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ONSOZ

“AtNHX1 ve SOS-1 genlerinin es zamanli ifadesi ile Arabidopsis thaliana’da tuz stresi
toleransinin  arttirilmas1” amaciyla gergeklestirilen bu calisma, Karadeniz Teknik
Universitesi Botanik Anabilim Dali’nda Doktora Tezi olarak hazirlanmustir.
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KADIOGLU basta olmak iizere K.T.U bitki fizyolojisi grubuna tesekkiir ederim. Dog Dr.
Neslihan Saruhan GULER, Dog Dr. Bahadir Ozgiir GULER ve Yrd. Dog Dr. Tuba ACET’e
ayrica tesekkiirlerimi sunarim. Texas Tech Universitesi Bitki Biyolojisi grubu Gyeleri Li
SUN, Philip JARRETT, Neelam MISHRA, Dr.Saranya GANAPATHY, Xunlu ZHU,
Maheshika HERATH, Dr. Rongbin HU, Dr.Yinfeng ZHU, Weijia JIANG ve Dr. Xiaojie
YANG’a iki y1l boyunca olusturduklar aile havasi ve arkadagliklari i¢in tesekkiir ederim. Li
SUN’a deneysel tasarimlar ve problem ¢oziimiindeki yol gostericiliginden Otiirli ayrica
tesekkiir ederim. iyon (Na* ve K*) él¢iimlerinde yardimei olan Dr. Guoxin SHEN e tesekkiir
ederim.

Haftalik sunumlar esnasinda tezin gelistirilmesine katki saglayan elestirileri, pozitif
bakis a¢is1 ve maddi manevi destegi ile her zaman 6rnek alacagim Prof. Hong ZHANG’a
tesekkiirlerimi  sunarim. Kendisine, bir yil boyunca yardimci arastirmact olarak
laboratuvarinda ¢aligmami saglamasi dolayisiyla ayrica tesekkiir ederim. Doktora egitimim
stresince 2211 kapsaminda destek saglayan TUBITAK’a ve yurt dis1 arastirma olanagt

sundugu i¢in Yiiksek Ogretim Kurumu’na tesekkiirii bir borg bilirim.

Necla PEHLIVAN
Agustos 2015
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Doktora Tezi olarak sundugum “AtNHX1 ve SOS-1 Genlerinin Es Zamanl Ifadesi ile
Arabidopsis thaliana’da Tuz Stresi Toleransinin Arttirilmasi” baslikli bu ¢alismay1 bastan
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yaptigimi/yaptirdigimi, baska kaynaklardan aldigim bilgileri metinde ve kaynakc¢ada
eksiksiz olarak gdsterdigimi, ¢alisma siiresince bilimsel arastirma ve etik kurallara uygun

olarak davrandigimi ve aksinin ortaya ¢ikmasi durumunda her tiirlii yasal sonucu kabul

ettigimi beyan ederim. 28/08/2015
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Doktora Tezi
OZET

AtNHX1 VE SOS-1 GENLERININ ES ZAMANLI IFADESI ILE ARABIDOPSIS
THALIANA’DA TUZ STRESI TOLERANSININ ARTTIRILMASI

Necla Pehlivan

Karadeniz Teknik Universitesi
Fen Bilimleri Enstitusu
Biyoloji Anabilim Dali
Danigman: Prof. Dr. Asism KADIOGLU
2015, 110 Sayfa, 10 Sayfa Ek

Topraktaki tuz yogunlugu diinya genelinde tarimsal iiretimi kisitlayan temel
faktorlerden biridir. Iklimsel degisimler ve insan popllasyonundaki asir1 artis tuz stresi
problemini daha o©nemli hale getirmektedir. Bitkilerde tuza tolerans saglayacak
yaklasimlardan biri asir1 Na iyonlarmi hlcrenin vakuollerinde biriktirmek, bir digeri ise; bu
iyonlart sitoplazmadan alip plazma zar1 tizerinden apoplastik alana géndermektir. AINHX1
ve SOS-1 genleri ayr1 ayr ifade ettirildiginde bu yaklagimlarin 200 mM NaCl’ye kadar
tolerans saglayarak basariya ulastigi birgok bitkide gosterilmistir. Mevcut ¢alismada, her iki
gen, tek bir wvektor (zerinde organize edilip Agrobacterium tumefaciens aracili
transformasyon ile Arabidopsis thaliana’ya aktarilarak, ilk kez es zamanl ifade ettirildi.
Olusan transgenik bitkiler, 250 mM NaCl varliginda 3 hafta biiyiitiildiiklerinde, biyokiitle,
meyve (silikva), tohum verimi ve ¢imlenme oraninda artis saptandi. S6zkonusu bitkilerde
NaCl stresi 300 mM’a ¢ikarildiginda ise; kontrol bitkilerine oranla klorofil yikiminin daha
az oranda gergeklestigi gozlendi. Ayrica; 150 mM tuz stresinin, 28°C orta derecedeki
sicaklik stresi ile kombine edildigi durumda, bitkiler kok ve govde uzunlugu bakimindan
kontrol gruplarina gére daha iyi bir gelisim performansi sergiledi. Bu ¢alismada, tuz stresi
kosullarinda AtNHX1 ve SOS-1 genlerini ifade eden transgeniklerin, yabani tip bitkilere ve
tek gen transgeniklerine nazaran iyilesmis Ozellikler sergilemesi yiiksek ihtimalle bu
bitkilerde koklerden su ve K" aliniminin, fotosentetik performansin ve azot asimilasyon

oraninin artmig olmasi sebebiyledir.

Anahtar Kelimeler : Arabidopsis, Genetik miihendislik, Kombine stresler, Na*/H*
tastyicisi, Tuz stresi, Sicaklik stresi
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PhD. Thesis
SUMMARY

INCREASING SALT STRESS TOLERANCE IN ARABIDOPSIS THALIANA BY
AtNHX1 AND SOS-1 CO-OVEREXPRESSION

Necla Pehlivan

Karadeniz Technical University
The Graduate School of Natural and Applied Sciences
Biology Graduate Program
Supervisor: Prof. Dr. Asim KADIOGLU
2015, 110 Pages, 10 Pages Appendix

Soil salinity is one of the major factors that limits agricultural production worldwide
which is becoming more important with climate changes and population explotion. One
approach that provides salt tolerance to plants is, to accumulate excess Na* into the vacuoles
of plant cell, and another one is efflux Na* from cytoplasm to the apoplastic area through
plasma membrane. The success of these two approaches were demonstrated in several plants,
up to 200mM NacCl tolerance when AtNHX1 and SOS-1 genes were expressed seperately.
Herein, these two genes both were assembled in one binary vector, introduced into
Arabidopsis thaliana via Agrobacterium tumefaciens mediated transformation and co-
overexpressed simultaneously for the first time. Transgenic plants produced more biomass,
siliqgue number, yield and germination rate when grown in the presence of 250 mM NaCl for
3 weeks. Chlorophyll degredation was less than control plants when salt stress increased up
to 300 mM NaCl. Plants also were performing better than controls with longer roots and
height when 28°C mild heat combined with 150 mM salt stress. In this study, the increased
characteristics were likely due to better water extraction from roots, more K* uptake, better
photosynthetic performance and higher nitrogen assimilation rate observed in the AtNHX1
and SOS-1 expressing plants as compared to wild-type and single gene transgenics under

saline conditions.

Keywords : Arabidopsis, genetic engineering, combined stresses, Na*/H* antiporter, Salt
stress, Heat Stress
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1. GENEL BiLGILER
1.1. Giris

Yiizey alaninin yaklasik %70’1 okyanuslarla ¢evrili olan diinya, tuz stresi ile karsi
karsiya olan bir gezegendir. Okyanuslarin Na® konsantrasyonu 500 mM iken, K*
konsantrasyonu yalnizca 9 mM’dir (Flowers, 2004). Dogadaki evrimsel adaptasyon
siresince, okyanus bitkileri bu kosullardaki yasama kabiliyetlerini korumay stirdiiriirken,
karasal yasama adapte olanlar, bu yeteneklerini kaybederek glikofitik hale gelmislerdir. Ne
yazik ki, diinya populasyonunu besleyen tarimsal iiriinler agirlikli olarak glikofitlerdir ve
yiksek tuz konsantrasyonlarmma hassastirlar (Zhang ve Shi, 2013). Yiksek tuz
konsantrasyonlart hem tohum verimini, hem de tarimsal iiriinlerin yeni alanlara yayilhim ve
adaptasyonunu sekteye ugratir.

Yiksek sicaklik da bircok 6nemli tarimsal bitkinin verimliligini sinirlamaktadir
(McDonald ve Paulsen, 1997). Toprak yiizey sicakliklarinin 50°C’yi astig1 kurak ve yari
kurak bolgelerde, bitki popiilasyonlar1 énemli diizeyde azalmaktadir (Setimela vd., 2005).
Tuzluluk ise, dogrudan toksik etki gostererek bitkideki enerji statlisini degistirir. Tuzun
bitkiler tlizerindeki toksisitesi, hem osmotik stres kaynakli su eksikliginden, hem de asiri
sodyum iyonlarinin kritik biyokimyasal siireclere ortak etkisinden kaynaklanir (Apse vd.,
1999). Tuz stresi ve ekstrem sicakliklar, biiylime, gelisme ve tohum verimi bakimindan
kiresel dizeyde tehdit olustururlar. Bu iki stresin ortak etkisi, hicresel seviyede
dehidrasyona sebep olmalaridir (Tester ve Bacic, 2005).

Gilintimiizde kiiresel 1sinma kaynakli iklimsel degisimler, artan sicaklik degerleri, su
stoklarinin hizla azalmasi ve bu sebeplerle meydana gelen iiriin ve tarimsal alan kayiplari,
farkl1 stres ¢esitlerinin bitkiler iizerindeki olumsuz etkilerini oldukga diisiindiiriicii kilmakta
ve yakin gelecekte birgok iilkede aglik sikintisinin bas gosterecegine isaret etmektedir.

Tuz stresi pek ¢ok farkli mekanizma ile etkili olmasi ve kendisiyle birlikte bagka stres
tiplerine de sebep olusu bakimindan degerlendirildiginde, bitkilerde tuz stresine tolerans,
hem hticresel hem de bitkisel diizeyde kompleks bir olay olarak degerlendirilir. Bu sebeple,
tuz stresi altinda biiyliyebilme ve tohum olusturabilme kabiliyetine sahip yeni kiiltivarlar
yetistirmek, dolayisiyla tarimsal tiretimin siirdiiriilebilmesinin, stres toleransi ile iligkili tek
bir ozelligin calisilmasi/degistirilmesi ile basarilamayacagi bir gercektir, birden fazla

ozelligin bitkilere kazandirilmasini gerektirir. Bu durum, yakin geg¢misteki mevsimsel



anomalilerin etkisi, artan sicaklik degerleri ile beraber kisitli su miktar1 ve astronomik
rakamlara ulagsan diinya popiilasyonuna besin saglanmasi endisesi ile daha elzem hale
gelmistir (Cuartero vd., 2009).

Abiyotik stres toleransinin arttirilmasi amaciyla yapilan gen miihendisligi tabanl
calismalar birgok yolla gerceklestirilebilir: Bunlar; geleneksel polenleme (manual cross-
polination), iki adimli transformasyon (sequential transformation), farkli genleri tasiyan
farkli vektorlerle es zamanli transformasyon (co-transformation), veya bir ikili (binary)
vektor lizerinde ¢ok sayida gen organize edilerek olusturulan kasetler yardimiyla yapilan
transformasyondur (Rukavtsova vd., 2013). Yukarida siralanan sekilde gesitli yaklagimlar
olmasima karsin, stresle etkilenmis g¢evrelerde yasayabilen tolerant bitkiler yetistirilmesi
amaciyla yapilan genetik miithendislik ¢aligmalari, giinlimiizde problemi agsmadaki en etkili
ve ekonomik yaklagim olarak bilinmektedir. Ciinkii bu yaklasim, ilgili gen(ler)in bitkiye
aktarimi ile, elit bir genotipin geri kalan karakteristiklerini hi¢ etkilemeden, spesifik

niteliklerin kontrol edilebilmesine olanak saglamaktadir (Ashraf, 2010).

1.2. Tuz Stresi ve Iyon Toksisitesi

Diinyadaki tuzdan etkilenmis topraklarin biiyiik kismin1 Na2SO4 ve NaCl’nin sebep
oldugu tuzlu topraklar olusturmaktadir. Fakat NaCl en ¢ok ¢dziinen ve topraklarda en ¢ok
biriken tuzluluk faktoridir (Mohammad ve Szabolcs, 2010).

Yiizde yirmilik oranla abiyotik stresler arasinda ikinci sirada yer alan mineral stresin
cogunu tuz stresi olusturur ve diinyada tuz stresine maruz kalmis 800 milyon hektardan fazla
alan yer alir (Tuteja, 2007). Bunun 397 milyon hektar1 tuz stresi kaynakli, kalan 434 hektari
ise tuz stresi ile iliskili soda etkisi yaratan kosullar kaynaklidir (Khan vd., 2015). Iyonlar
tarafindan olusturulan osmotik potansiyel, yani toprakta cozinen tuzlarin yiiksek
konsantrasyonlari (elektriksel iletkenlik ECe >4 dS m ! oldugunda) (ECe >4 dS m 2,40 mM
NaCl’ye esittir.) -0,2 MPa’ya esit oldugu takdirde toprakta tuz stresinden bahsedilir (Ahmad
vd., 2013). Yiuzde 98’ini terlemeyle hiicrelerinden uzaklagtiramayan tiirler, tuzu
vakuollerinde biriktirebilmeli ve bu sekilde sitoplazmay1 Na iyon toksisitesinden koruyarak,
tuz iyonlarmin hiicre ¢geperinde birikip dehidrasyona sebep olmasini engellemelidirler. Aksi
halde 6zellikle yash yapraklarda, iyon konsantrasyonu hiicreleri 6ldiirecek toksik seviyelere
ulasabilir (Flowers ve Yeo, 1986).

Tuzluluk, olusma sebeplerine gore primer (dogal) ve sekonder tuzluluk olarak iki

gruba ayrilabilir. Primer tuzlulugun olugsma nedenlerini; ana kayalarin ayrigmas ile,



cogunlukla klorid formda olan sodyum, kalsiyum, magnezyum ve az da olsa silfat ile
karbonatlarin agiga ¢ikmasi, ya da zaman icinde tekrar eden deniz suyu (veya okyanus)
baskinlar1 seklinde 6zetleyebiliriz (Munns ve Tester, 2008). Sekonder tuzlulugun olusma
sebepleri ise; tarimsal alanlarda yogun ve yanlis sulama ile, gesitli tuzlar bakimindan zengin
yer alt1 suyu seviyesinin toprak ylizeyine kadar yilikselmesi, asir1 otlatma, bir bolgenin dogal
vejetasyonunu yok ederek tarim arazilerinin agilmasi ve topraklarin tuzluluga sebep olan
kimyasallarla kontaminasyonu olarak siralanabilir (Culha ve Cakirlar, 2011). Buna ilave
olarak, son yillarda artan kiiresel 1sinma ile tuz stresinin bitkiler GUzerindeki olumsuz

etkilerinin daha dramatik hale geldigi sdylenebilir.

1.3. Tuz Stresinin Bitkilerin Fizyolojisi Uzerine Etkileri

Tuz stresi bitkileri, osmotik stres ve iyon stresi adi altinda iki farkli sekilde etkiler.
Yiiksek tuz konsantrasyonlart koklerin su alimimini sekteye ugratir, kok rizosferinde tuz
miktarinin artmasiyla birlikte ilk etapta osmotik stres olusmaktadir (Munns, 2005). Olusan
bu digsal osmotik stres, kullanilabilir su miktarinin da azalmasina sebep olur ve bu olay
“fizyolojik kuraklik” olarak da adlandirilir. Bu durum sirasiyla hiicre genislemesinin ve
stirgiin gelisiminin yavaslamasina neden olur. Osmotik stresin ardindan, ortamda artan Na
ve Cl iyonlarmm K*, Ca*? ve NO gibi gerekli besin elementleri ile rekabete girmesiyle
bitkilerde, besin eksikligi ortaya ¢ikar. Bu da iyon stresi olarak adlandirilir.

Tuzluluk, bitkiler tizerindeki dogrudan etkisini, 0sSmotik stres ve iyon stresi olusturarak
gosterirken, dolayl etkisini (sekonder etki) bu stres faktorleri sonucunda bitkide meydana
gelen yapisal bozulmalar ve toksik bilesiklerin sentezlenmesi ile gdsterir. NaCl’nin sebep
oldugu baslica sekonder etkiler; DNA, Klorofil ve zar fonksiyonuna zarar veren reaktif
oksijen turlerinin sentezi; fotosentezin inhibisyonu; metabolik toksisite ve apoptozis olarak
sayilabilir (Culha ve Cakirlar, 2011). Ayrica yiiksek orandaki Na iyonlari, temel element
potasyumun eksikligini tetikleyerek, K™ bagimli siirecleri bloke eder ve 6zellikle protein
konformasyonunu bozmak suretiyle geri doniisiimsiiz toksik etkiler olusturur (Zhang ve Shi,
2013). Tuz stresinin bitkiler tizerindeki etkileri; bitkinin ¢esidine, uygulanan tuz gesidi ile
miktarina ve tuza maruz kalma siiresine bagli olarak degismektedir. Tuzlu ortamlarda
bitkiler, genotipik farkliliklara bagli olarak ¢ok farkli cevaplar verirler. Tuzluluga karsi
verilen bu farkli biiylime cevaplar1 sadece farkli iki bitki tiirii i¢in degil, ayni tiirtin farkl

cesitleri i¢in de gecerlidir (Culha ve Cakirlar, 2011).



1.3.1. Organ Duzeyinde Etkileri

Tuz stresinin bitkilerdeki en hizli etkisi, yaprak yiizey alaninda kademeli olarak
meydana getirdigi azalmadir. Ayrica tuz stresi altinda yaprak, kok, govde kuru ve yas
agirliklarinda da azalma meydana gelir (Munns ve Tester, 2008). Asir1 tuz konsantrasyonlari
bitkide mitotik aktivite ile hiicre boliinmesi ve uzamasini etkileyerek govde yas agirlhigi,
govde uzunlugu, bitki basina diisen yaprak sayisi, kok uzunlugu ve kok yiizey alani gibi
Ozellikleri negatif yonde etkiler. Tuz stresi altinda bitkide epidermal kalinlik, mezofil
kalinlig1, palizat ve slinger parankimasinda yer alan hiicrelerin uzunluk ve g¢api artar ve
yapraklardaki hiicresel alan daralir. Kok, govde ve yaprak agirligr azalir ve kok sistemi
tuzluluga dogrudan maruz kalmasma karsin, yaprak biiylimesi tuz stresine karst kok
biiyiimesinden daha duyarli oldugundan kok/gévde orani artar. Toplam kuru agirlik %80
oraninda azalir (Wang ve Nii, 2000). Tuz stresi bitkinin butin gelisim evrelerini
etkilemesine ragmen, en ¢ok etkilenen evre tohum iiretim sathasi, dolayisiyla tohum
verimidir. Ayrica tuz stresi, c¢icek sayisinda azalmalara ve ciceklenmenin daha erken

baslamasina neden olur (Munns ve Tester, 2008).

1.3.2. Organel Duzeyinde Etkileri

Tuz stresi, endoplazmik retikulumun kismi olarak sismesine yol acar ve vakuol
olusumunu tetikler. Mitokondrinin sigsmesiyle iliskili olarak mitokondriyal kristalarin
azalmasina sebep olur. Tonoplasttan hiicre i¢i keselerin olusumuna ve tonoplastin pargalara
ayrilmasia yol acgar. Yaprak hiicrelerinde sitoplazmanin stabilizasyonunun bozulmasina
neden olur. Hiicrelerin yuvarlaklasmasiyla hiicreler arasi bosluklar azalir ve yaprak alaniyla
beraber stomatal yogunluk da azalmis olur. Elektron mikroskop caligsmalar1 kloroplastlarin
tilakoid zarlarinin sistigini ve grana lamellerinin say1 ve yiiksekliginin azaldigini, ardindan

kloroplastlarin ¢okeldigini ve zarlarinin ise kivrildigini gostermistir (Hernandez vd., 1999).

1.3.3. Hucresel Duzeyde Etkileri
1.3.3.1. Hiicre Zan, Hiicre Ceperi ve Lipidler Uzerine EtKkisi

Hicre ceperi, bitki hiicrelerinde hiicrenin en disinda bulunan, hiicrenin salgiladigi
polisakkaritler ve polimerlerden olusan, hiicrenin hacmini diizenlemek ve seklini belirlemek

gibi temel islevlere sahip destek Ortiisiidiir. Tuz stresi kosullarinda apoplastta yiiksek



konsantrasyonda Na* birikir. Biriken Na*, hiicre ¢eperi yapisinda bulunan pektin gibi yapisal
elemanlarmn iyonik baglarini bozarak veya apoplastik enzimleri olumsuz yonde etkileyerek
hilcre ceperinin temel islevlerini yerine getirmesini engelleyebilir (Culha ve Cakirlar, 2011).
Ayrica hiicre ¢eperinde biriken tuz hiicreyi dehidrasyona ugratabilir (Munns, 2005).

Lipidler, siyanobakteriler dahil g¢esitli organizmalarda hiicredeki organeller i¢in ve
hlcresel membranlarin ¢ogunda, fizyolojik stres faktorlerinin toleransi igin bir izolasyon
molekili olarak is goriir. Hiicrede kuyruk kuyruga baglanarak ¢ift katli bir zar olusturan
fosfolipidler, hiicrenin kuraklik veya tuz stresi toleransindan sorumludur. Tuz stresi,
lipoksigenazlarin aktivitesini arttirarak fosfolipidlerin miktarni azaltir. Hiicredeki lipid
miktarinin diisiik NaCl konsantrasyonlar1 (45 mM’a kadar) karsisinda arttig1, yiiksek NaCl
konsantrasyonlari karsgisinda ise azaldigi bilinmektedir (Singh vd., 2002).Ciinki tuz stresine
bagli olarak ortaya cikan oksidatif saldirilarin ana hedefi hiicre zari lipidlerindeki cift
baglardir. Oksidatif stres ile zarda lipid oksidasyonu meydana gelir ve serbest kalan zar
sterollerinin, fosfolipidlerin yag asidi zincirleri ile etkilesime girmesi sonucu, hiicre zarinin
akiskanlig1 azalir, gegirgenlik ve zar proteinlerinin aktivitesi olumsuz etkilenir (Culha ve
Cakaurlar, 2011).

1.3.3.2. iyon icerigi ve Su iliskileri Uzerine Etkisi

Biiyiime ve gelisme igin gerekli temel elementlerden biri olan K*, osmotik dengenin
korunmasinda, enzim aktivitesinin diizenlenmesinde, protein sentezinde ve stomalarin
hareketinde rol alir. Dis ortamda Na® miktarmim artmasiyla hiicreye sodyumun girisi
artarken, sodyumun, potasyumun baglanacagi alanlar i¢in K* ile yarismasi sonucu potasyum
iyonlariin hiicreye alinimi azalir, buna bagli olarak da Na*/K* dengesi bozulur (Parida vd.,
2004). Hiicre bolunmesi, hormon salinimi, protein olusumu, gen ifadesi ve sinyal iletimi gibi
konularda, kalsiyumun islevsel 6nemi buyiiktir. Na*, hiicre zarindaki Ca*? ile yer
degistirerek zarm apoplast kisminda Na*/Ca*? iyon oraninin artmasim saglar. Bu durumda
zarm fizyolojik ve fonksiyonel yapisi bozulur (Culha ve Cakirlar, 2011). Hicredeki tuz
konsantrasyonundaki artig, osmotik potansiyeli ve su potansiyelini daha negatif yaparken,
turgor basincini da arttirir. Kisa siireli NaCl stresi su igerigi ve alinimini, yaprak su

potansiyelini, transpirasyon oranini ve etkin su kullanimini azaltir (Munns ve Tester, 2008).



1.3.3.3. Fotosentez, Fotosentetik Pigmentler ve Proteinler Uzerine Etkisi

Tuz stresi, osmotik potansiyeli diisiirerek, kullanilabilir su igerigini azaltir. Bu
durumda bitkilerde transpirasyon ile su kaybini 6nlemek i¢in meydana gelen ilk tepki,
stomalarin kapanmasidir. Stomalarin kapanmasi, transpirasyonu engeller ve stoma
iletkenliginin azalmasina yol acar. Stoma iletkenliginin azalmasi ile birlikte, kloroplastlara
giren CO2 miktar1 sinirlanmis olur ve bununla beraber net CO2 asimilasyon orani ile Rubisco
aktivitesi azalir (Munns ve Tester, 2008). Tuz stresinin kloroplast tilakoidlerinde yer alan
proteinlerin ve hiicredeki fotosentetik enzimlerin yapisinda meydana gelen degisimlerle
elektron tasiimini etkilemesinden dolay:r fotosistem II (PSII) aktivitesi inhibe olur ve
fotosentez sekteye ugrar, fotoinhibisyon meydana gelir (Rita ve Frederick, 2005).
Fotoinhibisyon sonucu, PSII boyunca elektron taginimi engellenir ve PSII ‘deki serbest
oksijenlerden stperoksit radikali sentezlenebilir. Tuz stresi ile klorofilaz enziminin
aktivasyonu sonucu klorofil, klorofilid ile fitole yikilir. Ayrica toplam karotenoid miktarlari
azalir (Culha ve Cakarlar, 2011).

1.3.3.4. Reaktif Oksijen Turlerinin Sentezi ve Antioksidanlar Uzerine Etkisi

Yiiksek tuz konsantrasyonlart siiperoksit, hidroksi ve peroksi radikaller gibi reaktif
oksijen tiirlerinin olusumundan dolayi, su eksiligi kaynakli oksidatif stres ile sonuglanir.
Hiper osmotik ve iyonik streslerin yan drinleri olan reaktif oksijen tlrleri, DNA,
karbohidrat, lipid ve proteinler gibi makromolekiillerle etkilesime girerek membranlarin
yapisal bozulumuna, zarda lipid peroksidasyonuna, protein oksidasyonuna, enzim
inhibisyonuna, klorofil parcalanmasina, DNA ile RNA’da hasarlara ve hiicre 6liimlerine
neden olur. Reaktif oksijen tlrlerinin sentezi, mitokondride elektron tasima sisteminde yer
alan kompleksler tarafindan veya peroksizomlardaki oksidasyon enzimleri tarafindan,

veyahut da apoplast ve kloroplastlarda gergeklestirilir (Blokhina ve Fagerstedt, 2010).

1.4. Bitkilerde Tuz Stresine Karsi Olusturulan Cevaplar
1.4.1. BayUimenin Kontrolu

Bitkinin stresle karsilastigi ilk asamadaki cevap tuz stresine degil de, daha ¢ok su
eksikligine spesifiktir. Bitki su alamadigindan dolay1 koklerden, yaprak biiylime ve

gelisimini azaltacak, daha az oranda da, kok biiylimesini ve lateral kdk olusumunu olumsuz



yonde etkileyecek kimyasal sinyaller gelir. Bunlarin ilki absisik asittir ve bitki tuz stresine
maruz kaldiginda icsel ABA miktari artar. Bu sinyaller ile yaprak alani kii¢tiliir ve kalinlagir,
bu da hiicre ebat ve seklinin degistiginin gostergesidir. Ayrica tuz ile muamele olmus
ortamlardaki bitkilerde yiiksek agirlik/alan oranina bagli olarak transpirasyonun etkinliginin
arttig1 goriilmiistiir. Bu da terleme ile kaybedilen su kadar karbon fiksasyonu yapildigina
isaret eder. Bu Ozellik kuraklik ve tuz stresine adapte olmus bitkilerdeki ortak &zelliktir

(Munns, 2005).

1.4.2. iyon Dengesinin Saglanmasi
1.4.2.1. Vakuolar Na* Kompartmantalizasyonu

Bitkiler iki temel yol tizerinden tuz stresini tolere etmeye ¢alisir: Na iyonlarini plazma
zarindan disar1 atar veya bu iyonlar1 kofullara ya da yash yapraklara yonlendirirler. Her iki
durumda da, diizenleyici osmolitlerin sentezi ve birikimi hiicredeki dogru osmolariteyi
ayarlar. Kofullar, olgun bir bitki hiicresinde toplam hacmin %80’ini iggal eden en genis
organellerdir. Na*/ H* tastyicilari, yukarida sayilan gorevleri kofulda yer alan iki vakuolar
proton pompasinin (vakuolar Adenozin trifosfataz (V* ATPaz) ve hidrojen pirofosfataz (H*
ATPaz)) olusturdugu elektrokimyasal potansiyelin sagladigi H" gradiyentinden gelen enerji
ile gerceklestirir (Apse vd., 1999).

Kokler rizosferde biriken Na ve Cl iyonlarinin ¢ogunu elimine ederek sadece suyu alir,
aksi durumda siirgiinlerde biriken tuz toksik seviyelere ulasabilir (Munns ve Tester, 2008).
Tuz stresi ile birlikte hiicreye Na® girisi zar potansiyelini yok eder ve bozulan
elektrokimyasal gradiyent, CI iyonlarinin hiicreye pasif olarak alinmasini saglar. Ayrica
kofuldaki yiiksek Na* konsantrasyonu hiicrelere daha fazla su alimimini tetikleyerek hiicre

turgorununun devamliligini ve korunmasini gergeklestirir (Glenn vd., 1999).

1.4.2.2. Plazma Mebrani Boyunca Na* Tasimim ve K™ Dengesi

Na'/H" tagiyicilart ve plazma zarindaki diger katyon/proton tastyicilari hiicre i¢i iyon
dengesini kurmak zere Na iyonlarini hiicreden apoplastik alana tagirlar. Na* hiicre zarina
bagli Na'/H" tastyicilar1 (SOS-1’lar) ile ksileme yiiklenir. Olgun yapraklarda konsantre
sekilde biriken fazla Na*, SOS-1’lar ile ksileme geri yiiklenerek veya floem dongiisiine
katilarak koke geri gonderilebilir (Culha ve Cakirlar, 2011). Tuzun yiiksek, diisiik veya



spesifik olmayan katyon kanallar1 vasitasi ile floemden ¢ikisi ise, govdede yeni gelisen
dokulara yonelmesini engelleyerek tuz stresine toleransi saglamis olur.

Etkili iyon akisinin diizenlenmesi vasitasiyla sitoplazmadaki iyonik toksisitenin diisiik
konsantrasyonlarda tutulmasi, K* gibi temel iyonlarin hiicrede biriktirilmesi a¢isindan 6nem
arz eder. Ayrica K* ve Na* diinya iizerinde yasayan organizmalarin tamamui i¢in 6nemli rol
oynayan sirasiyla 7. ve 6. en ¢ok bulunan elementtir. K* hiicrelerde elektrostatik dengenin
devamliligini saglar. K ile Na iyonlariin dengesi, bir¢ok sitozolik enzim aktivitesi ve zar
potansiyelinin ayarlanmasi i¢in elzemdir (Rodriguez-Rosales vd., 2009). Yiksek
sitoplazmik Na* konsantrasyonlari toksik olmasina ragmen, bitkiler K* eksiliginde yiiksek
afinite ile Na* alinimi mekanizmalarini aktif eder. Na* konsantrasyonunun fazla olmasi
durumunda da, kofullarda bir noktaya kadar Na iyonlar1 fonksiyonel olarak K* ile yer
degistirir (Na* sitoplazmadan SOS-1 yardimiyla disar1 gikarken K* aktif tasinim ile igeri
girer). Bu durum kofullarda osmotik potansiyelin diismesine ve hiicreye su girisinin
tetiklenmesine katki saglar (Rodriguez-Rosales vd., 2009).

Bitki hiicrelerinde, H*ATPaz aracili primer aktif taginim ile iyon kanallari ve yardimci
tagtyicilarin gérev aldigi sekonder tasinim sézkonusudur. Tuz stresi altinda Na® stresi
kokteki hiicreler tarafindan K™ alinimini sekteye ugratir. Bu siire¢ sitoplazmadaki K*/Na*
oraninda bir azalmaya sebep olur. Na* sitozolde yiiksek seviyelerde birikmeye basladiginda
ise enzimlere toksik olmaya baslar. Sitozoldeki asir1 Na* aktif taginim ile plazma veya

tonoplast zar1 lizerinden apoplastik alana uzaklastirilir (Shi vd., 2002).

1.4.3. Efektor Molekullerin ve Bitkisel Hormonlarin Uyarilmasi

Hormonlar stres sinyallerinin algilanmasinda 6nemli rol oynar. Tuz stresi ile
topraktaki diisiik su potansiyeli, oncelikle kok ucu tarafindan algilanir ve kok ile yash
yapraklarda sentezlenen ABA, ksileme aktarilarak stoma hucrelerine, oradan da strgtnlere
tasinir ve burada stomatal iletkenligi diizenleyerek transpirasyon yoluyla yaprakta su
iceriginin azalmasini engeller. ABA ayrica tuz stresi ile uyarilan genlerin ifadesini indiikler
(Zhang vd., 2006).

Sitokininler de stres durumunda aktif olan molekullerdir. ABA ile antagonist olarak
calisan sitokininler, tuz stresi kaynakli su eksikligi kosullarinda artig gostererek yasamsal
faaliyetleri, senesensi ve prolin sentezini diizenleyebilir (Alvarez ve ark., 2008). Bunun
disinda tuz stresi hiicre zarindaki reseptorler tarafindan algilandiginda, fosfolipazlar aktive

olur. Fosfolipaz C fosfolipidlere baglanip Ca*?, diacilgliserol ve inozitoltrifosfat gibi stres



toleransini diizenleyen ikincil habercilerin olusumunu saglar. NaCl stresinin sitozoldeki Ca*?
artisin1 tetikledigi bilinmektedir. Ca*™? artis1, hiicre zarinda stresin aktive ettigi Ca*?
kanallariyla sitozole aktarilir. Bitkilerdeki en yaygin ikincil haberci olan Ca*? SOS sinyal
yolundaki SOS-3 tarafindan algilanarak ilgili proteinlerin fosforilasyon ya da

defosforilasyonu ile stresten sorumlu genlerin ifadesini duizenler (Apse ve Blumwald, 2007).

1.4.4. Osmolitlerin Sentezi

Bitkiler stres kosullarina maruz kaldiginda, hiicresel metabolitlerin miktarinda
degisimler meydana gelir ve ¢esitli metabolik dengesizlikler ortaya ¢ikar. Elektriksel olarak
nétr olup, koruyucu role sahip bu molekiiller 4 siniftir: Prolin ve glisin betain gibi N-
icerenler, sakkaroz ve rafinoz gibi sekerler, mannitol ve sorbitol gibi diiz zincirli polihidrik
alkoller ve myo-inositol gibi siklik polihidrik alkoller.Tuz stresi toleransinda etkili olan
metabolitler; ¢oziinebilir sekerler, amino asitler, organik asitler, poliaminler ve lipidlerdir.
Bunlar arasinda kii¢iik organik molekiiller suda ¢6ziilebilen ve yiiksek konsantrasyonlarda
toksik olmayan, tam aksi metabolik aktivite ile uyumlu, radikalleri temizleyerek,
membranlar1 ve enzim komplekslerini reaktif oksijen tiirlerinden korumada, sitoplazmik ve
vakuolar hacimleri koordine etmede (osmoregiilasyon) ve turgorun devamliligini saglamada
gorevli molekdllerdir (Khan vd., 2015). LEA (late embryogenesis abundant) proteinleri de
koruyucu roldeki proteinlerdir ve hiicrelerde yiiksek tuz konsantrasyonlar1 veya su kaybi
durumunda protein yapisini stabilize ederler. Bu molekiller hucrede yuksek
konsantrasyonda ise, yenilerinin tretimi hiicreye ekstra enerji tlketimine ve dolayisiyla da
bilylimede eksikliklere sebep olur. Ilgili molekiiller tuz stresi uygulandiginda bitkinin hizlica
biiylimesini saglayamasalar da, bitkiyi solmaktan kurtararak, bitkinin stres altinda bir siire
daha hayatta kalmasini saglar (Munns, 2005).

1.4.5. Tuza Tolerans Saglayan Aday Genler

Tuz stresine toleransi arttirmada kullanish olabilecek bir¢ok farkli aday gen bulunur.
Bunlar govdeden iyonlarin uzaklastirilmasi, doku dlzeyinde tolerans ve osmotik tolerans
olmak {izere ii¢ ana baslik altinda fonksiyon gosterirler. Transgenik ¢aligmalarda kullanilan
Ozel bir gen veya gen ailesi bu basliklarin birden fazlasina hizmet edebilir. Yiiksek
afinitedeki K™ tagiyicilar ailesi HKT ve asir1 tuz konsantrasyonlarina hassas SOS ailesi iyesi

genler (SOS-1, SOS-2 ve SOS-3) Na iyonlarinin gévdedeki birikimini kontrol etmesine
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ragmen, bu iki aile kullanilarak yapilan transgenik c¢alismalarda sadece ortalama bir
iyilestirme yakalanabilmistir (Mian vd., 2011). Doku toleransinda, Na iyonlarinin kofullarda
birikmesini saglayan Na*/H" tasiyicilar1 (NHX) ve H* pirofosfatazlar (AVP1), ¢oziinebilir
proteinlerin sentezini dizenleyen genler (trehaloz 6 fosfat fosfataz (TPP), trehaloz 6 fosfat
sentaz (TPS), prolin 5 karboksilaz sentaz (5PCS), betain aldehit dehidrogenaz (BADH) gibi),
reaktif oksijen tdrlerinin temizlenmesinde gorevli genler (superoksit dismutaz (SOD),
glutatyon rediiktaz (GR), askorbat peroksidaz (APX) gibi) gorev alir. DREB (dehidrasyona
cevap veren elemente baglanan protein), b-ZIP (6karyotik proteinlerde DNA’ya baglanan
temel 16sin fermuar motifi) gibi ¢esitli transkripsiyon faktorlerini kodlayan genler ve MAPK,
kalsindrin tipi protein kinazlar (CIPK) da, tuz stresine toleransi kontrol eden sinyal

yollarinda aktif olan elemanlardir (Turan vd., 2012).

1.5. Bitki Stres Toleransinda Islah Stratejileri

Diizgilin sulama sistemleri, dinlendirme yontemi (nadasa birakma) gibi yontemler
topraktaki tuzlulugu hafifletmesine ragmen, toprak kalitesini ve verimi yuksek triin almaya
uygun hale getirmek ile arzu edilen ¢esitleri segip ekmek, ¢ok fazla zaman alan ve maliyetli
uygulamalardir. Dolayisiyla teknolojik 1slah stratejileri gelistirmek, stres kosullar1 altinda
daha iiretken bitkiler yetistirebilmek agisindan 6nemlidir (Munns, 2002).

Uretici ve ciftciler; meydana gelen genetik varyasyonlar nedeniyle, zaten kisitl olan
bitkisel gen kaynaklarinin kullanilamamasi, genler arasi hibridizasyon sebebiyle etkili
mutasyon olusturamamak ve hiicre/doku kultirlerinde meydana gelen somaklonal
varyasyonlar nedeniyle tuza tolerant tiirler olusturmada basarisiz olmuslardir (Flowers ve
Yeo, 1995). Etkili seleksiyon teknik ve teknolojilerinin olmayisi, tuza tolerans
mekanizmalarinin kompleskligi ve sinirli genetik bilgi, tuza toleransh Urunler elde etme
noktasinda uzun bir siire etkili geleneksel yaklagimlar ortaya koymay1 miimkiin kilmamaistir.
Fakat giinlimiizde strese cevabin biyokimyasal ve molekiiler diizeyde aydinlatilmasina
yonelik alinan yol ve genetik transformasyon teknolojisinin varligi, tuza tolerant {iriinler
yetistirmeyi olasi hale getirmistir (Flowers ve Muscolo, 2015).

Geleneksel 1slah metodlarinin aksine, klonlama ve genetik miihendislik teknikleri tuz
stresine tolerans olusturmada daha etkili birer stratejidir. Glinlimiizde miihendisligi yapilan
genler ¢ogunlukla, 6nemli biyokimyasal mekanizmalar1 diizenleyen ya da stres sinyal
yollarinda en son basamaktaki fonksiyonlar1 ger¢eklestiren genlerdir. Teknolojik yeniliklere
ragmen tuza tolerant bir bitkinin miihendisligi birka¢ yil alir (Flowers ve Muscolo, 2015).



11

Tuz stresinde anahtar genleri bulmak ve bu genlerin ekonomik anlamda 6nemli urtinlere
aktarilmasi giinlimiizde hala tam anlamiyla koordine olmamasina ragmen, ileride deniz suyu
tuz konsantrasyonlarinda yasayabilme kapasitesine sahip bitkiler gelistirmek i¢in hala bir

umut vardir (Panta vd., 2014).

1.6. Termotolerans ve Tuz Stresi Iliskisi

Kiiresel 1sinmanin yakin gelecekte biyolojik siirecler (zerine olumsuz etkilerini
arttiracag1 bilinen bir gercektir. Degismesi ongodriilen mevsimlerin yaninda, ortalama
sicakliklarda, atmosferik CO2 konsantrasyonlarinda ve yagmur ile riizgar rejimlerindeki
degisiklikler asikardir (Bokszczanin ve Fragkostefanakis, 2013). Tuz ve sicaklik stresi,
dogal kosullar sézkonusu ise es zamanli gelisir. Bitkinin degisen bu cevreye ayak
uydurabilmesi i¢in olusan fizyolojik, metabolik ve molekiiler mekanizmalar da birbirleriyle
tamamen baglantili birtakim spesifik cevaplardir (Rivero vd., 2014). Bu iki stresin
kombinasyonu, bitki biiyiime ve gelisimini her birinin tek basina etkilediginden daha farkli
etkiler (Li vd., 2011).

Yakin zamanda baz streslere tolerans saglayan faktorlerin, diger streslerin etkilerini
de azaltma kabiliyetinde oldugu tespit edilmistir. SOyle ki; kurakliga maruz kalan misir
bitkileri don stresine daha tolerant hale gelmistir. Bu durumun ¢ok genis yelpazedeki stres
gruplarinda, tek bir strese spesifik degil aksine, bircogunda ortak olan baz1 mekanizmalarca
kontrol edildigi diistiniilmektedir. Ciinkii ¢cevresel sinyaller tam anlamiyla olmasa da, benzer
sinyal iletim yollarmi aktive ederler (Sanchez-Diaz vd., 1993). Ornegin; tuz stresine cevapta
onemli bir element olan Ca*? konsantrasyonunun, aym zamanda 1s1 soku proteinlerinin
(HSP) aktivasyonunda da rol oynadigi bilinmektedir (Saidi vd., 2011). Rasmussen vd.
(2013) bir¢ok biyotik ve abiyotik stresi, hem kombinasyonlar halinde hem de tek basina
calismis ve ortaya cikan mikroarray profilinde, kombine streslerden elde edilen
transkriptlerin %60’ 1nin tek basina uygulanmis streslerde goriilmedigini saptamistir.

Yukarida belirtilenlere ilave olarak; tuz stresi esnasinda ortaya c¢ikan hafif oksidatif
stresin, tuza veya sicaklik stresine dair toleransin gelistirilmesine katki sagladigr tespit
edilmistir (Uchida vd., 2002). Texas Tech Universitesi'nden Dr. Hong Zhang ve ekibi
tarafindan Arabidopsis’te OsSIZ1 ( Oryza sativa SUMO E3 ligaz) geninin asir1 ifade
ettirildigi durumda bitkilerde hem tuz stresine, hem de 30°C’deki sicaklik stresine kombine

direncin gelistigi ortaya ¢ikarilmistir (yaymlanmamis veri).
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1.7. Na*/H* Tasiyicilarimin Karakteristikleri

Na*/H" tastyicilari, sodyum ve protonlarin membran boyunca degisimi ile, hiicre ici
iyon dengesi ve pH osmoregilasyonundan sorumlu zar proteinleridir. Mayalardan bitkilere
kadar tim canli alemlerinde yer alirlar. Mevcut veritabanlarinda 200 den fazla Na*/H*
tastyicist bulunur (Brett vd., 2005). Bu aile, Na iyonlarinin hiicredeki hareketi ve tuza
toleransin dnemli bir belirleyicisidir (Zhang ve Shi, 2013). Hiicre bolinmesi ve bolinmenin
kontroliinde énemli rol Ustlenmislerdir. Ayrica énemli biyokimyasal sinyal molekiillerin
sentezlenip paketlendikleri yerden (Golgi) spesifik lokasyonlara taginmasi (vezikiil trafigi)
ve hiicresel tirtinlerin plazma membrani {izerinden hiicrenin digina salinmasi gibi gorevler
istlenmistir. Bunun yaninda; K iyonlarmin kofullarin igerisindeki aktif birikimini
tetikleyerek (K* dengesi) turgorun devamliligi ve hiicre bllyimesinin siirdiirtilebilirligini
dizenlerler. Arabidopsis genomunda 38’den fazla Na*/H" tasiyicisi bulundugu tespit
edilmistir. Bunlar arasindan en ¢ok ¢alisilanlar vakuolar AtNHX1 ve membran SOS-1
proteinleridir (Waditee vd., 2006).

1.8. NHX1 Geninin Bitkilerdeki Biyolojik Rolleri

AtNHX1 (Arabidopsis thaliana Na*/H* (sodyum/proton tasiyicist geni), 15 yil evvel
Gaxiola ve ekibi tarafindan klonlanan ve giiniimiize kadar en c¢ok calisilan bitki vakuolar
membrani {izerindeki bir sekonder iyon tasiyicisidir (Gaxiola vd., 1999). Aym ekip
tarafindan maya vakuolar membran tasiyicisi Saccharomyces cerevisiae SCNHX1 ‘in
Arabidopsis AtNHX1 ile es fonksiyonda oldugu belirlenmistir. AINHX1; Na*, K* ve CI
iyonlarin1 kofulda biriktirip, hiicrelere suyun alinimin tetikleyen, boylece sitoplazmadaki
Na iyonlarinin toksik etkisini tersine g¢evirerek, osmotik dengeyi saglayip sitoplazmanin
toksisitesini azaltan bir integral membran proteini kodlar (Glenn vd., 1999). Diger yandan,;
hiicre icindeki potasyum (K*) iyonlarini sitozolik K* icin bir havuz gérevi goéren kofula
tagtyarak, bu iyonlarin kompartmantalizasyonunu katalizler. Boylece hiicre i¢i potasyum
konsantrasyonunu yiiksek tutarak, besin alinimi ve tuza tolerans i¢in hiicrelere avantaj saglar
(Leidi vd., 2010). AtNHX1 geninin yukarida siralanan yetenekleri, Arabidopsis bitkilerinde
asirt ifade ettirildiginde ortaya ¢ikmaktadir (Apse vd., 1999). SOS-1’1n aksine kodladigi
proteinin kisa bir C-terminal kuyruga sahip olmasi ve Arabidopsis genomunda kendisi ile
iligkili farkli birgok homolog proteine sahip olmasi, diger bitki tiirlerinde hangi Na*/H*
tastyicisinin Arabidopsis AtNHX1 geni ile fonksiyonel anlamda homolog oldugunu bulmada
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zorluk yaratmistir (Zhang ve Shi, 2013). AtNHX1 ifadesinin ABA ve osmotik stres ile
uyarilmasi, bu genin osmotik regiilasyonda gorevli oldugunu 6nerir. Na iyonlarmi kofula
tasidiginda, hiicrenin turgor basincini diizenleyerek su kaybini da aza indirger. Fakat kofullar
Na iyonlarini biriktirmede bir limite sahip oldugundan, bu mekanizma sitoplazmadaki Na
iyon konsantrasyonunu azaltmak icin hiicrelere Na* girisini kisitlayan veya Na iyonlarinin
membrandan disar1 atilimini arttiran mekanizmalarla (SOS sinyal yolundaki SOS-1 geni)
ortaklasa ¢alismak zorundadir.

Arabidopsis ¢alisilarak AtNHX1 icin elde edilen tim bu bilgi birikimi, zaman iginde
bu genin, pamuk (He vd., 2005), bugday (Chen vd., 2008), domates (Leidi vd., 2010), yer
fistig1 (Asif vd., 2011) ve tutln (Zhou vd., 2011) gibi bitkilere aktarilmasiyla tarimsal {iretim

ve pazarlamaya yonelik hedeflere uyarlanmastir.

1.9. SOS-1 Geninin Bitkilerdeki Biyolojik Rolleri

SOS-1 (Salt Overly Sensitive 1), bitkilerde Na™ ve K" dengesi icin 6nemlidir. Na*
iyonlarmin sitoplazmada birikimini engelleyen ve birbirleriyle isbirligi i¢inde calisan iig
mekanizma vardir: hiicreye Na* aliniminin engellenmesi, Na* iyonlarinin hiicreden ¢ikisinin
aktivasyonu ve Na* iyonlarmin kofullardaki birikimi (Niu vd., 1995). SOS-1; bu
mekanizmalardan ikincisini kullanir ve plazma membrani {izerinden Na*/H" degisimine yani
Na* iyonlarinin hiicreden ¢ikisina hizmet eder. Na* iyonlarini plazma membrani tizerinden
direkt hiicre digina tasiyarak sitoplazmanin toksisitesini azaltmaya yardimci bir gorev
tistlenmistir (Qiu vd., 2002). Na* toleransinin yani sira; pH dengesi, membran vezikiil trafigi
ve koful fonksiyonlarinda rol sahibidir. Dahasi, S0s1 mutantinin reaktif oksijen tiirlerinin
olusumuna yol agan bir herbisit olan paraquata daha direngli oldugu ortaya konulmus ve
oksidatif stres toleransinda yeri olduguna isaret edilmistir (Zhang ve Shi, 2013).

Arabidopsis’te SOS-1 geninin tanimlanmasinin ardindan ¢eltik, domates ve
Thellugiella halophila’dan SOS-1 homologlar1 karakterize edilmistir. Domates (Solanum
lycopersicum) SISOS1 geninin de Arabidopsis SOS-1 ile fonksiyonel homolog oldugu ve
uzun mesafeli Na* taginiminda gorevli oldugu ortaya ¢ikarilmigtir (Oh vd., 2009).

s0s-1 mutant1 bitkiler yiiksek Na* ve diigiik K* etkisi altinda biiyiime ve gelisimleri
bakimindan inhibisyona ugrar. Dizi analizleri, SOS-1 geninin N- terminal kisminda 12
transmembran domain kodlayan, yaklagik 700 aminoasitlik C- terminal kisminda ise uzun
hidrofilik bir sitoplazmik kuyruga sahip 127-kDa’luk bir protein kodladigin1 gostermistir
(Shi vd., 2000). SOS1 proteininin trans-membran kismi hayvan, bakteri ve mantar plazma
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membran Na*/H" tasiyicilart ile dnemli dlclide sekans benzerlikleri sergiler. NaCl stresine
cevap olarak SOS-1 geninin uyarildigi (up-regule oldugu) bilinmektedir. Cift mutant
analizleri SOS-1 geninin SOS2 ve SOS3 ile ayn1 sinyal yolunda yer aldigini, bu ylizden NaCl
stresi altinda SOS-1 geninin SOS3/SOS2 sinyal yoluna bagl olarak uyarildigini géstermistir
(Zhu vd., 1998).

1.10. Stres Cahismalarinda Arabidopsis thaliana’nin 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 {irlin degildir. Thellungiella salsuginea (6nceden T. halophila) yakin
akrabas1 olmasina ve halofitik bir bitki olarak, halofitler tarafindan sergilenen, dogal ve
ekstrem tuz toleransinin arastirilmasi yolunda daha aydinlatict olma ihtimaline karsin, stres
toleransinda anahtar genlerin tespiti, kendisi hicbir sekilde herhangi bir strese tolerant
olmadigi halde, neredeyse 20 yildir, Arabidopsis’e dayandirilarak yapilmistir (Bressan vd.,
2013). Her bir Arabidopsis bitkisi 10.000 ila 50.000 tohum iiretebilir. Bu, kalitsal olarak ayn1
olan ¢ok sayida bitki iiretebilecegimiz anlamina gelir. Bitkinin kii¢iikk genom ebat1 (n=5,
119Mb (1Mb=1000000 niikleotid), tahmini gen sayisi (26207-
http://www.tigr.org/tdb/e2k1/athl /athl.shtml) ve muitevazi buyime gereksinimleri
(tohumdan tohuma 8 haftada gegebilir), transformasyon ve mutasyonunun kolay olmasi ve
kendine dollenebilirligi bu ¢calismada oldugu gibi, bir¢ok calismada model organizma olarak
kullanilmasin1 saglamis ve Arabidopsis’e olan bilimsel ilgiyi artirmistir. Tuza tolerans
bakimindan diisiik kapasitede olmasi1 Arabidopsis’in tuz stresi odakli ¢alismalarda iyi bir
model olacagi noktasinda tereddiitlere yol agmasina ragmen, ardindan yapilan ¢aligmalarla
Arabidopsis’te bir¢ok tuza tolerans belirleyicisinin ortaya ¢ikarilmasi, bu endiseleri yok
etmistir.

Arabidopsis bitkilerinde AtNHX1 ve SOS-1 genlerine ek olarak tuz stresinde gorevli
AtHKT1 (high-affinity potassium transporter/yliksek afiniteli K* tasiyicisi)’in (AtHKT1, hem
kok hem de govdede sodyum iyonlarini ksilemden, ksilem parankimasi hiicrelerine dogru
tasiyarak, kokten govdeye sodyum taginimini ve sodyumun ksilemden yaprak hiicrelerine
tagiimini azaltir) Na* iyon alinimi, taginimi ve birikiminden sorumlu, ksilem parankimasi
hiicrelerinin plazma membraninda yer alan bir sodyum iyon tasiyicisi oldugu kesfedilmis ve
bu li¢ membran tastyicisinin (AtNHX1 , SOS-1 ve AtHKT1) isbirligi icinde ¢aligarak hiicresel
duzeyde veya bitki genelinde tuza tolerans sagladigi tespit edilmistir (Zhang ve Shi, 2013).
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Giiniimiizde molekiiler teknoloji, stres sinyal yollarindaki genlerin izole edilmesi,
bunlarin bitkilere aktarilmasi ve elde edilen transgenik bitkilerdeki ifadelerinin (ekspresyon)
model sistemlerde veya gida olarak tiiketilen bitkilerde incelenmesine olanak saglamaktadir
(Reguera vd., 2012). Hatta bulundugumuz yiizyilda, bu transgenik {iriinlerin bazilari, bazi
hiikiimetlerce, marketlerde tiiketiciyle bulusturulmustur (Peleg vd., 2011). Bu genlerin ifade
sekillerinin ve diizeylerinin belirlenmesiyle, abiyotik streslere adaptasyondaki rollerinin
anlasilmasi, daha fazla stres toleransi gelistirmeye onciiliikk edecek ve elde edilen bilgi, direkt

olarak kolayca tarimsal ekonomiyi canli tutan diger Urtinlere uyarlanabilecektir.

1.11. Calismanin Amaci

Gunimuzde kiiresel 1sinma kaynakli iklim degisiklik verileri goz 6niine alindiginda,
arzu edilen kalite ve miktarda tarimsal {liretimin neredeyse olasiliksiz hale geldigi asikardir.
Gilin gectikge, diinya lizerinde daha fazla alan, tarimi tahrip eden sira dis1 hava sartlarini
deneyimlemektedir. Abiyotik stresler, 6zellikle; tuz ve kiiresel 1sinmanin tetikledigi sicaklik
stresi, sebep olduklar1 yillik milyar dolarlik {iriin kayiplariyla, tlkelerin mali yiikiini
arttirarak, tarimsal ekonomilerini sekteye ugratan temel sorunlardandir.

Farkli abiyotik streslere maruz kalan drunlerin verim bazinda performansini
arttirmada, uzunca bir slire markor tabanli 1slah yontemleri kullanilmig (Witcombe vd.,
2008), fakat ilgili metotlarin multi-genik dogasi, yontemin cazibesini azaltmistir. Bu
anlamda bu ¢alismada da oldugu gibi, trans gen tabanl genetik mihendislik ¢alismalarinin
daha avantajli oldugu bilinmektedir (Pardo, 2010). Buna ragmen, bir¢ok transgenik
calismada, sadece tek bir gen ele alinmistir. Fakat artik bitkilerin, ger¢ek dogal ortamlarinda
karsilastiklar1 stres faktorleri yalmizca tek bir genin miihendisligi yapilarak bertaraf
edilememektedir (Fujita vd., 2006). Bu sebeple, tarimsal iiretimin siirdiiriilebilmesi ve tuz
stresi kaynakli iirin kayiplarinin azaltilabilmesi igin, bahsedilen bu stresleri tolere
edebilecek farkli birgok geni es zamanli ifade eden tolerant bitkiler gelistirmek zorunlu hale
gelmistir.

SOS-1 ve AtNHX1 genlerini ayr1 ayri ele alip incelemis ¢alismalar, ayr1 ayri ifade
ettirildiklerinde maksimum 150-200 mM tuz stresini tolere edebilen bu genlerin kombine
edildiklerinde tuz stresine ek tolerans olusturma potansiyeline sahip aday genler olduklari
diisiincesini dogurmustur. Sadece tek bir trans gen tasiyan bitkilerin, ekstrem kosullar altinda
dahi, saglam fizyolojide kalabildiklerini gosteren parametreler, yukarida verilen bu iki gen

arasinda duisiik bir ihtimal olsa da, fonksiyonel anlamda antagonistik bir etki olugsmayacagi
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(farkl1 mekanizmalara fakat benzer fonksiyona sahip olmalari dolayisiyla), aksine bu iki

genin ayni anda tek bir bitkiye aktarildiklarinda kiimiilatif bir etki olusacagi (Sekil 1 ve 2)

ve bu genler tarafindan tasinan oOzelliklerin, artarak yeni gelisen transgenik bitkiler

tarafindan kazanilmasi ve glikofit dogada olan Arabidopsis bitkilerinin 250 mM’dan fazla

tuz stresini tolere etmeleri amaglanmustir.

1.

Yukarida siralanan sebepler 1s1g1nda, bu ¢alismadaki hedefler;

CaMYV (Karnabahar Mozaik Viriisii) 35S promotorunun kontrolii altinda Arabidopsis
thaliana NHX1 ve SOS-1 genlerini cis (anlamli) oryantasyonda tasiyan, tek bir bitki
ekspresyon/ifade vektoru Uzerinde dizayn edilmesi,

Arabidopsis bitkilerinin bu yeni dizayn edilen vektor ile transformasyonu ve bu bitki
orijinli iki farkli genin Arabidopsis bitkisinde es zamanli olarak asir1 ifade ettirilmesi
(co-overexpression),

Genlerin bitki genomuna entegrasyonunun dogrulanmasi ve genomdaki ifade
diizeylerinin belirlenmesi adina, olusan transgenik bitkilerin molekiiler analizi,

Tuz stresi altindaki transgeniklerde fizyolojik analizler ile tuz stresine direncin
arttirthp arttirilamadiginin arastirilmasidir.

Transgeniklerideki fenotipik degisimlerin NaCl kaynakli oldugunun dogrulanmasi,
Tuz stresine ek bir stres (sicaklik stresi) uygulanarak gergek doganin taklit edildigi
durumda olusan transgeniklerin bu g¢evreye verdikleri fenotipik cevabin tespit
edilmesidir.

Bu bakis acisi, genetik olarak es Arabidopsis bireylerinin yer aldigi populasyonlar

olusturularak fenotipe yansitildiginda, kisa siire i¢inde pamuk, yer fistigi, soya, misir ve

bugday gibi ekonomik dnemi biiylik tarimsal iiriinlere de uyarlanabilir.
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2. YAPILAN CALISMALAR
2.1. Materyaller
2.1.1. Kullanilan Bitki Tohum Besiyeri ve Biiyiime Ortamlari

Transformasyon calismalarinda yabani tip Arabidopsis thaliana Columbia (Col-0)
ekotipine ait tohumlar kullanildi. Arabidopsis tohumlarinin biyiitiilmesi icin %1 sukroz,
amaca gore, %0,6 agar veya %?2 fitajel (P8169 500G,SIGMA) iceren ¥2 x Murashige and
Skoog (MS) temel besiyeri olarak kullanildi (Murashige ve Skoog, 1962). Gerekli miktar saf
suda ¢oziildiikten sonra (s1v1 besiyeri hazirlamak icin, %0,6 agar eklenmez) pH NaOH ile
5,7-6,0 civar dlgiildii ve besiyeri 121°C’de 20 dk. boyunca sterilize edildikten sonra ilgili
antibiyotikler eklenerek petrilere yayildi.

2.1.2. Bakteriyel Suslar ve Plazmidler

Calisma siiresince kompetent hiicre olarak E.coli DHS5a, bitki transformasyonu
caligmalarinda ise; Agrobacterium tumefaciens’in GV3101 susu kullanildi. Klonlama araci
olarak, Arabidopsis thaliana NHX1 ve SOS-1 c¢DNA’larin1 cis oryantasyonda tasiyan
pBI121 binary (ikili) vektori (Sekil 2) ve vektdr modifikasyonlar: igin yardimei, PJG4-5
maya vektorii (Sekil 3) kullanildi. Tlgili plazmidi tasiyan her bakteriyal klon, uzun vadeli
kullanim igin, %20 gliserol igerisinde -80°C’de saklandi.

2.1.3. Bakteriyel Biiyiime Icin Hazirlanan Standart Kosullar

E.coli suslart i¢in 30 mg/L kanamisin antibiyotigi igeren Luria-Bertani (LB) Broth (1L
igin 5 g yeast ekstrakti, 10 g tripton, 10g NaCl, 1 ml 1N NaOH ve 15 g agar. Besiyerinin
pH’s1 7,4°e ayarlanarak 121 °C’de 20 dk. otoklavlanir.) ve 30 veya 50 mg/L kanamisin ile
%0,8 bakteriyal agar iceren kat1 LB besiyerileri kullanildi. Bakteriyel kiiltiirler, 37 °C’deki
kuru sallayicida (New Brunswick Scientific C25 Incubator Shaker EDISON, NJ-USA) gece
boyu 150 rpm’de ¢alkalanmak suretiyle biiyiitiildii. Agrobacterium tumefaciens suslari igin,
transformasyon esnasinda 0,05 g/L rifampisin, 0,025mg/L gentamisin, 0,05 g/L kanamisin

ve %0,8’lik agar iceren LB besiyerleri kullanildi. S1vi besiyerleri (LB) igin ise, 0,05 g/L
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rifampisin ile 0,025mg/L gentamisin ihtiva eden bakteriyel kalturler, 28-30 °C’de 2 giin
stiresince 220 rpm’de c¢alkalanarak inkiibe edildi.

2.1.4. Kimyasallar Antibiyotikler Enzimler ve Diger Malzemeler

Besiyerlerine eklenen antibiyotikler (kanamisin, rifampisin, gentamisin) 0,2 um por
acikligina sahip filtreler yardimiyla sterilize edildikten sonra kullanildi. Soliisyonlart
hazirlamada kullanilan tiim kimyasallar Sigma, AMBION, Fisher Scientific, Merck,
Invitrogen, AMRESCO, Eppendorf ve Fluka firmalarindan temin edildi.

Toprakta yapilan deneylerde suni giibre olarak, Miracler-Gro LJ612 garden feeder
kullanildi. Petri deneyleri, tuz stresi ve osmotik stres disinda baska herhangi bir stres
uygulanmamus ise; 22°C°de 40 watt’lik beyaz 151k kaynagi altinda (SYLVANIA Cool white
plus F40/CWP 40W) (yaklasik olarak 100 pmol m2snt 1s1k siddetinde) metinde belirtilen
siirelerde horizontal (yatay) veya vertikal (dikey) sekilde gergeklestirildi. Calismada
uygulanan tiim santrifiigasyon islemleri, aksi belirtilmedigi takdirde 10000-16000g
(g=RCF-relative centrifugal force) arasinda gergeklestirildi.

2.2. Metodlar
2.2.1. Arabidopsis thaliana NHX1 (AtNHX1) Geninin Klonlanmasi

Primerler Tair veri tabanindaki 1617 bp uzunlugundaki AtNHX1 gen sekansi
(AT5G27150.1) baz alinarak ve klonlama amacina uygun olacak sekilde Primer Premier
programi (http://www.premierbiosoft.com /primerdesign/) lizerinden tasarlandi. Forward
primer icin BamHI kesim bolgesini iceren AtNHX1 F1 5’-
AGTCGGATCCATGTTGGATTCTCTAGTGTCGAAACTG-3’, Revers primer olarak
ise; AtINHX1 R1 5’-TCAAGCCTTACTAAGATCAGGAGGG-3’ primerleri dizayn edildi.

2.2.1.1. Bitkilerin Buyutulmesi

Bu ¢alismada kullanilan tim tohumlar 5 dk. boyunca %70 Etanol (EtOH) ve ardindan
%15’lik sodyum hipoklorit ¢ozeltisinde 15 dk. siiresince ylizeysel olarak steril edildi. Son
adimda steril distile su kullanilarak 4-5 kez yikanan tohumlara %0.07°lik steril agar eklendi
ve tohumlar 4 giin boyunca +4°C’de strafikasyona birakildi. Strafikasyon sonrasi tohumlar

aseptik sartlar gozetilerek pastor pipet yardimiyla 2 x MS besiyeri igeren petrilere
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yerlestirilerek, amaca uygunluga gore yatay veya dikey sekilde (1s1ik kaynagmin yonii
onemlidir) biyituldi. Toprak deneyleri icin ise; bitkiler énce petrilerde 100 umol m=2snt
151k siddetinde yukarida bahsedildigi gibi biiyiitiildii, ardindan topraga aktarildi. 16 saat
aydinlik (150 pmol m?snt 151k siddetinde) 8 saat karanlik modda (uzun giin kosullar1) ve
22°C’de yaklagik 14 giin siireyle bitki blyltme kabinetinde (CONVIRON ND, USA)
biayatulen drnekler sivi azot ile muamele edildikten hemen sonra toz haline getirilerek RNA

izolasyonunda kullanildu.

2.2.1.2. Toplam RNA izolasyonu

Toplam RNA TRIzol® Reagent (AMBION) kullanilarak izole edildi (Chomczynski,
1993). izolasyon esnasinda kullanilan tiim gere¢ ve malzemeler (havan havaneli, pipet
uclari, distile su) dietil pirokarbonat (DEPC) ile muamele edilip otoklavlandiktan sonra
kullanildi. Adimlar asagida numaralandirilmis olarak ayrintili bicimde verildigi gibidir:

1) 100 mg bitki dokusu siv1 azotta toz haline getirildikten sonra direkt ependorf tiplere
alind1 ve Uzerlerine 1 ml TRIzol® Reagent eklendi. (Bu asamadan sonra tiipler
+4°C°de 1-2 saat kadar bekletilebilir).

2) 5 dk. boyunca oda sicakliginda beklenildikten sonra, tiplere 200 ul kloroform
eklendi. Tipler 15 sn. boyunca hizla ¢alkaland1 ve 2 dk. siiresince oda sicakliginda
bekletildi.

3) Tupler 12000xg ve +4°C’de 15 dk. boyunca santrifiij edildi (Eppendorf centrifuge
5415D). Santrifiij sonrasi siipernatant (200-750 ul arasinda degisen hacimlerde) yeni
temiz bir ependorf tiipe aktarildi.

4) Bu yeni tiipteki siipernatanta esit hacimde +4°C’de saklanan soguk izopropanol
eklenerek tipler alt Gst edildi ve 10 dk. boyunca oda sicakliginda bekletildi (Bu
asamada 10 dk. oda sicakliginda beklenildikten sonra olmak kosuluyla tiipler
+4°C’de gece boyunca bekletilebilir).

5) Tupler 12000xg ve +4°C’de 10 dk. boyunca santriflij edildi. Siipernatant kismi
uzaklastirildiktan sonra 0zel bir kagit mendil yardimiyla (KIMTECH-kimwipes)
kalan miktar tiiplerden alindi.

6) Pellete 1 ml %75 etanol eklenerek etanolde yiizmeleri sagland1 ve tipler 30 dk. oda
sicakliginda bekletildi (Bu asamada tiipler +4°C’de gece boyu bekletilebilir).

7) Tupler 75009 ve +4°C’de 5 dk. boyunca santrifiij edildi.



21

8) Santrifijden sonra etanol bosaltildi, bir kagit mendil yardimiyla kalan miktar
tiiplerden alind1 ve yaklagik 10 dk. kurumalari i¢in oda sicakliginda beklendi.

9) Pelletin biiylikligiine goére 30-40 pl arasinda degisen hacimlerde DEPC H>O
eklenerek pellet ¢oziilmeye ¢alisildi (Bu adimda pellet ¢6ziinmedigi takdirde, tiipler
65°C’ye ayarli 1sitic1 blokta 5 dk. beklenerek ¢oziinmeleri saglanabilir).

10) Son olarak, tiipler kisa bir santrifiijiin ardindan buza alinarak konsantrasyon tespiti
yapildu.

Izolasyonu yapilan RNA 6rneklerinin saflik ve konsantrasyonu NanoDrop ND1000
Spektrofotometre cihazi ile 230, 260 ve 280 nm dalga boylarindaki optik yogunluk 6lciilerek
belirlendi. (Ornegin; 22412,3ng/ul konsantrasyonundaki RNA nin OD260/OD2go degeri 2,0
ve OD260/OD230 degeri 2,02 olarak 6lgiildii).

2.2.1.3. cDNA Sentezi

Tek iplikcik cDNA sentezi Moloney Murine Leukemia Virus Reverse Transcriptase
(M-MLV RT, Promega) kullanilarak gerceklestirildi. Sentez igin ticari firmanin Onerisi
dogrultusunda, pg mRNA 6rnegi basina 0,5 pg/ul Oligo(dT)is primer (Invitrogen™ Life
Technologies) kullanildi. Toplam RNA ve primer son hacim 15ul olacak sekilde hazirlandi.
RNA’nin sekonder yapisinin elimine edilebilmesi igin; 70°C’de 5 dk. inkiibasyonun
ardindan bu yapinin yeniden olugsmasini engellemek tizere, RNA vakit kaybedilmeden buza
alindi. Kisa bir santrifiijiin (Eppendorf 5415D Microcentrifuge) ardindan reaksiyon tiipiine

sirasi ile Tablo 1°de belirtilen bilesenler eklendi.

Tablo 1. cDNA sentezi i¢in optimize edilmis reaksiyon kosullar

Bilesenler Miktar
M-MLV (5X) Tampon 5ul
dNTP mix (10mM) 5ul
M-MLV RT (200 U/ul) 1pl
Toplam Reaksiyon 26 ul

Toplam 26 pl hacimde hazirlanan ¢cDNA 6rnegine 24 pl DEPC H,O eklenerek, diliisyon
yapilan 6rnekten 1 pl alinip PCR igin kalip olarak kullanilmistir.
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2.2.1.4. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

AtNHX1 geni klonlama icin ideal olan Q5® High-Fidelity DNA Polimeraz (New
England Biolabs® Inc.) ve gen spesifik AINHX1 F1/ AtNHX1 R1 primer kombinasyonu
kullanilarak cDNA (zerinden amplifiye edilmek suretiyle gerceklestirildi (Tablo 2 ve 3).

Tablo 2. AtNHX1 geninin amplifikasyonu i¢in gerekli bilesenler

Bilesenler Miktar Son Konsantrasyon
5X Q5 Tampon 10 pl 1X

10 mM dNTP mix 1l 200 uM

10 uM Forward Primer 2,5 ul 0,5 uM

10 uM Reverse Primer 2,5 ul 0,5 uM

cDNA 1l < 1,000 ng

Q5 High-Fidelity DNA Polimeraz (2U/ul) 0,5 pl 0,02 U/ul

Distile H20 32,5 ul

Toplam Reaksiyon 50 pl

Tablo 3. AtNHX1 geninin amplifikasyonu i¢in optimize edilen PCR sartlar

Reaksiyon donguleri Kosullar

[k denatiirasyon 30sn. 98 °C
Denattrasyon 10sn. 98 °C
Primerlerin baglanmast 30 sn. 58 °C (30X)
Uzama 1dk.72°C

Son uzama 2dk.72°C

2.2.1.5. Agaroz Jel Elektroforezi

Reaksiyon sonucu %1°lik konsantrasyonda hazirlanan agaroz jel, elektroforezin
ardindan, UV (Ultraviyole) altinda incelendi ve fotograflandi. Bu islem i¢in, 1 g agaroz (D-
1 LOW EEC, Eppendorf) 100 ml (1X) TAE yilrutme tamponu (1L 50X TAE/Tris Asetat
Tamponu icin; 242 g Tris-baz, 57,1 ml Glasiyal asetik asit, 100 ml 0,5 M EDTA/Etilen
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Diamin Tetra Asetikasit (pH:8)) igerisinde, mikrodalgada isitilmak suretiyle ¢oziildii.
Hazirlanan ¢ozeltiye, oda sicakliginda bir siire bekletildikten sonra 6 pl EtBr (Etidyum
Bromiir) (5mg/ml) eklendi ve katilasmaya birakilarak ayirici matriks olusturulmus oldu.
20ul PCR drinu BIO-RAD DC Power Pac Junior 100VDC/200VDC cihazinda 100V (volt)
altinda, 45 dk. siiresince yiritildi. DNA molekiillerinin varligi, BIO-RAD UV

Transilluminator 2000 cihazi ile gézlendi ve fotograflandi.

2.2.1.6. DNA Fragmentlerinin Saflagtirilmasi

PCR iirlinii Zymoclean™ Gel DNA Recovery Kit (ZYMO RESEARCH CA, USA)
kullanilarak jelden temizlendi. Bu islem i¢in; ilgili DNA fragmenti bir bisturi yardimiyla
%]1°1lik hazirlanan ve 90V altinda 40 dk. siiresince yiiriitiilen jelden kesildi ve 1,5 ml
mikrosantrifiij tiipe aktarildi. Jelden kesilen agaroz pargasi tartilarak agirligi belirlendi ve
uzerine, 1:3 hacimde ADB (Agarose Dissolving Buffer) tampon eklendi (6rnegin; 100 mg
agaroz jel parcasi icin 300 ul ADB tampon). Jel pargasi tamamen ¢ozlilene kadar 55 °C’de
8 dk. inkiibe edildi. Tamamen erimis agaroz ¢ozeltisi 1,5 m1’lik ependorf tiipiin i¢ine alinmis
olan purifikasyon kolonuna (Zymo-Spin™ Column) transfer edildi. 60 sn. 12000g ‘deki
santrifiijiin ardindan (Eppendorf Centrifuge 5424) Zymo-Spin™ Column yeni temiz bir
ependorfa alinarak tizerine 200 ul DNA yikama tamponu eklenip 30 sn. santrifiij edildi. Bu
yikama islemi ikinci kez tekrarlandi ve Zymo-Spin™ Column tekrar yeni temiz bir
ependorfa alinarak kolon matriksine 10 ul DNA elisyon tamponu eklendi. Kolon, oda
sicakliginda yaklasik 2 dk. inkiibe edildi ve 60 sn.’lik santrifiijiin ardindan temiz DNA

fragmenti sonraki adimda kullamlmak iizere +4°C’ye kaldirildi.

2.2.1.7. Hedef DNA’nin Modifikasyonu

Bir onceki adimda jelden temizlenen DNA molekiilleri (AtNHX1 fragmenti), BamHI
restriksiyon endoniikleaz ile muamele edildi. Boylece vektore aktarilacak hedef fragmentin
bir ucu kiit (blunt), diger ucu ise BamHI ile kesildigi i¢in yapigkan (sticky) hale getirilmis
oldu. 37°C’de gece boyunca gergeklestirilen reaksiyon sartlar1 Tablo 4’te belirtildigi gibidir.

Enzim kesimi sonras1t AtNHX1 PCR fragmenti pBI121 vektorti ile ligasyon islemi i¢in
restriksiyon endoniikleaz ve diger bilesenlerden arindirilmak amaciyla, DNA Clean &
Concentrator™-5 (ZYMO RESEARCH CA, USA) kullanilarak asagida belirtilen sartlara
tabi tutulup, direkt ligasyon isleminde kullanilmak iizere +4°C’ye kaldirildi. 40 pl (5X)
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DNA baglama tamponu ve 20 pl (1X) PCR iiriinii bir ependorf tiipiin i¢inde karistirilarak
Karisim Zymo-Spin™ Column’a aktarildi. 30 sn. santrifiijiin ardindan tiipte kalan kisim
bosaltildi ve kolona 200 pul DNA yikama tamponu eklendi. 30 sn. santrifiijiin ardindan
yikama islemi ikinci kez tekrarlandi. Kolonun membran matriksine 10 ul DNA elisyon
tamponu eklendi. Oda sicakliginda 1dk.’lik inkiibasyon sonrast 1,5 ml yeni temiz bir
mikrosantrifiij tiipe aktarilan kolon, 30 sn. santrifiij edilerek klonlamada kullanilacak ultra

saf PCR Urini elde edildi.

Tablo 4. BamHI restriksiyon endoniikleaz igin optimize edilmis reaksiyon kosullari

Bilesenler Miktar Son Konsantrasyon
10X CUTSMART™ Tampon (New 2 pl 1X

England Biolabs, Inc.)

BSA (20X) (New England Biolabs, Inc.) 1 pl 1X

BamHI (New England Biolabs, Inc.) 0,1 pl U/ul

(xou/ul)

AtNHX1 PCR Urund (49,78ng/ul) 10 pl 0,5ug/ul

Distile H2.0O 6,9 ul

Toplam Reaksiyon 20 ul

2.2.1.8. Klonlama Vektoriuniin Hazirlanmasi

Klonlama aract olarak pBI121 ikili (binary) vektori (Sekil 2) kullanilmistir. Vektor
AtNHX1 fragmentinde bulunan restriksiyon endonikleaz enzimi (BamHI) ile uyumlu hale
getirilebilmek i¢in 6nce Sacl (New England Biolabs) enzimiyle Tablo 5’te belirtilen
sartlarda 37°C’de gece boyunca kesildi.

Ardindan ilk adimdan gelen iirlin bir PCR tiipiine aktarild1 ve Arktic Thermal Cycler
Block 5020 (Thermo SCIENTIFIC) cihazinda siras1 ile 12 °C’de 15 dk., 75 °C’de 25 dk., 4
°C°de 60 dk. seklindeki kosullarda, iizerine ANTP mix ve T4 DNA polimeraz (New England
Biolabs) eklenerek Sacl u¢ blunt (kit) hale getirildi (Tablo 6).

Vektord ikinci enzimle (BamHI) kesmeden evvel T4 DNA polimeraz reaksiyonu
sonrast elde edilen Uriin DNA Clean & Concentrator™-5 kullanilarak Tablo 7°de belirtilen

kosullarda polimeraz enziminden arindirilmustir.
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Tablo 5. Sacl restriksiyon endontkleaz icin optimize edilen reaksiyon kosullari

Bilesenler Miktar Son Konsantrasyon
10X CUTSMART™ Tampon (New 2 ul 1X

England Biolabs, Inc.)

BSA (20X) (New England Biolabs, Inc.) 1l 1X

Sacl (New England Biolabs, Inc.) 0,1 pul U/ul

(1oU/ul)

pBI1121 plazmid DNA (532 ng/ul) 15 pul 6-7ug

Distile H2,0O 1,9 ul

Toplam Reaksiyon 20 pl

Tablo 6. T4 DNA Polimeraz i¢in optimize edilen reaksiyon kosullar

Bilesenler

Son konsantrasyon

(10mM) dNTP mix
T4 DNA Polimeraz (10U/ pl)
Toplam reaksiyon

0,2 ul (100 uM)
0,5 pl (U/ ng DNA)
20 pl
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Sekil 3. pBI121 binary (ikili) vektoriin sematik gosterimi (GenBank:
AF485783.1) (URL-1)

Tablo 7. Vektér DNA’nin saflastirilmasi

Bilesenler Son konsantrasyon
DNA baglama tamponu 40 pl (2X)
Plazmid DNA 20 pl (X)

Karisim bir ependorf tiipiin iginde Zymo-Spin™ Column’a aktarildi.

30 sn. santrifiijiin ardindan tiipte kalan kisim bosaltild1 ve kolona 200 ul DNA yikama tamponu
eklendi.

30 sn. santrifiijiin ardindan yikama iglemi ikinci kez tekrarlandi.
Kolonun membran matriksine 10 pl DNA eliisyon tamponu eklendi.

Oda sicakliginda 1dk.’lik inkiibasyonun ardindan 1,5 ml yeni temiz bir mikrosantrifiij tiipe aktarilan
kolon 30 sn. santrifiij edilerek ultra saf vektor DNA’s1 elde edildi.

Sacl enzimiyle kesilen ve bir ucu T4 DNA polimeraz ile kiit yapilan lineer vektor GUS
(B-Glukuronidaz) geni uzaklastirilmak {izere, BamHI enzimiyle asagida belirtilmis olan
sartlarda 37°C’de gece boyunca tekrar kesildi (Tablo 8).

Kesim driind, son konsantrasyon 1X olacak sekilde hesaplanarak, 6X DNA yiikleme
tamponu (Loading Dye, Thermo SCIENTIFIC) ile (3,5 ul) karistirildi ve %1 oraninda
hazirlanan agaroz jele yiliklendi. 100V altinda 55 dk. siiren elektroforezin ardindan, DNA

molekiilleri UV altinda gozlendi ve fotograflandi. Sekil 2°de gdsterildigi lizere vektdriin
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CaMV 35S promotor Nos-terminator ve NPT-11 (Kan") genlerini kapsayan 12864 bp’lik (baz
cifti) fragment (vektdr) Zymoclean™ Gel DNA Recovery Kit (ZYMO RESEARCH CA,
USA) kullanilarak jelden temizlendi ve ligasyoda kullanilmak iizere +4°C’ye kaldirildi.

Tablo 8. BamHI restriksiyon endoniikleaz igin optimize edilen reaksiyon kosullari

Bilesenler Miktar Son Konsantrasyon
10X CUTSMART™ Tampon (New England 2 pl 1X

Biolabs, Inc.)

BSA (20X) (New England Biolabs, Inc.) 1l 1X

BamHI (New England Biolabs, Inc.) (10U/ul) 0,1 ul U/ul

pBI121 plazmid DNA (532 ng/pl) 10 pl 4-5 g

Distile H20 6,9 ul

Toplam Reaksiyon 20 pl

2.2.1.9. Ligasyon Reaksiyonu

Zymoclean™ Gel DNA Recovery Kit ile jelden temizlenen vektor ve DNA Clean &
Concentrator™-5 ile temizlenen AtNHX1 PCR riinl igin, konsantrasyon belirleme iglemi
NanoDrop ND1000 Spektrofotometre cihazi kullanilarak gergeklestirildi. Ligasyon
reaksiyonu Tablo 9° da belirtilen kosullarda +4°C’de gece boyu gergeklestirilmistir.

(ng vektor x kb fragment)/ kb vektor x fragment:vektér molar oran1 (3:1) = ng
fragment esitligi kullanildi. (1X vektor) pBI121 (12,86kb) 1,92 ng olacak sekilde 15,2 ng/ul
olarak hesaplandi. (3X fragment) AtNHX1 (1,63kb) 5,77 ng olacak sekilde 9,7 ng/ul olarak
hesaplandi. Reaksiyon sonrasi elde edilen iiriin E.coli DH5a competent hiicrelerine transfer
edildi ve kanamisin iceren (0,05g/L) LB agar besiyerine ekilerek 37°C’de gece boyu inkiibe
edildi.
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Tablo 9. Ligasyon reaksiyonu

Bilesenler Miktar Son konsantrasyon
10X T4 DNA Ligaz Tampon 1 ul 1X

Vektor DNA (12,86 kb) 1ul 1,9 ng

Fragment DNA (1,63 kb) 4,6 ul 5,7ng

Distile H20 2,4 ul

T4 DNA Ligaz 1l U/ul

Toplam Reaksiyon 10 ul

2.2.1.10. Kimyasal E.coli Kompetent Hiicrelerinin Hazirlanmisi ve
Transformasyon

2.2.1.10.1. Koloni PCR

flgili plazmidin kimyasal olarak hazirlanmis E. coli kompetent hiicrelerine
aktarildigini  dogrulamak igin AtNHX1 gen spesifik primerleri 35S-2: 5°’-
CAAGACCCTTCCTCTATATAAGG-3’ ve NHXS5 820R: 5’-
GAGGATACCGCTCAAGTCG-3’ ve kalip olarak pBI121+AtNHX1 plazmidi kullanilarak,
kanamisin iceren (0.05¢/L) LB agar besiyerinden rastgele secilen 10 adet koloni igin PCR
yapildi. PCR sonucu 890 bp iiriin veren koloniler pozitif olarak degerlendirildi. Tiim
reaksiyon bilesenleri PCR tiiplerine aktarildiktan sonra, DNA kalib1 olarak petrilerden
kiirdan yardimiyla secilen koloniler kullanildi. Reaksiyon kosullart Tablo 10 ve 11°de
belirtildigi gibidir.

llgili fragmenti tasiyan plazmidlerin kompetent E.coli hiicrelerine gegis yapip
yapmadigmin degerlendirilebilmesi i¢in, PCR drinleri %1’lik hazirlanan agaroz jele

yuklendi ve pozitif koloniler belirlendi.

2.2.1.10.2. Mini Olgekli Plazmid DNA izolasyonu

Koloni PCR sonras1 beklenen biiyiikliikte fragment olusturan 8 koloniden 4’1 plazmid
izolasyonunda kullanilmak iizere 0,05 g/L konsantrasyonda kanamisin iceren 3ml LB broth
besiyerinde 37°C ve 220 rpm rotasyon seviyesindeki kuru sallayici inkiibatérde (New
Brunswick Scientific C25 Incubator/Shaker EDISON NJ, USA) gece boyu buyttuldi.

Plazmid izolasyonu standart miniprep prosedurl takip edilerek gergeklestirildi (Brinboim



HC ve Doly 1979). Gece kiiltirii 10000xg’de 2 dk. santrifiij edildi (Eppendorf

microcentrifuge  2424). Pozitif  kolonilerden

secilen

4 plazmidin restriksiyon

endoniikleazlarla dogruluklar1 sinandi. Geni tasidigi belirlenen plazmid daha sonra

kullanilmak iizere -20°C’ye kaldirilda.

Tablo 10. Koloni PCR

Bilesenler Miktar Son Konsantrasyon
5X Green GoTaq™ Tampon 5ul 1X
10 mM dNTP mix 2 ul 0,2 mM her bir ANTP
10 uM Forward Primer 1l 0,1-1 uyM
10 uM Reverse Primer 1l 0,1-1 uyM
Kalip DNA (pBI121+AtNHX1) 1 koloni
GoTag® DNA Polimeraz (5U/ul) 0,1 pul 1,25U
Distile H>0O 15,9 pl
Toplam Reaksiyon 25 ul
Tablo 11. Koloni PCR sartlar1
Reaksiyon dongdleri Kosullar
[k denatiirasyon 5dk.95°C
Denatirasyon 30sn.95°C
Primerlerin baglanmasi 30 sn. 56°C (32X)
Uzama 1,10 sn. 72°C
Son uzama 10 dk. 72°C

2.2.2. SOS-1 Geninin Klonlanmasi

2.2.2.1. Vektor Modifikasyonu

SOS-1 geninin (3441 bp) (GenBank Erisim No: NM_126259) klonlanmasi igin gerekli

optimizasyon caligmalarinda diisiik kopya sayisina sahip pBI121 vektori, yiuksek kopya

sayisina sahip PJG4-5 maya vektorii kullanilarak modifiye edildi. (Sekil 2 ve 3). Bunun i¢in
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PJG4-5 ve PBI121 vektorlerinin her ikisi de, Hindlll (New England Biolabs) enzimiyle
Tablo 12 ve 13°de belirtilen sartlarda, 37°C’de gece boyunca kesildi. PJG4-5 vektoriindeki
beklenen blyukliukteki kesim trind (339 bp fragment) Zymoclean™ Gel DNA Recovery
Kit (ZYMO RESEARCH CA, USA) kullanilarak %]1°lik agaroz jelden temizlendi (Bkz.
DNA fragmentlerinin piirifikasyonu). pBI121 vektorii ise DNA Clean & Concentrator™-5
(ZYMO RESEARCH CA, USA) kiti ile restriksiyon endoniikleazlardan arindirildi (Bkz.
Hedef DNA’nin modifikasyonu).

Agel (151) HindIII (529)
/ NLS
/ B42AD
HA tag
GAL1 promoter 1;;;511 ((:g,(,)))
ADH Tefmi”}xf HindIII (868)
=
—— BamHI (1331)

pUC ori

pJG4-5 (pB42AD)

ampR
P 6449 bp

Notl (1352)
HindIII (1475)

TRP1 Gene 2 pm Ori
TRP1 Peptide
HindlIII (3574)

Sekil 4. PJG4-5 vektoriiniin sematik gosterimi (GenBank:
U89961.1) (URL-2).

Tablo 12. pBI121 plazmid DNA’nin HindllI restriksiyon endoniikleaz ile reaksiyonu

Bilesenler Miktar Son Konsantrasyon
10X NEB Tampon 2 (New England Biolabs, Inc.) 2 ul 1X

BSA (20X) (New England Biolabs, Inc.) 1pl 1X

Hindlll (New England Biolabs, Inc.) (10U/ul) 0,1 pul u/ul

pB1121 plazmid DNA 10 pl 30-50 ng/ ul
Distile H.O 6,9 ul

Toplam Reaksiyon 20 ul

Reaksiyonun son bir saatinde vektoriin self ligasyonunu 6nlemek amaciyla reaksiyona 1 pl Alkaline
Phosphatase, Calf Intestinal (CIP) (NEB) (10000 U/ml) eklenmistir.
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Tablo 13. PJG4-5 plazmid DNA’nin Hindlll restriksiyon endonukleaz ile reaksiyonu

Bilesenler Miktar Son Konsantrasyon
10X NEB Tampon 2 (New England Biolabs, Inc.) 2 ul 1X

BSA (20X) (New England Biolabs, Inc.) 1l 1X

Hindlll (New England Biolabs, Inc.) (10U/ul) 0,2 ul u/ul

PJG4-5 plazmid DNA 5ul 30-50 ng/ pl
Distile H.0 11,1 pl

Toplam Reaksiyon 20 pl

Temizlenen pBI121 ikili vektor ve PJG4-5 plazmid DNA Hindlll kesim drlnlerinden
339 bp fragment jelden temizlenerek, ligasyonda kullanilacak konsantrasyonlar belirlendi.
(Bkz. Onceki ligasyon reaksiyonu). (1X vektdr) pBI121 (14,75kb) 0,32 ng olacak sekilde
1,9 ng/ul olarak hesaplandi. (3X fragment) PJG4-5 (0.34kb) 0,96 ng olacak sekilde 4 ng/ul
olarak hesaplandi ve vektor/fragment orani 1/8 pl olarak alindi (Tablo 14).

Tablo 14. pBI121 binary vektor ve PIJG4-5 plazmid DNA’nin ligasyon reaksiyonu

Bilesenler Miktar Son konsantrasyon
10X T4 DNA Ligaz 1ul 1X

Tampon

Vektor DNA (14.75 kb) 8 ul 0,2 ng

Fragment DNA (0.34 kb) 1 ul 8,4 ng

T4 DNA Ligaz 0,3 ul U/ ul

Toplam Reaksiyon 10 pl

Reaksiyon sonrasi elde edilen yeni vektér (pB1121+PJG4-5 339 bp) E.coli DH5a
kompetent hicrelerine transfer edildi ve kanamisin iceren (0.05g/L) LB agar besiyerine
ekilerek 37°C’deki etiivde (Fisher Scientific Isotemp Incubator) gece boyu inkiibe edildi.
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Ertesi giin koloniler arasindan rastgele secilen 9 koloni i¢inden, yeni plazmidi tagiyan
E. coli Kkolonilerinin belirlenebilmesi icin; Forward primer olarak Gyp Upstream 5’-
GAATGTCGCCCTTTTGTCTTTG-3> ve Reverse Primer olarak 35S-415-R 5°-
AGTGTGTCGTGCTCCACCATGT-3’ primerleri kullanilarak 1051bp fragment ¢ogaltildi

(Tablo 15 ve 16). PCR iiriinleri %1°lik hazirlanan agaroz jele yiiklendi ve pozitif koloniler

belirlendi.

Tablo 15. pBI121+ PJG4-5 339 bp vektorii igin optimize edilmis koloni PCR

Bilesenler Miktar Son Konsantrasyon
5X Green GoTaq™ Tampon 5ul 1X

10 mM dNTP mix 2 ul 0,2 mM her bir dNTP
10 uM Forward Primer 1l 0,1-1 uM

10 uM Reverse Primer 1l 0,1-1 uM

Kalip DNA (pB1121+PJG4-5 339 bp) 1 koloni

GoTagq® DNA Polimeraz (5U/ul) 0,1 pul 1,25U

Niikleazlardan arindirilmis H.O 15,9 ul

Toplam Reaksiyon 25 ul

Tablo 16. pBI1121+ PJG4-5 339 bp vektorii i¢in koloni PCR kosullari

Reaksiyon Donguleri Kosullar

[k denatiirasyon 5dk. 95°C
Denattrasyon 30sn. 95°C
Primerlerin baglanmasi 30 sn. 56°C (32X)
Uzama 1dk. 72°C

Son uzama 10 dk. 72°C

PCR sonrasi pozitif olarak belirlenen koloniler kiirdan yardimiyla 3 ml LB Broth
besiyerine ekildi ve 37°C’de kuru sallayicida gece boyu inkiibe edildi. Mini prep. plazmid
izolasyonu sonrasi elde edilen vektor DNA (pBI121+ PJG4-5 339bp) kontrol amagli 6nce
EcoRlI restriksiyon endonukleaz ile kesilerek test edildi (Tablo 17) ve 2998bp lik fragment
%1°lik hazirlanan jelde UV altinda gozlenerek dogrulandi. Dogrulanan vektor Xbal ve Sacl
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restriksiyon enzimleri ile kesilerek vektorden GUS geni ¢ikarildi. Reaksiyon Tablo 18’de
belirtildigi gibidir. GUS geni vektorden c¢ikarildiktan sonra vektoriin geriye kalan kismi
jelden kesilerek temizlendi (Bkz. Zymoclean™ Gel DNA Recovery Kit protokol). Bu
sekliyle modifikasyonu tamamlanan vektor, SOS-1 geni ile ligasyon reaksiyonuna hazir hale

getirildi.

Tablo 17. pBI1121+PJG4-5 339bp vektoriinin EcoRlI restriksiyon endontiikleaz ile

reaksiyonu
Bilesenler Miktar Son Konsantrasyon
(10X) EcoRI Tampon (New England Biolabs, Inc.) 2 pul 1X
BSA (20X) (New England Biolabs, Inc.) 1l 1X
EcoRI (New England Biolabs, Inc.) (10U/ul) 0,1 pl U/ul
pBI121+ PJG4-5 339bp (352 ng/pl) 17 ul 6-71g
Distile H20 1,9 ul
Toplam Reaksiyon 20 pl

Tablo 18. pBI121+ PJG4-5 339bp vektortinin Xbal ve Sacl restriksiyon enzimleri ile

reaksiyonu
Bilesenler Miktar Son Konsantrasyon
10X CUTSMART™ Tampon (New England 2 pl 1X
Biolabs, Inc.)
BSA (20X) (New England Biolabs, Inc.) 1l 1X

Xbal ve Sacl (New England Biolabs, Inc.) 0,1%er ul u/ul
aou/ul)

pBI1121+ PJG4-5 339bp (352 ng/ul) 10 pul 5-6 ug
Distile H20 6,9 ul
Toplam Reaksiyon 20 pl

2.2.2.2. SOS-1 Geninin Modifikasyonu

SOS-1 genini tasityan pIG121-Hm vektor (Sekil 4) Texas Tech Universitesi Kimya

B6lim{’nden Dr. Huazong Shi tarafindan temin edildi. Xbal ve Sacl restriksiyon enzimleri
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ile Tablo 19°da belirtilen sartlarda vektorden kesilen fragment jelden temizlenerek (Bkz.
Zymoclean™ Gel DNA Recovery Kit protokol) modifiye pBI121+ PJG4-5 339bp vektor

ile ligasyona hazir hale getirildi.

(2)

| Xbal | Sac 1 I
nos-ter nos-ter
RB LB
EpuE) = ey
Km' nos-ter Hyp’

Sekil 5. SOS-1 genini tasiyan plG121-Hm vektoriin sematik gosterimi (SOS-1 geni Xbal ve
Sacl enzim kesim bolgeleri arasinda yer alir) (Ohta vd., 2002).

Tablo 19. pIG121-Hm vektorin Xbal ve Sacl cifte restriksiyon endoniikleaz kesimi

Bilesenler Miktar Son Konsantrasyon
10X CUTSMART™ Tampon (New England Biolabs, Inc.) 2 pl 1X

BSA (20X) (New England Biolabs, Inc.) 1pl 1X

Xbal ve Sacl (New England Biolabs, Inc.) (10U/ul) 0,1’er ul U/ul

pB1121+ PJG4-5 339bp (460 ng/ul) 10 pl 4-5ug

Distile H20 6,9 ul

Toplam Reaksiyon 20 pl

Ardindan ayni restriksiyon endoniikleazlarla (Xbal ve Sacl) kesilen modifiye vektor
ve SOS-1 fragmenti ligaz enzimiyle muamele edildi ve reaksiyon +4°C’ye kaldirildi. (1X
vektor) pB1121+PJG4-5 339bp (13,19 kb) 65,7 ng/ul olarak hesaplandi. (3X fragment) SOS-
1(0,34kb) 14,8 ng/ul olarak hesaplandi ve vektor/fragment oran1 =1/3 pl olarak alindi (Tablo
20).
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Tablo 20. pBI1121+PJG4-5 339bp ve SOS-1 DNA fragmenti icin ligasyon reaksiyonu

Bilesenler Miktar Son konsantrasyon
10X T4 DNA Ligaz Tampon 1ul 1X

pBI121+ PJG4-5 339bp 1wl 0.2ng

SOS-1 DNA fragmenti 3ul 8,4 ng

T4 DNA Ligaz 0,3 ul U/ul

Toplam Reaksiyon 10 ul

Reaksiyon sonrasi elde edilen SOS-1 genini tasiyan yeni vektor (pBI121+PJG4-5
339bp+S0OS-1) E.coli DH50 kompetent hiicrelerine transfer edildi ve kanamisin iceren
(0.05¢/L) LB agar besiyerine ekilerek 37°C’deki etiivde (Fisher Scientific Isotemp
Incubator) gece boyu inkiibe edildi. Ertesi giin koloniler arasindan rastgele secgilen 12 koloni
icinden yeni plazmidi tasiyan E.coli kolonilerinin belirlenebilmesi igin FW primer olarak
35S-2: 5’-CAAGACCCTTCCTCTATATAAGG-3’ ve Reverse Primer olarak SOS-1-542R:
5’-TTAGCAAAGCAACAACAGCAACC-3’ primerleri kullanilarak p121SOS-1 vektorii
tizerindeki 603bp’lik fragment cogaltildi (Tablo 21 ve 22). PCR f{iriinleri %1°lik hazirlanan
agaroz jele yuklendi ve pozitif koloniler belirlendi.

Tablo 21. SOS-1 geni i¢in optimize edilmis koloni PCR

Bilesenler Miktar Son Konsantrasyon
5X Green GoTaq™ Tampon 5ul 1X

10 mM dNTP mix 2 ul 0,2mM her bir dNTP
10 uM Forward Primer 1pl 0.1-1 pM

10 uM Reverse Primer 1pl 0.1-1 pM

Kalip DNA 1 koloni

GoTag® DNA Polimeraz (5U/ul) 0,1 ul 1,25U
Niikleazlardan armdirilmig H20 15,9 ul

Toplam Reaksiyon 25 ul




36

Tablo 22. SOS-1 geni i¢in optimize edilmis koloni PCR kosullari

Reaksiyon Donguleri Kosullar

[k denatiirasyon 5 dk. 95°C
Denatirasyon 30sn. 95°C
Primerlerin baglanmasi 30 sn. 56°C (32X)
Uzama 1 dk. 72°C

Son uzama 10 dk. 72°C

Koloni PCR sonrasi pozitif olarak belirlenen koloniler arasindan rastgele secilen 7. 10.
ve 11. koloniler kiirdan yardimiyla kanamisin igeren (0,05g/L) 3 ml LB Broth besiyerine
ekildi ve 37°C’de kuru sallayicida gece boyu inkiibe edildi.

Mini 0Olcekli plazmid izolasyonu sonrasi elde edilen vektor DNA (pBl1121+PJG4-5
339bp+S0OS-1) genin vektérde oldugunu dogrulamak adina kontrol amagli EcoRI
restriksiyon endontikleaz ile 4 saat siresince 37°C’de (Fisher Sientific Isotemp su banyosu)
kesilerek test edildi (Tablo 23) ve 12148bp 2661bp 1042bp ve 778bp’lik (jel fazla
yuriidiigiinden, 778bp fragment sekilde fark edilmiyor) fragmentler %1°lik hazirlanan jelde
UV altinda gozlenerek dogrulandi.

Tablo 23. pBI121+PJG4-5 339bp+SOS-1 vektor DNA’nin EcoRI restriksiyon endoniikleaz
ile reaksiyonu

Bilesenler Miktar Son Konsantrasyon
10X Concantrate EcoRl Tampon (New England 2 pl 1X

Biolabs, Inc.)

BSA (20X) (New England Biolabs, Inc.) 1l 1X

EcoRlI (New England Biolabs, Inc.) 0.1 u/ul

(20.000U/ml)

(pBI1121+ PJG4-5 339bp+SOS-1) 17 pl 5-6 g

Toplam Reaksiyon 20 pl
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2.2.3. AtINHX1+S0OS-1 Gen Kasetinin Ayn1 Vektore Yerlestirilmesi

SOS-1 geninin vektorde oldugunun dogrulanmasiin ardindan, pozitif kolonilerden
biri (7. klon) secilerek 50 ml hacimde, AtNHX1 genini tasidigi bilinen klonlardan biri de 15
ml (0.05g/L) kanamisin iceren LB Broth besiyerinde biyutilmek tzere gece kulturu
hazirland1 ve 37°C’de kuru sallayicida gece boyu inkiibe edildi. Plazmid izolasyonu
Zyppy™ Plasmid Miniprep Kit (ZYMO RESEARCH CA, USA) kullanilarak ticari firmanin
onerileri dogrultusunda gerceklestirildi. Son asamada kombine edilen her iki plazmid 40’ar
ul hacimde TE/RNase kullanilarak (10 mM Tris/HC1 pH 8 ve 1 mM EDTA pH 8) 37°C’de
2 saat sure ile RNA degerede edildi.

Genleri ayn1 vektore yerlestirebilmek icin AtINHX1 genini bulunduran pBI121 ve SOS-
1 genini bulunduran pBI121+PJG4-5 vektorii EcoRI ile Tablo 24’te belirtilen sartlarda
kesilerek %1’lik hazirlanan agaroz jelde UV altinda goriintiilendi ve Zymoclean™ Gel DNA
Recovery Kit kullanilarak jelden temizlendi ve ligasyona hazir hale getirildi. SOS-1 geni
icerisinde iki adet EcoRI restriksiyon endoniikleaz bolgesi bulundugu igin kismi kesim
yapilarak (Tablo 25), 35S promotor SOS-1 geni ve NOS terminatoriiniin bulundugu
4864bp’lik kaset elde edildi.

Tablo 24. pBI121+AtNHX1 plazmid DNA’nin EcoRI enzimiyle kesim reaksiyonu

Bilesenler Miktar Son Konsantrasyon
10X Concantrate EcoRl Tampon (New England 2 pl 1X

Biolabs, Inc.)

BSA (20X) (New England Biolabs, Inc.) 1l 1X

EcoRI (New England Biolabs, Inc.) (20.000U/ml) 0,1 pul u/ul
pBI121+AtNHX1 plazmid DNA 17 ul 30-50 ng/ pl
Toplam Reaksiyon 20 pl

Reaksiyonun son bir saatinde vektoriin self ligasyonunu dnlemek amaciyla reaksiyona 1 pl
Alkaline Phosphatase, Calf Intestinal (CIP) (NEB) (10000 U/ml) eklenmistir.
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Tablo 25. pBI1121+PJG4-5 339bp+SOS-1 plazmid DNA’nin EcoRI enzimiyle kismi kesim

reaksiyonu
Bilesenler Miktar ~ Son Konsantrasyon
10X Concantrate EcoRI Tampon (New England 2 pl 1X
Biolabs, Inc.)
BSA (20X) (New England Biolabs, Inc.) 1l 1X
EcoRI (New England Biolabs, Inc.) (20.000U/ml) 0,1 pul u/ul
pBI121+ PJG4-5 339bp+SOS-1 plazmid DNA 17 pl 6-7ug
Toplam Reaksiyon 20 pl

Her iki tiriin de Zymoclean™ Gel DNA Recovery Kit yardimiyla jelden temizlenerek
ligasyona hazir hale getirildi. (1X vektor) pBI1121+AtNHX1 (14.475 kb) 27,36 ng olacak
sekilde 18,96 ng/ul olarak hesaplandi. (3X fragment) SOS-1 (4.86 kb) 18,36 ng olacak
sekilde 6,9 ng/ul olarak hesaplandi. Vektor/fragment orani1 2,88/5,32 pl olarak alindi (Tablo
26).

Tablo 26. AtNHX1 ve SOS-1 fragmetlerinin ligasyon reaksiyonu

Bilesenler Miktar Son konsantrasyon
10X T4 DNA Ligaz 1ul 1X
Tampon
pBI121+AtNHX1 2,88 ul 27,36ng
SOS-1 DNA fragment 5,32 ul 18,36 ng
T4 DNA Ligaz 0,3 ul U/ul
Distile H>0O 0,5 ul
Toplam Reaksiyon 10 ul

Reaksiyon sonrast elde edilen SOS-1 genini tasiyan yeni  vektor
(pBI121+AtNHX1+PJG4-5 339bp+SOS-1) E.coli DHSo competent hiicrelerine transfer
edildi ve kanamisin iceren (0.05g/L) LB agar besiyerine ekilerek 37 °C’deki etiivde (Fisher
Scientific Isotemp Incubator) gece boyu inkiibe edildi. Ertesi giin koloniler arasindan
rastgele secilen 9 koloni i¢inden, yeni plazmidi tasiyan E.coli kolonilerinin belirlenebilmesi
icin, Forward primer olarak NHX3 5’-CGACTTGAGCGGTATCCTC-3’ ve Reverse Primer
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olarak 35S-415-R:5’-AGTGTGTCGTGCTCCACCATGT primerleri kullanilarak pBl121
AtNHX1+S0S-1 vektori tizerindeki 1579 bp’lik fragment ¢ogaltildi (Tablo 27 ve 28). PCR

iriinleri %1°1ik hazirlanan agaroz jele yiiklendi ve pozitif koloniler belirlendi.

Tablo 27. Final vektor (pB1121+AtNHX1+SOS-1)’de koloni PCR kosullari

Bilesenler Miktar Son Konsantrasyon
5X Green GoTaq™ Tampon 5ul 1X

10 mM dNTP mix 2 ul 0,2 mM her bir NTP
10 uM Forward Primer 1l 0,1-1 uM

10 uM Reverse Primer 1l 0,1-1 pyM

Kalip DNA 1 koloni

GoTagq® DNA Polimeraz(5U/ul) 0,1 ul 1,25 U

Distile H.O 15,9 pl

Toplam Reaksiyon 25 pl

Tablo 28. Final vektdrde (pB1121+AtNHX1+SOS-1) koloni PCR sartlari

Reaksiyon Donguleri Kosullar

[k denatiirasyon 5 dk. 95°C
Denattrasyon 30sn. 95°C
Primerlerin baglanmasi 30 sn. 56°C (32X)
Uzama 1 dk. 40 sn. 72°C
Son uzama 10 dk. 72°C

Koloni PCR sonras1 pozitif olarak belirlenen koloniler arasindan rastgele secilen bir
koloni (2.), kiirdan yardimiyla kanamisin igeren (0.05g/L) 3 ml LB Broth besiyerine ekildi
ve 37 °C’de kuru sallayicida gece boyu inkiibe edildi.

Mini prep plazmid izolasyonu sonras1 elde edilen vektor DNA
(pBI121+AtNHX1+S0S-1) her iki genin de vektorde oldugunu dogrulamak adina, kontrol
amacli Xhol, EcoRI, Sall ve Hindl Il restriksiyon endoniikleazlar ile 6 saat suresince 37°C’de
(Fisher Sientific Isotemp Water Bath) kesilerek test edildi ve fragmentler %1°lik hazirlanan

jelde UV altinda g6zlenerek dogrulandi.
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2.2.4. Transformasyon Calismalari
2.2.4.1. Agrobacterium tumefaciens Kompetent Hiicre Hazirlamisi

Agrobacterium  tumefaciens’in  GV3101 susu -80°C’den ¢ikarilarak son
konsantrasyonlari 0,05 g/L rifampisin, 0,025 mg/L gentamisin olan antibiyotikleri iceren LB
petrilerine kiirdan yardimiyla ¢izgi ekim yapild1 ve 28°C’de 2 giin inkiibasyondan sonra
+4°C’ye aktarildi. Bu petriden segilen tek bir koloni, yine ayni antibiyotikleri iceren
(rifampisin gentamisin ve kanamisin) LB Broth’a (5ml) ekilerek gece boyu 30°C’de inkiibe
edildi. Ertesi giin kiiltiiriin 2 ml’si hicbir antibiyotik icermeyen 30 ml’lik LB siv1 besiyerine
transfer edildi. Kiiltiiriin optik yogunlugunun (OD) 0,5-1,0 arasinda oldugundan emin
olunana kadar 30°C’de inkiibe edilen kiiltiir, 5-15 dk. kadar buzda bekletildikten sonra, 15’er
ml’lik 2 adet falkon tiipe bollinerek, 3000g +4°C’de 5 dk. santrifiij edildikten sonra,
siipernatant uzaklastirildi ve pellet 1X 10ml 20 mM soguk CaCl, eklendikten sonra kisa bir
vorteksin (Fisher Vortex Genie 2™ ) ardindan, tekrar ayni sartlarda 5 dk. santrifiij yapildi.
Pipetleme ile siipernatant uzaklastirildiktan sonra, bu kez hiicrelere 1ml soguk CaCl, eklendi
ve pipet yardimiyla resiispanse edilen hiicreler, 0.1 ml’lik hacimler halinde ependorf tiplere

aktarilarak, transformasyonda kullanilmak iizere -80°C’ye kaldirildi.

2.2.4.2. Vektor DNA’nin Agrobacterium tumefaciens’e Transformasyonu

Miniprep plazmid izolasyonu sonrasi elde edilen 1ilgili vektor DNA
(pBI1121+AtNHX1+S0S-1) 0,1- 1,0 pg (>100ng plazmid) olacak sekilde -80°C’den ¢ikarilan
Agrobacterium kompetent hiicrelerine aktarildi. Ardindan hiicreler 5 dk. sivi azotta
bekletildi ve hemen sonraki 5 dk. da 37°C’de inkiibe edildi. Hiicrelere 800 ul LB Broth
eklenerek 30°C kuru sallayicida (New Brunswick Scientific C25 Incubator Shaker EDISON,
NJ-USA) 3-4 saat inkiibasyona birakildi. Bu siirenin ardindan sustan alinan 200’er pl,
konsantrasyonlar1 0,05 g/L rifampisin ve 0,025 mg/L gentamisin olan antibiyotikleri igeren
LB agar petrilere (1 kontrol ve 1 érnek petrisi) inokile edildi. Rotasyon ile tim petriye
yayilan sus bir siire laminar flow kabinde (Esco) kurumasi beklendikten sonra 30°C’de 2
giin boyunca inkiibe edildi ve ardindan bitkilere transformasyonda kullanilmak iizere

parafilmlenip +4°C’ye kaldirilds.
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2.2.4.3. Transformasyonda Kullanilan Arabidopsis Bitkilerinin Yetistirilmesi

Transformasyon icin gerekli olan Arabidopsis bitkileri 4°° (100MM) ebatlarindaki
saksilarda (Kord Products, Toronto) Sunshine LC1 mix 2.8 cu ft (79L) Professional growing
mix (70-80% Canadian Sphagnum peat moss perlite and dolomitic limestone) kullanilarak
ciceklenme safhasina kadar yetistirildi. Tohum olusturma sathasina kadar bitkiler yasam
donguleri stiresince en ¢cok 2-3 kez olmak kaydiyla fertilizasyon uyarict (Miracler-Gro LJ612
Garden Feeder) ile karistirilmis distile su ile sulandi. Bu esnada yapraklarin bu ¢ozeltiyle

muamele olmasindan kaginilarak, dipten sulama yapildu.

2.2.4.4. Arabidopsis Transformasyonu

Igili kaseti tastyan CV3101 Agrobacterium transformantlarindan alman tek bir koloni,
konsantrasyonlar1 0,05 g/L rifampisin ve kanamisin ile 0,025 mg/L gentamisin olan
antibiyotikleri iceren 10 ml LB siv1 besiyerine ekildi ve 30°C kuru sallayicida gece boyu
inkiibe edildi. Ertesi giin gece kiiltiiriiniin optik yogunlugu 0,6 nm civari 6l¢iilerek (Thermo
Scientific GENESYS 10S UV Vis Spectrophotometer) bunun 8 ml’si 400 ml ve ayni son
konsantrasyonda {i¢ antibiyotigi iceren LB Broth besiyerine inokile edildi ve 6000 rpm’de
10 dk. 20°C’de (veya oda sicaklig1 da kullamilabilir) santrifiij edildi (Sorvall™ RC6, Thermo
Scientific). Siipernatant uzaklastirildiktan sonra transformasyon sollsyonu direkt pellete
aktarildi.

Infiltrasyon soliisyonu igin %5 sukroz ve %20 surfaktant (VAC-IN —STUFF Silwet L-
77) kullanildi. 300 ml distile suya, 15 gram sukroz eklenip karistirildi. Ardindan bu ¢ozeltiye
60 pl surfaktant eklendi. Pelletlere bu soliisyondan 1’er ml eklendi ve pipet yardimiyla
cozlilmeleri saglandi. Daha sonra, siispanse edilen pelletler 300 ml’lik transformasyon
soliisyonuna bosaltild1 ve bu soliisyona 50 ml distile su ve 2,5 g daha sukroz eklenerek
cozelti iyice karigtirildi. Beherdeki bu ¢ozelti vakum pompasinin (WELCH 25468-01
INSUL Class B, Denver Product) igine yerlestirildi (Sekil 5). Ters ¢evrilmis ve ¢igekleri
tasiyan tim govde ¢ozeltiye batirilmis sekilde bitkiler 10-15 cm Hg basing altinda 3 dk.
stiresince vakumlandi. Daha sonra TO neslini verecek bu bitkiler iki saksi (ii¢ de olabilir)
halinde yanyana konularak, transformasyonun etkinligini arttirmak amaciyla stre¢ filmle
lyice sarild1 ve oda sicakliginda gece boyu bekletildi (karanlik veya aydinlik fark yaratmaz)
(Clough and Bent, 1998) (Sekil 5). Ertesi giin stre¢ film bir miktar araland1 ve bitkiler
22°C’de 16 saat 151k (120 pumol m2sn?) 8 saat karanlik dongiide ayarli bitki biiyiitme
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kabinetine aktarildi ve TO tohumlarinin olugsma sathasina kadar (yasam dongiisti yaklasik

2,5 ay) burada muhafaza edildi.

Sekil 6. Arabidopsis transformasyonu. infiltrasyon soliisyonu igerisinde gdsterilmis
Arabidopis bitkileri (solda). Transformasyondan 8 hafta sonra, TO tohumlarini
verecek bitkiler (sagda).

2.2.5. Segregasyon Analizi

TO nesline ait tohumlar son konsantrasyon 30 mg/ml kanamisin ve 50 mg/ml
sefotaksim antibiyotiklerini iceren “2xMS agar besiyerinde yaklasik 10 giin siireyle
biiyiitiildii ve antibiyotikler varliginda gergek yaprak olusturabilen (true leaves) ve yesil
kalabilen T1 bitkileri, her biri bireysel olarak numaralandirilip topraga transfer edildi. Daha
once bahsedilen kosullarda bitki kabinetinde yasam dongiilerini tamamlayana kadar
yetistirilen bu T1 bitkilerinden (yaklasik 100 farkl: bitki) toplanan T1 tohumlar: 3:1 Mendel
segregasyon oranint verip vermemeleri (heterozigotluk) bakimindan tarandi. Bu asamada
her bir bitki i¢in bu kez yalnizca kanamisin i¢eren (son konsantrasyon 30 mg/ml) ¥2xMS
kanamisinli agar petrilere yaklasik 70’er tohum ekilerek seleksiyon yapildi (Sekil 6).
Bahsedilen oran1 gdsteren ve trans genleri tek kopya halinde tasidig1 diisiiniilen farkli T2
hatlar1 secilerek (6rnegin 51, 62, 85..) T2 tohumlarmi olusturmak {izere topraga transfer
edildi. Yasam dongiisii tamamlanan T2 bitkilerinden toplanan T2 tohumlar1 (51-1, 51-2, 51-
3.....; 62-1, 62-2, 62-3....; 85-1, 85-2, 85-3...... 85-10 gibi) bu defa homozigotluk
bakimindan taranmak {izere, yukarida bahsedilen konsantrasyonda kanamisin iceren ¥2xMS
kanamisinli agar petrilere, hat basina 100 veya lizeri tohum olacak sekilde yerlestirilerek test

edildi. Bu asamada bitkilerin tamami yesil kalan ve gercek yaprak olusturabilen hatlar,
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transgenik hatlar olarak degerlendirildi ve sonraki adimlarda kullamlmak iizere +4 °C’ye

kaldirildi.

Sekil 7. T1 nesline ait segregasyon analizi. 30 mg/ml kanamisin (solda) ve 50 mg/ml fitajel
(sagda) iceren “2xMS agar petrilerde yer alan Arabidopsis hatlari.

2.2.6. AtNHX1 ve SOS-1 Genlerinin Ekspresyon Analizleri
2.2.6.1. Olasi1 Transgeniklerden RNA izolasyonu

Segregasyon analizi sonrasi transgenik oldugu tespit edilen hatlardan, 8 ile 10 giin
stiresince %2xMS petrilerde biiyiitillen bitkiler ve daha 6nce belirtilen metod kullanilarak
RNA izolasyonu yapildi. Ayni zamanda, tohumlar sterilize edildikten sonra yaklasik 10 giin
boyunca siv1 ¥2xMS besiyeri bulunduran erlenlerde yetistirildi. Bu siirecin ardindan tuz stresi
olusturmak i¢in bitkilere son konsantrasyon 150 mM olacak sekilde steril NaCl soliisyonu
eklendi. Kontrol bitkilerine ise; ayni1 oranda sadece H>O ilave edildi ve buyume 2 giin daha
devam ettirildi. Izolasyon sonras1 6rnek RNA’larin saflik ve konsantrasyonu NanoDrop
ND1000 Spektrofotometre cihazi ile 230, 260 ve 280 nm dalga boylarindaki optik yogunluk
Olculerek belirlendi.

2.2.6.2.Northern Blot Analizi
2.2.6.2.1.0rneklerin Normalizasyonu ve Denatiirasyonu

RNA/DEPC H>O karigimi 6rnekler son konsantrasyon 10 pg/ul olacak sekilde
normalize edilerek hazirlandi. Ardindan asagida verilen oranlarda hazirlanan pre-mix (15ul)

(Tablo 29) orneklere ilave edilerek tiipler vortekslendi ve 60°C su banyosunda 15 dk.
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stiresince denatiirasyona birakildi. Bu siirenin sonunda tiiplere son konsantrasyon 1X olacak
sekilde 6X Formaldehid yiikleme tamponu (5 pl) eklenerek, numuneler jele yiiklenmeye
hazir hale getirildi.

Tablo 29. Orneklerin normalizasyonu igin gerekli bilesenler

Bilesenler Miktar (ul)
10X MOPS 5

%37 Formaldehid 8
Formamid 25

Yukaridaki bilesenler ile hazirlanan Pre-mix (1 6rnek i¢in) kullanim asamasina kadar ve kullanim
sonrasi -20°C’de muhafaza edilir. 12 pl RNA/DEPC H,0 karigimina 10 pl ylkleme tamponu ve
15 pl Pre-mix ilave edilerek, formaldehid agaroz jele yiiklenecek RNA miktart hazirlanir.

Ornekler, asagidaki oranlar takip edilerek hazirlanan formaldehid agaroz jele (agaroz
1,2 g, DEPC H>0 87 ml, 10X MOPS 10 ml ve %37 formaldehid 3 ml/toplam hacim 100 ml)
yuklenerek, elektroforez tamponu (522 ml DEPC-H-0, 18 ml 37% Formaldehid, 60 ml 10X
MOPS /toplam hacim 600 ml) i¢erisinde 100V altinda 3 saat siiresince yiratuldi. (1L 10X
MOPS hazirlamak icin; 41,8 g (0,4 M) MOPS, 800 ml DEPC H20 ya eklendikten sonra
NaOH ile pH.7’ye ayarlandi. Ardindan bu ¢ozeltiye 16,6 ml (0,1 M) NaOAC (DEPC H20)
ve 2 ml (10 mM) EDTA (DEPC H20) (pH.8) eklenerek son hacim DEPC H.O ile 1 L’ye
tamamlanip otoklavlanarak kullanildi. DEPC (Dietilpirokarbonat) ile hazirlanan su; 1 ml
DEPC ile 999 ml ddH20’nun muamele edilmesi ve gece boyu oda sicakliginda bar

yardimiyla karistirtlip ardindan otoklavlanmasi sonucu elde edildi).

2.2.6.2.2. Formaldehid Jelin Membrana Transferi

Elektroforez esnasinda 2 adet 9x10cm ve 1 adet 35x15 c¢cm oraninda kesilen seliiloz
kromatografi kagidi (Fisherbrand™ Pure Cellulose Chromatography Paper-Thickness 0,35
mm Cat No: 05-714-4), 9,5x10,5 cm oraninda kesilen membran (GE Healthcare
Amersham™ Hybond™ -XL Membranes), ve 8,8x9,8 c¢cm oraninda kesilen 7 cm
yiiksekliginde peceteler hazirlandi. Metal dikdortgen bir kaba 500 ml 20X SSC (1 L salin
sodyum sitrat (SSC) stok soltisyonu igin; 175,3 g (3M) NaCl ve 88,2 g (0,3M) NaSitrat

DEPC H20 ile hazirlanarak otoklavlandiktan sonra kullanildi.) kabin iizerine de uygun
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ebatlarda bir cam destek yerlestirildi. Elektroforez tamamlandiktan sonra biiyiik ve kiigiik
kromatografi kagidi dnce DEPC H0 ile, daha sonra da transfer tamponu ile muamele edildi
ve bunlar sirasi ile cam destegin tizerine yerlestirildi. Ardindan jel, st yiizii alta
(kromatografi kagidina) gelecek sekilde cam destek tlizerine birakildi. Jelin Gizerine uygun
ebatlarda kesilen pozitif yiiklii naylon membrani, mebranin iizerine 1 adet kiigiik
kromatografi kagidi ve en az 7 cm yiiksekliginde pegeteler yerlestirildi. Tiim bu adimlar
sirasinda katmanlar arasinda olusabilecek olasi hava kabarciklar1 bir cam pipet yardimiyla
uzaklastirildi. Son olarak diizenegin iizerine yaklasik 1 kg’lik bir agirlik konularak transferin
gece boyu (en az 16 saat) siirmesi saglandi. Transferin ardindan diizenek dikkatlice bozuldu
ve membran bir pens yardimiyla alinarak UV crosslinker (Fisher Scientific FB-UVXL-1000)
icerisine yerlestirildi, 2 kez optimum siirede crosslink sonrasit RNA o6rnekleri membrana
sabitlenmis oldu. Ardindan membran laminar flow kabinde yaklasik yarim saat kurumaya

birakildi ve hibridizasyonda kullanilmak {izere oda sicakliginda muhafaza edildi.

2.2.6.2.3. Prob Hazirlama, Hibridizasyon ve Gen Ifadesinin Belirlenmesi

AtNHX1, SOS-1 ve Aktin olmak tiizere 3 ayr1 prob ile hibridizasyon yapildi. Gen
spesifik problari hazirlamak tizere AINHX1 geni igin 1445 bp uzunlugundaki fragmenti elde
etmek amacgli Forward primer olarak NHX165 FW 5° -TGATTGGGCTAGGCACTG-3’
Revers primer olarak ise; NHX7 RW 5°- AAGATCAGGAGGGTTTCTCTC-3’ primerleri
dizayn edildi. SOS-1 geni i¢in ise; 1959 bp uzunlugundaki fragmenti elde etmek iizere
Forward primer olarak SOS-1-842-FW 5’- GGGCTTCTGGTGTTTTGACG-3" Revers
primer olarak ise; SOS-1-2881-RW 5’-CGTTAGAAGGTGATAATGCGGC-3’ baz dizisine
sahip primer c¢ifti dizayn edildi. Aktin internal kontrol geni i¢in ise; 502 bp uzunlugundaki
fragmenti ¢ogaltacak olan Act-Forward 5’- TCACCACAACAGCAGAGCGGG-3’ve Act-
Reverse 5’-GGACCTGCCTCATCATACTCGG-3’ primerleri kullanildi. SOS-1 ve AtINHX1
fragmentlerini  ¢ogaltmak igin SOS-1 ve AtNHX1 genlerinin aktarildigi vektor
(pBI1121+AtNHX1+S0S-1) PCR’da kalip DNA olarak kullanildi. Aktin geni ise PCR ile
cDNA Kkiitiiphanesi iizerinden ¢ogaltildi. Reaksiyon sartlar1 Tablo 30 ve 31’°de belirtildigi
gibidir.
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Tablo 30. AtNHX1 , SOS-1 ve Aktin gen problarinda kullanilacak DNA’nin amplifikasyon

reaksiyonu
Bilesenler Miktar Son Konsantrasyon
5X Green GoTaq™ Tampon 2 ul 1X
10 mM dNTP mix (2,5 mM her birinden) 1,6 ul 0,2 mM her bir dNTP
10 uM Forward Primer 1pl 0,1-1 uyM
10 uM Reverse Primer 1pl 0,1-1 uM
Kalip DNA 1pl
GoTagq® DNA Polimeraz (5U/ul) 0,1 pul 1,25 U
Niikleazlardan arindirilmis H.O 13,3ul
Toplam Reaksiyon 20 pl

Tablo 31. AtNHX1, SOS-1 ve Aktin gen problarinda kullanilacak DNA’nimn
amplifikasyon sartlar1

Reaksiyon Donguleri Kosullar

[k denatiirasyon 2dk.95°C
Denattrasyon 30sn.95°C
Primerlerin baglanmasi 30 sn. 56°C (35X)
Uzama *1 dk. 40sn. 72°C
Son uzama 10 dk. 72°C

*AtNHX1 amplifikasyon reaksiyonunda 1 dk. 40 sn. olarak belirlenen uzama siresi SOS-1
amplifikasyonu igin 2 dk.’ya ¢ikarilmis, Aktin geni igin ise 1 dk.’ya indirilmistir.

Reaksiyon sonrasi elde edilen PCR iiriinleri %1 ‘lik hazirlanan agaroz jele yuklendi ve
elektroforezin ardindan UV altinda gézlendikten sonra jelden kesilerek temizlendi (Bkz.
Zymoclean™ Gel DNA Recovery Kit protokol). Temizlenen RNA firlinlerinin
konsantrasyonu, Northern hibridizasyonu esnasinda prob etiketleme reaksiyonunda
kullanilmak tizere, NanoDrop ND1000 Spektrofotometre cihazi ile belirlendi ve bu {iriinler
direkt prob DNA olarak kullanilmak {izere etiketlenip +4°C’ye kaldirildi. Prob isaretleme
asagida Tablo 32°de belirtilen sartlarda AMBION DECAprime™ II DNA Labeling Kit (Cat
No: AM1455) kullanilarak gergeklestirildi.
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Tablo 32. Prob isaretleme reaksiyonu

Bilesenler ()
Prob DNA (50ng Kalip DNA)+DEPC H,0 23
10X Decamer (Random Primers) 5
-dATP 10
*dATP (0*?P) 10
Klenow fragmenti 2
Toplam Hacim 50

Reaksiyon, 37°C su banyosunda 20 dk. inkiibe edildikten sonra kisa bir santrifiij yapilmis ve iizerine
150 ul TE tamponu eklenerek son hacim 200 pl olacak sekilde hazirlanmistir. * Radyoaktif isaretli bazi
gosterir.

Ardindan 3 ml’lik siringa igerisine bir miktar Glass Wool (20411 SUPELCO-Sigma
Aldrich) cam pipet yardimiyla yerlestirildi ve bu siringa, 15 ml’lik konik santrifij tlp
icerisine (Fisherbrand™ 15mL Graduated Polystyrene Centrifuge Tube with conical bottom)
aktarildi. 15 m1’lik konik tup, igerisine 2 ml Sephadex G-25 eklenerek 20°C 1800 rpm’de 3
dk. santrifiij edilip filtrasyona hazir hale getirildi. Ardindan son hacmi 200 ul olan prob
reaksiyonu, siringa igerisine pipetlendi ve ayni sartlardaki santrifiij ile kontaminantlardan
uzaklastirilarak hibridizasyona hazir hale getirildi.

100 ml maximum Kkapasiteli hibridizasyon tlplerine (1.371.D. x 3,93L in.
(35X100mm) Wheaton™ Hybridization Bottles-Fisher Scientific) yerlestirilen membranlar
DEPC H20 ile muamele edildikten sonra distile H>O ile yikandi, ardindan tiiplere 64°C’ye
ayarlanmis 15 ml pre-hibridizasyon soliisyonu (Tablo 33) eklenerek yine 64°C’ye ayarli
hibridizasyon etliviinde (Integrated Separation Systems/Enprotech Unitherm Model 6/12
Hybridization Oven) 30-60 dk. rotasyonlu inkiibasyona birakild:. Inkiibasyon sonrast tiiplere
12’ser ml 64°C’ye ayarlanmig pre-hibridizasyon soliisyonu eklenerek soliisyon yenilendi.
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Tablo 33. Pre-hibridizasyon soliisyonu

Bilesenler (ml)
BSA 1(g)
0.5M EDTA(pH 8) 0.2
1M NaHPOg4 (pH 7,2) 50
%20 SDS 35
DEPC H20O 15
Toplam Hacim 100

Ependorf tipte bulunan saflastirilmis haldeki prob, 5 dk. 100°C’de kaynatilip hemen
ardindan buza alinarak 2 dk. buzda bekletildi. lyice santrifiijlendikten sonra probun tamami
hibridizasyon tipine pipetlendi ve 64°C’ye ayarli hibridizasyon etiiviinde gece boyu
inkiibasyona birakild1.

Ertesi giin membran1 yikama islemi, cam tiiplerde igerisinde probun bulundugu
hibridizasyon soliisyonunun steril birer falkon tiipe aktarilmasi ve -20°C’de muhafaza
edilmesi ile basladi. Ardindan 100’er ml konsantre yikama soliisyonu (Tablo 34) eklenen
tipler 5 dk. siiresince oda sicakliginda birkag¢ kez alt iist edilerek, spesifik olmayan
baglanmalar membrandan uzaklastirildi. Pens yardimiyla tiiplerden ¢ikarilan membranlar
yeterince derin plastik kare tablalara alinarak 6nceden 64°C’ye 1sitilan, seyreltilmis yikama
soliisyonu ile 5-10 dk. boyunca su banyosunda (Isotemp Waterbath, Fisher Scientific) inkibe
edildi. Yikama soliisyonu lavaboya dokiildiikten sonra, radyasyon 6l¢im aleti ile (Geiger—
Mdiller sayaci) (Survey meter Model 3, Ludlum Measurements Inc. Sweetweather, Texas)
sinyal seviyesi ikinci bir yikama islemi gerekip gerekmedigi bakimindan test edildi (asir
miktarda sinyal gozlendigi takdirde, yikama 3 defaya kadar tekrarlanabilir). Ardindan
otoradyografi kaseti (Fisher Scientific Electrophoresis System FBXC 810 Autoradiography
| X-Ray Cassette) islem i¢in hazirlandi. Kasete ince plastik bir film yerlestirildi ve ardindan
kasetin Olculerinde kesilen kromatografi kagidi filmin tizerine yerlestirilerek DEPC H20 ile
muamele edildi. Membran, sinyalin bulundugu kisim iiste bakacak sekilde kromatografi
kagidi iizerine yerlestirildi. Ardindan membranin iizerine fosfor ekran (Care of GE
Healthcare Storage Phosphor Screen, 00146931 SCRN UNMTD 20X25) yerlestirilerek
(fosfoscreen yiizii sinyali kapatacak sekilde) kaset kilitlendi ve gece boyu oda sicakliginda
inklbe edildi.
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Tablo 34.Yikama soliisyonu

Bilesenler Konsantre (ml) Seyreltik (ml)
BSA (gr) 1 0

0.5M EDTA (pH.8) 0.4 1

1M NaHPOg4 (pH.7,2) 8 20

%20 SDS 50 25

DEPC H20O 140 455

Toplam Hacim 200 500

Ertesi giin jel goriintiileme sistem&programi kullanilarak (BIORAD Personal
Molecular Imager™ (PMI™) System) okunan fosfor ekran, goriintii temizleyicisi
(Amersham Biosciences 810-UNV Image Eraser Light Box) tarafindan silinip diger
hibridizasyonlara hazir hale getirildi. Ikinci prob ile muameleye gecilmeden evvel, membran
Uclincu bir tampon ile (arindirici tampon) (Tablo 35) muamele edildi. Tampon (250 ml),
yeterince derin plastik kare bir tablada 74°C’ye ayarli su banyosunda 1sitildi. Ardindan
otoradyografi kasetinden ¢ikarilan membran, tablaya alindi ve 10 dk. siiresince su
banyosunda inklbe edildi. Tampon dokuldiikten sonra radyasyon 6lglim aleti ile sinyal
Olciilerek ekstra yikama gerekip gerekmedigi belirlendi ve ardindan tekrar hibridizasyon
asamasina gecilerek bu asamadaki islemler tekrarlandi. Tiim bu islemler her ii¢ prob ile de

hibridizasyon tamamlanana kadar tekrar edildi.

Tablo 35. Arindirict tampon

Bilesenler (ml)
1M Tris (pH.8) 1
0,5M EDTA 2
%20 SDS 2-2,5
DEPC H0O 495

Toplam Hacim 500
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2.2.6.3. Southern Blot Analizi

Her iki geni de tasiyan veya ilgili genleri ayr1 ayri tasiyan transgenik bitkilerde, bu
genlerin kromozoma kag¢ kopya halinde yerlestiklerini ortaya ¢ikarmak icin, Southern Blot
hibridizasyon analizleri gerg¢eklestirildi. Kontrol olarak NPTII gen bdlgesini bulundurmayan
yabani tip Arabidopsis Col-0 DNA’s1 kullanildi. Southern Blot, pBI121 (izerinde yer alan
kanamisin diren¢ genine spesifik primerlerce ana vektor (pBI1121+SOS-1+AtNHX1 ) kalip
DNA olarak kullanilmak iizere, buradan ¢ogaltilan fragmentin radyoaktif 2P ile
isaretlenmesi ile, Northern Blot reaksiyon sartlari ve hibridizasyon basamaklari baz alinarak
gerceklestirildi. PCR primerleri olarak, Forward primer igin Southern 2F 5°-
CGTTGGCTACCCGTGATATTGC-3> ve  Reverse primer i¢in IR  5°-
TCCGCTCACAATTCCACACAAC-3’ primerleri kullanilmis ve 1406 bp’lik NPTII dizisi
hibridizasyon reaksiyonlarinda prob olarak kullanilmak {izere etiketlendi.

Toplam bes transgenik hat ve K kontrol bitkilerinin rozet yapraklarindan 2 g
orneklenip, setiltrimetilamonyum bromid (CTAB) kullanilarak genomik DNA izole edildi.
DNA ornekleri,0,6 hacim izopropanolde ¢oktirildu. 10.000g’de 5 dk. santrifiijiin ardindan
(oda sicakliginda) izopropanol uzaklastirildi ve ornekler 1 ml TE tamponu igerisinde
¢ozildu. Olast RNA kalintilar1 6rneklere 1 pul RNaz (10 mg/ml) eklenerek 37 °C’de 2 saat
stiresince uzaklastirildi. Ardindan, genomik DNA 6rnekleri fenol/kloroform ekstraksiyonu
ve izopropanol ¢oktiirmesi ile saflastirildi ve TE tamponu (pH.8) igerisinde ¢o6ziildii.
Konsantrasyon ol¢timleri NanoDrop ND1000 Spektrofotometre (DE, USA) cihazi
kullanilarak yapildi. Her hat i¢in 20 pg DNA &rnegi 400ul reaksiyon hacminde EcoRl
enzimiyle ilgili protokole gore (NEB, MA,USA) gece boyu kesildi. Reaksiyonun sonunda
coktirtlen DNA ornekleri 33 pl saf su icerisinde ¢ozildi ve 7 pl 6X yiikleme tamponu ile
karistirillarak +4°C’ye yerlestirilen elektroforez tanki igerisindeki, EtBr igermeyen %0,8’lik
agaroz jelde gece boyu yiiriitiilerek biiytikliik farkina gére fragmentlere ayrildi. Agaroz jelin
EtBr ile boyanmasi isleminin ardindan, pozitif yukle yukli membrana transfer,
hibridizasyon ve gorintileme Northern Blot hibridizasyon reaksiyonundaki asamalarda

gerceklestirildigi sekliyledir.
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2.2.7. Transgenik Arabidopsis Bitkilerinde Fizyolojik ve Biyokimyasal Analizler
2.2.7.1. Yesil Yaprak Sayisinin Belirlenmesi

Her iki geni de yiiksek diizeyde ifade ettigi Northern Blot analizleri ile tespit edilen 7
farkli Arabidopsis hattindan fenotipik agidan stabilizasyon/benzerlik sergileyen Uci
secilerek tuz stresi altinda yesil kalabilen yaprak sayisi ile kok gelisimi, kok blylme ve
gelisme deneyi ile (root bending assay) (Zhu ve ark., 1998), agar petrilerde degerlendirildi.
Bunun igin, yabani tip (K) ve transgenik tohumlar, sterilize edildikten sonra (Bkz. Bitkilerin
bliyiitiilmesi) +4°C’de 4 giin strafikasyona birakilarak, “2xMS agar besiyerine aktarildi ve
agar petrilerde 4 gin slresince buydtildl. Sdrecin ardindan bitkiler, laminar kabin
icerisinde, steril pens yardimiyla aseptik kurallar gozetilerek, 150 mM NaCl-ekli ¥2xMS agar
besiyerlerine yatay olarak yerlestirildi ve petrilerin konumuna gore dikey durumda olan 40
watt’lik beyaz 151k kaynagi altinda 12 giin boyunca yer ¢ekimine zit sekilde buyutulerek,
yesil yaprak sayist ve kok biiyiimesi fotograflanarak kaydedildi.

2.2.7.2. Kok Buyume Testi

Yabani tip ve transgenik tohumlarin kok uzunluklar1 arasinda kantitatif bakimdan fark
olup olmadigini belirlemek adina, ilgili tohumlar, strafikasyonun ardindan steril pastor pipet
yardimiyla 75, 100, 175 ve 200 mM NaCl iceren ¥2xMS besiyerlerine yerlestirildi ve 40
watt’lik beyaz 151k kaynagi altinda, yer ¢ekimi yonlinde, kok uzama oranlar1 incelendi. 10-
12 giin sonra cetvel yardimiyla 6l¢iilen degerler kayit altina alindi. Kontrol bitkileri herhangi
bir tuz konsantrasyonu icermeyen ¥%xMS agar petrilerde blyutulerek, farkli tuz

konsantrasyonlari ihtiva eden agar petriler ile kiyaslama yapildi.

2.2.7.3. Osmotik Stres Testi

Transgenik ve yabani tip Arabidopsis bitkilerinin osmotik strese verdikleri cevabi
6lgmek Uzere, tohumlar +4°C’deki 4 giinliik strafikasyonun ardindan 300 mM mannitol
eklenen %2xMS agar besiyerine yerlestirildi ve 7 giin sonra bitkilerdeki kok uzunluklari kay1t
altina alindi. (Kontrol petrileri stres petrilerindeki bitkilerin tamamini1 bulundurmakla

birlikte, sadece ¥2xMS agar besiyerini ihtiva eder).
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2.2.8. Tuz Stresi Uygulamasi ve Cevaplari

Arabidopsis tohumlar1 6nce ¥2XMS agar petrilerinde 3-4 glin sireyle blyatuldu.
Ardindan deneysel dizayna gore 2.5", 3" veya 4" ebatlarinda, igerisinde Sunshine Mix
(SunGro Horticulture, Vancouver, Canada) bulunan saksilara aktarildi. Toprakta bydttlen
3 haftalik yabani tip ve transgenik bitkiler, 3 hafta boyunca her 4 giinde bir 50 mM ‘dan 250
mM’a kadar 50 mM farkla artan NaCl konsantrasyonlari ile muamele edildi. Kontrol durumu
icin ise; ayn1 deneysel set hazirlanmis, fakat 4 giinde bir, NaCl yerine su kullanilmustir.
Bitkiler yaklasik alt1 haftalik iken, bliylime ve gelisimin kirk birinci giintinde fotograflanarak
antosiyanin, klorofil igerigi ve lipid peroksidasyonunu da igeren tim fizyolojik
parametrelerin degerlendirilmesi igin 6rneklendi. Tuz stresi ve normal kosullar altinda
blyuttlen transgenik ve yabani tip Arabidopsis bitkileri i¢in drneklemeler yapildiktan sonra,

numunelerin kisa vadeli saklanmasi -80°C’de gergeklestirildi.

2.2.8.1. Yas Agirhik ve Govde Uzunluklarinin Tespiti

3 hafta boyunca her 4 giinde bir 50 mM ‘dan 250 mM’a kadar 50 mM farkla artan
NaCl konsantrasyonlar1 ile muamele edilmis alt1 haftalik transgenik ve yabani tip bitkilerin
ve ayni slire¢ boyunca sadece su ile biiyiitiilen kontrol bitkilerinin, toprak tzerinde kalan
vejetatif bitki kisimlar tartilarak, yas agirlik degerleri ve cetvel vasitasiyla 6lgiilen govde

uzunluklari kayit altina alindi.

2.2.8.2. Meyve Sayisi ve Tohum Miktarinin Tespiti

Transgenik ve yabani tip Arabidopsis bitkilerinin tuz stresi ve iyi sulanmig normal
kosullar altinda olusturduklar1 meyve (silikva) sayist ve tohum miktarinin
belirlenmesi/karsilagtirilmasi i¢in, ayni1 deney diizenegi kurularak, bitkiler 3 hafta boyunca
her 4 giinde bir 50 mM ‘dan 250 mM’a kadar 50 mM farkla artan NaCl konsantrasyonlari
ile muamele edildi, ardindan tohum olusturabilmeleri i¢in tuz stresi uygulamasi kesilerek,
su ile biiylime ve gelisim devam ettirildi ve bitkiler 8 haftalik iken bahsi gegen parametreler
6l¢lldu. Her bitki igin silikva meyve sayist manuel olarak sayildi, bitki bagina diisen tohum

agirligi ise tartim yapilarak belirlendi.
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2.2.8.3. Klorofil Miktarinin Belirlenmesi

Klorofil miktar1 metanol ekstraksiyon metodu kullanilarak belirlendi (Porra et al.
1989). Toprakta yetistirilen 250 mM tuz stresi altindaki 6 haftalik bitkilerden alinan 0,1’er
gram taze yaprak o6rnegi 2 ml metanol icerisinde, 4°C’de 24 saat boyunca bekletilip, ertesi
gun bitki basia 1 ml supernatant kullanilarak klorofil a, b ve toplam klorofil (a + b) Ages Ve
Ass ‘deki degerlerin BioTek Synergy HT mikroplate okuyucu ile (BioTek Instruments, Inc.
Vermont, US) spektrofotometrik olarak belirlenerek kayit altina alindi. Ayni1 islem 6 hafta
boyunca sadece su ile muamele edilen kontrol bitkileri i¢in de gergeklestirildi. Klorofil a, b
ve toplam klorofil (a+b) igerigi, ilgili molar katsay1 kullanilarak, bu molekiiller igin

konsantrasyon degerlerine donistiiriildu.

2.2.8.4. Antosiyanin Miktarinin Belirlenmesi

Antosiyanin miktart Solfanelli ve ark., 2006’ya gore belirlendi. 0,2 g yaprak 6rnegi
2/3’1 distile su olan metanol-HCI soliisyonunda (HCI1 1% (v/v) 6giitildi ve 1dk. 14,000xg
‘deki ekstraksiyonun ardindan supernatant alinarak tizerine 1 hacim kloroform eklenerek,
tipler alt Gst edildikten sonra 1 dk. 14,000xg’'deki santrifiigasyon ile klorofiller
slipernatanttan uzaklasirildi. Santrifiij sonrasi meydana gelen ikili fazdan, {ist faz ayrilarak
absorbsiyon BioTek Synergy HT mikroplate okuyucu ile spektrofotometrik olarak olctldi
(As3s).

2.2.8.5. Malondialdehit (MDA) Miktarimin Belirlenmesi

Lipid peroksidasyonu, 6 haftalik bitkilerden alinan 0,1 gram yaprak 6rneklerinde 2-
Tiyobarbiitirik asit-MDA kompleksinin olusum oranina bakilarak, Heath ve Packer (1968)’e
gore test edildi. As3; and Aeoo nanometrelerdeki absorbanslar BioTek Synergy HT

mikroplate okuyucu ile belirlendi.

2.2.8.6. Cimlenme Testi

50 mM ‘dan 250 mM’a kadar 50 mM farkla artan NaCl konsantrasyonlari ile muamele
edilen bikilerden elde edilen yabani tip ve transgenik tohumlar, ylizey sterilizasyonu ve
strafikasyonun ardindan 2xMS besiyerindeki ilgili bolmelere yatay sekilde pastor pipet
yardimiyla steril kosullarda yerlestirildi ve 22°C’de 40 watt siirekli 1g1kta, 7 glin boyunca
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cimlenme potansiyelleri bakimindan gézlemlendi. Her bir tohumun ¢imlenmesi, radikulanin
goriiniir hale geldigi an referans kabul edilerek, her ayri hat i¢in, her giin toplam say1

mikroskop altinda sayilmak suretiyle belirlendi.

2.2.8.7. Na* ve K* Konsantrasyonlarinin Belirlenmesi

Na* ve K" icerikleri Wang BS ve Zhao KF (1995)’ye gore belirlendi. Tohumlar 4°C’de
4 gin strafikasyona birakildiktan ve imbibe edildikten sonra, 2 hafta igin 22°C’de 16 saat
151k (120 umol m2snt) 8 saat karanlik dongiide ayarli bitki biiyiitme kabinine aktarild. ki
haftalik bitkilere, diger bir hafta boyunca 100 mM NaCl uygulanarak (kontrol bitkileri ayni
stire boyunca yalnizca su ile sulandi) 3. haftada toprak tizerindeki biyokiitle 6rneklendi ve
80°C’lik etiivde 48 saat kurutuldu. Numuneler toz haline getirilerek, 2 saat suresince 0,1 M
nitrik asit ile muamele edildi ve K* ile Na" konsantrasyonlar1 atomik absorpsiyon

spektrofotometre ile (Z-8000, Hitachi, Tokyo, Japan) tespit edildi.

2.2.8.8. Tuz Stresi Soku

Yabani tip ve transgenik Arabidopsis tohumlar1 +4°C’deki 4 giinliik strafikasyonun
ardindan Y2xMS agar besiyerinde 3 giin stresince buytulerek, ardindan rozet yapraklarin
hemen hemen ayni ebatta olmalarina dikkat edilerek segilen bitkiler, 4"’lik saksilarin her
kosesine her farkli grup bitki gelecek sekilde yerlestirildi. Bu sekilde 4 giin daha biiyiitiilen
1 haftalik bitkiler, her 4 ginde bir 300 mM NaCl uygulanarak, 3 hafta stresince blyuttldu
ve 3. haftada bitkilerdeki fenotipik degisimler fotograflanarak kayit altina alindu.

2.2.8.9. Es Zamanh Tuz ve Sicaklik Stresi Uygulamasi

Tuz ve sicaklik stresinin kombine edildigi kosullarda, transgenik Arabidopsis ve
yabani tip bitkilerin petri ortaminda gosterdigi fizyolojik degisimler, 28°C’de sicaklik ve
100 mM tuz stresi kombine edilerek gozlemlendi. Bunun igin, 4 grup petri hazirlandi. 1k
grup 100 mM NaCl+22°C, ikinci grup 100 mM NaCl+28°C , lictincl grup ¥2xMS+28°C ve
son grup ¥2xMS+22°C grubu petrilerini igerecek sekilde dizayn edildi. Strafikasyonun
ardindan tohumlar aseptik sartlar altinda petrilere yerlestirildi. Stres ve kontrol durumlarinda
9 giin boyunca yercekimi yoniinde meydana gelen kok biliyiimesi, cetvel yardimiyla kok

uzunluklar 6l¢iilerek belirlendi.
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Toprakta gerceklestirilen deneyler igin ise, ¥2XxMS agar petrilerinde 3-4 giin streyle
biiyiitiilmiis Arabidopsis tohumlar1 2,5" ebatindaki saksilara aktarilmis ve stres uygulamasi
baslayana kadar 3 hafta boyunca 22°C’lik bitki blyltme kabininde (Bkz. Bitkilerin
Buyuttlmesi) toprakta buytitiilmistiir. Bitkiler 3 haftalik iken, 50 mM’dan baslanarak 150
mM NaCl konsantrasyonuna kadar 4’er giin ara ile tuz stresi uygulandi.150 mM tuz stresi
altindaki 6 haftalik bitkiler i¢in yas agirlik 6l¢timleri yapildi, meyve sayisi ile tohum miktari
Olclilmek iizere bitkiler 6 haftadan sonra ekstra tuz soliisyonlar1 yerine su ile sulanmaya
devam edildi. Meyve sayisi ile tohum miktar1 daha dnce belirtilen sekilde, bitkiler 8 haftalik
iken olguldu.

2.2.9. istatistiksel Analizler

Bireysel ve kombine streslerin transgenik bitki hatlarinin fenotip, tohum miktar1 ve
farkli birgcok fizyolojik parametre Uzerindeki etkisi, hipotez testindeki 0,05 (%5) 6nem
derecesi baz alinarak, tek yonli varyans analizi (ANOVA) ile belirlendi. Bagimsiz
degiskenlerin bitki biiyiime ve gelisimi lizerine anlamli farklar olusturup olusturmadiklari,

coklu kiyaslama testi (TUKEY) ile belirlenerek 6nem dereceleri tespit edildi.



3. BULGULAR
3.1. AtNHX1 Geninin Klonlanmasi

Arabidopsis thaliana cDNA's1 kalip olarak kullanilarak yapilan PCR sonucu AtNHX1
genini kodlayan sekans daha 6nce belirtilen spesifik primerlerce gogaltildi. (1627 bp). DNA

molekiillerinin varlig1 agaroz jel tizerinde gozlenip fotograflandi (Sekil 7).

1 M

1627 bp i

Sekil 8. AtNHX1 genininin cDNA’dan amplifikasyonu.1:
AtNHX1 PCR (rlnu. 1627 bp biiyiikligiindeki
fragment BamHI kesim bolgesini icerir. M: 1kb
DNA Extension Ladder (InvitrogenTM Life
Technologies).

3.1.1. Vektdér Modifikasyonu

pB1121, AtNHX1 fragmentinde bulunan BamHI ve Sacl restriksiyon endonukleaz
enzimleri ile uyumlu hale getirilebilmek igin; 6nce Sacl ile kesilip, T4 DNA polimeraz (New
England Biolabs) kullanilarak Sacl u¢ blunt (kiit) hale getirildikten sonra, GUS geni
uzaklastirilmak tizere, BamHI ile kesildi. CaMV 35S promotor, Nos-terminator ve NPT-11
(Kan") genlerini kapsayan 12864 bp’lik fragment, Zymoclean™ Gel DNA Recovery Kit ile

jelden temizlenip ligasyonda kullanilmak iizere +4°C’de saklandi (Sekil 8).
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12864 bp

1894 bp

Sekil 9. pBI121 vektér modifikasyonu. 1: BamHI ve
Sacl restriksiyon endoniikleazlarla kesilmis
pBI1121 binary vektor (12864 bp). M: 1kb DNA
Extension  Ladder  (InvitrogenTM  Life
Technologies).

3.1.2. Koloni PCR Analizi ve Plazmid izolasyonu

AtNHX1 fragmenti ve pBI121 binary vektor icin ligasyon reaksiyonu
gerceklestirildikten sonra, reaksiyon sonrasi elde edilen iriin E.coli DH5a kompetent
hucrelerine transfer edildi ve ilgili fragmenti tagiyan plazmidlerin kompetent E.coli
hiicrelerine transferinin degerlendirilebilmesi igin, AtNHX1 gen spesifik primerleri 35S-2:
5’- CAAGACCCTTCCTCTATATAAGG-3’ ve NHXS5 820R: 5’-
GAGGATACCGCTCAAGTCG-3’ ve kalip olarak pBI121+AtNHX1 plazmidi kullanilarak
10 adet koloni i¢in PCR yapildi. PCR iiriinleri %1°lik hazirlanan agaroz jele yiiklendi ve
PCR sonucu 890 bp iiriin veren koloniler pozitif olarak degerlendirildi (Sekil 9).

Koloni PCR sonrasi beklenen biiyiikliikte fragment olusturan 8 koloniden 4’ii mini
Olgekli izolasyon prosediirii takip edilerek plazmid izolasyonunda kullanildi. Pozitif
kolonilerden segilen bu 4 plazmidin, restriksiyon endoniikleazlarla dogruluklar1 simandi
(Sekil 10).
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123 456 78910M

Sekil 10. Koloni PCR igin agaroz jel elektroforezi sonuglari. 890 bp
AtNHX1 geninin ilgili primerlerce ¢ogaltilmis bir pargasini
isaret eder. 1-3, 5-6, 8-10 bu pargayi tasiyan pozitif koloniler.
M: 1kb DNA Extension Ladder (InvitrogenTM Life
Technologies)

1030 bp

Sekil 11. pBI121 vektorinin BamHI, Sacl ve EcoRI restriksiyon
enzimleri  ile  AtNHX1  genini  bulundurdugunun
dogrulanmasi. 1-2, 3-4, 5-6 ve 7-8 siras1 ile BamHI+Sacl ve
EcoRI kesim uriinleri. M: INVITROGEN The TrackIt™ |
Kb Plus DNA Ladder

3.2. SOS-1 Geninin Klonlanmasi
3.2.1. Vektoér Modifikasyonu

SOS-1 geninin klonlanmasi i¢in gerekli optimizasyon ¢aligmalarinda, diisiik kopya
sayisina sahip pBI121 vektori, yiiksek kopya sayisina sahip PJG4-5 maya vektoru
kullanilarak modifiye edildi. PJG4-5 vektoriinde beklenen buytklikteki kesim trind (339
bp’lik fragment) ve PBI121 vektorii ligasyona ugratilmak iizere PJG4-5 ve PBI121
vektorlerinin her ikisi de Hindlll (New England Biolabs) enzimiyle kesildi (Sekil 11).
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3kb
1.6 kb

3045bp
2706 bp

607b

500 bp
339b

Sekil 12. SOS-1 geninin klonlanmasinda vektor
modifikasyonu. 1: pBI1121 plazmid DNA
Hindll1+CIP kesimi, 2: PJG4-5 plazmid
DNA Hindlll  kesim drdnleri, M:
INVITROGEN 1kb DNA Extension
Ladder (Daha sonra vektoér ve 339bp’lik
fragment  ligasyon  reaksiyonu ile
birlestirilmis ve vektor bir EcoRI kesim
bolgesi elde edilmek Uzere modifiye
edilmistir.)

3.2.2. Koloni PCR Analizi

pBI121 binary vektor ve PJG4-5 plazmid DNA Hindlll kesim trunlerinden 339bp lik
fragment jelden temizlenerek ligasyon reaksiyonu ile birlestirildi, reaksiyon sonrasi elde
edilen yeni vektor (pB1121+ PJG4-5 339bp) E.coli DH5a kompetent hiicrelerine transfer
edildi. LB agar besiyerinde inkiibasyon sonrasi olusan kolonilerden rastgele segilen 9’u,
E.coli kolonilerinin pozitifligini test etmek i¢in Forward primer olarak; Gyp Upstream 5°-
GAATGTCGCCCTTTTGTCTTTG-3" ve Reverse Primer olarak; 35S-415-R 5'-
AGTGTGTCGTGCTCCACCATGT-3" primerleri kullanilip, 1051 bp'lik fragment

cogaltildi. PCR iiriinleri %1’lik hazirlanan agaroz jele yiiklendi ve pozitif koloniler
belirlendi (Sekil 12).

Mini 0Olcekli plazmid izolasyonu sonrasi elde edilen modifiye edilmis vektor DNA
(pB1121+PJG4-5 339bp), kontrol amagli once EcoRI restriksiyon endoniikleaz ile kesilerek
test edildi ve 2998bp’lik fragment %1 lik hazirlanan jelde UV altinda g6zlenerek dogrulandi
(Sekil 13).
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Sekil 13. SOS-1 modifiye vektoriin koloni PCR ile dogrulanmasi. 1-3, 5-8
pBlI121+ PJG4-5 339bp’lik modifiye edilmis yeni vektorii tasiyan

pozitif E.coli DH5a klonlari. M: INVITROGEN 1kb DNA Extension
Ladder

3kb
1.6kb

Sekil 14. Vektéor DNA’da modifikasyon ligasyonunun
dogrulanmasi. 1: Vektér DNA (pBI121+PJG4-
5 339bp)’nin EcoRI restriksiyon endoniikleaz
kesim drnleri. M: INVITROGEN 1kb DNA
Extension Ladder

3.2.3. GUS (B-Glukuronidaz) Geninin Modifiye Vektorden Uzaklastirilmasi

Dogrulanan modifiye vektor (pBI121+ PJG4-5 339bp), Xbal ve Sacl restriksiyon
enzimleri ile kesilerek vektdrden GUS geni ¢ikarildi (Sekil 14).
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1.9kb

Sekil 15. Modifikasyonu tamamlanan vektér DNA’ nin
SOS-1 geni ile ligasyona hazirlanisi. M:
THERMO SCIENTIFIC FastRuler Middle
Range DNA Ladder, 1: Xbal ve Sacl enzim
kesimleri ile GUS (1,9 kb) geni modifiye
vektorden kesilip uzaklastirilmis, vektoriin geri
kalan pargasi jelden temizlenerek SOS-1 geni
ile ligasyona hazir hale getirilmistir.

3.2.4. SOS-1 Geninin Ligasyona Hazirlanmasi

Icerisinde SOS-1 genini tasiyan pIG121-Hm vektorl, Xbal ve Sacl restriksiyon
enzimleri ile kesildi ve SOS-1 genini kodlayan 3441 bp’lik fragment vektorden kesilip,
jelden temizlenerek modifiye pBI121+PJG4-5 339 bp vektorii ile ligasyona hazir hale
getirildi (Sekil 15).

3441 bp 3 kb

1 kb

Sekil 16. plG121-Hm vektoriin Xbal ve Sacl restriksiyon
enzimleri ile muamelesi. 1:SOS-1 geni (3441 bp)
M: 1kb DNA Extension Ladder (InvitrogenTM
Life Technologies).
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3.2.5. Koloni PCR ile Vektor Modifikasyonunun Dogrulanmasi

Modifiye vektor (pBI1121+PJG4-5 339 bp) ile plG121-Hm vektorinden kesilen SOS-
1 geninin ligasyonunun ardindan elde edilen yeni vektor (pBI121+PJG4-5 339 bp+SOS-
1/pB1121S0S1), E.coli DHS5a kompetent hiicrelerine transfer edildi ve bu transformasyon
sonucu  olusan  koloniler  i¢gin = Forward  primer  olarak  35S-2:  5’-
CAAGACCCTTCCTCTATATAA GG-3’ve Reverse Primer olarak 542R: 5'-
TTAGCAAAGCAACAACAGCAACC-3 primerleri kullaniip p121SOS-1  vektorii
Uzerindeki 603bp’lik fragment koloni PCR ile islemin dogrulugunu sinamak amagh
cogaltildi (Sekil 16).

g 1 kb

603 br T T T L 500 b

D I RN

Sekil 17. SOS-1 genini tastyan modifiye vektoriin koloni PCR ile dogrulanmasi.
1-12 (pBI121+ PJG4-5 339bp+SOS-1/pBI1121SOS-1) vektoriinii tasiyan
E.coli DH5a klonlari. M: 1kb DNA Extension Ladder (InvitrogenTM
Life Technologies)

Pozitif kolonilerden mini-0lgekli plazmid izolasyonu sonrasi elde edilen vektor DNA
(pBI121+ PJG4-5 339bp+S0OS-1/ p121SOS-1), genin vektorde oldugunu dogrulamak adina,
kontrol amagli EcoRI restriksiyon endoniikleaz ile test edildi ve 12148 bp 2661 bp 1042 bp
ve 778 bp’lik fragmentler agaroz jelde UV altinda gozlenerek dogruland: (Sekil 17).
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1042 bp

Sekil 18. SOS-1 genini tasityan modifiye vektorin EcoRl
restriksiyon endoniikleaz ile dogrulanmasi.
1,2 ve 3: swrast ile SOS-1 genini tasiyan
(pB1121+PJG4-5 339bp+S0S-1/p121505S-1)
modifiye vektore ait 7., 10. ve 11., E.coli
DH5a kolonilerinden izole edilen
plazmidlerin EcoRI restriksiyon endonukleaz
ile kesimi sonucu meydana gelen trtinler. M:
1kb DNA Extension Ladder (Invitrogen™
Life Technologies

3.3. SOS-1 ve AtNHX1 Genlerinin Aym Vektor Uzerine Yerlestirilmesi

SOS-1 ve AtNHX1 genlerini tasidigr kanitlanan, kolonilerden kit yardimiyla ticari

firmanin 6nerileri dogrultusunda plazmid izolasyonu gergeklestirildi (Sekil 18).

Sekil 19. Gen organizasyonu Oncesi plazmid
izolasyonu. 1 ve 2 sirasi ile SOS-1 ve
AtNHX1 genini tasiyan pBI121+PJG4-
5  339bp+SOS-1/p121SOS-1  ve
pBI121+AtNHX1 plazmidlerinden
DNA izolasyonu
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Genleri aym1 vektore yerlestirebilmek i¢in; AtNHX1 genini  bulunduran
pBI1121+AtNHX1 ve SOS-1 genini bulunduran pB1121+PJG4-5 339bp+SOS-1/p121SOS-1
EcoRI enzimi ile kesilerek agaroz jelde UV altinda goriintiilendi, jelden temizlendi ve
ligasyona hazir hale getirildi (Sekil 19). SOS-1 geni; icerisinde iki adet EcoRI restriksiyon
endoniikleaz bolgesi bulundugu i¢in, genin pargalara ayrilmasini 6nlemek i¢in kismi kesim
yapilarak, 35S promotor, SOS-1 geni ve Nos terminatoriiniin bulundugu 4864 bp’lik kaset
elde edildi (Sekil 20).

Sekil 20. AtNHX1 genini bulunduran pBI121
vektorinlin EcoRI enzimi ile muamelesi.
M: 1kb DNA Extension Ladder
(InvitrogenTM Life Technologies) 1:
EcoRI kesim Urind (14475 bp) (plazmid
linear formda goriinmektedir).

AtNHX1 genini tagiyan 14.475 bp’lik pBI121 ve SOS-1 genini bulunduran 4864 bp’lik
kaset, ligasyondan sonra E.coli DH5a kompetent hiicrelerine transfer edildi. Olusan
kolonilerden rastgele secilen 8 koloni arasindan, yeni plazmidi tagiyan E.coli kolonilerinin
belirlenebilmesi igin, Forward primer olarak NHX3 5’- CGACTTGAGCGGTATCCTC-
3’ve Reverse Primer olarak 35S-415-R:5-AGTGTGTCGTGCTCCACCATGT-3’
primerleri kullanilarak, pB1121 AtNHX1+SOS-1 vektori tzerindeki 1579 bp'lik fragment
cogaltildi (Sekil 21).
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4kb 4864 bp

1.6 kb
1kb

Sekil 21. SOS-1 genini bulunduran pBI121+PJG4-5 vektorinin
EcoRI enzimi ile muamelesi M: INVITROGEN The
Tracklt™ 1 Kb Plus DNA Ladder 1- 2-3-4-5: EcoRl
kismi kesim (partial digestion) urunleri; sirasiyla 10. 20.
30. 40. ve 50.dk’lar. PJG 4-5 vektoriinden alinan 339
bp’lik fragment ile sonuna bir EcoRI kesim bolgesi
eklenen 4864 bp’lik SOS-1 gen kaseti (basinda ve
sonunda EcoRI kesim bdlgesi bulundurmus oldu) bir
sonraki agsamada AtNHX1 genini bulunduran pBI1121
vektorune aktarilmak tizere jelden temizlenmistir.

Sekil 22. SOS-1 ve AtNHX1 genini tasiyan (pBI121+AtNHX1 +SOS-1)
vektoriin koloni PCR ile dogrulanmasi. 1-3 ile 6. ve 8.
koloniler pBI121+ PJG4-5 339bp+S0OS-1 vektoriinii tasiyan
E.coli DH5a klonlarinin agaroz jel elektroforezi gorunttsi. M:
INVITROGEN The TrackIt™ 1 Kb Plus DNA Ladder

Koloni PCR’1n ardindan pozitif olarak belirlenen 2. koloni biiyiitiilerek, bu bakteriden
plazmid izolasyonu sonrasi elde edilen vektéor DNA (pBI121+AtNHX1+SOS-1), her iki
genin de vektorde oldugunu dogrulamak i¢in, kontrol amagh Xhol, EcoRI, Sall ve HindIII
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restriksiyon endoniikleazlar ile kesilerek teyid edildi (Sekil 22). Elde edilen patern asagida

gosterildigi gibidir (Sekil 23).

pI2INSo€is ——

2953bp
—

1928bp

1154bp

778bp

Sekil 23. AtNHX1 ve SOS-1 genlerini tastyan final

vektorin restriksiyon endonikleazlar ile
dogrulanmasi. Son adimda olusurulan
vektorin (pBI121+AtNHX1+S0S-1) Xhol,
EcoRI, Sall wve Hindlll restriksiyon
endoniikleazlar ile kesimi sonucu olusan
urdnler.

D o — - —— R

Sekil 24. Calismada kullanilan ifade vektoriiniin (pBI121:AtNHX1+SOS-1) T-DNA
bolgesinin sematik gdsterimi. RB: T-DNA boélgesinin sag siiri, LB: T-DNA
bolgesinin sol smir1, pnos:nopalin sentaz gen promotoru, nptll; neomisin
fosfotransferaz geni, p35S karnabahar mozaik virlisi 35S promotoru.
Calismada kullanilan vektor, ilgili genler ve restriksiyon endontikleazlarin

dizileri Ek’te verilmistir.

3.4. Transgenik Arabidopsis Bitkilerinin Molekuler Karakterizasyonu

3.4.1. Transgenik Bitkilerin Olusturulmasi ve Mendel Kalitim Analizleri

AtNHX1 ve SOS-1 cDNA'lar1 ligasyon reaksiyonu {iizerinden, 35S CaMV

promotorunun kontrolii altinda, pBI121 vektoriine yerlestirildi. Vektér Agrobacterium

tumefaciens aracili transformasyon ile bitki niiklear genomuna entegre edildi. Vektorin
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tizerindeki kanamisin direng¢ geni seleksiyon markorii olarak kullanildi ve toplamda 56 T1
transgenik hat elde edildi. ikinci nesilde (T2) Mendel Ki-kare testi {izerinden bunlarn

39’unun homozigotluk bakimindan pozitif oldugu tarand.

3.4.2. AtINHX1 ve SOS-1 Genlerinin ifade Analizleri
3.4.2.1. Olas1 Transgenik Arabidopsis Bitkilerinden Toplam RNA izolasyonu

T2 nesline ait transgenik aday1 hatlar ve kontrol bitkileri transfer edilen genin
entegrasyonu ve ekspresyon profilini ortaya koymak adina, ilk adim olan toplam RNA
izolasyonu, Trizol metodu kullanilarak gergeklestirildi. Reaksiyon sonuglar1 %1°lik agaroz
jel konsantrasyonunda yapilan elektroforezin ardindan, UV altinda incelendi ve gen ifade
calismalarinda kullanilacak olan RNA materyalinin saglamligi, yikima ugramamis
ribozomal RNA (rRNA) alt birimlerinin (28 ve 18S) fotograflandigi formaldehit jeller
gosterilerek ispatlandi (Sekil 24).

5.5 16-6 18-3 19-3 27.2 34.4 37.2 38.

285 rRNA L ey Bhadac)
185 rRNA [T T It ddd e d o h b

61-1 622 632 64-1 657 664 682 73-7 755 77-1 79-1 813 86.3 89-4 90-3 K
o —— — — — — — . — — — — —— " \—

Sekil 25. Olasi transgenik hatlardan toplam RNA izolasyonu. T2 neslinden her bagimsiz
hatta ait RNA molekiillerinin varligi, (her bir hat i¢in 10 pg) 0,4 M’hik
formaldehid %1,2 agaroz jelde UV altinda gozlendi ve fotograflandi. RNA
molekiillerinin saglamligi/degrede olup olmadigi 28Sve 18S ribozomal RNA
(rRNA) fragmentleri gozlenerek degerlendirilmistir. K yabani tip Col-0
Arabidopsis bitkilerini simgeler.

3.4.2.2. Arabidopsis Transgeniklerinde Asir1 Ifadenin Northern Hibridizasyonu
ile Analizi

Arabidopsis genomunda dogal olarak bulunan AtNHX1 ve SOS-1 genlerinin her

ikisinin de aynm1 anda asir1 ifade ettirildigi transgenik hatlar ile, sadece SOS-1 ve sadece
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AtNHX1 genini asir1 ifade eden transgeniklerin tespiti i¢in, gen spesifik problar ile Northern
Blot hibridizasyon analizi gergeklestirildi. Hatlardan NS-1, NS-2, NS-3, NS-4 ve NS-5 her

iki geni birden ayn1 anda asir1 ifade eden Arabidopsis hatlar1 olarak belirlenerek, fizyolojik

analizlerde kullanilmak {iizere diger hatlardan ayirildi(Sekil 25 ve 26). AtNHX1 klonlama

esnasinda translasyona ugramayan bolgeleri bitki genomunda oldugu orjinal durumundan

daha kisa dizayn edildigi icin jel goriintiilerinde internal AtNHX1 fragmentinin altinda

ylirtimiis bir fragment olarak gozlenir. SOS-1 ise hemen hemen Arabidopsis’deki inretnal

SOS-1 geni ile aym biiylikliikte dizayn edilmis olmasindan dolayi, formaldehit jel

goriintlilerinde internal gen ile ayni hizada goriintiilenmistir. Transgenik hatlar Northern Blot

analizi sonrasi bu bilgi kullanildig1 jel goriintiileri incelenerek belirlenmistir.

Problar
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Sekil 26. Northern Blot hibridizasyon analizi. Tuz stresi uygulanmamis normal
kosullar altinda AtNHX1 ve SOS-1 genlerinin ifadesini gosterir. Northern
Blot hibridizasyon analiz sonuglari, RNA izolasyon sonuclar ile
ortiistiiriildigiinde; NS-1:52-1, NS-2:65-7, NS-3:73-7, NS-4:15-5, NS-5
50-7 numaralarin gosteren ornekler, her iki geni ayn1 anda ifade eden T2
nesline ait farkli Arabidopsis hatlarin1 simgeler. S harfi ile gosterilen ise,
sadece SOS-1 genini asirt ifade edip, AtNHX1 genini bulundurmayan
Arabidopsis hattin1 isaret eder. Prob olarak kullanilan genler seklin
solunda siralanmistir. Aktin ekspresyonun her durumda her dokuda sabit
oldugunu gosteren internal referans gendir.
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Sekil 27. Arabidopsis transgeniklerinde tuz stresi ile uyarilan ifadenin Northern
hibridizasyonu ile gosterilmesi. 150 mM NaCl, 2 gin boyunca
uygulanarak tuz stresi ile ifadeleri uyarilmis, her iki geni birden (NS-1,
NS-2 NS-3), sadece SOS-1 (S) ve sadece AtNHX1 (N) genlerini tagiyan
transgeniklerdeki ve K yabani bitkilerdeki ifade dizeyini, ¥2xMS ise
ayni set bitkilerin normal kosullar altindaki (siv1 2xMS besiyeri) gen
ifade diizeylerini gosterir. K herhangi bir trans gen tasimayan yabani tip
Col-0 Arabidopsis bitkilerini simgeler.

3.4.2.3. Southern Blot Hibridizasyon Analizi

Her ayr1 Arabidopsis hatti i¢in izole edilen genomik DNA, EcoRI restriksiyon
endoniikleaz enzimi kullanilarak kesilip, %0.7°lik agaroz jelde biiyiikliiklerine gore
fragmentlere ayrildi ve negatif yiikli DNA molekiilleri pozitif yiikle yiikli membrana
aktarilarak (GE Healthcare Amersham™ Hybond™ -XL Membranes), sirasiyla pre-
hibridizasyon ve kanamisin spesifik radyoaktif 2P ile isaretli prob DNA kullanilarak
hibridizasyon gerceklestirildi (Prob isaretleme reaksiyonunda AMBION DECAprime™ II
DNA Labeling Kit kullanildi). N hatlarinin AtNHX1 genini genomlarinda ¢ift kopya halinde,
S hatlarinin SOS-1 genini tek kopya halinde tasidiklari, ¢ifte transgeniklerin ise NS-3 hatt1
harig, AtNHX1 ve SOS-1 genlerini cifter kopya halinde tasidiklar1 bulgusuna ulasildi. NS-3
hattinin ise; diger iki hattin aksine, AtNHX1 ve SOS-1 genlerini tek kopya halinde
genomunda tasidig tespit edildi (Sekil 27).
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Sekil 28. Southern Blot analizi. K yabani tip Col-0, N; yalniz AINHX1 genini, S; yalniz
SOS-1 genini ve NS-1, NS-2, NS-3 hatlar1; her iki geni birden ayni anda asirt
ifade eden (over-expression) Arabidopsis hatlaridir. Tlgili hatlara ait DNA
molekdllerinin EcoRI restriksiyon endoniikleaz ile kesimi sonucu %0,7’lik
agaroz jelde buyukliklerine gore fragmentasyonu (Solda). NS-3; AtNHX1 ve
SOS-1 genlerini genomunda tek kopya halinde, NS-1 ve NS-2 ise AtNHX1 ve
SOS-1 genlerini genomlarinda iki kopya halinde bulunduran trasgenik
Arabidopis bitkilerinin Southern Blot profili. N; AtNHX1 ve S; SOS-1 genlerini
genomlarinda sirasiyla ¢ift ve tek kopya halinde bulunduran tek gen
transgenikleri (Sagda). Gorlintilerde ZYMO RESEARCH 1 kb DNA
Marker™ kullanilmistir.

3.5. Transgenik Arabidopsis Bitkilerinin Baz1 Fizyolojik Parametreler
Yéninden incelenmesi

3.5.1. Tuz Stresinin Kok Buytimesi Uzerine Etkileri

NS, N, S ve K kodlu bitkiler, 75 ve 100 mM gibi diisiik ve 175 ve 200 mM gibi yiiksek
tuz konsantrasyonlarinda biiyiitiildii. Tiim NS bitkilerinin k6k uzama performansinin, 75
mM NaCl icerikli besiyerindeki 14 gunlik periyod sonrasi diisiik oranda da olsa, diger
transgenikler N, S ve yabani tip K bitkilerinden daha iyi seyrettigi gozlendi. Her iki geni
birden asir1 ifade eden NS bitkileri arasindan sadece NS-1 hattinin N, S ve yabani tip K
bitkilerinden 6nemli 6l¢tide farklilik gosterdigi saptandi. 100 mM NaCl icerikli besiyerinde,
14 giinliik gelisim siiresi sonras1 NS transgeniklerinin fenotipik olarak N, S ve yabani tip K
hatlarindan fark edilir derecede saglam oldugu bulundu (Sekil 28). Tuz stresi altinda tiim
hatlarin kok uzunluklarinda, normal kosullara gore bir azalis tespit edildi, fakat oranlardaki
bu dusiisln, ¢ift gen transgeniklerinde, tek gen transgenikleri ve K Col-0 yabani tip kontrol
bitkilerinden daha az oldugu goriildii.
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Sekil 29. Farkli konsantrasyonlardaki tuz stresi altinda Arabidopsis kok uzunluklart. 75 mM
ve 100 mM NaCl icerikli ¥2xMS besiyerinde strafikasyondan sonraki 14.gin kdk
uzunlugu fenotipleri (Sirasiyla A ve B). /2xMS besiyerinde strafikasyondan sonra
14 giin kontrol grubu olarak biiyiitiilmiis hatlar (C). Transgenik ve K yabani tip
Arabidopsis bitkilerinde 14 giinliik kok uzunlugu istatistikleri (D). Hata ¢ubuklari
standart hatayr belirtmektedir (n=6). a,b,c ayni kosullar altinda bulunan
Arabidopsis hatlar arasindaki istatistiksel farki belirtir (Tukey, p<0,05). K yabani
tip Col-0 N; yalniz AtINHX1 genini, S; yalniz SOS-1 genini ve NS-1, NS-2, NS-3
hatlar; her iki geni birden aymi anda asir1 ifade eden (over-expression)
Arabidopsis hatlaridir.

Sekil 30. 175 ve 200 mM NaCl stesinin Arabidopsis kok
uzunluklar1 {izerine etkisi. 175 mM NaCl igerikli
Y.XMS besiyerindeki 7 gunliik transgenik Arabidopis
(N, S ve NS hatlar1) ve K kontrol (A) 200 mM NaCl
icerikli 2xMS  besiyerindeki 7 gunlik transgenik
Arabidopis (N, S ve NS hatlar1) ve K kontrol (B)
Yalnmiz %xMS besiyerindeki 10 ginlik yabani tip
kontrol bitkileri (C). 4 gun strafikasyonun ardindan 3
ginluk bitkiler 175 mM ve 200 mM NaCl icerikli
Y2XMS besiyerine aktarilmastir.
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3.5.2. Tuz Stresinin Yesil Yaprak Sayis1 Uzerine Etkisi

NS, N, S ve K yabani tip Arabidopsis tohumlari, 150 mM NaCl ve kontrol kosullarinda
12 giin boyunca biiyiitiildii. Kontrol durumundaki hatlarin 12 giin sonunda esit performans
sergiledigi, tuz stresi altindaki NS hatlarmin ise; klorofil yikimini gosterir isaretleri
barindirmadig1 tespit edildi. Bununla birlikte, K yabani tip Arabidopsis bitkilerinin,
gelisimin 12. giinlinde siddetli derecede klorozis sergiledigi tespit edildi (Sekil 30). Bu
veriler ile yesil yaprak sayisi fazla olan NS transgeniklerinde stres altindaki hiicresel

metabolizmanin diger hatlara goére normal oldugu gosterildi.
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Sekil 31. 150 mM NacCl stresinin Arabidopsis bitkilerinde fenotip tzerine etkisi. (A) 12
gunlik transgenik N, S, NS ve K yabani tip Arabidopsis bitkilerinde canlilik
istatistikleri (¥2xMS kontrol kosulu olarak kullanilmistir) (B) Hata gubuklar
standart hatayr belirtmektedir (n=3). a,b,c ayni kosullar altinda bulunan
Arabidopsis hatlar1 arasindaki istatistiksel farki belirtir (Tukey, p<0,05). K yabani
tip Col-0 N; yalniz AtNHX1 genini, S; yalniz SOS-1 genini ve NS-1, NS-2, NS-3
hatlari; her iki geni birden ayni anda asir1 ifade eden (over-expression)
Arabidopsis hatlaridir.
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3.5.3. Tuz Stresinin Fenotip ve Kantitatif Ozellikler Uzerine Etkisi

AtNHX1+SOS-1 genlerinin asir1 ifadesinin toprakta tuz stresi altindaki fenotipik
sonuglarini incelemek iizere; N, S, NS ve K Arabidopsis bitkileri, 6 haftalik olana kadar, 50
mM’dan 250 mM’a kadar 50 mM farkla artan NaCl konsantrasyonlari ile muamele edildi. 3
hafta boyunca 250 mM NacCl ile muamele edilen NS bitkilerinin, yiiksek miktarda silikva
tipi meyve Urettigi ve ayni siire boyunca iyi sulanmis kontrol bitkilerinin gévde uzunluk
degerleri ile hemen hemen ayni seviyede seyrettigi tespit edildi. Tam tersi, yabani tip K
Arabidopsis bitkileri, ¢cok az miktarda meyve olusumu, nekrotik solma, baskilanmis rozet
yaprak gelisimi ve kisa gévde uzunlugu ile karakterize edildi. N ve S hatlarinin ise, siddetli
derecede olmasa da, az miktarda meyve liretimi, kisa govde, baskilanmis rozet yapraklar
gibi, yabani tip K bitkileri ile benzer 6zelliklere sahip oldugu gézlendi. 250 mM NaCl stresi
altinda tretilen tohum miktar;, N, S ve K bitkilerine kiyasla ¢ift gen transgenik NS
bitkilerinde 6nemli dlcude fazla bulundu. 250 mM tuz stresi altindaki NS-3 bitkilerinin K
yabani tip kontrol bitkilerinden %80, sadece N bitkilerinden %56, ve S bitkilerinden %60
oraninda fazla tohum frettigi belirlendi. NS-2 ve NS-1 bitkilerinin ise; K kontrol
bitkilerinden sirasiyla %78 ve %82, N bitkilerinden ise %53 ve %60, S bitkilerinden ise;
%357 ve %63 oraninda fazla tohum firettigi tespit edildi. N, S ve K bitkilerinin ve hemen
hemen birbirlerine yakin miktarda diisiik oranda tohum fiirettikleri ve N ile S bitkilerinin
tohum miktarinin minimum varyasyon ile birbirlerinden ayrildig: belirlendi. Stres altindaki
NS bitkilerinin, govde yas agirlik dlgiimleri ve govde uzunluklar1 dikkate alindiginda N, S
ve K yabani tip bitkilerine oranla oldukga iyi performans gosterdikleri tespit edildi. Govde
uzunlugu ol¢timlerinde, N ve S bitkileri, yabani tip K bitkilerinden gdzle gorilur derecede
farkli bulundu. Kontrol durumunda ise; iyi sulanmis ¢ift gen transgeniklerinin dahi, tek gen
transgenikleri ve K yabani tip bitkilerinden daha uzun gévdeye sahip olduklar1 tespit edildi.
(Sekil 31 ve 32).
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Sekil 32. 250 mM NaCl stresi altinda Arabidopsis’teki fenotipik degisimler.16 glin
siiresince 4’er gin araliklarla 50 mM’dan 250 mM’a artan NaCl
konsantrasyonlarina maruz birakilmis 6 haftalik Arabidopsis bitkileri (E ve F).
NS-1-3 AtNHX1+SOS-1 ¢ift gen transgenikleri. N (AtNHX1 ) ile S (SOS-1) tek
gen transgenikleri ve K yabani tip bitkiler. Kontrol bitkileri ayni siireyle yalnizca
su ile sulanmistir (B ve C). Fotograflar uygulama baslamadan 6nce biyime ve
gelisimin 20. giiniinde (A ve D) ve uygulama basladiktan 3 hafta sonra biylime
ve gelisimin 41. glinlinde ¢ekilmistir (B, C, E ve F).
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Sekil 33. Yabani tip ve transgenik Arabidopsislerde kantitatif analizler. Bliylime ve
gelisimin 41. gilinlinde govde uzunlugu (A), govde yas agirligi (B) ve 8
haftalik bitkilerde olusan tohum miktar1 (C). “Tuz stresi” 16 giin siiresince
4’er glin araliklarla 50 mM’dan 250 mM’a artan NaCl konsantrasyonlarina
maruz birakilan, “Kontrol” ise; ayni siireyle yalnizca su ile sulanan
Arabidopsis bitkilerini simgeler. Her bir hat i¢in tohum miktari, 3 hafta tuz
stresi uygulamasi sonrasi, bitkiler 2 hafta daha su ile sulanarak elde edilmistir.
Hata cubuklar1 ii¢ ayr1 deneysel sonuctan elde edilen standart hatayi
belirtmektedir, her deneyde 12 bitki kullanilmistir (n=12). a,b,c ayn1 kosullar
altinda bulunan Arabidopsis hatlar1 arasindaki istatistiksel farki belirtir
(Tukey, p<0,05). K yabani tip Col-0 N; yalniz AtNHX1 genini, S; yalniz SOS-
1 genini ve NS-1, NS-2, NS-3 hatlari; her iki geni birden ayn1 anda agir1 ifade
eden (over-expression) Arabidopsis hatlaridir.

AtNHX1+SOS-1 (NS) cift gen transgenikleri, N (AtNHX1) ile S (SOS-1) tek gen
transgenikleri ve K yabani tip bitkiler, letal sayilabilecek dozda, 300 mM NaCl varliginda
ayni saksilarda 2 hafta boyunca yanyana bulyutulduklerinde ise; K yabani tip bitkilerin
muameleden yaklagik 1 hafta sonra hizli bir nekrozis sergiledikleri, N ve S tek gen
transgeniklerinin ise; klorofillerinin tamamen yikildig1 gézlendi. NS bitkilerinin iki haftalik

300 mM NacCl karsisinda, sadece az oranda fenotipik hasar sergileyerek, hala canli kaldiklari

tespit edildi (Sekil 33).
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Uygulamadan 6nce

Uygulamadan sonra

Sekil 34. Arabidopsis’te tuz stresi soku.16 giin boyunca 4’er giin
araliklarla 300 mM NacCl konsantrasyonuna maruz birakilmis
1 haftalik K yabani tip kontrol bitkileri ve transgenik bitkiler
(tst panel). Fotograflar uygulama basladiktan iki hafta sonra
(bitkiler ti¢ haftalik iken) ¢ekilmistir (alt panel). K yabani tip
Col-0 N; yalniz AtNHX1 genini, S; yalniz SOS-1 genini ve NS-
1, NS-2, NS-3 hatlari; her iki geni birden ayn1 anda asir1 ifade
eden (overexpression) Arabidopsis hatlaridir.

3.5.4. AtNHX1+S0S-1 Transgeniklerinde Fenotipin NaCl Kaynakh Oldugunun
Dogrulanmasi

AtNHX1+S0S-1 bitkilerinde tuz stresi altinda elde edilen fenotipin NaCl disinda baska
herhangi bir molekiil tarafindan olusturulmadiginin dogrulanmasi amaciyla diisiik osmotik
potansiyeli indukleyici 6zellikteki mannitol, NaCl’ye alternatif olarak segilmistir.
Arabidopsis tohumlar1 4 giinliik strafikasyonun ardindan, disiik osmotik potansiyeli
indlkleyici 300 mM mannitol iceren ¥%xMS agar besiyerinde, 40W 1s1k yayan floresan
altinda, 22 °C’de 7 giin boyunca biiyiitiildii. Yedi giiniin ardindan NS, N, S ve K yabani tip
bitkilerinin kok uzunluklari arasinda 6nemli bir fark belirlenemedi. 7 giin sonunda K yabani
tip kontrol bitkileri i¢in minimum ve maksimum kok uzunlugu 1,6 cm ve 2 cm iken, N
bitkileri i¢in bu degerler 1,9 cm ile 2 cm, S bitkileri i¢in 1,6 ve 2 cm, NS bitkileri i¢in ise;
1,7 ve 2 cm olarak tespit edildi (Sekil 34).
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Sekil 35. Arabidopsis bitkilerinde osmotik stresin degerlendirilmesi. NS-1-3,
N, S ve K yabani tip bitkilerin 300 mM mannitol iceren ¥2xMS agar
besiyerindeki kok biylme potansiyelleri (iistteki fotograf 300 mM
mannitol, alttaki ise ¥2xMS kontrol besiyeri) (A) ve kok uzunluklari
istatistikleri (B). Hata cubuklar1 standart hatayr belirtmektedir
(n=10). Benzer harfler (a), ayn1 kosullar altinda bulunan Arabidopsis
hatlar1 arasinda istatistiksel fark olmadigini belirtir (ANOVA,
p>0,05). K yabani tip Col-0 N; yalniz AtNHX1 genini, S; yalniz SOS-
1 genini ve NS-1, NS-2, NS-3 hatlari; her iki geni birden ayn1 anda
asir1 ifade eden (over-expression) Arabidopsis hatlaridir.
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3.5.5. AtNHX1+S0S-1 Transgeniklerinin Es Zamanh Sicakhik ve Tuz Stresine
Cevab1

3.5.5.1. Sicaklik ve Tuz Stresinin Kok Bulyiimesi Uzerine EtKisi

AtNHX1+SOS-1 transgenikleri {izerinde, sicaklik ve tuz stresinin kombine etkilerini
tespit etmek (zere, tohumlar, strafikasyonun ardindan aktarildiklar1 100 mM NaCl igerikli
Y.xMS agar besiyerinde, 28°C sicaklik muamelesiyle 9 giin boyunca biiyiitiildii ve her hattan
gelisen bitkilerin kok uzunluklar1 6lgtildi. Birlikte uygulanan stres kosullari altinda ¢ift gen
transgeniklerin (NS) kok uzunluklari, tek gen transgenikleri N, S ve yabani tip K kontrol
bitkileri ile kiyaslandiginda, aradaki farklarin NS ¢ift gen transgeniklerin lehine anlamh
oldugu tespit edildi. Sicaklik ve tuzun kombine edildigi sartlarda, NS bitkilerinin kok
uzunluklari, minimum 2,6 cm maksimum 3,3 cm olarak belirlendi. Bu degerler S igin 1,8
cm ve 2 cm iken N icin 1,6 cm ile 2,1 ,K kontrol bitkileri icin ise 1,2 cm ve 1,7 cm olarak
Olglldi.Yalnizca tuz stresi altinda ise; NS bitkilerinden N, S ve K yabani tipe dogru,
kademeli bir azalis tespit edildi.Yalnizca sicaklik stresinin hakim oldugu kosulda ise; hatlar
arasinda Onemli kok uzunluk varyasyonlarina rastlanmadi (Sekil 35). Ayrica NS ¢ift gen
transgeniklerin lateral kok yogunluklari; N, S ve K yabani tip bitkilere gore ¢cok daha fazla

bulundu.
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Sekil 36. Kombine stres altindaki Arabidopsis bitkilerinde kok uzunluklari. NS-1-3, N, S
ve K yabani tip bitkilerin %2xMS agar besiyerinde (A), 28°C sicak kosullarda
(B), 100 mM NaCl varliginda (C) ve 28°C ile 100 mM NaCl stresinin kombine
edildigi durumdaki kiyaslamali kok gelisimi (D ve E). Stres 4 giinlik
strafikasyondan sonra 9 giin siresince uygulanmistir. Hata ¢ubuklari standart
hatay1 belirtmektedir (n=3). Farkli harfler (a, b, ¢) ayn1 kosullar altinda bulunan
Arabidopsis hatlar1 arasindaki istatistiksel farki belirtir (Tukey, p<0,05). K
yabani tip Col-0 N; yalniz AtNHX1 genini, S; yalniz OS-1 genini ve NS-1, NS-
2, NS-3 hatlar; her iki geni birden ayni anda asir1 ifade eden (over-expression)
Arabidopsis hatlaridir.

3.5.5.2. Sicaklik ve Tuz Stresinin Fenotip ve Kantitatif Ozellikler Uzerine Etkisi

AtNHX1+S0S-1 genlerinin asir1 ifadesinin, toprakta tuz stresi ve sicaklik stresinin
birlikte uygulandigi durumda meydana getirecegi fenotipleri incelemek tizere N, S, NS ve K
Arabidopsis bitkileri 6 haftalik olana kadar, 28°C sicaklik ve 50 mM’dan 150 mM’a kadar
50 mM farkla artan NaCl konsantrasyonlari ile muamele edildi (Stres baglatilmadan evvel
tim hatlar benzer rozet yaprak ebatlarina sahipti). Sicaklik ve tuz stresinin birlikte
uygulandigi durumda blydtulen NS-1-2-3 AtNHX1+SOS-1 ¢ift gen transgeniklerinin, yogun
lateral dallanma ve gévde uzunlugu ile karakterize, giiclii govdeler ve genis rozet yapraklar
olusturdugu gozlendi.

N (AtNHX1) tek gen transgeniklerinin, S (SOS-1) tek gen transgeniklerine gore; yan

dallanma ve gévde uzunlugu bakimindan gozle goriiliir derecede iyi performans sergiledigi
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tespit edildi. Yalnizca 150 mM tuz stresi altinda biiyiitiilen bitkilerin, 250 mM tuz stresi
uygulanmis gruplardaki profile benzer bir profil olusturduklar saptandi. Yalnizca sicaklik
stresi ile birlikte bayttulen AtNHX1+SOS-1 c¢ift gen transgeniklerinin, meyve ve tohum
miktar1 ile govde uzunlugu bakimindan, kalan {i¢ gruptan farkli olarak, orta derecede
gelismeler sergiledigi bulundu (Sekil 36 ve 37). 150 mM tuz stresi altinda NS-1 bitkilerinin,
yabani tip K kontrol, N ve S bitkilerinden sirasiyla %68, %35,%31 daha fazla tohum Urettigi
belirlendi. NS-2 bitkileri ise K kontrol, N ve S bitkilerinden sirasiyla %67 ,%33 ve %29
oraninda, NS-3 bitkileri ise %69, %37 ve %33 oraninda daha fazla tohum Urettikleri tespit
edildi. 28°C sicaklik ve 150 mM tuz stresi altinda ise; tohum miktar1 NS-1 bitkileri icin, K
yabani tip bitkilere gore %91 fazla, N bitkilerine gére %44 ve S bitkilerine gore %46 fazla
bulundu. Ayni oranlar NS-2 ve NS-3 bitkileri i¢in sirasiyla %93, %46, %48 ve %93, %44
ve %46 fazla olarak belirlendi. Bitkiler silikva tipi meyve iretimi bakimindan
kiyaslandiginda ise; yalnizca 150 mM tuz stresi altinda NS-3, NS-2 ve NS-1 N bitkilerinden
sirastyla %32 S bitkilerinden ise; %28 oraninda fazla meyve irettigi, 28°C sicaklik ve 150
mM tuz konsantrasyonunun kombine edildigi durumda ise; NS-3, NS-2 ve NS-1 bitkilerinin,
N bitkilerinden sirasiyla %57, S bitkilerinden ise %47 ve K kontrol bitkilerinden ise %90
oraninda fazla meyve lrettigi tespit edildi.Yalnizca 28°C sicaklik stresinin uygulandigi
durumda ise; NS-3, NS-2 ve NS-1 bitkileri, N bitkilerinden %14, S bitkilerinden %5 ve K

kontrol bitkilerinden ise %17 civarinda fazla meyve trettigi bulundu.
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Sekil 37. Tuz ve sicaklik es zamanl streslerinin Arabidopsis’lerde fenotipe etkisi. NS-1-3
AtNHX1+SOS-1 ¢ift gen transgenikleri, N (AtNHX1) ile S (SOS-1) tek gen
transgenikleri ve K yabani tip bitkilerdir. Uygulamadan &nce 3 haftalik
Arabidopsis bitkileri (A, C, E ve G). 42. giinde (6 haftalik) iyi sulanmis kontrol
grubu bitkileri (B). 21 giin boyunca yalnizca 28°C sicaklik uygulamasi yapilmig
bitkiler (D). Yalnizca 50 mM’dan 150 mM’a kadar 4 giin ara ile 50 mM farkla
artan NaCl konsantrasyonlart ile muamele edilmis Arabidopsis bitkileri (F) 21
gun boyunca 28°C sicaklik ile beraber 50 mM’dan 150 mM’a kadar, 4 guin ara
ile 50 mM farkla artan tuz stresi uygulanmis bitkiler (H).
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Sekil 38. Sicaklik ve tuz stresinin Arabidopsis bitkilerinin kantitatif ozellikleri izerine
kombine etkisi. Bitkilere 3 hafta boyunca 28°C sicaklik ile birlikte, 50 mM’dan
150 mM’a kadar 4 giin ara ile 50 mM farkla artan tuz stresi kombine edilerek
uygulanmustir. Grafiklerde farkli gruplar arasindaki gévde uzunluklari (A), silikva
meyve (B) ve tohum miktarindaki (C) degisimler gosterilmistir. Hata ¢cubuklari
standart hatay1 belirtmektedir (n=3). Tohum miktar1 ve meyve sayis1 bitki basina
olacak sekilde ifade edilmistir. Farkli harfler (a, b, ¢) ayn1 kosullar altinda bulunan
Arabidopsis hatlar arasindaki istatistiksel farki belirtir (Tukey, p<0,05). K yabani
tip Col-0 N; yalniz AtNHX1 genini, S; yalniz SOS-1 genini ve NS-1, NS-2, NS-3
hatlar1; her iki geni birden aymi anda asir1 ifade eden (over-expression)
Arabidopsis hatlaridir.

3.5.6.Tuz Stresinin Cimlenme Potansiyeline Etkisi

250 mM NaCl muamele edilmis bitkilerden toplanan tohumlar, ¢imlenme

potansiyellerini 6lgmek amaciyla 2xMS agar petrilere ekilip, her bir tohumun ¢imlenmesi

radikulanin goriiniir hale geldigi an referans kabul edilerek, 7 glin boyunca ¢imlenme

kabiliyetlerine gore degerlendirildi. Yaklasik tiim K yabani tip tohumlar1 6. giine kadar

¢imlenemezken, bazi N (AtNHX1) ve S (SOS-1) tek gen transgenik tohumlarinin zayif

morfo-fizyolojik gostergelerle olsa da, belli oranda cimlenebildigi tespit edildi. Bunlarin

aksine, NS AtNHX1+SOS-1 ¢ift gen transgeniklerinin basarili bir sekilde ¢imlendigi bulundu

(Sekil 38). Yedi gunun sonunda, NS-3 tohumlarnin %30’a yakiminin ¢imlendigi ve, K
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kontrol tohumlarindan % 95, N tohumlarindan % 70 ve S tohumlarindan %71 oraninda fazla
cimlendigi gozlendi. NS-2 ve NS-3’iin ise K kontrol tohumlarindan sirastyla %91 ve %93,
N tohumlarindan %47 ve %61, S tohumlarindan ise %50 ve %63 oraninda fazla ¢imlendigi
tespit edildi. 15 giin sonra dahi, K yabani tip bitkilerde ekstra ¢cimlenme gézlenmedigi, fakat

NS AtNHX1+SOS-1 ¢ift gen transgeniklerinin %90 ¢imlenme basarisi sergiledigi saptandi.
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Sekil 39. 250 mM NacCl stresinin Arabidopsis tohumlarinin ¢imlenmesi
Uzerine etkisi. (A). Fotograflar strafikasyondan sonraki 3. ve 6.
giinde ¢ekilmistir. K yabani tip Col-0 N; yalniz AtNHX1 genini, S;
yalmiz SOS-1 genini ve NS-1, NS-2, NS-3 hatlar1; her iki geni
birden ayni anda asir1 ifade eden (over-expression) Arabidopsis
hatlaridir. Cimlenme yiizdesi imbibisyonun ardindan g¢imlenen
tohum sayisinin, toplam tohum sayisina oranlanmasiyla
belirlenmistir (B). Hata ¢ubuklari standart sapmayi belirtmektedir.
Ug farkli deney yapilmis ve her bir hat icin ilgili b6lmeye 45 adet
tohum yerlestirilmistir (n=45) ve ilgili giinde ¢imlenen tohum
say1s1 toplam tohum sayisina boliiniip 100 ile ¢arpilarak hesaplama
yapilmigtir.* Aynmi giinde NS-1, NS-2 ve NS-3 ile N, S ve K
arasindaki farki belirtir (t-test, p<0,05).
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3.5.7. Tuz Stresinin MDA Miktar ile Tliskisi

AtNHX1+S0S-1 cift gen transgeniklerinin 250 mM NaCl varligindaki membran
saglamliginin derecesini anlamak i¢in, iyi sulanmis kosullar ve tuz stresi altindaki
Arabidopsis bitkileri karsilastirildi. Kontrol durumundaki bitkilerde biriken malondialdehit
miktarinda 6nemli bir varyasyona rastlanmadi. Fakat, tuz stresi altinda MDA miktarinda
AtNHX1+S0S-1 ¢ift gen transgeniklerinden K yabani tip bitkilere dogru, dereceli bir azalma
tespit edildi. K yabani tip bitkilerin en yiiksek oranda MDA igerigine sahip iken; N
(AtNHX1) ile S (SOS-1) tek gen transgeniklerinin K yabani tip bitkilere gore, yaklasik %30
daha az MDA biriktirdigi belirlendi.

N bitkilerindeki lipid oksidasyon oraninin NS-3’den %95, NS-2’den %43 ve NS-1’den
%58 daha fazla oldugu bulundu. S bitkilerindeki lipid oksidasyon oraninin ise, NS-3’den
%88, NS-2’den %38 ve NS-1’den %52 oraninda fazla oldugu belirlendi.

AtNHX1+S0S-1 cift gen transgeniklerinin ise; hem tek gen transgeniklerinden, hem
de K bitkilerden, MDA birikimi bakimindan daha iyi performans gosterdigi belirlendi. NS
hatlar1 arasinda en fazla MDA birikimi NS-2’de, en az birikim ise; K bitkilerin 1/3’ii ve NS
bitkilerinin yaklagik yaris1 kadar olacak sekilde NS-3’te gozlendi (Sekil 39).
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Sekil 40. Tuz stresi altinda Arabidopsis yapraklarinda MDA birikimi. Bitkiler
3 hafta boyunca 50 mM’dan 250 mM’a artan NaCl uygulamasina
maruz birakilmistir. MDA miktar1 taze agirlik (TA) olarak
hesaplanmistir. Hata c¢ubuklar1 standart hatayr belirtmektedir
(n=6). Farkli harfler (a, b, ¢) aym kosullar altinda bulunan
Arabidopsis hatlar1 arasindaki istatistiksel farki belirtir (Tukey,
p<0,05). K yabani tip Col-0, N; yalniz AtNHX1 genini, S; yalniz
SOS-1 genini ve NS-1, NS-2, NS-3 hatlari; her iki geni birden ayni
anda asir1 ifade eden (over-expression) Arabidopsis hatlaridir.
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3.5.8. Tuz Stresinin Klorofil Miktari ile Tliskisi

Yiiksek tuz stresinin fotosentetik kapasite lizerine etkisi, yapraklardaki klorofil igerigi
(a, b ve a+b) dlcllerek belirlendi. K yabani tip bitkilerde ve transgenik Arabidopsislerde 250
MM stresin ardindan klorofil miktarinda azalma gozlendi. Fakat miktardaki bu diistisun,
transgeniklerde daha az oranda seyrettigi bulundu. Klorofil a, b ve a+b konsantrasyonlari
AtNHX1+S0S-1 cift gen transgeniklerinin K yabani tip bitkilere goére %70-100 oraninda
daha iyi performans sergiledigini gosterdi. N (AtNHX1 ) ile S (SOS-1) hatlar1 klorofil i¢erigi
bakimindan az oranda varyasyon gostermesine ragmen, her ikisi de K yabani tipten daha iyi
durumda bulundu. Fakat NS bitkileri i¢in klorofil miktar1 diger hatlardan daha fazla olarak
belirlendi (Sekil 40). Bunun disinda, 175 ve 200 mM NacCl igerikli besiyerlerinde, 7 giin
biiyiitiilen ¢ift gen transgeniklerinin (NS hatlar1), tek gen transgenikleri N ve S hatlarina
gore, yok denecek kadar az klorofil yikimi sergiledigi tespit edildi. Ayni stres kosullarindaki

K yabani bitkilerin ise; tamamen 6lii baz1 organlara sahip olduklar1 gézlemlendi (Sekil 29).

3.5.9. Tuz Stresinin Antosiyanin I¢erigi ile Iliskisi

Antosiyanin icerigi bitkilerin radikal uzaklastirma potansiyelleri agisindan
degerlendirilmek tizere bir markdr olarak kullanildi. AtNHX1+SOS-1 ¢ift gen
transgeniklerinde antosiyanin birikiminin yiiksek seviyelerde oldugu gozlendi, bunlarin
arasinda en yiiksek seviye NS-3 bitkilerinde tespit edildi. NS-3 bitklerinde antosiyanin
icerigi K kontrol bitkilerinden %52, N bitkileinden % 40 ve S bitkilerinden % 42 fazla
bulundu. NS-2 ve NS-1 bitkilerindeki antosiyanin igerigi, K kontrol bitkilerinden sirasiyla
% 45 ve % 41, N bitkilerinden ise % 31 ve % 26 ve S bitkilerinden ise; % 34 ve %29 fazla
bulundu.

N (AtNHX1) ve S (SOS-1) hatlarinin benzer seviyelerde antosiyanin igerigine sahip oldugu
fakat NS bitkilerinden daha diisiik seviyede birikim yaptiklart belirlendi. K yabani tip

bitkilerinin ise antosiyanin igerigi bakimindan en son sirada yer aldigi saptandi (Sekil 41).
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Sekil 41. Tuz stresi altinda Arabidopsis yapraklarinda klorofil igerigindeki degisimler.

Transgenik ve K Arabidopsis kontrol sbitkileri 3 hafta 3 hafta boyunca 50
mM’dan 250 mM’a artan NaCl uygulamasina maruz birakilmistir. A; Klorofil a,
B; klorofil b, C; toplam klorofil (a+b) miktar1 Slglimleridir. Hata c¢ubuklari
standart hatay1 belirtmektedir (n=6). a,b, ¢ aym kosullar altinda bulunan
Arabidopsis hatlar1 arasindaki istatistiksel farki belirtir (Tukey, p<0,05). K yabani
tip Col-0 N; yalniz AINHX1 genini, S; yalniz SOS-1 genini ve NS-1, NS-2, NS-3
hatlari; her iki geni birden ayni1 anda asir1 ifade eden (over-expression)
Arabidopsis hatlaridir.
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Sekil 42. Tuz stresi altinda Arabidopsis yapraklarinda antosiyanin
miktarindaki degisimler. Transgenik ve K Arabidopsis bitkileri
3 hafta boyunca 50 mM’dan 250 mM’a artan NaCl
uygulamasina maruz birakilmistir. 535 nm’de (Asss) okunan
absorbans degerleri, her bir hat i¢in g/taze agirlik (TA) olarak
belirtilmistir. Hata cubuklar1 standart hatayr belirtmektedir
(n=6). a,b,c aynmi kosullar altinda bulunan Arabidopsis hatlar
arasindaki istatistiksel farki belirtir (Tukey, p<0,05). K yabani
tip Col-0 N; yalniz AtNHX1 genini, S; yalniz SOS-1 genini ve
NS-1, NS-2, NS-3 hatlart; her iki geni birden ayni anda asir1
ifade eden (over-expression) Arabidopsis hatlaridir.

Antosiyanin (Absg,:/ g TA)

3.5.10. Tuz Stresinin Na* ve K* Konsantrasyonlari ile iliskisi

AtNHX1 ve SOS-1 asir1 ifadesinin, cift gen transgenik bitkilerdeki Na* ve K* iyon
konsantrasyonlarinda, tek gen transgenikleri ve K yabani tip Arabidopsis bitkilerine nazaran,
herhangi bir degisime sebep olup olmadigini gérmek adina, 1 haftalik 100 mM NaCl stresi
altinda, bahsi gecen iyonlarin miktar1 6l¢iildi. NS-1-5 ¢ift gen transgeniklerinin, K yabani
tip kontrol bitkilerine gére daha fazla Na* ve K biriktirdikleri tespit edildi. Kontrol
durumundaki Na® élcimlerinde, hatlar arasinda hemen hi¢ varyasyon gdzlenmezken,
AtNHX1 tek gen transgeniklerinde, tim hatlardan daha fazla oranda Na* konsantrasyonuna
rastlandi. K™ konsantrasyonunun SOS-1 tek gen transgeniklerinde (S), K ve AtNHX1 tek gen
transgeniklerine gore (N), daha yiiksek bulundu. AtNHX1 tek gen transgeniklerinin K* iyon
konsantrasyonu bakimindan en az miktara sahip oldugu tespit edildi. NS-2-3 ve 4’iin SOS-1

tek gen transgenikleri ile benzer oranda K* igerigine sahip olduklar belirlendi. lyi sulanmis
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kontrol durumunda ise; transgenik Arabidopsisler ve K yabani tip kontrol bitkileri arasinda
fazla varyasyon tespit edilemedi (Sekil 42).
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Sekil 43. Arabidopsis yapraklarinda tuz stresi altinda Na* (A) ve K* (B) konsantrasyonlari.
Tuz stresi, 2 haftalik bitkilere 1 hafta 100 mM NaCl muamelesi seklinde
uygulanmistir. Hata cubuklari standart hatayr belirtmektedir (n=3). a, b,c,d ayn1
kosullar altinda bulunan Arabidopsis hatlar1 arasindaki istatistiksel farki belirtir
(Tukey, p<0,05). Degerler, her bir hat igin g/kuru agirlik (KA) olarak
belirtilmistir. K yabani tip Col-0 N; yalniz AtNHX1 genini, S; yalniz SOS-1 genini
ve NS-1, NS-2, NS-3, NS-4 ve NS-5 hatlari; her iki geni birden ayn1 anda asir1
ifade eden (over-expression) Arabidopsis hatlaridir.



4. TARTISMA

Diinya, tuzluluk problemi olan bir gezegendir fakat; yeryiziinde 400 mM’dan fazla
tuz konsantrasyonlarinda yagayabilen bitkiler (halofitler), bu miktarlari tolere edemeyenlere
gore oldukga azdir (Flowers, 2004). Yeryiizii yiizey alaninin artan sicakligi, yagis rejimlerini
degistirmis, bu durum birgok bodlgede ekstrem hava sartlarinin daha sik olusmasini
tetiklemistir. Diinya popiilasyonundaki artisin da bu etmenlere eklenmesiyle, uzun vadede
yiyecek ihtiyacinin karsilanmasi 6nemli bir hedef haline gelmistir. Bu kosullarda bitkilerde
tohum verimi ve miktarini etkileyen tuz ve sicaklik stresi gibi es zamanl streslere tolerans
icin, ¢oklu genler kullanilarak, etkili ve hizli genetik stratejiler gelistirmek zorunludur.

Bitki 1slahi, i¢inde bulundugumuz yilizyilda, tuzluluga toleransli varyeteler
gelistirilmesine yonelik ¢alismalarla giindemde yerini almistir. Fakat; Kkaliteli tohum
tiretebilme amacli (tohum 1slah1) yapilacak ¢aligmalar, 6zellikle yiyecek olarak kullanilan
bitkilerdeki dar genetik ¢esitlilik engeline takilmaktadir. Strese toleransta kullanilacak gen
havuzundaki kisitlamalara ragmen, molekiiler klonlama sayesinde, artik ayn1 anda birkag
geni birlikte tasiyan vektorlerin olusturulmasi rutin bir hal almis (Schmidt vd., 2008) ve bu
metodlarin tamamu (birtakim avantaj ve dezavantajlariyla) iki ya da daha fazla genin farkl
tirlerde ifadesini ge¢miste basarili kilmistir (Naqvi vd., 2010).

Mevcut ¢alismamizda oldugu gibi, ard arda diizenlenmis, farkli bir organizmadan
degil, tamamen bitki orijinli iki geni tasiyan tek bir vektdr olusturulmasi, geleneksel
caprazlama yontemlerine kiyasla, sadece bir defalik transformasyon gerektiren bir
yontemdir. Olusan potansiyel transgenik bitkiler, antibiyotik direnci tasiy1p tasimadiklarina
gore, Mendel segregasyon analizi ile homozigotluk bakimindan taranir ve bu tarama diger
yontemlere kiyasla daha az is giicii gerektirir. Ayrica, transferi yapilan genler arasindaki
fonksiyonel benzerlik, ifadelerinin benzer yollarla koordine edilebilecegini ve farkli
Arabidopsis nesillerinde her iki genin ayni anda ifade edildigi transgenik hatlari yakalama
ihtimalinin yiiksek olabilecegini gosterir. (Rukavtsova vd., 2013). Bu Oneriyi destekler
sekilde, mevcut ¢alismada her iki trans geni tagiyan 39 adet homozigot hat tespit edilmesi,
yontemin etkinligine isaret eder.

Calismada; Arabidopsis AtNHX1 ve SOS-1 genlerinin, tuz stresi altinda, tohum miktari
ile meyve Uretim kapasitesini iyilestirmek ve stres toleransini arttirmak amaciyla,

Arabidopsis bitkisinde ifadeleri arttirilmigtir. Kiiresel isinmanin olumsuz etkileri goz 6niinde
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bulundurulup; 151k, agir metal, radyasyon gibi diger abiyotik streslerdense, ek ¢evresel stres
c¢esidi olarak sicaklik stresi sec¢ilmistir. Bu sayede laboratuvar ortaminda gergek doga sartlari
olusturulmaya calisilmis ve sicaklik stresinin tuz stresi ile birlikte uygulandig kosullar test
edilmistir.

Gegmis yillarda her iki gen ile ayr1 ayri yapilmis ¢alismalar olmakla beraber, her iki
genin ayni anda kullanildigi bu calisma literatiirde bir ilktir. Bu iki genin es zamanl
ifadesinin, test edilen tim Arabidopsis ¢ift gen transgeniklerinde, uygulanan 28°C sicaklikla
beraber etkileri agirlasan kosullarda dahi, tuz stresine toleransi arttirdigi gosterilmistir. Stres
durumunda tiim ¢ift gen transgeniklerinde, tohum ve meyve tretimi kapasitesi, kok ve govde
uzunlugu, govde yas agirligi, antosiyanin ve klorofil miktarinin arttigi, MDA birikimi ile
karakterize lipid peroksidasyonunun az oranda meydana geldigi, dolayisiyla reaktif oksijen
tiirlerinin uzaklastirilma potansiyelinin fazla oldugu belirlenmistir. Bitkilerde Na* ve K*
konsantrasyonlar1 Olgiilerek, ¢ift gen transgeniklerinde Na ve Cl iyonlarinin meydana
getirdigi hasarin (kontrol bitkilerinde klorofil yikiminin fazla bulunmasi bu hasar1 gosterir)
kontrol gruplarina gore daha az oldugu tespit edilmistir. Ayrica; NaCl disinda bitkilerde
osmotik stres olusturan bir baska ajan olarak mannitol kullanilmis, ve tuz stresi altinda ¢ift
gen transgeniklerinde elde edilen fenotipin (yabani tip ve diger tiim transgenik hatlarin kok
uzunlugunda herhangi bir fark gézlenmemesi sebebi ile) herhangi baska bir molekiil degil,
NacCl kaynakli oldugu gosterilmistir.

1996 yilindan bu yana, ¢oklu gen aktarimi yapilan bitki biyoteknolojisi ¢alismalarinin
neredeyse Ugcte biri, farkli genleri tagiyan tek bir vektor kullanilarak gergeklestirilmistir. Bu
coklu gen transfer ¢alismalarinin %50’den fazlasi, abiyotik strese tolerans kazandirma
lizerine odaklanan calismalardir. Ornegin; SOS-1, SOS2 ve SOS3 genlerinin es zamanl
ifadesi ile, tuza tolerans arttirilmis (Yang vd., 2009), TsVP ve BetA genlerinin aktarilmasi,
musir bitkilerinde kuraklik tolerans kapasitesini iyilestirmistir (Wei vd., 2011). Ayrica,
AtbHLH17 ve AtWRKY28 genlerinin asir1 ifadesinin tuz, kuraklik ve oksidatif streslere es
zamanli diren¢ kazandirdigi ortaya ¢ikarilmistir (Babitha vd., 2013).

Ileri teknolojiye ragmen, su ana kadar stresi kontrol eden gen aglarindaki genlerden
herhangi biri, ya da ayn1 anda birkagi, disaridan asir1 ifade ettirilerek stres toleransi
gelistirilmis bitkilerin, gercek tarimsal kosullarda denendigi ve tarladaki tohum verim ve
kalitesinin arttirildigin1 gdsteren ¢alismalar nadirdir. Ornegin; sitokinin biyosentezinde
gorevli bir enzim olan izopentenil transferaz geninin pamuk (Gossypium hirsutum)

bitkisindeki ifadesi laboratuvar kosullarinin yani sira, tarla kosullarinda da denenmis ve
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kuraklik stresi altindaki rejenerasyon kabiliyetlerinin, kontrol bitkilerine gére daha yiiksek
oldugu tespit edilmistir (Qin vd., 2011) Bir baska ¢alismada; Arabidopsis’in vakuolar H"
pirofosfataz geni olan AVP1’in, yerfistigina aktarildigi siirli sulama kosullarinda dahi,
bitkilerin %37 daha fazla tohum olusturma kapasitesine sahip oldugu ortaya ¢ikarilmistir
(Qin vd., 2013).

Her ne kadar bu tip ¢aligmalar, toprak analiz verileri degerlendirilerek, toprak
suyundaki temel iyon konsantrasyonlarmin (Na*, Mg*?, CI- ve SO4 gibi) belirlenmesinin
ardindan yapildiginda daha saglam temellere oturacaksa da, mevcut calismamizda kullanilan
genlerin sicaklik ve tuz stresleriyle etkilenmis ger¢ek tarimsal kosullarda, tarladaki zirai
urinlerin  tohum verim ve Kkalitesini arttirmada kullanilacak aday genler oldugu
ongorulmektedir. Keza SOS-1 geninin Shi vd. (2000) tarafindan Arabidopsis’te
tanimlanmasinin ardindan 2007 yilinda celtikte (Martinez-Atienza vd., 2007), 2008’de
bugdayda (Xu vd., 2008) 2009’da domates bitkisi ile (Olias vd., 2009) Thellugiella
halophila’da (Oh vd., 2009) ve 2010°’da Physcomitrella patens yosununda (Fraile-
Escanciano vd., 2010) olmak tizere bir dizi calismada karakterize edilmis, ve bu genin ksilem
ve govdede Na* akiimiilasyonunu kisitlayarak, tuza tolerans sagladig tespit edilmistir. Son
olarak Yue vd. (2012) ilgili genin asir1 ifade edildiginde, transgenik tittn bitkisinde yiiksek
K*/Na* dengesini koruyarak, tuz stresine tolerans sagladigini rapor etmislerdir. SOS-1 Na
iyonlarmi sitoplazmadan apoplasta gonderen ve su ana kadar bitkilerde tanimlanmis tek
plazma zar proteini olup, bu genin ¢alisildig: literatiirler yukarida belirtilenler ile kisithdir.

AtNHX1 ise, SOS-1 ile kiyaslandiginda, literatirde AtNHX1 geni hakkinda ¢ok daha
fazla sayida g¢alisma oldugu bilinmektedir. Fonksiyonu 1999’da “Science” dergisinde
yayinlanan bir ¢alisma ile kesfedildikten sonra (Apse vd., 1999), Zhang vd. (2001)
Arabidopsis AtNHX1 genini Brassica napus bitkisine aktardiklarinda , 200 mM NaCl stresi
muamelesiyle dahi, biiyliime, ciceklenme ve tohum iiretebilme kapasitesinin arttigini,
aktarilan genin aktivitesi ile tuzun toksik etkilerinin, prolin birikimi (zerinden
hafifletildigini rapor etmislerdir. Ayn1 y1l s6zkonusu gen, domates bitkisine (Lycopersicon
esculentum) aktarildiginda, kofuldaki Na*/H" tasiyicisinin aktivitesi uyarilarak blyime,
ciceklenme ve tohum iiretiminin arttirilmasi saglanmistir (Zhang ve Blumwald, 2001). Ayn
Arabidopsis Na*/H* antiport geni, pamuk bitkisine (Gossypium hirsutum) aktarilmis ve 200
mM tuz stresi altindaki bitkilerde, bu genin daha fazla biyokiitle ile beraber, yabani tip
pamuk bitkilerine gore, daha iyi kalitede ve daha fazla pamuk lifi elde edilmesini sagladigi,

bunu da azot asimilasyonunu ve fotosentetik performansi arttirarak gerceklestirdigi rapor
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edilmistir (He vd., 2005). Karabugday (Fagopyrum esculentum) bitkisine aktarilan AtNHX1
geninin, 200 mM tuz stresi altindaki bitkilerde rutin sekilde biiyiiyebilme, ¢igeklenme ve
tohum olusturma kabiliyetinin korunmasini sagladigi bulunmus, ayrica bitkideki énemli
temel besin elementlerinin igeriginin, topraktaki yiiksek tuz konsantrasyonlarindan
etkilenmedigi tespit edilmistir (Chen vd., 2008). Bugday (Triticum aestivum) TaNHX2 geni
alfalfa (Medicago sativa) bitkisine aktarildiginda, olusan transgeniklerde, tonoplast H*-
ATPaz, H*-pirofosfataz (PPaz) ve ATP bagimli proton pompalarinin aktiviteleri yabani tip
bitkilerden daha fazla bulunmus, bu enzim aktivitelerinin tuz stresi ile indiiklenebilecegi
ihtimali tizerinde durulmustur. 100 mM NacCl stresi altinda, transgenik bitkilerde vakuolar
Na'/H* tasiyicist aktiviteleri yabani tip bitkilere gore 2-3 kat fazla bulunmustur ve
adaptasyonu saglayan faktoriin, aktivitedeki bu artis oldugu diistiniilmiistir (Zhang vd.,
2012).

Yukarida siralanan ¢aligmalar incelendiginde, literatiirde gen aktarimi yapilarak tuzu
tolere edebilme kabiliyetinin arttirildigi c¢aligmalarin, bunu yalnizca 200 mM NaCl
konsantrasyonuna kadar tolerans saglamak suretiyle bagardigi anlagilmaktadir. Fakat mevcut
calismada literatlirtin aksine; 200 mM ile smirli kalan tolerans limiti, Arabidopsis gibi
fenotipik degisimlerin ¢ok net olarak ayirt edilemeyecegi hassas ve kiictlik bir bitkide, 250-
300 mM’a kadar yukariya tasinmistir. Ayrica, 150 mM tuz stresi ve 28 °C sicaklik stresinin
kombine edildigi durumda, AtNHX1 ve SOS-1 genlerinin ¢ifte etkisi ilk kez degerlendirilmis
ve her iki genin de fonksiyonel anlamda antagonistik bir etki olusturmayip, tam tersi
sinerjistik olarak es zamanli tuz ve sicaklik streslerine toleransi 6zellikle biyokiitle, tohum
verimi ile meyve olusturma kapasitesi tizerine negatif etki olusturmaksizin, belli dizeyde
arttirdig1 saptanmustir.

Trans gen tabanl ¢aligmalar incelendiginde, bu tip ¢alismalarin genellikle kontrollii
kosullarda veya bitki biiylitme odalarinda gerceklestirildigi, sadece ¢ok az hattin, tarla
ortaminda denendigi goriiliir. Ozellikle tuz stresi, tarla kosullarinda birden fazla stres ile
kombine halde ortaya ¢ikar. Her ne kadar iilkemiz dahil bir¢ok llkede trans gen tabanli
teknoloji ile ilgili birtakim 6nyargilar ve yasaklar var ise de; bu ¢alismadaki sistemin; ilgili
genlerin misir, geltik ve bugday gibi ekonomik anlamda dnemli tahillara aktarilmasiyla daha
da gelistirilebilecegi ihtimali 6ngoriilmektedir. Bu ¢alisma ile, AtNHX1 ve SOS-1 genlerinin
dogal sistemleri olan Arabidopsis’te fonksiyon gosterebildiklerinin ispatinin ardindan, bu
genlerin heterolog sistemlerdeki cevaplarinin belirlenebilirliginin  6nii  agilmigtir.

Arabidopsis’te gerceklestirilen bu g¢alisma, tarla kosullarinda denenmeye deger sonuglar
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vermis ve AtNHX1 ile SOS-1 genlerinin farkli bitkilere aktarilmasina ve biiyiik 6l¢ekli tarla
calismalarina zemin hazirlamistir.

AtNHX1 ve SOS-1 ifadesi ile promotor sayisinin iliskisi incelendiginde; ¢alismamizda,
biri AtNHX1, digeri SOS-1 35S ve son olarak da, transgenik bitkilerin seleksiyonunda
kullanilan kanamisin (kan) geni igin pnos olmak Uzere ti¢ ayr1 promotor kullanildig: goriiliir.
Gen ifadesini etkiledigi bilinen ve genomda ifade ettirilen promotor sayisi arttikga T4, T5
gibi daha sonraki nesillerde trans gen ifadesinin gittikge azalacagi tahmin edilmektedir.
Fakat bu ¢alismada, T2 ve T3 nesillerinde yapilan Northern Blot analizleri, her iki genin de
ifade seviyesinde, bir stabilizasyon sorunu yasanmadigini gésterdi. Bu durum, yapilan farkl
calismalarla kanitlandi. Ornegin; sadece SOS-1 genini asir1 ifade eden hatlara bakildiginda,
bunlardan 8/10’unun pozitif oldugu belirlendi. Bu veri géz 6niinde bulunduruldugunda, 35S
CaMV promotorunun kullaniminin trans gen tabanli ¢aligmalarda, genleri asir1 ifade eden
hatlarin eldesi bakimindan ¢ok yiiksek olasilikla fonksiyonunu yerine getirdigi anlasilabilir.
Fakat abiyotik stres galismalarinda, 35S CaMV promotorunun ¢okga kullaniliyor oldugu
bilinmesine ragmen, sadece spesifik stres kosullar1 altinda veya spesifik dokuda uyarilabilen
(inducible), diger durumlarda aktif olmayan (genin ifadesini saglamayan), dolayisiyla da gen
susturulmasina (gene silencing) sebebiyet vermesi ¢ok az muhtemel olan promotorlar
kullanilmasit daha saglam bir yaklagim olacaktir.

Mevcut ¢aligmada, 2 adet 35S CaMV promotoru altinda ifade ettirilen AtNHX1 ve
SOS-1 genlerini tagiyan transgenik bitkilerde herhangi bir metabolik hasara veya toksisiteye
rastlanmamus, tiim hatlar normal kosullarda ve uygulanan stresler altinda saglikl bir bicimde
blyiiyebilmistir. Bu durum, ¢ift gen transgenik bitkilerinde promotor kaynakli herhangi bir
fizyolojik sorun olugsmadiginin gostergesidir.

Caligmamizda, transgenik bitkilerin yabani tip eslerinden yiiksek seviyede AtINHX1 ve
SOS-1 transkripti biriktirdigi ve genlerin ifadesinin tuz stresi ile indiiklendigi tespit
edilmistir. Literatiirde, her iki gen ile ayr1 ayr1 transformasyon ¢alismalari yapilmis olmasina
ragmen; iki gen birlestirilerek yapilan herhangi bir transgenik c¢alismaya rastlanmamaistir.
Northern Blot analizi bu iki genin de basarili bir bicimde Arabidopsis’e aktarildigint ve
burada ifade oldugunu kanitlar. Southern Blot analizi de, genleri tasiyan T-DNA bdlgesinin
genomda ka¢ kopya halinde bulunduklarini gosterir. Birbirinden bagimsiz transgenik
hatlarda pozisyon etkisinden ya da aktarilan genlerin genomdaki kopya sayilarinin fazla
olusundan meydana gelen ifade varyasyonlarina sahip olanlar ve hedef geni almayan yabani

tip bitkiler, transgenik olmayan bitkiler (non-transformant) olarak kategorize edilerek,
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calismanin sonraki asamalarina dahil edilmemistir. Southern Blot verileri incelendiginde, T-
DNA bolgesini genomunda iki kopya halinde tasiyan bitkilerle farkli tuz stresi
konsantrasyonlarinda yapilan denemeler, gen ifadesinde kopya sayisinin birden fazla olmasi
kaynakl1 herhangi bir ifade sorunu olusturmadigini gostermistir.

Klorofil ve fotosentetik kapasite iligkisini arastiran ¢aligmalar incelendiginde; AtINHX1
genininin yer fistigia (Arachis hypogaea) aktarildig: bir ¢alismada, bitkilerin 150 mM tuz
konsantrasyonu altinda daha az zarar gordiigii ve olusan transgenik yer fistig1 bitkilerinde
Klorofil yikiminin yabani tip bitkilere gére daha az oldugu bulunmus ve fotosentetik
kapasitenin transgenikler lehine arttigi ortaya konulmustur (Banjara vd., 2012). Bu
calismada, tuz stresi altinda NS-1-2-3 ¢ift gen transgeniklerinde, klorofil yikiminin diger
hatlara gore az bulunmasi, yeterli su alinimiyla beraber, kloroplast fonksiyonlarinin
korunarak, fotosentetik kapasitenin transgeniklerde daha az hasara ugradigi seklinde
aciklanabilir. Ayrica klorofil igerigi, bitkinin azot kullanabilme oranini da belirlemesi
bakimindan, c¢ift gen transgeniklerinin diger gruplardaki bitkilere gore biiylime ve gelisim
acisindan daha iyi performans sergilemesi, azotu kullanabilme yeteneklerinin saglam
kalmasiyla iligkilendirilebilir.

Bu calismadaki veriler, kok/govde gelisiminin ¢ift gen transgeniklerinde, tek gen
transgenikleri ve K yabani tip bitkilere gore daha az inhibe oldugunun yani sira, bu hatlar
arasinda, rozet yaprak gelisiminin de farklilik arz ettigini gostermistir. Bu da ¢ift gen
transgeniklerinin, kontrol gruplarina gore daha fazla fotosentez ylizey alanina ve daha fazla
fotosentetik aktiviteye sahip olabilecekleri anlamina gelir. AINHX1 ve SOS-1 genlerini es
zamanl asir1 ifade eden transgeniklerin tuz stresi kosullar1 altinda neden diger bitkilerden
daha 1yi biiylime ve gelisim sergiledikleri bu yolla ag¢iklanabilir.

Calismamizdaki en 6nemli bulgu, AtNHX1 ve SOS-1 genlerini es zamanlh asir1 ifade
eden transgeniklerde tohum uretebilme kapasitesinin tuz ve tuzun sicaklik stresi ile kombine
edildigi durumlarda, diger gruplara gore en az % 47 arttigin1 gostermis olmaktir. Tohum
verimi, farkli bir¢ok karakterden etkilenen kompleks bir 6zellik olmasina ragmen
(Sinhamahapatra vd., 2010); bitki basina diisen meyve sayisinin (silikva) her iki geni birden
asir1 ifade eden AtNHX1 ve SOS-1 transgeniklerinde kayda deger derecede fazla olmasi,
temel olarak bu bikilerin daha fazla sayida ana ve yan dallar bulundurmasi ile
iligkilendirilebilir. Az sayida ana ve yan dal bulunduran AtNHX1 ile SOS-1 tek gen
transgeniklerinin ise; ¢ok daha az sayida meyve iretebildigi tespit edilmistir. Literatlre

bakildiginda da, Ohta ve ekibinin, halofit olan Atriplex gmelini bitkisinden klonladiklar
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AgNHX1 genini, Oryza sativa bitkisine aktardiklar1 ve Na*/H" tasiyicisi aktivitesini 8 kat
arttirmayi basararak, bitkilere 3 giin 300mM NaCl stresi uygulamasindan sonra elde ettikleri
tohumlarda %50’lerden %81 ile %100 arasinda canli kalabilme oranlarini elde ettikleri
gorulir (Ohta vd., 2002). Sonuglart mevcut ¢alismamiz ile uyumlu olan bir diger ¢alisma da,
AtNHX1 geninin, bugday (Tritivum aestivum) bitkisine aktarildiginda tuz stresi kosullar
altinda yapilan denemelerde, tane agirligi ve tohum miktarinin aktarilan gen tarafindan
sirastyla % 75-116 ve % 41-50 oranlarinda arttirildiginin tespit edildigi ¢alismadir (Xue vd.,
2004).

Bunlarin yan1 sira, mevcut ¢alismada elde edilen veriler dogrultusunda, 250 mM tuz
stresine maruz birakilmis NS AtNHX1+SOS-1 cift gen transgeniklerine ait tohumlarda,
cimlenmenin 7. ginde %30 oraninda basarili bir sekilde meydana geldigi belirlenmistir.
Yabani tip K bitkilerinin ise stresin ardindan tohum canliligini neredeyse kaybettikleri tespit
edilmistir. Nitekim bu sonug, AtNHX1 geninin misir (Zea mays) bitkisine aktarildig1 ve bazi
musir hatlarinin %0,8 ile %1°lik NaCl konsantrasyonlarinda ¢imlenebilme ve biiyiiyebilme
kabiliyetini yitirmedikleri ¢alisma ile de uyumludur (Yin vd., 2004).

OsNHX1 geni, Oryza sativa’da asir1 ifade ettirilmis ve tuz stresi kaynakli hasar ve
6liim oraninin transgenik bitkilerde daha az oldugu tespit edilmistir (Chen vd., 2007). 2004
yilinda, kanola (Brassica napus) BnNHX1 geni tittin (Nicotiana tabacum) bitkisine transfer
edildiginde de benzer bir sonug ortaya ¢ikarilmistir. Yabani tip bitkiler oliirken, transgenik
tiitlin bitkileri 200 mM tuz stresi altinda daha iyi biiylimiis, ¢igeklenme ve tohum olusturma
durumunda herhangi bir fizyolojik aksaklik tespit edilememistir (Wang vd., 2004). Ayrica,
yiiksek otlak ayrigi bitkisinden AeNHX1 (Agropyron elongatum NHX1) geni Arabidopsis
thaliana ve bir ¢im tirl olan Festuca arundinacea bitkisine aktarilmig, osmotik denge,
fotosentez ve tuza toleransin ilgili gen tarafindan gelistirildigi tespit edilmistir (Qiao vd.,
2007). Mevcut calismada ise; bitkilere ¢imlenmeden sonraki hafta baglanilmak iizere 2 hafta
siresince bir¢ok glikofit igin oldiiriicii sayilabilecek 300 mM konsantrasyonda tuz stresi
uygulanmis ve yukarida sayilan ¢alismalarla uyumlu olaracak sekilde, 2 hafta sonunda ¢ift
gen transgeniklerinde olusan nekrozisin, diger tiim hatlara nazaran ¢ok daha az oranda
meydana geldigi tespit edilmistir.

Calismamizda olusturulan transgenik bitkiler stres sartlarini az hasarla atlatirken,
yabani tip Arabidopsis bitkileri, 250 mM NacCl ile 150 mM NaCl+28°C sicaklik stresi
kosullarindan 6nemli Ol¢ude zarar gormiistiir. Tuz stresi kosullari altinda, transgenik NS

bitkilerinin yapraklarinda tespit edilen yiiksek Na* konsantrasyonunun, vakuolar Na*/H*
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tastyicisinin aktivitesini arttirarak, Na iyonlarmin kofuldaki birikimini arttirdigini ve
transgenik bitkilerin bu sekilde sitoplazmadaki Na™ toksisitesini azalttiklar1 sdylenebilir.
AtNHX1 geninin tuz stresi altinda Na® ile beraber K iyonlarin1 da hizlica kofullarda
biriktirdigi, bu selektif iyon birikiminin, kofullardaki osmotik potansiyeli diisiirerek,
hiicrelere su alinimini uyardigi bilinmektedir. AtNHX1 geninin bu islevlerinin yan sira, pH
reglilasyonu ve K* dengesi ile ilgili olabilecegi ve kok ucu harig bitkinin tiim kisimlarinda
sentezlendigi ortaya ¢ikarilmis 6zellikleri arasindadir (Zhang ve Shi, 2013). Calismamizda,
cifte trans genleri tasiyan hatlarda tespit edilen fenotipik 6zelliklere, AINHX1 geninin bu
ozelligi ile stres durumunda iyon dengesi ve osmotik dengeyi saglayarak, hiicre uzamasi
esnasinda daha uzun hiicrelerin gelisimini uyarabilecegi sonucu ulasildigi diistiniilmektedir.

SOS-1 geninin Na iyonlarini hiicre zarindan uzaklastirma islevi 2000 yilinda bir kék
gelisim deneyi (root bending assay) ile ortaya ¢ikarilmadan once, bu genin 1996’da yiiksek
afiniteli K™ iyon tagmmimindan sorumlu oldugu bulunmustur. Bu gorevi, asir1 Na* iyon
konsantrasyonlarinda hiicrelere K* girisini saglayan kanallar1 korumak suretiyle
gergeklestirdigi onerilmistir. Dolayisiyla tuz stres toleransi ile dokulardaki K* iyon birikimi
arasinda dogru bir orant1 oldugu sdylenebilir (Shi vd., 2000).

SOS-1 geninin en kritik rold, hicrelerdeki Na* iyonlarini bitkinin farkli organlarina
tastytp bu dokulara bolistiirerek, Ozellikle fotosentetik dokular1 asir1  Na*
konsantrasyonlarindan korumak olarak karsimiza ¢ikar (Yue vd., 2012). Calismamizda, her
iki geni de asir1 ifade eden NS bitkilerinde 250 mM gibi ¢ok yiiksek tuz konsantrasyonu
altinda K* iyonlarinin diger hatlara gore fazla birikmis olmasi, hiicrelere K* girigini saglayan
kanallarin SOS-1 geni tarafindan korunmus olabilecegi ile agiklanabilir. Yiiksek K*/Na*
orani sitozolik enzimlerin aktivitesi, membran potansiyeli ve hiicre hacminin kontrolii gibi,
normal hiicresel fonksiyonlarin devami igin elzem olmakla beraber, tuza toleransin
gostergesidir ve bu ¢aligmada cift gen transgeniklerinde bu dengeyi SOS-1 geninin kurdugu
diistiniilmektedir.

Hiicreye asirt Na® iyonu girisi, hiicre membran potansiyelini hasara ugratir ve bu
degisim CI iyonlarinin pasif yoldan hiicre igine girmeye baslamasina yol agar. Na veya ClI
iyonunun, ya da her ikisinin kofullardaki birikimi veya hiicreden disar1 atilmasi, benzer
sekildedir ve bitkinin tuza tolerans kapasitesi ile iligkilidir (Apse vd., 1999). Tuz stresinin
bir sonucu olarak hiicrede Na ve Cl iyonlarinin artmasiyla biiylime ve gelisimin farkl
mekanizmalar ile fakat es zamanli kisitlandig, asir1 Na iyonlarinin K* ve Ca*? alinimimn,

asirt Cl” iyonlarinin ise klorofil yikimi iizerinden fotosentetik kapasiteyi engelledigi
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bilinmektedir (Apse vd., 1999). Kofullarda biriken bu iyonlar, olusturduklari osmotik
potansiyeli dengelemek icin Arabidopsis hiicrelerine su alinimini tetikler. Calismamizda, tuz
stresi altinda kontrol gruplarindan daha fazla su alabildigini diisiindiigiimiiz ¢ift gen NS
transgeniklerinde, muhtemelen hiicre genislemesi diger bitkilere nazaran fazla oranda
gerceklesmis ve gruplar arasinda biyokiitlede dogan fark bu sebeple meydana gelmistir. Bu
durum, yeteri kadar su alabilen NS bitkilerinde diger hatlara nazaran gézlenen govde
uzunlugu, kok gelisimi, ¢imlenme, tohum olusumu gibi biiyiime faktorlerindeki olumlu
farkin meydana gelmesini agiklar. HKT (high affinity K™ transporter) gen ailesinden HKT1
Arabidopsis’te ve geltikte asir1 ifade edildiginde, govdedeki Na iyonlarimi kok ksilemine
tasimasi sebebiyle, kok korteksindeki Na" miktar1 artmis, govdedeki Na* azalmis ve
calismamizda oldugu gibi govde yas agirliginda, yani vejetatif safthadaki biyokiitle
miktarinda artis tespit edilmistir (Plett vd., 2010). Mevcut calismalar K* biriktirme
kabiliyetinin bitkiler arasinda farklilik gosterdigini ortaya koymustur. Ornegin; 100 mM ve
150 mM NaCl uygulanan bugday yapraklarinda, diisiik oranda Na* ve yilksek oranda K*
biriktirildigi bulunmustur (Xue vd., 2004). Fakat OsNHX1 geni g¢eltikte asir1 ifade
ettirildiginde, transgeniklerin 200 mM tuz stresi kosullar1 altinda yiiksek oranda Na® ve
diisiik oranda K* biriktirdigi rapor edilmistir (Fukuda vd., 2004).Celtikte elde edilen bu
sonug, mevcut calisma ile paraleldir.

Bunun disinda galigmamizda, tuza tolerant NS transgeniklerinin fenotipik
oOzelliklerinin, osmotik stres olusturan baska herhangi bir molekiil ile iliskili olmadigi,
tamamen iyon stresi kaynakli oldugunun dogrulanmasi amaciyla, tohumlar diisiik osmotik
potansiyeli indikleyici bir molekil varliginda (300 mM mannitol iceren 2xMS agar
besiyerinde) buyatildiklerinde, aralarinda kok uzunlugu bakimindan herhangi istatistiki bir
fark olmadig1 ortaya konulmus, dolayisiyla elde edilen fenotipin yalnizca NaCl stresi
kaynakli oldugu, baska herhangi osmotik stres olusturacak bir molekiil vasitasiyla kontrol
edilmedigi tespit edilmistir.

Iki genin aym anda asir1 ifade ettirildigi calismalara bakildiginda, sirasi ile Suaeda
salsa ve Arabidopsis thaliana orijinli iki gen; SSNHX1 ve AVP1 Oryza sativa (geltik)
bitkisine aktarildiginda bitkiler, ¢iceklenme sathasina kadar canli kalabilmis ve 300 mM
NacCl stresi altinda sadece 5 giin boyunca yasayabilmistir. Fakat ¢alismamizda olusturulan
transgenik bitkiler 8 haftalik yasam dongiilerini tamamlayarak, tohum olusturabilmistir.
SSNHX1 ve AVP1 kombinasyonuyla bu genlerin es zamanli ifadesi, mevcut ¢alismamizda
oldugu gibi strese tolerans noktasinda, yalniz SSNHX1 veya yalniz AVP1 ekspresyonundan
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daha ileri seviyede performans gostermistir (Zhao vd., 2006). Bugday (Tritivum aestivum)
TNHX1 ve TVP1 genleri Arabidopsis thaliana bitkisine aktarildiginda, olusan
transgeniklerin 200 mM NaCl stresi altinda biiyliyebildigi ve yaprak dokularinda K
iyonlarindan fazla Na* biriktirdikleri saptanmustir. Na iyon birikiminin sitoplazmadaki
toksik etkisi caligmamizda oldugu gibi, bu iyonlarin kofulda biriktirilmesi suretiyle tersine
cevrilmistir (Brini vd., 2007). Oryza sativa OsNHX1 ve OsVP1 genlerinin es zamanli asir
ifadesiyle, uzun sireli 100 mM NaCl stresi altindaki bitkilerin yaprak dokularinda daha az
MDA biriktirildigi ortaya ¢ikarilmistir (Liu vd., 2010). Sirasiyla Pennisetum glaucum ve
Arabidopsis thaliana kokenli iki gen PgNHX1 ve AVP1 (Lycopersicon esculentum) domates
bitkisine aktarildiginda, bitkilerde 200 mM NaCl stresi karsisinda klorofil yikimi daha az
oranda seyretmis ve yaprak dokularinda tek gen transgeniklerinden 1,4 kat kadar fazla prolin
ve 1,5 kat fazla Na iyonu biriktigi saptanmigtir (Bhaskaran ve Savithramma, 2011). Mevcut
calismamizdaki sonuglar bahsi gegen calismalar ile benzer sonuglar ortaya koymustur.

Antosiyaninler; pH’ya bagl olarak kirmizi, mor ya da mavi renkte olabilen ve suda
¢cozlnen vakuolar pigmentlerdir. Antosiyaninler yiksek bitkilerde yaprak, kok, govde, cicek
ve meyvelerin her birinde bulunabilir. Her ne kadar stres durumlarinda miktarlarinda azalis
tespit edildigine dair veriler olsa da, yapraklari serbest radikallerden koruyabilecek, gicli
antioksidan molekdller olarak miktarlarinin arttigi da bilinir. Kofulda yer alan
antosiyaninlerin metabolik serbest radikalleri nasil temizledigi hala tam aydinlatilmamis
olmakla birlikte, bazi arastirmalara gore; MYB75/PAP1 transkripsiyon faktorinin
aktarilldigi domates bitkilerinde antosiyanin miktar1 artmig ve bu artisin yiiksek 151k
yogunlugunun transgenik bitkilerde olusturdugu hasar1 hafifletici etki meydana getirdigi
bildirilmistir (Zuluaga vd., 2008). Yapraklardaki toplam antosiyanin miktar1 belirlendiginde,
cift gen transgenikleri olan NS bitkilerinde, tek gen transgenikleri N ve S ile, K yabani tip
kontrol bitkilerinden daha fazla antosiyanin olusmus olmasi, bu bitkilerde stres esnasinda
olusan serbest radikallerin vakuolar antosiyaninlerce, radikallere H* kazandirmak suretiyle
temizlendigi seklinde acgiklanabilir. Dolayisiyla antosiyanin miktarindaki artis, ¢ift gen
transgeniklerinin reaktif oksijen tiirlerini temizleme kapasitelerinin diger hatlara gore fazla
olmasini saglamistir.

Lipid peroksidasyonu; doymamis yag asitlerinin yikimi ile karakterizedir ve sureg
sonunda, hiicrede serbest radikallerin aciga ¢ikmasina yol agar. Membran hasari,
malondialdehit olusumunu meydana getirir ve agiga ¢ikan MDA seviyeleri, stres kosullar

altinda, hlcrelerdeki antioksidatif kapasiteye ayna tutar (Glenn vd., 1999). Calismamizda,
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transgenik hatlarin ve diger gruplarin yapraklarindaki membran lipid peroksidasyon durumu
karsilagtirilmistir. Tuz stresi sonrasi, hem transgeniklerde hem de yabani tip Arabidopsis
bitkilerinde MDA igerigi artmis, fakat bu artis tek gen transgenikleri ve K yabani tip kontrol
bitkilerinde ¢ok daha fazla oranda olmustur. Bu sonuglar, AINHX1 ve SOS-1 asir1 ifadesinin
transgeniklerde arttirilmig stres toleransi ile karakterize oldugunu ve bu genlerin tuz stresi
altinda hiicre zarmin oksidatif hasarini hafifletecek mekanizmalarla islev gordiiglinii
gostermektedir.

Tuz stresi fizyolojisi incelendiginde, tuza tolerans 6zelliginin bir¢ok alt 6zellik ve bu
ozellikleri kontrol eden genler silsilesi tarafindan yonlendirildigi goriiliir. Dolayisiyla tuza
toleransin kontrolii multi-geniktir. Yani regililasyon mekanizmasii birgok farkli genin
etkilesimi/interaksiyonu etkiler. Bu kompleks karaktere bir de sicaklik stresi eklendiginde,
stres faktorleri karsisinda ortaya ¢ikan yanitlar da ¢okg¢a karmasiklagsmaktadir.

Fizyolojik ¢aligmalar bitkilerin yalnizca tek bir stres ¢esidine verdikleri cevap ile, stres
kombinasyonlarma verdikleri cevabin ayni olmadigini ortaya koymustur. Ornegin; birgok
abiyotik ve biyotik stresin birlikte calisildigi genis Olgekli mikroarray deneylerinde,
transkriptlerin  %60°1 yalnizca tek bir stres muamelesi sonucu elde edilemeyen
transkriptlerdir (Rasmussen vd., 2013). Buradan hareketle, farkli stres kombinasyonlarinin
bitki tarafindan yeni uyum cevaplart gelistirmesi gereken, yeni bir abiyotik stresmis gibi
algilandig1 sdylenebilir. Diger yandan, farkli stresler bitkide birtakim antagonistik cevaplar
da dogurur. Ornegin; sicaklik stresi esnasinda bitkiler yapraklarini transpirasyon ile
sogutmak i¢in stomalarini acar. Fakat asir1 sicak, kuraklik ile kombine edildiginde bitkiler
stomalarin1 acamayabilir, bu da yapragin daha fazla 1sinmasina yol agar. Tuz stresi de
sicaklik ile kombine etki gosterdiginde benzer bir problem olusur. Yapragin sogumasini
saglamak i¢in bitki fazla transpirasyon yapar fakat, bu durum toksik iyonlarin hiicrelere
aliniminin artmasiyla sonuglanir.

Orta derecede sicaklik ve tuz stresi kombinasyonu, domates fidelerinde test edilmis,
beklenenin aksine stres cevabi daha az olmak yerine, yalnizca tuz stresi uygulanan
durumdaki toleranstan fazla bir tolerans olustugunu ortaya konulmustur (Rivero vd., 2014).
Sicaklik ile uyarilan tuz stresi toleransi, oksidatif hasara karsi korumanin yiikseltilmis
olmasi, Na*, K" ve su dengelerinin gelismis olmasi ve daha saglam bir fotosentetik aktivite
ortaya c¢ikmasi gibi bitkilerde sik¢a bahsedilen bir olgu olan gapraz iliski (cross-talk)
mekanizmalariyla agiklanmistir (Rivero vd., 2014). Bu durum, “tuz stresine uyum

(aklimasyon) siirecinin ardindan termotoleransin gelistigi” seklinde yorumlanabilir. 2011°de
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farkli bir ¢aligmada sicaklik+tuz stresinin fazla miktarda glisin betain olusturdugu, bu kiiciik
koruyucu molekdllerin de reaktif oksijen turlerinin birikmesini engellemek suretiyle stres
toleransini arttirdidi tespit edilmistir. Bir diger senaryo; kok ksilem parankimasindan
govdeye Na* tasinmasinda gorevli katyon kanallarinin, sicaklik stresi ile inaktif olmalar
dolayisiyla, bitkide toksik diizeylerde iyon birikiminin engellenmesidir. Bu ¢alismada tuz
stresinin sicaklik ile es zamanli uygulandigi durumda, ilging bir sekilde sadece AtNHX1
genini asir1 ifade eden hatlarda hemen hemen ¢ift gen NS transgenikleri kadar tolerans tespit
edildi. Su ana kadar NHX gen ailesine ait sicaklik ile ilgili tek ¢alisma, Gzlimde gecici olarak
ifade ettirilen cNhx1 geninin sicaklik stresi ile uyarildigini gostermistir (Porat vd., 2002).
Calismamizda, 150 mM tuz stresine 28°C sicaklik ile beraber maruz kalan NS bitkilerinin,
yalnizca 250 mM tuz stresine birakilmis bitkilere benzer fenotipik karakteristikler sergiledigi
fakat, bu bitkiler diger gruplar ile (tek gen transgenikleri ve K yabani tip bitkiler)
karsilastirildiginda, fenotipik farkin 6zellikle agar petrilerde sadece tuz stresi uygulamasinda
elde edilenden daha belirgin oldugu tespit edilmistir. Tuz ve sicaklik stresinin es zamanli
uygulandigi ¢aligmalardan elde edilen veriler literatiirde daha ¢ok yeni olup, NS cift gen
transgeniklerindeki toleransin prolin, glisin betain gibi osmoregiilasyonu saglayici
molekiillerin devreye girerek gergeklestirip gergeklestirmedigi, veya oksidatif hasarin
koruyucu enzimatik reaksiyonlarin artmasi sonucu azaltilip azaltilmadigi gibi sorular daha

sonra arastirilmaya acik konulardir.



5. SONUCLAR

Bu calismada, orjinal AtNHX1 ve SOS-1 genleri Arabidopsis’ten ¢ogaltilarak
cDNA'lar1 35S CaMV promotorunun kontrolii altinda pBI121 vektoriine yerlestirildi.
Vektor, Agrobacterium tumefaciens aracili dogal transformasyon ile bitki niiklear genomuna
entegre edildi. Vektordeki kanamisin direng geni, seleksiyon markdrii olarak kullanildi ve
toplamda 56 T1 transgenik hat elde edildi. T2 neslinde bunlarin 39’unun homozigotluk
bakimindan pozitif oldugu belirlendi. Ekspresyon ¢aligsmalari ile, genlerin her ikisinin de es
zamanli ifade olmadig1 ya da diisiik ve orta dereceli ifadeye sahip olanlar elenerek, ileriki
calismalar genleri asir1 ifade eden hatlar kullanilarak devam ettirildi. Tespit edilen hatlarin
farkli NaCl konsantrasyonlar1 altindaki rejenerasyon kabiliyetleri degerlendirilerek,
calismada kullanilan hat sayis1 minimuma (her iki geni birden ifade eden 3, genleri ayr1 ayri
ifade eden 2) indirildi. Cimlenme etkinligi, tohum ve meyve miktarlari, govde yas agirliklari,
kok ve govde uzunluklari, MDA, klorofil, antosiyanin, K* ve Na* igerikleri gibi bir dizi
analiz ile, her iki geni birden tasiyan ve ifade eden transgenik Arabidopsis’lerin diger
hatlardan fizyolojik anlamda daha saglam olduklar1 ve bu hatlarda sicaklik stresinin tuz
stresine verilen cevabi daha etkili hale getirdigi saptandi. Calismadaki en 6nemli bulgu, 250
mM NaCl stresi uygulamasinin ardindan, ¢ift gen Arabidopsis transgeniklerinin tohum
tiretebildiklerinin ve bu tohumlarin ¢imlenme kabiliyetlerini kaybetmediklerinin ortaya
konulmus olmasidir.

Bu c¢alismada, transgenik teknoloji model bir bitki (Arabidopsis) (zerinde
uygulanarak, yetersiz biiylime ortami kosullariyla ortaya ¢ikip, verim ve tohum kalitesini
olumsuz etkileyen, rasyonel kayiplar, istatistiki olarak minimuma indirgenmistir.
Arabidopsis kokenli AtNHX1 ve SOS-1 kullanilarak dizayn edilen sistemin g¢alismasi
saglanmus, toprakta 250 mM’dan fazla Na* konsantrasyonlarinin tolerasyonu diisiik MDA
igerikleri ve yliksek yas agirlik ile basarilmistir. Bu sistemin ¢alismasi icin ilgili tasiyicilara
enerjiyl saglayacak olan dogal pompalarin (ATPaz ve Pirofosfataz) olusturdugu proton

elektrokimyasal gradiyenti etkili ve belirleyici faktordur.



6. ONERILER

Gunumuzde genellikle laboratuvar kosullarinda gergeklestirilen molekiiler tarim,
bulundugumuz yiizyilda rutin bir hal almistir. Ayrica; bu ¢alismalar sadece tarimsal {iriin
verim ve miktarini arttirma amacli degil, baz1 immiinolojik (yenilebilir asilar, endiistriyel
proteinler, hormonlar, antijenler vb.), saglik (kansere sebep olan gen friinlerinin
belirlenmesi vb.), cevresel (metal kirliliginin temizlenmesi vb.), yenilenebilir enerji (yliksek
bitkilerdeki lignin igeriginin arttirtlmasi vb.) ve hatta askeri savunma sanayii (biyoterdrizme
kars1 gelistirilen ajanlar) odakli problemleri asmada da 6nemli bir se¢enek haline gelmistir
(Biotechnology Research and Education Initiative (BREI) committee/University of
Kentucky).

Bu calismada kullanilan genlerin hangi miRNA’lar tarafindan kontrol edildiginin
belirlenmesi ve AtNHX1 ve SOS-1 genlerinin ifadesinin, hangi downstream genlerin
ifadesini etkilediginin belirlenmesi, yine bu konseptin oksidatif stresle iliskisinin ortaya
cikarilmasi, biyokimyasal deneylerin sadece tuz stresi altinda degil, sicaklik stresi ile
kombine edilmis durumlarda da test edilmesi, transgeniklerin azotu kullanim etkinliginin
tespiti, iyonlarin sitoplazmik ve vakuolar birikimlerinin ayr1 ayr1 ¢aligilmasi ve olusturulan
tohumlarin hastaliklara hassasiyetinin belirlenmesi bu ¢alismanin eksik ayagim
olusturmaktadir. Sekanslama teknolojisi ve omik (proteomik, metabolomik vb) ¢aligsmalari,
her gecen giin yeni bir organizmanin genomunu ve fonksiyonlarin1 aydinlatmakta ve bu
durum, transformasyon calismalarinda kullanilacak aday genlerin her gecen giin artmasini
saglamaktadir. Ancak bu sekilde tuza tolerant genler tespit edilip, transgenik teknoloji ile
harmanlanabilir.

Tiim diinyada hizla artan yiyecek ihtiyacinin karsilanabilmesi sorunu i¢in, geleneksel
tarim stratejilerinin yetersiz kalacagi ¢ok yakin bir gelecekte, hem gida olarak kullandigimiz,
hem de ihracatin1 yaptigimiz tarimsal {riinleri, kendi tohum stoklarimizi hazirlayarak
koruma altina almak, tlke tarimsal ekonomisi adina atilmasi gereken en Onemli
adimlardandir. Transgenik ¢aligmalar, genellikle belirli yasaklar ¢ergevesinde ele aliniyor
olmalarina karsin, bazi iilkelerde oldugu gibi Ulkemizde de rutine dokiildiigiinde, abiyotik
stres kosullarma dayanikli, kaliteli kok ve tohumlara sahip bitkiler gelistirilmesi, uzun
vadede hem ticari hem de bireysel tarim ireticilerine giiven ortami saglanmasiin oniinii

acacaktir.
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Ayrica diisiik maliyetli kolay uygulanabilir gen teknolojileri tabanli bu tarz ¢alismalar,
uluslararasi otoritelerin ilgisini kolayca ¢ekecek ve coklu isbirliklerinin gelistirilmesine
onculik edecek, uygulamaya yonelik ¢alismalar lizerinden elde edilen bilgiler iilkemizce
literatiire kazandirilarak, bitki biyolojisi alaninda etkili miihendislik stratejilerinin

temellerini olusturacak degerdedir.
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8. EKLER

CGalismada kullanilan vektor, ilgili genler ve restriksiyon endoniikleazlar.

[TGAGCGTCGCAAAGGCGCTCGGTCTTGCCTIGCTCGTCGGTGATGTACTICA . - { Acklama [NiJ: ps1121 sekarsisaganze:

CCAGCTCCGCGAAGTCGCTCTTCTTGATGGAGCGCATGGGGACGTGCTTGGC
AATCACGCGCACCCCCCGGCCGTTTTAGCGGCTAAAAAAGTCATGGCTCTGC
CCTCGGGCGGACCACGCCCATCATGACCTTGCCAAGCTCGTCCTGCTTCTICTT
CGATCTTCGCCAGCAGGGCGAGGATCGTGGCATCACCGAACCGCGCCGTGC
GCGGGTCGTCGGTGAGCCAGAGTTTCAGCAGGCCGCCCAGGCGGCCCAGGT
CGCCATTGATGCGGGCCAGCTCGCGGACGTGCTCATAGTCCACGACGCCCGT
GATTTTGTAGCCCTGGCCGACGGCCAGCAGGTAGGCCGACAGGCTCATGCCG
GCCGCCGCCGCCTTTTCCTCAATCGCTCTICGTTCGTCTGGAAGGCAGTACAC
CTTGATAGGTGGGCTGCCCTTCCTGGTTGGCTTGGTTTCATCAGCCATCCGCT
TGCCCTCATCTGTTACGCCGGCGGTAGCCGGCCAGCCTCGCAGAGCAGGATT
CCCGTTGAGCACCGCCAGGTGCGAATAAGGGACAGTGAAGAAGGAACACCC
GCTCGCGGGTGGGCCTACTTCACCTATCCTGCCCGGCTGACGCCGTTGGATA
CACCAAGGAAAGTCTACACGAACCCTTTGGCAAAATCCTGTATATCGTGCGA
AAAAGGATGGATATACCGAAAAAATCGCTATAATGACCCCGAAGCAGGGTT
ATGCAGCGGAAAAGCGCCACGCTTCCCGAAGGGAGAAAGGCGGACAGGTAT
CCGGTAAGCGGCAGGGTCGGAACAGGAGAGCGCACGAGGGAGCTTCCAGGG
GGAAACGCCTGGTATCTTTATAGTCCTGTCGGGTTTCGCCACCTCTGACTTGA
GCGTCGATTTTTGTGATGCTCGTCAGGGGGGCGGAGCCTATGGAAAAACGCC
AGCAACGCGGCCTTTTTACGGTTCCTGGCCTTTTGCTGGCCTTTTGCTCACAT
GTTCTTTCCTGCGTTATCCCCTGATTCTGTGGATAACCGTATTACCGCCTTTIG
AGTGAGCTGATACCGCTCGCCGCAGCCGAACGACCGAGCGCAGCGAGTCAG
TGAGCGAGGAAGCGGAAGAGCGCCAGAAGGCCGCCAGAGAGGCCGAGCGC
GGCCGTGAGGCTTGGACGCTAGGGCAGGGCATGAAAAAGCCCGTAGCGGGC
TGCTACGGGCGTCTGACGCGGTGGAAAGGGGGAGGGGATGTTGTCTACATG
GCTCTGCTGTAGTGAGTGGGTTGCGCTCCGGCAGCGGTCCTGATCAATCGTC
ACCCTTTCTCGGTCCTTCAACGTTCCTGACAACGAGCCTCCTITTCGCCAATC
CATCGACAATCACCGCGAGTCCCTGCTCGAACGCTGCGTCCGGACCGGCTTC
GTCGAAGGCGTCTATCGCGGCCCGCAACAGCGGCGAGAGCGGAGCCTGTTC
AACGGTGCCGCCGCGCTCGCCGGCATCGCTGTCGCCGGCCTGCTCCTCAAGC
ACGGCCCCAACAGTGAAGTAGCTGATTGTCATCAGCGCATTGACGGCGTCCC
CGGCCGAAAAACCCGCCTCGCAGAGGAAGCGAAGCTGCGCGTCGGCCGTTT
CCATCTGCGGTGCGCCCGGTCGCGTGCCGGCATGGATGCGCGCGCCATCGCG
GTAGGCGAGCAGCGCCTGCCTGAAGCTGCGGGCATTCCCGATCAGAAATGA
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GCGCCAGTCGTCGTCGGCTCTCGGCACCGAATGCGTATGATTCTCCGCCAGC
ATGGCTTCGGCCAGTGCGTCGAGCAGCGCCCGCTTIGTTCCTGAAGTGCCAGT
AAAGCGCCGGCTGCTGAACCCCCAACCGTTCCGCCAGTTTGCGTGTCGTCAG
ACCGTCTACGCCGACCTCGTTCAACAGGTCCAGGGCGGCACGGATCACTGTA
TTCGGCTGCAACTTTGTCATGCTTGACACTTTATCACTGATAAACATAATATG
TCCACCAACTTATCAGTGATAAAGAATCCGCGCGTTCAATCGGACCAGCGGA
GGCTGGTCCGGAGGCCAGACGTGAAACCCAACATACCCCTGATCGTAATICT
GAGCACTGTCGCGCTCGACGCTGTCGGCATCGGCCTGATTATGCCGGTGCTG
CCGGGCCTCCTGCGCGATCTGGTTCACTCGAACGACGTCACCGCCCACTATG
GCATTCTGCTGGCGCTGTATGCGTTGGTGCAATTTGCCTGCGCACCTGTGCTG
GGCGCGCTGTCGGATCGTTTCGGGCGGCGGCCAATCTTIGCTCGTCTCGCTGG
CCGGCGCCAGATCTGGGGAACCCTGTGGTTGGCATGCACATACAAATGGAC
GAACGGATAAACCTTTTCACGCCCTTTTAAATATCCGATTATTCTAATAAACG

_______________________

AAACTGAAGGCGGGAAACGACAATCTGATCATGAGCGGAGAATTAAGGGAG
TCACGTTATGACCCCCGCCGATGACGCGGGACAAGCCGTTTTACGTTTIGGAA
CTGACAGAACCGCAACGTTGAAGGAGCCACTCAGCCGCGGGTTTCTGGAGTT
TAATGAGCTAAGCACATACGTCAGAAACCATTATTGCGCGTTCAAAAGTCGC
CTAAGGTCACTATCAGCTAGCAAATATTTCTTGTCAAAAATGCTCCACTGAC
GTTCCATAAATTCCCCTCGGTATCCAATTAGAGTCTCATATTCACTCTCAATC
CAAATAATCTGCACCGGATCTGGATCGTTTCGCATGATTGAACAAGATGGAT
TGCACGCAGGTTCTCCGGCCGCTTGGGTGGAGAGGCTATTICGGCTATGACTG
GGCACAACAGACAATCGGCTGCTCTGATGCCGCCGTGTTCCGGCTGTCAGCG
CAGGGGCGCCCGGTTCTTTTTGTCAAGACCGACCTGTCCGGTGCCCTGAATG
AACTGCAGGACGAGGCAGCGCGGCTATCGTGGCTGGCCACGACGGGCGTTC
CTTGCGCAGCTGTGCTCGACGTTGTCACTGAAGCGGGAAGGGACTGGCTGCT
ATTGGGCGAAGTGCCGGGGCAGGATCTCCTGTCATCTCACCTTGCTCCTGCC
GAGAAAGTATCCATCATGGCTGATGCAATGCGGCGGCTGCATACGCTTGATC
CGGCTACCTGCCCATTCGACCACCAAGCGAAACATCGCATCGAGCGAGCAC
GTACTCGGATGGAAGCCGGTCTTGTCGATCAGGATGATCTGGACGAAGAGC
ATCAGGGGCTCGCGCCAGCCGAACTGTTCGCCAGGCTCAAGGCGCGCATGCC
CGACGGCGATGATCTCGTCGTGACCCATGGCGATGCCTGCTTGCCGAATATC
ATGGTGGAAAATGGCCGCTTTTCTGGATTCATCGACTGTGGCCGGCTGGGTG
TGGCGGACCGCTATCAGGACATAGCGTTGGCTACCCGTGATATTGCTGAAGA
GCTTGGCGGCGAATGGGCTGACCGCTTCCTCGTGCTTTACGGTATCGCCGCT
CCCGATTCGCAGCGCATCGCCTTCTATCGCCTICTTGACGAGTTCTTICTGAGC
GGGACTCTGGGGTTCGAAATGACCGACCAAGCGACGCCCAACCTGCCATCA

o 1 Acikdama [N2]: T-DNA'nn za5 sen 25 bp
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CGAGATTTCGATTCCACCGCCGCCTTCTATGAAAGGTTGGGCTTCGGAATCG
TTTTCCGGGACGCCGGCTGGATGATCCTCCAGCGCGGGGATC TCATGCTGGA
GTTCTTCGCCCACGGGATCTCTGCGGAACAGGCGGTCGAAGGTGCCGATATC
ATTACGACAGCAACGGCCGACAAGCACAACGCCACGATCCTGAGCGACAAT
ATGATCGGGCCCGGCGTCCACATCAACGGCGTCGGCGGCGACTGCCCAGGT
AAGACCGAGATGCACCGCGATATCTTGCTGCGTTCGGATATTTTCGTGGAGT
TCCCGCCACAGACCCGGATGATCCCCGATCGTTCAAACATTTGGCAATAAAG
TTTCTTAAGATTGAATCCTGTTGCCGGTCTTGCGATGATTATCATATAATTTC
TGTTGAATTACGTTAAGCATGTAATAATTAACATGTAATGCATGACGTTATTT
ATGAGATGGGTTTTTATGATTAGAGTCCCGCAATTATACATTTAATACGCGA
TAGAAAACAAAATATAGCGCGCAAACTAGGATAAATTATCGCGCGCGGTGT
CATCTATGTTACTAGATCGGGCCTCCTGTCAATGCTGGCGGCGGCTCTGGTG
GTGGTTCTGGTGGCGGC TCTGAGGGTGGTGGC TCTGAGGGTGGCGGTICTGA
GGGTGGCGGCTCTGAGGGAGGCGGTTCCGGTGGTGGCTCTGGTTCCGGTGAT
TTTGATTATGAAAAGATGGCAAACGCTAATAAGGGGGCTATGACCGAAAAT
GCCGATGAAAACGCGCTACAGTCTGACGCTAAAGGCAAACTTGATTCTGTCG
CTACTGATTACGGTGCTGCTATCGATGGTTTCATTGGTGACGTTTCCGGCCTT
GCTAATGGTAATGGTGCTACTGGTGATTTTGCTGGCTCTAATTCCCAAATGGC
TCAAGTCGGTGACGGTGATAATTCACCTTTAATGAATAATTTCCGTCAATATT
CGCAAACCGCCTCTCCCCGCGCGTTGGCCGATTCATTAATGCAGCTGGCACG
ACAGGTTTCCCGACTGGAAAGCGGGCAGTGAGCGCAACGCAATTAATGTGA
GTTAGCTCACTCATTAGGCACCCCAGGCTTTACACTTTATGCTTICCGGCTCGT
ATGTTGTGTGGAATTGTGAGCGGATAACAATTTCACACAGGAAACAGCTATG
ACCATGATTACGCORAGE TIGCATGCC TGCAGGTCCCCAGATTAGECTTITIC

,,-‘1 Acikdama [N3]: Gyp Upstmam Primer

4

AATTTCAGAAAGAATGCTAACCCACAGATGGTTAGAGAGGCTTACGCAGCA
GGTCTCATCAAGACGATCTACCCGAGCAATAATCTCCAGGAAATCAAATACC
TTCCCAAGAAGGTTAAAGATGCAGTCAAAAGATTCAGGACTAACTGCATCA
AGAACACAGAGAAAGATATATTTCTCAAGATCAGAAGTACTATTCCAGTATG
GACGATTCAAGGCTTGCTTCACAAACCAAGGCAAGTAATAGAGATTGGAGT
CTCTAAAAAGGTAGTTCCCACTGAATCAAAGGCCATGGAGTCAAAGATTCAA
ATAGAGGACCTAACAGAACTCGCCGTAAAGACTGGCGAACAGTTCATACAG
AGTCTCTTACGACTCAATGACAAGAAGAAAATCTTCGTCAACATGGTGGAGC

AAGGGCAATTGAGACTTTTCAACAAAGGGTAATATCCGGAAACCTCCTCGGA
TTCCATTGCCCAGCTATCTGTCACTTITATTGTGAAGATAGTGGAAAAGGAAG
GTGGCTCCTACAAATGCCATCATTGCGATAAAGGAAAGGCCATCGTTGAAGA
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TGCCTCTGCCGACAGTGGTCCCAAAGATGGACCCCCACCCACGAGGAGCATC
GTGGAAAAAGAAGACGTTCCAACCACGTCTTCAAAGCAAGTGGATTGATGT
GATATCTCCACTGACGTAAGGGATGACGCACAATCCCACTATCCTTCGCAAG

TTGCACTTCTTTGTGCTTGTATTGTTCTTGGTCATCTITTGGAAGAGAATAGA
TGGATGAACGAATCCATCACCGCCTTGTTGATTGGGCTAGGCACTGIGTGTTA

CCATTTTGTTGATTAGTAAAGGAAAAAGCTCGCATCTTCTCGTCTTTAGTGAA -, ‘~] Aqliana [MI0]:s4

GATCTTTTICTTCATATATCTTTTGCCACCCATTATATTCAATGCAGGGTTTCA
AGTAAAAAAGAAGCAGTTTTTCCGCAATTTCGTGACTATTATGCTTTTTIGGTG
CTGTTGGGACTATTATTTCTTGCACAATCATATCTCTAGGTGTAACACAGTTC
TTTAAGAAGTTGGACATTGGAACCTTITGACTTIGGGTGATTATCTTIGCTATTGG
TGCCATATTTGCTGCAACAGATTCAGTATGTACACTGCAGGTTCTGAATCAA
GACGAGACACCTTTGCTTTACAGTCTTGTATTCGGAGAGGGTGTTGTGAATG
ATGCAACGTCAGTTGTGGTCTTCAACGCGATTCAGAGCTTTGATCTCACTCAC

AGAAGCTATACTTTGGAAGGCACTCAACTGACCGAGAGGTTGCCCTTATGAT
GCTTATGGCGTATCTTTCTTATATGCTTGCTGAGCTTTTCGACTTGAGCGGTA

TTCTTGCGGAGACATTTATTTTCTTGTATGTTGGAATGGATGCCTTGGACATT
GACAAGTGGAGATCCGTGAGTGACACACCGGGAACATCGATCGCAGTIGAGC
ATCGTTTCTATCTAACTTAGCCAAGAAGAATCAAAGCGAGAAAATCAACTTT
AACATGCAGGTTGTGATTTGGTGGTCTGGTCTCATGAGAGGTGCTGTATCTA
TGGCTCTTGCATACAACAAGTTTACAAGGGCCGGGCACACAGATGTACGCGG
GAATGCAATCATGATCACGAGTACGATAACTGTCTGTCTTTTTAGCACAGTG
GTGTTTGGTATGCTGACCAAACCACTCATAAGCTACCTATTACCGCACCAGA
ACGCICACCACGAGCATGTTATCTGATGACAACACCCCAAAATCCATACATAT. |
CCCTTTGTTGGACCAAGACTCGTTCATTGAGCCTTCAGGGAACCACAATGTG
CCTCGGCCTGACAGTATACGTGGCTTCTTGACACGGCCCACTCGAACCGTGC
ATTACTACTGGAGACAATTTGATGACTCCTTCATGCGACCCGTCTTTGGAGGT
CGTGGCTTTGTACCCTTTGTTCCAGGTTCTCCAACTIGAGAGAAACCCTCCTGA

\GCTOGAATTTCCCCGATC

GTTCAAACATTTGGCAATAAAGTTTCTTAAGATTGAATCCTGTTGCCGGTCTT

~
5
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GCGATGATTATCATATAATTTCTGTTGAATTACGTTAAGCATGTAATAATTAA
CATGTAATGCATGACGTTATTTATGAGATGGGTTTTTATGATTAGAGTCCCGC
AATTATACATTTAATACGCGATAGAAAACAAAATATAGCGCGCAAACTAGG

ALTCGAG.  JGCATGCCTGCAGGTCCCCAGATTAGCCTTITTCAATTICA

......................................................... =

GAAAGAATGCTAACCCACAGATGGTTAGAGAGGCTTACGCAGCAGGTCTCA
TCAAGACGATCTACCCGAGCAATAATCTCCAGGAAATCAAATACCTTCCCAA
GAAGGTTAAAGATGCAGTCAAAAGATTCAGGACTAACTGCATCAAGAACAC
AGAGAAAGATATATTTCTCAAGATCAGAAGTACTATTCCAGTATGGACGATT
CAAGGCTTGCTTCACAAACCAAGGCAAGTAATAGAGATTGGAGTCTCTAAA
AAGGTAGTTCCCACTGAATCAAAGGCCATGGAGTCAAAGATTCAAATAGAG
GACCTAACAGAACTCGCCGTAAAGACTGGCGAACAGTTCATACAGAGTCTCT
TACGACTCAATGACAAGAAGAAAATCTTCGTCAACATGGTGGAGCACGACA
CACTTGTCTACTCCAAAAATATCAAAGATACAGTCTCAGAAGACCAAAGGGC

........................................................................

AATTGAGACTTTTCAACAAAGGGTAATATCCGGAAACCTCCTCGGATTCCAT
TGCCCAGCTATCTGTCACTTTATTGTGAAGATAGTGGAAAAGGAAGGTGGCT
CCTACAAATGCCATCATTGCGATAAAGGAAAGGCCATCGTTGAAGATGCCTC
TGCCGACAGTGGTCCCAAAGATGGACCCCCACCCACGAGGAGCATCGTGGA
AAAAGAAGACGTTCCAACCACGTCTTCAAAGCAAGTGGATTGATGTGATATC
TCCACTGACGTAAGGGATGACGCACAATCCCACTATCCTTCGCAAGACCCTT
CCTCTATATAAGGAAGTTCATTTCATTTGGAGAGAACACGGGGGACITCTAGA] |

TGCTTCGTGGAACTAGGGTTICCTTACACTGTCGCTCTTICTCGTTATCGGAATT
GCTCTTGGATCTCTCGAATATGGAGCTAAACATAACCTTGGAAAGATCGGCC
CTICCGGCTCTTCTTTTCGAGAGTTCGTTTTCAATGGAAGTTCACCAAATTAA
GAGGTGTCTGGGACAAATGGTGTTACTTIGCTGTCCCTGGAGTTICTTATTTCAA
CAGCTTIGTCTIGGATCGCTTGTGAAGGTCACGTTTCCGTATGAATGGGACTG
GAAAACGTCCTTGTTGCTTGGGGGACTTTTAAGTGCTACTGATCCGGTTIGCTG
TIGTTIGCTTTGCTAAAGGAGCTTGGTGCTAGTAAGAAGCTAAGCACCATAAT
TGAAGGGGAATCCCTGATGAATGATGGGACGGCGATTGTTGTTTTCCAGTTA
TTCTTAAAGATGGCTATGGGGCAAAACTCTGACTGGAGTTCTATAATCAAAT
TICTGCTTAAAGTCGCACTTGGAGCTGTAGGCATTIGGTCTGGCGTTTGGCATT
GCATCAGTTATTTGGCTCAAGTTCATATTCAATGACACTGTAATAGAGATTA
CTCTTACAATTGCAGTGAGCTATTTCGCATACTACACTGCTCAAGAGTGGGC

-~ | Acidama [N24]:xho!

) ~{ Acikdama [N25]:Hindni

.- { Agiklama [N26]:355-4158wW

.- "[ Acikdlama [N27]:355 promatar
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TGGGGCTTCTGGTGTTTTGACGGTCATGACTTTGGGCATGTTTTATGCTGCAT

GGAAATGGTTGCATATATTGCAAACACTTTGATATTTATCCTCAGTGGTGTTIG

TCATTGCTGAAGGCATTCTCGACAGTGATAAGATTGCCTACCAAGGGAATIC) . ---

ATGGCGATTICTTTTTCTGCTATACGTTTACATCCAACTATCGCGTGTTIGTTGT
TGTTGGAGTTCTATATCCACTTTTATGTCGTTTITGGCTATGGTTTGGATTGGA
AAGAATCCATTATACTCGTATGGTCTGGTTTGAGGGGCGCAGTGGCTCTTGC
ACTTTCTTTATCCGTGAAGCAATCAAGCGGAAATTCACATATCAGCAAGGAG
ACTGGAACATTGTTTICTTTTCTTCACGGGTGGAATTGTGTTCCTAACTCTGAT
AGTTAATIGGATCCACTACCCAATTIGTICTACGCCTICTICGCATGGATATTT

TACCAGCCCCCAAGAAACGAATATTGGAATATACAAAGTACGAAATGTTGA
ATAAGGCCTTACGAGCGTTTCAAGATCTAGGAGACGATGAGGAGCTAGGAC
CTGCTGACTGGCCTACAGTTGAAAGTTATATTTCAAGCCTAAAAGGTTCAGA
AGGGGAACTAGTTCATCATCCTCACAATGGCTCTAAAATTGGAAGTCTTGAC
CCTAAAAGTTTAAAGGACATACGTATGCGGTTCTTAAATGGTGTGCAAGCAA
CTTACTGGGAGATGC TTGATGAGGGCAGAATATC TGAAGTTACTGCTAATAT
TTTGATGCAGTCAGTGGATGAGGCGCTTGATCAGGTTTCTACAACTTTATGTG
ATTGGAGAGGTCTAAAACCACATGTCAATTTCCCAAATTACTACAACTTICTT
CATTCTAAAGTTGTCCCACGCAAGTTGGTCACATACTTTGCTGTCGAAAGAC
TAGAATCTGCTTGCTACATTTCTGCTGCGTTTCTTCGCGCACATACAATTGCA
CGACAGCAATTGTATGATTTTCTAGGGGAGAGTAATATTGGTTCCATTGTAA
TCAATGAAAGTGAAAAGGAAGGAGAGGAAGCAAAAAAGTTCTTGGAAAAA
GTCCGATCTTCATTICCTCAGGTTCTCCGTGTTGTGAAAACAAAACAAGTAA
CATATTCAGTGTTGAATCATTTACTCGGTTACATTGAAAACCTCGAGAAGGT

TGGCTTGTTGGAGGAAAAAGAAATCGCTCATCTTICATGATGCTGTCCAGACC

GCGACATGATCACCTCACATCCGTTATCGGTTGCTCTICCTCCTGCATTTIGT
GAACCTTTAAAACACTCGAAAAAAGAACCAATGAAACTGCGTGGTGTICACG
CTTTATAAAGAAGGTTCAAAGCCAACTGGAGTCTGGCTTATTTTTGATGGCA
TCGTTAAGTGGAAAAGTAAGATCTTAAGCAACAATCACTCGCTGCATCCAAC
TTTTICTCACGGTAGTACATTGGGACTCTACGAAGTCCTCACTGGGAAGCCA
TATCTGTGCGACTTGATTACAGATTCTATGGTTCTTTIGCTTTTTCATTGATAGC
GAGAAAATTCTATCACTACAATCAGATTCTACCATCGATGATTTCCTTTGGCA
GGAAAGTGCATTGGTTCTTCTCAAACTCTTGCGTCCTCAGATATTTGAAAGTG
TGGCAATGCAAGAATTACGAGCCCTTGTTTCAACTGAAAGCTCGAAACTTAC
AACATATGTGACGGGAGAATCAATCGAAATCGACTGCAACAGCATTGGTTTA
TTATTAGAAGGATTCGTAAAACCGGTTGGTATCAAAGAAGAGCTTATATCAT
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TTIGTTGAGACGAGAGCAAGAGCAATCATCTTCAACATTGGAGCATTTGGAGC
TGATAGGACTCTACATCGAAGACCATCTTICGTTAACACCACCACGTAGCTCA
AGCTCTGATCAGCTTCAGAGATCATTTCGTAAAGAACACAGAGGTCTCATGA
GCTGGCCTGAAAATATTTACGCCAAACAACAACAAGAGATCAATAAAACGA
CATTAAGTTTATCTGAACGAGCAATGCAACTCAGCATTTTCGGCAGCATGGT
TAATGTGTACAGAAGGAGTGTAAGTTTCGGTGGGATCTATAATAACAAGTTA
CAAGATAACTTGTTGTACAAAAAACTTCCACTAAACCCAGCTCAAGGTCTCG
TTTCAGCCAAATCAGAAAGTTCAATTGTGACCAAGAAGCAGCTTGAAACCCG
TAAACATGCGTGTCAGCTTCCTCTGAAAGGGGAAAGCAGCACAAGGCAAAA
TACGATGGTTGAATCAAGCGATGAAGAAGATGAAGATGAAGGAATCGTTIGT

-

GAGAATCGATTCTCCGAGTAAATCCTTTIC AGCAACGATCTATGAGAGCTC . - { Acikdama [N39}:s05-1 geri i

GAATTTCCCCGATCGTTCAAACATTTGGCAATAAAGTTTCTTAAGATTGAATC
CTGTTGCCGGTCTTGCGATGATTATCATATAATTTCTGTTGAATTACGTTAAG
CATGTAATAATTAACATGTAATGCATGACGTTATTTATGAGATGGGTTTTTAT
GATTAGAGTCCCGCAATTATACATTTAATACGCGATAGAAAACAAAATATAG
CGCGCAAACTAGGATAAATTATCGCGCGCGGTGTCATCTATGTTACTAGATC
GOEAATTCACTGGCCGTCGTTTTACAACGTCGTGACTGGGAAAACCCTGGCG |
TTACCCAACTTAATCGCCTTGCAGCACATCCCCCTTTCGCCAGCTGGCGTAAT
AGCGAAGAGGCCCGCACCGATCGCCCTTCCCAACAGTTGCGCAGCCTGAATG
GCGCCCGCTCCTTICGCTTTCTICCCTICCTITCTICGCCACGTTCGCCGGCTTT |
CCCCGTCAAGCTCTAAATCGGGGGCTCCCTTTAGGGTTCCGATTTAGTGCTTT
ACGGCACCTCGACCCCAAAAAACTTGATTTGGGTGATGGTTCACGTAGTGGG
CCATCGCCCTGATAGACGGTTITICGCCCTTTGACGTTGGAGTCCACGTTCTT
TAATAGTGGACTCTTGTTCCAAACTGGAACAACACTCAACCCTATCTCGGGC
TATTCTTTTGATTTATAAGGGATTTTGCCGATTTCGGAACCACCATCAAACAG
GATTTTCGCCTGCTGGGGCAAACCAGCGTGGACCGCTTGCTGCAACTCTCTC
AGGGCCAGGCGGTGAAGGGCAATCAGCTGTTGCCCGTCTCACTGGTGAAAA
GAAAAACCACCCCAGTACATTAAAAACGTCCGCAATGTGTTATTAAGTTGTC
TAAGCGTCAATTTGTTTACACCACAATATATCCTGCCACCAGCCAGCCAACA
ATCAGTCCGGGACGGCGTCAGCGGGAGAGCCGTTGTAAGGCGGCAGACTTT
GCTCATGTTACCGATGCTATTCGGAAGAACGGCAACTAAGCTGCCGGGTTTG
AAACACGGATGATCTCGCGGAGGGTAGCATGTTGATTGTAACGATGACAGA
GCGTTGCTGCCTGTGATCAAATATCATCTCCCTCGCAGAGATCCGAATTATC
AGCCTTCTTATTCATTTCTCGCTTAACCGTGACAGGCTGTCGATCTTGAGAAC

l

-7 Agiklama [N43]:T-DNAnn sol smin25bp
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TATGCCGACATAATAGGAAATCGCTGGATAAAGCCGCTGAGGAAGCTGAGT
GGCGCTATTTICTTITAGAAGTGAACGTTGACGATATCAACTCCCCTATCCATTIG
CTCACCGAATGGTACAGGTCGGGGACCCGAAGTTCCGACTGTCGGCCTGATG
CATCCCCGGCTGATCGACCCCAGATCTGGGGCTGAGAAAGCCCAGTAAGGA
AACAACTGTAGGTTCGAGTCGCGAGATCCCCCGGAACCAAAGGAAGTAGGT
TAAACCCGCTCCGATCAGGCCGAGCCACGCCAGGCCGAGAACATTGGTTCCT
GTAGGCATCGGGATTGGCGGATCAAACACTAAAGCTACTGGAACGAGCAGA
AGTCCTCCGGCCGCCAGTTGCCAGGCGGTAAAGGTGAGCAGAGGCACGGGA
GGTTGCCACTTGCGGGTCAGCACGGTTCCGAACGCCATGGAAACCGCCCCCG
CCAGGCCCGCTGCGACGCCGACAGGATCTAGCGCTGCGTTTGGTGTCAACAC
CAACAGCGCCACGCCCGCAGTTCCGCAAATAGCCCCCAGGACCGCCATCAAT
CGTATCGGGCTACCTAGCAGAGCGGCAGAGATGAACACGACCATCAGCGGC
TGCACAGCGCCTACCGTCGCCGCGACCCCGCCCGGCAGGCGGTAGACCGAA
ATAAACAACAAGCTCCAGAATAGCGAAATATTAAGTGCGCCGAGGATGAAG
ATGCGCATCCACCAGATTCCCGTTGGAATCTGTCGGACGATCATCACGAGCA
ATAAACCCGCCGGCAACGCCCGCAGCAGCATACCGGCGACCCCTCGGCCTC
GCTGTTCGGGCTCCACGAAAACGCCGGACAGATGCGCCTTIGTGAGCGTCCTT
GGGGCCGTCCTCCTGTTTGAAGACCGACAGCCCAATGATCTCGCCGTCGATG
TAGGCGCCGAATGCCACGGCATCTCGCAACCGTTCAGCGAACGCCTCCATGG
GCTTTTTCTCCTCGTGCTCGTAAACGGACCCGAACATCTCTGGAGCTTTCTIC
AGGGCCGACAATCGGATCTCGCGGAAATCCTGCACGTCGGCCGCTCCAAGCC
GTCGAATCTGAGCCTTAATCACAATTGTCAATTTTAATCCTCTGTTTATCGGC
AGTTCGTAGAGCGCGCCGTGCGTCCCGAGCGATACTGAGCGAAGCAAGTGC
GTCGAGCAGTGCCCGCTTGTTCCTGAAATGCCAGTAAAGCGCTGGCTGCTGA
ACCCCCAGCCGGAACTGACCCCACAAGGCCCTAGCGTTTGCAATGCACCAGG
TCATCATTGACCCAGGCGTGTTCCACCAGGCCGCTGCCTCGCAACTCTTCGC
AGGCTTCGCCGACCTGCTCGCGCCACTTCTTCACGCGGGTGGAATCCGATCC
GCACATGAGGCGGAAGGTTTCCAGCTTGAGCGGGTACGGCTCCCGGTGCGA
GCTGAAATAGTCGAACATCCGTCGGGCCGTCGGCGACAGCTTGCGGTACTTC
TCCCATATGAATTTCGTGTAGTGGTCGCCAGCAAACAGCACGACGATTICCT
CGTCGATCAGGACCTGGCAACGGGACGTTTTICTTGCCACGGTCCAGGACGCG
GAAGCGGTGCAGCAGCGACACCGATTCCAGGTGCCCAACGCGGTCGGACGT
GAAGCCCATCGCCGTCGCCTGTAGGCGCGACAGGCATTCCTCGGCCTTCGTG
TAATACCGGCCATTGATCGACCAGCCCAGGTCCTGGCAAAGCTCGTAGAACG
TGAAGGTGATCGGCTCGCCGATAGGGGTGCGCTTCGCGTACTCCAACACCTG
CTGCCACACCAGTTCGTCATCGTCGGCCCGCAGCTCGACGCCGGTGTAGGTG
ATCTTCACGTCCTTGTTGACGTGGAAAATGACCTTIGTTTTGCAGCGCCTCGCG
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CGGGATTTTCTTGTTGCGCGTGGTGAACAGGGCAGAGCGGGCCGTGTCGTTT
GGCATCGCTCGCATCGTGTCCGGCCACGGCGCAATATCGAACAAGGAAAGC
TGCATTTCCTTGATCTGCTGCTTCGTGTGTTTCAGCAACGCGGCCTGCTTGGC
CTCGCTGACCTGTTTTGCCAGGTCCTCGCCGGCGGTTTTTCGCTICTTGGTICG
TCATAGTTCCTCGCGTGTCGATGGTCATCGACTTCGCCAAACCTGCCGCCTCC
TGTTCGAGACGACGCGAACGCTCCACGGCGGCCGATGGCGCGGGCAGGGCA
GGGGGAGCCAGTTGCACGCTGTCGCGCTCGATCTTGGCCGTAGCTTGCTGGA
CCATCGAGCCGACGGACTGGAAGGTTTCGCGGGGCGCACGCATGACGGTGC
GGCTTGCGATGGTTTCGGCATCCTCGGCGGAAAACCCCGCGTCGATCAGTTIC
TTIGCCTGTATGCCTTCCGGTCAAACGTCCGATTCATTCACCCTCCTTGCGGGA
TTGCCCCGACTCACGCCGGGGCAATGTGCCCTTATTCCTGATTTGACCCGCCT
GGTGCCTTGGTGTCCAGATAATCCACCTTATCGGCAATGAAGTCGGTCCCGT
AGACCGTCTGGCCGTCCTTICTCGTACTTGGTATTCCGAATCTTGCCCTGCACG
AATACCAGCGACCCCTTGCCCAAATACTTGCCGTGGGCCTCGGCCTGAGAGC
CAAAACACTTGATGCGGAAGAAGTCGGTGCGCTCCTGCTTIGTCGCCGGCATC
GTTGCGCCACATCTAGGTACTAAAACAATTCATCCAGTAAAATATAATATTT
TATTTTCTCCCAATCAGGCTTGATCCCCAGTAAGTCAAAAAATAGCTCGACA
TACTGTTCTTCCCCGATATCCTCCCTGATCGACCGGACGCAGAAGGCAATGT
CATACCACTTGTCCGCCCTGCCGCTTCTCCCAAGATCAATAAAGCCACTTACT
TIGCCATCTTTCACAAAGATGTTGCTGTCTCCCAGGTCGCCGTGGGAAAAGA
CAAGTTCCTCTTCGGGCTTTTCCGTCTTTAAAAAATCATACAGCTCGCGCGGA
TCTTTAAATGGAGTGTCTTCTTCCCAGTTTTCGCAATCCACATCGGCCAGATC
GTTATTCAGTAAGTAATCCAATTCGGCTAAGCGGCTGTCTAAGCTATTCGTAT
AGGGACAATCCGATATGTCGATGGAGTGAAAGAGCCTGATGCACTCCGCAT
ACAGCTCGATAATCTTTTCAGGGCTTTGTTCATCTTCATACTCTICCGAGCAA
AGGACGCCATCGGCCTCACTCATGAGCAGATTGCTCCAGCCATCATGCCGTT
CAAAGTGCAGGACCTTTGGAACAGGCAGCTTTCCTICCAGCCATAGCATCAT
GTCCTTTTCCCGTTCCACATCATAGGTGGTCCCTTTATACCGGCTGTCCGTCA
TTTTTAAATATAGGTTITTCATTITTCTCCCACCAGCTTATATACCTTAGCAGGA
GACATTCCTICCGTATCTTITTACGCAGCGGTATTTTTCGATCAGTTTTTTCAAT
TCCGGTGATATTCTCATTTTAGCCATTTATTATTTICCTICCTCTTTICTACAGT
ATTTAAAGATACCCCAAGAAGCTAATTATAACAAGACGAACTCCAATTCACT
GTTCCTTGCATTCTAAAACCTTAAATACCAGAAAACAGCTTTTTCAAAGTTGT
TTTCAAAGTTGGCGTATAACATAGTATCGACGGAGCCGATTTTGAAACCACA
ATTATGGGTGATGCTGCCAACTTACTGATTTAGTGTATGATGGTGTTTTTIGAG
GTGCTCCAGTGGCTTCTGTGTCTATCAGCTGTCCCTCCTGTTCAGCTACTGAC
GGGGTGGTGCGTAACGGCAAAAGCACCGCCGGACATCAGCGCTATCTCTGCT
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CTCACTGCCGTAAAACATGGCAACTGCAGTTCACTTACACCGCTTCTCAACC
CGGTACGCACCAGAAAATCATTGATATGGCCATGAATGGCGTTGGATGCCGG
GCAACAGCCCGCATTATGGGCGTTGGCCTCAACACGATTTTACGTCACTTAA
AAAACTCAGGCCGCAGTCGGTAACCTCGCGCATACAGCCGGGCAGTGACGT
CATCGTCTGCGCGGAAATGGACGAACAGTGGGGCTATGTCGGGGCTAAATC
GCGCCAGCGCTGGCTGTTTTACGCGTATGACAGTCTCCGGAAGACGGTTGTT
GCGCACGTATTCGGTGAACGCACTATGGCGACGCTGGGGCGTCTTATGAGCC
TGCTGTCACCCTTITGACGTGGTGATATGGATGACGGATGGCTGGCCGCTGTA
TGAATCCCGCCTGAAGGGAAAGCTGCACGTAATCAGCAAGCGATATACGCA
GCGAATTGAGCGGCATAACCTGAATCTGAGGCAGCACCTGGCACGGCTGGG
ACGGAAGTCGCTGTCGTTCTCAAAATCGGTGGAGCTGCATGACAAAGTCATC
GGGCATTATCTGAACATAAAACACTATCAATAAGTTGGAGTCATTACCCAAT
TATGATAGAATTTACAAGCTATAAGGTTATTGTCCTGGGTTTCAAGCATTAGT
CCATGCAAGTTTTTATGCTTITGCCCATTCTATAGATATATTGATAAGCGCGCT
GCCTATGCCTTGCCCCCTGAAATCCTTACATACGGCGATATCTTCTATATAAA
AGATATATTATCTTATCAGTATTGTCAATATATTCAAGGCAATCTGCCTCCTC
ATCCTCTTCATCCTCTICGTCTTGGTAGCTTTTTAAATATGGCGCTTCATAGA
GTAATTCTGTAAAGGTCCAATTCTCGTTTTCATACCTCGGTATAATCTTACCT
ATCACCTCAAATGGTTCGCTGGGTTTATCGCACCCCCGAACACGAGCACGGC
ACCCGCGACCACTATGCCAAGAATGCCCAAGGTAAAAATTGCCGGCCCCGC
CATGAAGTCCGTGAATGCCCCGACGGCCGAAGTGAAGGGCAGGCCGCCACC
CAGGCCGCCGCCCTCACTGCCCGGCACCTGGTCGCTGAATGTCGATGCCAGC
ACCTGCGGCACGTCAATGCTTCCGGGCGTCGCGCTCGGGCTGATCGCCCATC
CCGTTACTGCCCCGATCCCGGCAATGGCAAGGACTGCCAGCGCTGCCATTTT
TGGGGTGAGGCCGTTCGCGGCCGAGGGGCGCAGCCCCTGGGGGGATGGGAG
GCCCGCGTTAGCGGGCCGGGAGGGTTCGAGAAGGGGGGGCACCCCCCTICG
GCGTGCGCGGTCACGCGCACAGGGCGCAGCCCTGGTTAAAAACAAGGTTTA
TAAATATTGGTTTAAAAGCAGGTTAAAAGACAGGTTAGCGGTGGCCGAAAA
ACGGGCGGAAACCCTTGCAAATGCTGGATTTTCTGCCTGTGGACAGCCCCTC
AAATGTCAATAGGTGCGCCCCTCATCTGTCAGCACTCTGCCCCTCAAGTGTC
AAGGATCGCGCCCCTCATCTGTCAGTAGTCGCGCCCCTCAAGTGTCAATACC
GCAGGGCACTTATCCCCAGGCTTIGTCCACATCATCTGTGGGAAACTCGCGTA
AAATCAGGCGTTTTCGCCGATTTGCGAGGCTGGCCAGCTCCACGTCGCCGGC
CGAAATCGAGCCTGCCCCTCATCTGTCAACGCCGCGCCGGGTGAGTCGGCCC
CTCAAGTGTCAACGTCCGCCCCTCATCTGTCAGTGAGGGCCAAGTTTTICCGC
GAGGTATCCACAACGCCGGCGGCCGCGGTGTCTCGCACACGGCTTCGACGGC

GTTTCTGGCGCGTTTGCAGGGCCATAGACGGCCGCCAGCCCAGCGGCGAGG
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