLV C6-LHHIV | Sel-[dHLV eF]-LHHLV (P HHLY | [F1-(HHLV 09-/dHIV | D
£l I-1820 | 0CT-(HHIV [ B0CLHHLV | SI1-/9HLV SLLHHLY | »F00-LHHIV P LHHLY | 601-[9HLV 8OT-LHHLV 8S-/HHLY | 6t1-/(9HIV Q0T (HHIV | 4
ki £E-[HHLV L6 [EHLY | €11-[9HLV SI-/dHLV CCLHHLY | 05-(9HIV | 00C-[FHLY | 6C1-[9HLV 66-[HHLY | g/ ~(dHLV 1-LdHIV FO-LHHLV | T

a +FELHHLV | <CI-(HHLV | S0T-[9HLV | +£S1-(dHLV 88-LHHLV C(9-[9HLV | +(C1-[9HLV CO-fHHLY | 9001-(9HIV | CTI-(HHLY | 1£1-[9HLV SE-/HHLV | d
2 [6-LdHIV 08-LHHLY | €/1-[9HLV 1-HIV | [TOHHLV | 0IT-L9HLV 9/-[HLV +9-[GHLV gEL-[9HLV L-LGHLV 8-/HIV | dSI-/gHIV | D
g CLI-LHIV | I81-[9HIV | 0¢-/HLV | TFI-/(HLV | +/1-/(9HLV LB-[HHLV PO LHHLY | SLT-LGHLV 09-LHLV LS (HHLV F-(IHLV FET-(HHLY | d

il O [HHIV | I8T-/HHIV | 0/1-/HHIV | +f6/HHIV 0F(9HIV | TL1-/HHIV 1-[HHIY | OT1-/9HIV HO¢-/HHIV | FIC/AHHIV | TTE-/9HIV 01-/9HIV | ¥
I IT 1] [ 8 L 9 < L £ < I 4

H 10 | «61-LHHLV +11-LHHLV | STC-[9HLV | 161-/(dHLV Se1-LHHLV G0C-LHHLY | «VFST-LHHLV | I0T-(HIV L9-[HHLV | {91-[dHIV 051(HHIV | H
) 870 | +581-LHHIV £9-/HHLV | T0T-(HHLV | 091-/dHLV OeT-LHHLY | «6F[-[GHLV SHLEHLY | FIT-LGHLV 98-/HHLV | €01-[HHLV | G061-/HHLV | D
i £1800 L1-LHHLV | V88[-[HHLV | 0CC-/(HHIV | #{1/9HLV 01 LHHLY | «HSII-LHHLV | «F81-[HHLV | B8S[-/HIV | 681-(dHLV SLHHLV [O1-/9HLV | 4
Kl +FI-(HHLY LE-HHIV COT-AHHIV | [OT-/HHLV | T0T-(HHLY LOT-(HHLV LOT-LHLV CET-/HHIV | S61-/dHLV | 961-/9HLY 0L-LHHIV SST-/HHIV | d
a [T-LHHLIV | 8% [-(dHIV 00 (HHLV 86-/HHLY | STI-/(EHLV | VOe-/gHIV | VOOI-/HHLV | VSII-/gHLV | V80-/dHIV £-/IHLV 6L-[HHLY | VO06I-/gHLV |
2 F8-LHHLY | «(11-[gHILV 00 (HHLV | TTI-/HHLV | d89-/HHLV | +HrS1-LHIV 68-LHHLY | +VEI-[dHLV 19-fdHIV | CTIT-/(9HIV | ¢TI (HHIV | 881 /(dHLV | D
q LeT-LHHIV SO-LHHLV | «VELLHHLV | F61-/(dHIV CLHHLV 9ST-LHHILV C61-LHHLV OTT-L9HLV STLHHLY | [ST-/9HIV | 861 [dHIV 18-/9HLV | 4
¥ | «661-[9HLV | (TI-[gHIV oT-LHLV {8-LHHLY | SO0I-(9HLV FOT-LHHLV 1ST-/9HLV S LHHLV | 9F1-[GHLV | TST-/9HIV | 101-/dHIV S8-LHHLY | ¥
[ II 1] § 6 8 L 9 g L £ (4 I I

1repdnuos noAseygidwe Yz 4 wendes afr eprawid ygisads ,gHIV L 0]qel N
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BPAIUQ WU FErE[o Jurzod UEpUIIITNEG (a8 [T LAN 34 [GHIY «

H 109 | #9S-[HHLV | £81-/HHLV BS-(HHLV | V8BI-[HHLV 19 (HHLV A0M | #VSOT-VHHLY | +TL-(HHLV | P00 [(HHLIV | «61-(HHLV | +VIE-(HHIV H
2 800 | «E1-/HHIV | [B1-/HHIV | +/(S/HHIV F61-[HHLV +[9-[HHLV 820 #+E5VHHIV | 08 /HHIV | +65[HHIV | +S81-/HHLV | +HFC1-(HHLV 2
Ll 879 £ (HHLV | 981-/HHLV 09-[HLV 161-[HHLV 681 [HHLV 879 | +VEOILHHIV | 0LT-[HHLV | +ICT-(HHIV | «8F[-[HHIV | «6F1-(HHLV El
2l 06-L9HLV | TCT-L9HLV | TEI-L9HLV | +F0-[(HHIV £61-LHHLY 061-L9HLY | «(TI-[HHIV | +VSFI-HHLY | FOT-L9HLV 9L-[HHLV | +L1T-LHHLV | «95T11-(9HLV d
@ | IV /HHIV | SST-/GHLV | 65 [FHLV | «661-/HIV L6T-LHHLV 861-LHHLY B (HHLY +FELHHLY | «£ST-LHHLV 9 [HHLY | «IT-[HHLV | «VFST-/gHLV a
9, SI-(HHLV +SIHHLV | 09 [HHIV | S8T-/HHIV C61-/HHLV | 4061 (HHIV | +H5F1-[HLV +JEVHHLY | «TE(HHLV | 9TT-/HHLIV | «60[HHLV | 81 (HHILV 2
4q 1L-(dHIV | «0€1-(HHLV | 00C-[9HIV SO-[HLV | FBI-/GHLV | WO06I-L9HLV | HS9T-/GHLV | +0TI-(HHLV | +£C-[GHLV | +F1-[9HLV | +We/[-[HHLV | VCI-(gHLV q
Y | TrI-(HHLV | «£10-(9HLV | 09-[9HIV £9-[HHIV SOT-LHHLV | d881-[9HLIV | /91-[HHIV +C1LHHLY | #69-[HHLV | +661-[HHLY | +0e1-[HLV +SLCHHLY ¥
il II 1] 6 8 ¥ £ 4 I

L 9 g
repdnuos uoAseyygiduwe Yz 4 uepd

A opt opewnd yyisads T TN °A LGHLV '8 0[qel Yd
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Sac |

ATHB7Z |

EcoRI

RB
LB
____ Sphl

PRG2ATHB7

14500 bp

Pstl

Ek Sekil 1. Ana iskeleti Bin 19°dan turevienmis olan pBI121 isimli plazmit modifiye
edilerek olusturulmus pRG2 ekspresyon vektorii.

RB L8
26b
b 307 bg |\ 795 be \ 253 b 835bg N 1812 b 253 b
| NOS-prnl/: NPT 11 (Kan") - C

= - z
= ! 1 5 2
2 T £ E ; .
o 7] = - - _ Z

T & 7 E g &

= 1751 % = =

T “ g @

m
Bin 19 pBI121

Ek Sekil 2 Transformasyon ¢aligmalarinda kullanilan ikili vektoriin (Bin 19 dan turevlenmis olan

pBI121) sirkiiler formu (BI121 14758 bg¢ uzunlugunda ve GenBank erisim numarasi
AFA485783).
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