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ONsSOz

Mayada (Saccharomyces cereviseae) yaptigimiz 6n ¢aligmalarda, bor transferinden ve
borun hiicre disina atilmasindan sorumlu bazi genler bulunmustur. Bu projede, mayada
buldugumuz genlerin bitkilerdeki homologlar1 arastirilmig, bir genin mayada bor toleransi
sagladig1 gosterilmistir. Bu gen Arabidopsis thaliana bitkisinde asir1 ifadelendirildiginde,
toksik seviyedeki borlu ortamda genin baskilanmasindan dolay1 dayaniklilik gostermemistir.
Ancak mayada buldugumuz ATR1 geni, Arabidopsis’de asir1 ifadelendeginde 6mM bora
dayaniklilik gostermis ve potansiyel olarak bu genin bora dayanikli bitkiler yapmak i¢in

kullanilabilecegini gosterilmistir.
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OZET

Bor canlilar i¢in gerekli olan bir mineraldir ve biyolojik sistemlere sivi ortamdan borik
asit seklinde alinir. Bor eksikligi veya fazlaligi hem bitkiler ve hemde hayvanlarda gelisme
bozukluguna sebeb verir. Yapilan arastirmalar borun bitkilerde hiicre duvari yapisina
katildig1, pollen tiipiiniin olugmasinda rol oynadigini, hayvanlarda ise hormonal regulasyon,

tireme ve bazi minerallerin barsaklardan emiliminde rol oynadigin1 gostermistir.

Tiirkiye diinyadaki bor reservlerinin % 60 ma sahip bir iilke konumundadir. Ulke
genelinde 3 milyon hektar tarim arazisinde bor fazlaligi goriilmektedir. Orta Anadoludaki
topraklarin %18 bitkiler icin toksik seviyede bor icermektedir. Bu gercek iilkemizde tahil

tirtinlerinin yetismesinde verim kaybina sebep olmaktadir.

Mayada (Saccharomyces cereviseae) yaptigimiz 6n ¢aligmalarda, bor transferinden ve
borun hiicre disina atilmasindan sorumlu bazi genler bulunmustur. Bu projede, mayada
buldugumuz ATRI1 geninin bitkilerdeki homologlar1 arastirilmis ve bir genin (2At116)
mayada bor toleransi sagladigi bulunmustur. Bu gen, Arabidopsis thaliana bitkisinde asiri
ifadelendirildiginde ise genin baskilanmasindan dolay1r bitkiyi bora direngli hale
getirmemistir. Ayn1 zamanda, ATR1 genide Arabidopsis’de asir1 ifadelendirilmis ve 6mM
bora dayanikli bitkiler elde etmemizi saglamistir. ATR1 geninin daha gii¢lii promotirlar
kullanilarak daha yiiksek seviyedeki bor toleransi saglayan bitkiler elde edilmesi miimkiin

olabilir.

Anahtar Kelimeler:
Bor, Arabidopsis thaliana, Saccharomyces cereviseae (Maya)



ABSTRACT

Boron is an essential mineral for living systems which can be taken up from liquid
media as boric acid. High or low levels of boron lead to growth failure in both animals and
plants. Studies showed that boron is incorporated in cell wall structure in plants and plays role
in the formation of pollen tube. In animals, boron is involved in hormonal regulation,

reproduction and absorbtion of some minerals through intestines.

Turkey owns 60% of world boron reserves. Three million hectars of agricultural land
throughout the country has high boron levels. 18% of mid-Anatolian soil contains toxic levels
of boron. This leads to considerable crop production losses.

Recently, we identified several yeast genes responsible for the export of boron across
the yeast cell membrane. In this project, we identified and cloned plant homologs of ATR1
gene. One gene (2At116) showed boron tolerance in yeast. When 2At116 gene overexpressed
in Arabidopsis, it did not show boron tolerance due to possible gene silencing. ATR1 gene
also overexpressed in Arabidopsis and helped plant tolerant to 6mM boron. ATR1 gene could
be good candidate to make plant boron tolerant if stronger promoter used.

Keywords:

Boron, Arabidopsis thaliana, Saccharomyces cereviseae



Giris ve Genel Bilgiler

Bor, hem bitkiler hem de hayvanlar i¢in gerekli bir mikro besin maddesidir. Cin ve
Avustralya’da borlu topraklar tahil iiriinlerinin yetismesinde olduk¢a sorun yaratmaktadir.
Tiirkiye diinyadaki bor reservlerinin % 60 1na sahip bir iilke konumundadir. Ulke genelinde 3
milyon hektar tarim arazisinde bor fazlaligi goriilmektedir. Orta Anadoludaki topraklarin

%18 bitkiler icin toksik seviyede bor igermektedir.

Su ana kadar ki ¢alismalar, bitkilerde bor tasinimi ve toleransi ile iliskisi olan bir¢ok
genin varligini gostermistir (Sutton, 2007;Takano 2002), buna ragmen, hayvan hiicrelerindeki
bor tasinim mekanizmasi hala bir gizemdir. Uzun yillarca borun borik asit seklinde pasif
olarak tasindigi teorisi ileri siiriildii isede son fizyolojik ¢alismalar borun aktif olarak tasindigi
gostermistir (Dannel ve ark. 2002, Brown 2002, Stangoulis 2001). Takano ve arkadaslari
(2002)) tarafindan yayinlanan son ¢alismada bir bor (transporter) tasiyicisi olan BORI
geninin Arabidopsis thaliana’dan klonlandig: bildirilmistir. BOR1 mutasyonuna sahip
A.thaliana bitkilerinin koklerinde yeterli seviyede bor oldugu halde yapraklarda daha az bor
saptanmig, bununda borun ksilem sayesinde yukar1 bolgedeki organlara tasinmadigini ve bor
tasinma mekanizmasindaki mutasyondan kaynaklandigi belirtilmistir. Yapilan positional
klonlama sonucu, BOR1 geninin bir hiicre zar1 proteini kodladig1 ve hayvanlardaki bikarbonat
tasiyicisi olan genlerle homoloji gosterdigi agiklanmistir. Bitkilerde bor, hiicre membraninda
bulunan ramogalakturanon — II i¢in ¢apraz-baglayici islevi gérmektedir (Kobayashi, 1996;
O’Neill, 2001; Iwai, 2002). BOR1 geninin homologlar1 maya, arpa ve insan da dahil olmak
lizere birgok organizmada bulunmaktadir (Takano, 2006; Sutton, 2007). Yiiksek bor seviyesi,
A. thaliana’da, kendi tasiyicist olan Borl’in yikimina sebep olmaktadir (Takano, 2005) ve bu
nedenle AtBorl, boron toksisite sorunu olan topraklarda biiyiiyebilecek genetik modifiye

bitkilerin iiretiminde kullanilamaz. Buna ragmen, BOR1’mn ‘paralog’larindan birisi olan
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BOR4 genini ifade eden transgenik bitkiler, toksik bor seviyelerine karsi tolerans
gostermislerdir (Miwa, 2007). Ayrica, bir BORI ‘ortologu’ olan BOTI geninin ¢oklu

kopyalari, arpada, toksik bor seviyelerine tolerans saglayabilmistir (Sutton, 2007).

Saccharomyces cerevisiae maya tirli, c¢ogu bitki bor tolerans genlerinin
karakterizasyonunda kullanilmistir (Sutton, 2007; Takano, 2006; Nozawa, 2006; Takano,
2007;). Maya, yiiksek bor konsantrasyonlarinda biiyliyebilmektedir ve yiiksek bor-toleransl
bir organizma olarak bilinmektedir. Arabidopsis cDNA Kkiitiiphanesi yeast iginde ekspres
edilerek 5 cDNA (polyadenylate-binding protein, ribosomal small subunit protein, RNA-
binding protein, Myb transcription factors) maya hiicrelerini bora tolerans hale getirmistir.
Ancak bu cDNAlarin bor transporter proteini olmayip regiilasyonla iligkili olduklart
belirtilmistir. (Nozawa ve ark, 2006). Maya BORI1 geni detayli bir sekilde karakterize
edilmistir. BOR1 proteini hiicre plazma membraninda lokalize olmus (Zhao, 2001) ve hiicre
membraninda borik asit tasiyicisi olarak is gorerek, hiicrenin, bor toksisitesine karsi tolerans
gostermesine yardim ettigi gosterilmistir (Takano, 2007). Aborl mutantlar1 hiicre iginde
yiiksek miktarda bor tutmaktadirlar (Takano, 2002; Nozawa, 2006), BOR1 genini asir1 ifade
eden hiicreler ise diisiik hiicre i¢i bor seviyesine sahiptirler ve bor uygulanmasia direng
gostermektedirler (Nozawa, 2006). Simdiye kadar bulunmus olan bor taginimindan sorumlu
bitki ve maya genlerinin asir1 ifadelenmesi ile 100 mM bor konsantrasyonuna dayanikli
hiicreler elde edilmistir. Mayada (Saccharomyces cereviseae) yaptigimiz 6n ¢alismalarda, bor
transferinden ve borun hiicre disina atilmasindan sorumlu bazi genler bulunmustur. Bu genler
mayada asir1 ifadelendiginde, normal tolerans seviyesinin 3 kati bor igeren besi yerinde

yasayabildikleri gozlenmistir.



Amaglanan bu projede, mayada buldugumuz genlerin bitkilerdeki homologlar1 arastirilip,
Arabidopsis thaliana bitkisinde asir1 ifadelendirilmeye ¢aligilarak, toksik seviyedeki bor
iceren ortamlara dayaniklilik gosterip gostermiyecegi arastirilmistir. Diger bir deyisle toksik
seviyede bor tasiyan ortamlarda yetisebilecek bitkileri gelistirmek i¢in kullanilabilecek maya
genlerinin bitki homologlarinin, maya (Saccharomyces cereviseae) ve Arabidopsis deki

fonksiyonel analizleri yapilmistir.

Mayada buldugumuz bor tasinimindan sorumlu genlerin Arabidopsis homologlarinin
biyoinformatik yoOntemlerle aragtirmasi sonucu asagidaki 7 gen bdlgesi ortya cikartilmistir.
At2929650, At2g38060, At3g46980, At4g00370, At5920380, At5g44370, At5g65687. Bu
gen triinlerinin yapist incelendignde hepsinde, kiiciik molekiillerin taginimindan sorumlu
yapisal protein bolgelerinin oldugu goriilmektedir. Arabidopsis’deki bu 7 genin ¢cDNA’lari
Klonlanarak E.coli ve maya hiicrelerinde cogalabilme ozelligine sahip mekik (shuttle)
ekspresyon vektorlerine aktarilmis. Ekspresyon vektoriindeki bu cDNAlar maya hiicrelerine
transfer edildikten sonra yiiksek borlu besiyerlerine ekilerek Arabidopsis cDNA’larin borun
hiicre disina atilmasina, bdylelikle bor direngliligi saglayip saglamadiklar1 aragtirilmistir.
Literatiirde simdiye kadar bitkilerde bulunan bor tasiyicilart mayada 100mM bor
konsantrasyonuna direnglilik sagladiklart gosterilmistir. Yakin zamanda yaptigimiz
calismalarimizda, mayada buldugumuz bazi genler ise 200mMa bor konsantrasyonuna
direnglilik saglamistir. Bu maya genlerinin bitki homologlarinin bazilarinin da bitkilerde asir
ifadelenmesiyle toksik seviyelerdeki bor konsantrasyonlarina dayaniklilik saglayabilecekleri

bu proje kapsaminda ¢alisilmistir.



2.Gere¢ ve Yontem

2.1.Biyoinformatik Caliyma

Mayada bulunan ATR1 geninin Arabidopsis homologlarinin biyoinformatik ydntemlerle
arastirmasi sonucu 7 gen ortaya cikartilmistir. Homolojisi bulunan bu genlerin (At2g29650,
At2938060, At3g46980, At4g00370, At5920380, At5g44370, At5965687) Arabidopsis’deki
cDNA dizileri, www.arabidopsis.org adresindeki veriler baz alinarak kaydedildi ve bu
sekanslara gore primerler dizayn edildi. Primer dizayninin 6nemli bir noktas1 primerlerin gen
spesifik dizileri yaninda attB bolgesi adini iceren 6zel sekanslar1 da igermeleridir. Bu 6zel
sekanslar ileride rekombinasyon reaksiyonuna dayali klonlama islemlerinde “BP ve LR
clonase” enzimlerinin taniyacagi sekanslar1 olusturacaklar ve mekik vektdr ve ekspresyon

vektoriine aktarmada is goreceklerdir.

2.2.RNA izolasyonu, cDNA sentezi, PZR
Arabidopsis bitkisinden, total RNA izolasyon kiti kullanilarak RNA izolasyonu yapildi. izole
edilen RNA’larin kalitesi boliimiimiizde bulunan “Bioanalyser” aleti ile kontrol edildi (Sekil
1).
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Sekil 1) a) RNA izolasyonu iki 6rnek olarak yapilmis ve 1R ve 2R olarak adlandirilmistir.

Sekildeki grafikte RNA’larin herhangi bir par¢alanmaya ugramadigi ve kaliteli bir sekilde

izole edildigi goriilmektedir. b) RNA izolasyonunun jel goriintiisiidiir. L kuyucugunda DNA
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“marker”1, 1 ve 2 kuyularinda ise yine 1R ve 2R olarak adlandirdigimiz RNA o&rnekleri
goriinmektedir. a ve b’de goriilen iki belirgin bant ve “peak”ler 18S ve 28S RNA’lari
gostermekte olup, RNA’nin kaliteli olmasi durumunda belirgin bir sekilde goriilmelidirler.

Bu islemden elde edilen RNA’lar RT-PCR reaksiyonunda 6rnek (template) olarak
kullanildi. Roche firmasma ait “cDNA synthesis” kiti kullanilarak RT-PCR reaksiyonu
gerceklestirildi. Sonug olarak total RNA 6rnegi igerisindeki mRNA’ler, kitin i¢cinde bulunan
(ve poly-A bolgelerine baglanan) oligo-dT primerlerin kullanimiyla ¢cDNA’ya ¢evrildi.
Ardindan bu ¢cDNA havuzunda bulunan kendi homolog genimizin ¢cDNA’s1, daha 6nceden
dizayn ettigimiz 2Atl116 genine ait primer dizileri ile, “Fermentas” firmasmin Pfu Taq
Polymerase enzimi ile ¢ogaltildi. Primer dizileri ektedir.

2At116GWF
GGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTGAATCTGACAGCGAAAGACAGAG
2At116GWR:
GGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTGGACTAAGGAATTATTTGGTCGTGTAG
Pfu enzimi ile ger¢eklesen PCR reaksiyonu kosullari: 5 pul (2mM) dNTP karisimi, 5 pl
Pfu tampon ¢ozeltisi, 5 pl MgCl,, 1 pul (10 pmol) reverse primer, 1 pl (10 pmol) forward
primer, 2 pl 6rnek (sentezlenen cDNA karisimi), 0,5 pl Pfu taq polymerase enzimi, 30,5 pl
dH,0 seklinde 50 ul son hacme tamamlanarak, 94°C’de 30 sn., 57°C’de 30 sn., 68°C’de 1.5
dk. ve toplamda 30 adim (cycle) olarak gergeklestirilmistir. PZR ile ¢ogaltilan 2At116 geni

1,6 kb boyutunda olup jelden “Gel Extraction kiti”” kullanilarak izole edildi.

2.3.Gateway Klonlama Islemleri

Bir sonraki adimda, sentezlenen cDNA’lar rekombinasyon reaksiyonu temeline
dayanan Gateway teknolojisi kullanilarak ekspresyon vektoriine atildi. Bu islemde, 6ncelikle
attB primer sekanslarini iceren cDNA’lardan 5 pl, hedef vektdr olan pDONR’den 1 pl, ve
reaksiyonun gerceklesecegi TE tampon c¢ozeltisinden 2ul alindi. pDONR vektori ile
cDNA’lar arasindaki rekombinasyon reaksiyonunu attB sekansina spesifik olarak gerceklesti
ve BP Clonase II enzim karisitmindan 2 pl alinarak, reaksiyon enzimin aktivasyon sicakligi
olan 25°C’de 3 saat inkiibasyon ile gerceklestirildi. Reaksiyonun sonlanmasi i¢in Proteinase
K c¢ozeltisinden 2 pl eklenerek 10 dakika 37 °C’de ve 15 dakika 70 °C’de inkiibe edildi.
Reaksiyon sonrasi elde edilen pDONR-cDNA giris (entry) klonu 1s1 soku yontemi
kullanilarak E.Coli OmniMAX 1rki1 bakteri hiicrelerine aktarildi. Se¢imlilik i¢in gen aktarimi
sonras1 hiicreler 50pg/ml kanamisin antibiyotigi igeren kati LB besiyerlerine yayildi ve
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37°C’de bir gece biiyiimeye birakildilar.

Biiytliyen, yani vektorleri ve cDNA’lar1 (2At116) iceren hiicrelerden, plasmid izolasyon
kiti kullanarak plasmid izolasyonu yapildi ve bir ileri klonlama asamasi olan ekspresyon
vektori pAG426GPD’ye klonlamak icin, LR reaksiyonu ger¢eklestirildi. Bu reaksiyon,
PDONR-cDNA (Atl16 ve 2At116) vektoriinden 5 pl, hedef vektorden (pAG426GPD) 1 pl,
TE tampon ¢ozeltisinden 2 pl ve LR Clonase II enzim karisimindan 2 pl alinarak 25°C’de 3
saat inkiibe edilerek gergeklestirildi. Proteinase K ile rekombinasyon reaksiyonu yukarida
anlatildig1 bicimde sonlandirildiktan sonra, cDNA’lar1 i¢eren ekspresyon vektorlerinin segimi
icin OmniMAX hiicrelere 1s1 soku yontemi ile transforme edildi, bu sefer kati LB-amfisilin
(pAG426GPD vektorii amfisilin-karsit1 gen bolgesini igermektedir) igeren besiyerlerine
yayild1 ve 37°C’de 1 gecelik inkiibasyon sonrasinda biiyliyen hiicrelerden, istenilen homolog
genleri iceren ekspresyon vektorleri yine ayni Invitrogen Miniprep plasmid izolasyon Kkiti
kullanilarak izole edildi. pDONR ve p426GPD plasmidleri i¢inde 2AT116 geninin
klonlandiginm1 tespit etmek icin attb bolgesine spesifik enzimle kesilerek dogru uzunluktaki

bant sekil 2 ve 3 de gosterilmistir.

Sekil 2. 2at116 geninin kesimi. d1. sirada 1kb’lik DNA marker’t ve 2. sirada ise
yaklagik 1,6 kb boyutunda 2At116 ve iistlinde pDONR vektorii gériilmektedir.
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Sekil 3. 2At116 geninin p426GPD kesimi. 1. sirada 1kb’lik DNA marker’1 ve 2. sirada ise
yaklagik 1,6 kb boyutunda da 2At116 ve iistiindeki bantda p426GPD ekspresyon vektorii
goriilmektedir.

Ayrica DNA 2At116 geninin dizi analizleri yapilmis olup klonlama islemi basar ile
bitirilmigtir. Sonug¢ olarak mayada (Saccharomyces Cerevisiae) buldugumuz bor
tasinimindan sorumlu genlerin Arabidopsis homologlarindan birisi tarafimizdan digerleri de

Dr. Versaw’dan istenilerek, bor tasimadaki rolleri arastirilmaya hazir hale getirilmistir.

2.4. Mayaya Transformasyon Islemleri

pAG426GPD-cDNA vektoriiniin mayaya transformasyonu icin, lityum asetat yontemi
kullanilmistir. Agarli besiyerinden alinan yabani tip maya hiicreleri bir gece 30° C’de sivi
YPD besiyerinde biiyiitiilerek, ardindan, hiicreler santrifiij ile c¢oktiiriilip besiyeri
uzaklastirilmis ve steril su ile yikanmigtir. Hiicreler 5 saniye yiiksek hizda santrifiijlenerek
coOktiirtilmiistiir. Olusan hiicre ¢okeltisi 0.1 M derisimli Li-Ac ¢ozeltisi ile tekrar slispansiyon
haline getirilerek ve ayni yontem ile tekrardan ¢oktiiriilmistiir. Son olarak, hiicre ¢okeltisi
sirastyla, 240 pl %50 derisimli PEG, 36 ul 1M Li-Ac, 5 ul tastyici tek zincirli somon sperm
DNA’s1, 5 ul pAG426GPD-cDNA vektorii ve 45 ul steril dH20 ile tekrardan ¢ozelti igine
alinmistir. Cozelti kuvvetli bir sekilde vortekslendikten sonra 30 dakika 30° C’de inkiibe
edilip, ardindan da, 42°C’de 25 dakika 1s1 sokuna maruz birakilmistir. Transformasyonu
gerceklestirilen hiicreler 100-150 mM borik asit ve se¢imlilik i¢in de metiyonin, histidin, 16sin
icerip urasil igermeyen YNBV™ besiyerinde yetistirilmistir. Kontrol iginse ilgilendigimiz
genleri icermeyen bos pAG426GPD vektoriinil iceren maya hiicreleri de ayni1 besiyerlerine

mikropipet yardim ile ekilmistir.
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2.5. Bor Ol¢iim Islemleri

Bora direnglilik saglayan 2AT116 geninin bora direnglilik mekanizmasini aydinlatmak
icin borlu ortamda biiyliyen mutantlarin hiicre i¢i bor konsantrayonlar1 6lgiildii. Normal
hiicreler (yabani tip) i¢in 75 mM 1n {izerindeki borik asit konsantrasyonlari hiicreleri
6ldiirdiigii icin bu konsantrasyon, mutantlarin i¢inde biiyiiyecegi ve hiicre i¢i bor analizlerinin
yapilabilecegi bor konsantrasyonu olarak belirlendi. Zengin besi ortaminda biiyiitiilen yabani
tip ve mutant hiicreler, logaritmik biiyiime asamasinda iken ortamin bor konsantrasyonu 75
mM olacak sekilde borik asit ilave edildi ve hiicreler normal bir hiicre bdliinmesi i¢in gereken
zaman kadar (90 dakika) bu ortamda inkiibe edildi. Santrifuj ile ¢oktiiriilen hiicreler
ortamdaki bordan aritilmak i¢in dort defa saf su ile yikandi. Daha sonra homejenizasyon
¢oOzeltisi icerisinde, kiiclik cam boncuklar1 (glass beads) yardimi ve boncuk doviicii (bead
beater) ile parg¢alandi. Homejenizasyon ¢ozeltisi icerisine hiicre ekstraktlarindaki proteinlerin
par¢alanmasini onlemek amaciyla uygun miktarlarda protease inhibitorleri ilave edildi. Hiicre
ekstraktlar1 ya direk olarak bor tayin deneylerinde kullanildi ya da - 80 °C de tayin zamanina
kadar bekletildi. Cikacak bor sonuglarini normalize etmek i¢in her bir hiicre ekstraktindaki
total protein miktar1 Bradford testi ile belirlendi. Ticari olarak satin aldigimiz bor miktar

tayin testi (Merck, Boron Cell Test) ile hiicre ekstraklarindaki bor analizleri yapildi.

2.6.Gen ekspresyonu analizleri

Mayada bor toleransi gosteren 2AT116 geninin bitkideki mMRNA ekspresyonuna
bakmak i¢in asagidaki islemler yapildi.

Bes mM borlu ortamda yetisen ve yetismeyen Arabidopsis’deki yaprak ifadelenme
seviyelerine gercek zamanli PZR (Real Time PCR) teknigi ile bakildi. Bu islem igin
elimizdeki Arabidopsis tohumlart % 0,15 oraninda agaroz igeren besiyerine yerlestirelerek ve
4 giin boyunca 4°C sicaklikta inkiibe edildikten sonra su ile temas eden steril kaya yiiniine esit
sayida yerlestirildi. Cimlenme gerceklestirildikten sonra iki ayri plastik beherde bulunan
bitkiler bitkilerin ihtiyaci olan mikro ve makro elementleri igeren Hoagland solusyonunda
yetistirildi. Hoagland Solusyonu son hacmi 1 litre olmak iizere, 3,5 ml Ca(NOs),, 2,5 ml
KNO3, 1 ml KH,PO4, 1 ml MgSO,, 0,5 ml Fe EDTA ve 0,5 ml iz elementleri igerecek sekilde
hazirlanmistir. Yeterli biiylime gerceklestikten sonra 6rnek kaplarindan birindeki Hoagland
cozeltisine 5 mM bor uygulandi. Bor uygulanmis ve uygulanmamis Arabidopsis

orneklerinden 0, 6, 24, 48 ve 144 saat sonra yaprak dokular1 toplandi. Bu 6rneklerden RNA
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izolasyonu yapilip DNAse uygulamasindan sonra, cDNA izolasyonu i¢in RNA’lar Fermentas
firmasmin “First strand cDNA synthesis” kiti kullanarak cDNA’ya cevrildi. Bu islem igin,
oncelikle, her bir RNA o6rnegininden 2 pg RNA alinarak ve bunlara sirasiyla 1 pl random
hexamer ve distile su ilave edildi. Reaksiyon karisimi 70°C’de 5dk inkiibe edilerek buza
alindi. Reaksiyon karigimina daha sonra sirasiyla 4 pl 5x reaksiyon tamponu, 1 pl ribolock
riboniikleaz inhibitorii ve 10mM dNTP karisimi eklenmistir. Karisim 25° C’de 5 dakika
inkiibe edilerek, karisima 1 pl reverse transkriptaz enzimi ilave edilmistir. Sonra karigim
sirastyla 25° C’de 10 dakika, 42° C’de 60 dakika, 70° C’de 10 dakika inkiibe edilip cDNA
elde edilmistir. RT-PCR igin asagidaki primerler kullanilmustir.

2At116RTF GGGTGTTGCAATGCCTGCTATGAA

2At116RTR ACAGGTTCCCTTGGTTTGCTACCT
internal control i¢in Arabidopsis EF-1-a geni kullanilmistir.
AteifF TCGTTATGATCGACTCTCTTATGG

AteifR CCAAAAAGGAGGGAGAGAGAAAG

RT-PZR’da, orneklerin amplifikasyonu ig¢in gerekli olan karisim asagidaki sekilde

hazirlanmustir:

IQ SYBR Green Supermix 12,5 ul
Pirimer 1 1wl
Pirimer 2 1wl
Distile su 9,5ul
cDNA 1l

Real-Time PCR’1n kosullari ise agsagidaki gibidir.

Dongiti 1 Doéngiti 2 40x
95°C 1:30 dk 94°C 0:50 sn
58°C 0:45 sn
72°C 0:45 sn
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Istatistik hesaplamalar IQ5 real time (BIO-RAD) cihazindaki program kullanilarak ve

normalizasyon islemi yaptirilarak hesaplanmistir.
2.7. 2At116 ve ATR1 Geninin Arabidopsis’e Transformasyonu

2At116 ve ATR1 cDNAlar Gateway klonlama yontemi ile pE-35S-HA-GW vektorii igine

klonlanmustir.

2Atl116 ve ATRI igeren vektorler Agrobacterium GV3101(pMP90RK ) susu ile ¢igeklere
transformasyon yapilacagi i¢in gerekli kompetent hiicreler asagidaki yontem sirasi izlenerek

tiretilmigtir:

Agrobacterium kompetent hiicrelerin hazirlanmasi i¢in hiicreler, oncelikle 5 ml YEP
besiyeri ( 10 gr yeast extract, 10 gr pepton, 5 gr sodyum kloriir (NaCl) pH 7 olarak 1 litre)
150 pg/ml rifampisin ve 100 pg/ml gentamisin antibiyotiklerini igeren ortama gliserol
stogundan alinarak 28° C sicaklik ve 250 rpm devirle ¢evrilerek 15 saat inkiibe edilmistir.
Sonraki giin, 2 ml gece boyu bekleyen kiiltlir 50 ml taze YEP besiyerine eklenerek ve 600nm
dalga boyunda 0.5-1.0 arasi sogurum degerine ulasana kadar yine 28° C sicaklikta
blyiitiilmiistiir. Sonrasinda bakteri kiiltiirti, 10 dakika buz iginde inkiibe edilerek hiicreler
5,000 rpm degerinde santrifiijle ¢oktiiriiliip, 1 ml soguk 20 mM CaCl ; ile tekrar sivi forma
alimmistir. Elde edilen kompetent hiicreler ilgili genimizi igeren 35S vektorleri ile
gerektiginde transforme edilmek iizere 1.5 ml ependorf tiiplerinde 100’er ul olarak

saklanmustir.

2At116 ve ATRI1 plasmidlerini 1s1 soku yontemi ile Agrobacterium’a transforme edildi.
Transformantlar rifampicin, carbenicillin, gentamycin, ve kanamycin antibiyotigi igeren
besiyerinde secildikten sonra tek koloni segilerek 250ml sivi YEB besiyerinde biiytitiildii.
Silwet L-77 ve %S5 sukroz katilmigs Agrobacterium soliisyonu genisce bir kaba alindi.
Transformasyon i¢in tomurcuklari olusmus ancak daha ¢igekleri agmamis olan Columbia Col-
0 yabani tiir bitkileri secildi. Daha sonra bitkiler bu soliisyona daldirildi ve soliisyona
tamamen bulanan tomurcuklar (bitkinin diger kisimlari hari¢) 1-2 saniye bekletilip,
sollisyondan c¢ikartildi. Uygulama sonrasinda, transformasyonun etkinliginin arttirilmasi igin,

bitkiler plastik posetlere gegirildi ve uygun nem ortami saglandi (Sekil 1). Bir saatlik nem
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uygulamasi sonrasinda, bitkiler biiyiime odalarina alinarak, normal biiyime kosullarina geri
dondiiriildii. Biliyiime odasina alinan bitkiler, baklalar1 yesilden sariya doniinceye kadar
sulanmaya devam edildi. Baklalar igerisinden tohumlar dokiilmeye baslamadan, baklalar

belirgin bir sekilde kahverengi olunca hasat edildi.

Hasat edilen tohumlar topraga ekilerek, transgenik olanlari anlamak i¢in 2mM Basta
herbisidi piskiirtillerek yasayan bitkilerden tohumlar elde edildi (Sekil2 ve 3). Bu tohumlar
T1 olarak adlandirildi.

2.8.Bitkide ICP-MS ile Bor Ol¢iimii

Onbes giin 6mM borlu MS besiyerinde biiyiitiilmiis bitkiler yikandiktan sonra 60 C de
60 saat kurutuldu. 0,5 mg 6rnek 0,3mL konsantre nitrik asite alinip 120 C kuruyana kadar
parcalandi. Kuruyan 6rnekler 0,08 M nitrik asit de ¢oziilerek ICP-MS cihazinda bor 6l¢timii
yapildi.
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3.Bulgular

Mayada buldugumuz bor tasinimindan sorumlu genin (Kaya ve ark 2009) Arabidopsis
homologlarinin  biyoinformatik  yontemlerle arastirmasi sonucu 7 gen bdlgesi ortaya
cikartilmistir. Genler sirastyla : At2g29650, At2g38060, At3g46980, At4g00370, At5g20380,
At5g44370, At5g65687. Asagida, mayada buldugumuz gen ile Arabidopsis thailana’da ki
dizi analizi sonrasinda, protein dizisi bakimindan en fazla benzerlik gosteren genler ¢oklu

karsilatirma programi1 T-COFFEE ile yapilarak gosterilmistir.

At2g29650 MNARALLCSSNIHSLYTSNRPPEKTSSSRS———————-——— L-RNLKPSPKSL-——-— R-
At5g44370 1 MALGGLISNRNFGSFIGSGNGCQRLGKSGAEVSKLFPNALLC-RNHQPLQASL——--~ HH
At2g38060 MATVGSL-——————————— KPLHHSSCSSS-—————————— FPRNPIVNRKAL--LGEVF
At39g46980 ————- MCYSLSIQSSIDFHN---—-——-— RNALKIHGDRAIL-TS---NLPTL--RRIPF
At5g20380 MARLTLR-————————=———— PHNHFFSSPI-—————————— YA-HKQPFLSVYTIFPHHH
At5g44370 MK LS N = = = = = m o
atrl  ——m————— MGNQSLV-——=—==———————— VLTESKGEYEN-—-——-————————~ ETE
At5965687 MTRVGQRD—————=——==—=————————— SPAKEEAPPATK--KRFLTPG-———-——-———
At2g29650 o —————————o VW---TYPRNRSS-----~ VFRVLVRSSDKSE--SSNSYYVEGDKVSGNN
At5g44370 1 ESGHMRRSFGCF---LQPRMDSVIRFRNSTKINRSRAYYKSE--ESDITEGVVPSADGSA
At2g38060 - ——DSARKNQIRCENLRYSSESDGKRRNA—-———————————=—— AAKKRNQSPERC--AA
At3946980 LPERDRRRKLVLC---TGRVVNSLKFTGNTSVDLCGIPRHRLRVSCSDARRTPEE--TAA
At5g20380 ONPLI--KSRVKCSAS—————————————— GTERVRESKKL-PPKDPIEDPKPQ-LP-IP
At5g44370 e
atrl LPVKKS———————————m——mmmmmmmmmm e SRDN--NIGESLTATAFTQS
At59g65687 0 o—mmmmmmmmmm—m e REVTILCIINLINYVDRG-—--—— VIASNGVNGSSKVC--DA
At2g29650 D--VVSDSPSSIVLPWWEEF--PKRWVIVLLCFSAFLLCNMDRVNMSTATLP-MSAEYGW
At5g44370 1 E-ATLVEGNLQNASPWWQQF -~ PRRWVIVLLCFSSFLLCNMDRVNMS TATLP-MSQE YNW
At2938060 EGVLTGGGGSEAIAEVRTMM--PERIKVVILTACMMCLCNADRVVMSVAVVP-LADKLGW
At3946980 EL-——-——-—- TAQPNFSEFITSERVKVVAMLALALALCNADRVVMSVAIVP-LSLSRGW
At5920380 EV-LSTETGFEQNWPPWKNI--PQRYKLIGATSLAFVICNMDKVNLSIATIP-MSHQFGW
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At5g44370
atrl

At5g65687

At2g29650
At5g44370_ 1
At2g38060
At3g46980
At5g20380
At5g44370
atrl

At5g65687

At2g29650
At5g44370_1
At2g38060
At3g46980
At5g20380
At5g44370
atrl

At5g65687

At2g29650
At5g44370 1
At2g38060
At3g46980
At5g20380
At5g44370
atrl

At5g65687

——————————————————— I--PORYVIVFLTFLSTCVCYIERVGFSIAYTV-AADAAGI

ED-EMVDSNQKWONPNYFKYAW-QEYLFIFTCMISQLL-NQAGTTQTLSIMNILSDSFEGS

KGVCSAGT G- === === === === = ——m - mm e IQGEFNL

NPATVGLIQSSFFWGYLLTQIAGGIWADTVGGKRVLGFG---VIWWSIATILTPVAAKLG

SSATVGLIQSSFFWGYLLTQILGGIWADKFGGKVVLGFG---VVWWSFATIMTPIAARLG

SSSFLGVVQSSFLWGYIFSSVIGGALVDRYGGKRVLAWG---VALWSLATLLTPWAAAHS

SKSFSGIVQSSFLWGYLISPIAGGTLVDRYGGKVVMAWG---VALWSLATFLTPWAADSS

SSSVAGLVQSSFFWGYALSQLPGGWLSKIFGGRKVLEIG---VFTWSFATALVPLLAGF -

NQSSKGTILSTFFVGYACSQVPGGWAAQKIGGRKVLLLS---FVLWSSTCFLVPLDPNR-

EGNSKSWLMASFPLVSGSFILISGRLGDIYGLKKMLLVGYVLVIIWSLICGITKYSGSD-

TNFEDGLLSSAFMVGLLVASPIFAGLSKRENPFKLIGVG---LTVWTIAVIGCGFSYNFW

LPYLLVVRAFMGVGEGVAMPAMNNILSKWVPVQERSRSLALVYSGMY--LGSVTGLAFSP

LPFLLVVRAFMGIGEGVAMPAMNNMLSKWIPVSERSRSLALVYSGMY--LGSVTGLAFSP

TLALLCVRAFFGLAEGVAMPSMTTLLSRWEPMDERASAVGISMAGFH--MGNVVGLLLTP

LWALLAARAMVGVAEGVALPCMNNMVARWEPPTERSRAVGIAMAGFQ--LGNVVGLMLSP

MPGLIFSRILVGIGEGVSPSAATDLIARTIPVKERSRAVGEFVFGGLS--LGSVMGLLLAP

VGLLVVARLLVGVAQGFIFPSIHTVLAQWVPPHERSRLVSITTSGMY--LGAALGMWLLP

-TFFIISRAFQGLGIAFVLPNVLGIIGNIYVGGTFRKNIVISFVGAMAPIGATLGCLFAG

M--IAVFRMFVGVGEASFISLAAPYIDDSAPVARKNFWLGLFYMCIP--AGVALGYVFGG

* * * *
FLIHQ--FGWPSVFYSFGSLGTVWLTLWLTKAESSPL-EDPTLLPEE-———-— RKLIAD-
MLITK--FGWPSVFYSFGSLGSIWFLLWLKFAYSSPK-DDPDLSEEE-————— KKVILG-
ILMLSS--IGISGPFILFASLGLLWVSTWSSGVTNNPQ-DSPFITRSE-———--— LRLIQA-

ILMSQ--GGIYGPFVIFGLSGFLWLLVWLSATSSAPD-RHPQITKSELEYIKQKKQIST-

PIIET--FNWESVEFYLFGLLGVGWFVGFQFLNEEEVS-YKGNEISTSH----— KSENAT-
ALVEL--RGPESVFLAEALAGVIWSLLWIRYATDPPRSEHPKAAAAG-—-—--— FGGALL--
LIGTEDPKOQWPWAFYAYSIAAFINFVLSIYAIPSTI-PTNIHHFSMDW-——-— IGSVLGV
YIGNH--LGWRWAFYIEAIAMAVEVILSF--CIKPPQQLKGFADKDSKKPSTS-—-—-——— I

19



At2g29650
At5g44370_1
At2g38060
At3g46980
At5g20380
At5g44370
atrl

At5965687

At2g29650
At5g44370 1
At2g38060
At3g46980
At5g20380
At5g44370
atrl

At5365687

At2g29650
At5g44370 1
At2g38060
At3g46980
At5g20380
At5g44370
atrl

At5965687

At2g29650

——————— NCASKEPVKSTP-——===—===——=———————— -~ —{RLI
——————— GSKPREPVTVIP—========— === === ———— e~ _[KL,T
—————— GKPVQPSTISPKPN--—====—===—==————————————————— - PSLRLL
——————— MENKRISTSGI~==—============——=————————————————_PPFGRL
——————— KEELGSSLKEIP-——————————————————— o __[[KSF
—————— PTNVNHHKVTHI P———————————————————————————————_—__[[KKI
IGLILLNFVWNQAPISGWNQAYIIVILIISVIFLVVFIIYEIRFAKTPL———-— LPRAVI
ETV-———mm——mmm oo oo APTDAEASQIKTKTPKSKNLVVLFGKDLKAL

LSKPPVWALISCHFCHNWGTFILLTWMPTYYHQVLKEFNLMESGLLSVEFPWMTMAISANAG

LSKPPVWALIISHFCHNWGTFILLTWMPTYYNQVLKEFNLTESGLLCVLPWLTMAVFANIG

LSKLPTWAIIFANVTNNWGYFVLLSWMPVYFQTVENVNLKQAAWFSALPWATMAISGYYA

LSKMPTWAVIVANSMHSWGFFVILSWMPIYENSVYHVNLKQAAWFSAVPWSMMAFTGYIA

FOSPAVWAMIYTHFCGSWGHYTCLSWLPTYFSEALSLNLTEAAWVSILPPLASIVVTSLA

MLSLPVWAIVVNNEFTFHYALYVLMNWLPTYFELGLQISLQGMDSSKMVPYLNMEVFESIVG

KDRHMIQIM--LALFFGWGSFGIFTEFY--YFQFQLNIRQYTALWA-GGTYFMFLIWGIIA

FSEKVFIVNVLGYITYNFVIGAYSYWGPKAGFGIYK--MKNADMIFGGLTIICGIIGTLG

GWIADTLVS-RGFSVT-------- NVRKIMQTIGFLGPAFF--LTQLKHIDSPTMAVLCM
GWIADTLVS-RGLSIT-------- NVRKIMQSIGFLGPAFF--LSQLSHVKTPAMAVLCM
GAASDFLIR-TGHSVT--------— SVRKIMQSIGFMGPGLS--LLCLNFAKSPSCAAVEM
GFWSDLLIR-RGTSIT--------— LTRKIMQSIGFIGPGIA--LIGLTTAKQPLVASAWL
SQFADYLIT-NGVDTT-—-—-———-— TVRKICQTIAFVAPAICMTLSSVDIGLPPWEIVGIL
GFIADYLITKRILSVT--------— RTRKFLNTVGFLIASAA--LMVLPMFRTENGVILCS
ALLVGFTIKNVSPSVFLFFSMVAFNVGSIMASVTPVHETYFRT--QL-----—-——— GTMI
G---SYVLDRINATLS-----——-— NTFKLLAASTLLGAAFC--FTAFLMKNMYAFIALFA
ACSQGTDAFSQSGLYSNHQDIAPRYSGVLLGLSNTA----- GVLAGVLGTAATGHILQH-
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At5g44370 1 ACSQGSDAFSQSGLYSNHQDIGPRYAGVLLGLSNTA----— GVLAGVFGTAATGYILQR-

At2g38060 TIALSLSSFSQAGFLLNMQDIAPQYAGFLHGISNCA--—-—-- GTLAAIVSTIGTGYFVQWL
At3g46980 SLAVGLKSFSHLGFLINLQEIAPEYSGVLHGMCLTA----- GTLAAIVGTVGAGFFVELL
At5g20380 TAGLALSSFALSGLYCTHQDISPEYASILLGITNTV--—-- GAVPGIVGVALTGFLLDST
At5g44370 SVALGFLALGRAGFAVNHMDIAPRYAGIVMGVSNTA--——-— GTLAGIIGVDLTGKLLEAS
atrl ILSFGMDLSFPASSIIFSDNLPMEYQGMAGSLVNTVVNYSMSLCLGMGATVET---QVNS
At5g65687 VGEILIFAPQAPVNFVCLHCVRPNLRPLSMASSTVL----IHILGDVPSSPLYGKMQDH-
At2g29650 @ 0 —-———————-— GSWDDVFTI-SVGLYLVGTVIWNLF--=-==-=======—=—=—————— STGEK
At5g4437071 —————————— GSWDDVFKV-AVALYLIGTLVWNLF--=-==-====—===———————— ATGEK
At2g38060 @ —————————— GSFQAFLTV-TAFLYFATTVFWLLF--------"—-—"—-———————— ATGER
At3g46980 00 0—————————-— GSFQGFILL-TAILYLLSALFYNIY-—-—-——-"""""—"———————— ATGER
At5g20380 @ —————————— HSWTMSLFVPSIFFYLTGTVVWLAF-—-—-—--—---—-——————————— ASSEP
At5g44370 KLVYSDLSHPESWRVVFFI-PGLLCIFSSVVFLLF--—-—------—————————— STGER
atrl DGKHLLKGYRGAQYLGIGLASLACMISGLYMVESF-——-—-—=—-—-———————————— IKGRR
At5g65687 @ ————————— LKNWRKSTLI-ITSILFLAAIIWGIGIFMNSVDRSNEVSEDDEVEEDKLES
At2g29650 | RE— ID-——-
At5g44370 1 R— LD--—-
At2g38060 e —— F-———
At3g46980 VD----FDTTAA
At5g20380 QT----FRKEDS
At5g44370 R— FD-—--
atrl ARAAAEYDCTVA
At5g65687 KTEN----STLA

Bu 7 genin 6’sinin “functional analysis of the Arabidopsis PHT4 family of intracellular
phosphate transporters” adli makalede (Guo ve ark, 2008) pWV3 maya ekspresyona

vektoriine klonlandig1 tesbit edildigi icin bu genler Dr. Versaw’dan istenilmis ve elimize
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ulasmistir. At5g65687 nolu gen ise tarafimizdan 2At116 isim konularak olarak Arabidopsis
fidesinden izole edilen mRNAsindan RT-PCR ile ¢ogaltilimistir (Sekil 4).

Sekil 4) RNA’lardan, “Reverse transcriptase” reaksiyonu ile cDNA
sentezlenmesinden sonra, PCR reaksiyonu gergeklestirilmistir. Sekilde,
1. sirada 1kb’lik DNA marker’t ve 2. sirada ise yaklasik 1,6 kb
boyutundada 2At116 geni ¢ogaltilmis olarak goriilmektedir.

Gateway klonlama teknolojisi kullanilarak 2At116 geni mayada ekspres edilmek iizere
p426GPD ekspresyon vektoriine klonlanmistir (Sekil 5).
1 2

Sekil 5. p426GPD ekspresyon vektoriinden klonlandiktan sonra kesilerek cikarilan gen. 1.
sirada 1kb’lik DNA marker’t ve 2. sirada ise yaklagik 1,6 kb boyutunda da 2Atl116 ve
iistiindeki bantda p426GPD ekspresyon vektorii goriilmektedir.

Mayada bor toleransi saglayip saglamadigini tesbit igin ekspresyon vektorlerine atilan
6 gen (At2929650, At2g38060, At3g46980, At4g00370, At5920380, At5g44370) mayada
bora toleranst saglamamistir (Sekil 6). 2AT116 ismini verdigimiz gen ise 125 mM bor
ortaminda biiylime saglamis olup borun hiicre disina atilmasinda rol oynayabilecegini

gostermistir (Sekil 7).
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Sekil 6. Bor tolerans testi.

0 mM Bor 125 mM Bor

At2g29650

At2g38060

At3g46980

At4g00370

At5g20380

Sekil 7. 2At116 bor tolerans testi

0 mM Bor 125 mM Bor

P426

2At116

Mayada bor toleransi sagladigini gordiiglimiiz 2At116 geninin, hiicre i¢indeki boru
disariya atip atmadigin1 anlamak igin hiicre i¢i bor miktarlari, kontrol ve 2At116 genine sahip
mayalarda Olclilmiistiir. Sekil 8 de goriildiigii gibi 2At116 genine sahip maya hiicrelerindeki
bor miktar1 kontrol grubunda 48,8 mM /mg protein iken 2At116 genine sahip hiicrelerde 34,1
mM/mg protein olarak dl¢iilmiistiir. Bor miktarindaki bu azalmamin sebebi ise 2At116 geni
hiicre membraninda pomba gorevi gérerek boru disariya atarak hiicrenin yiiksek diizeyde bor

biriktirmesini engellenmesi ile a¢iklanabilir.
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Hiicre igi Bor Miktarlari

48,8

34,1

mM bor/mg protein
w
o

Kontrol 2AT116

Sekil 8. Kontrol ve 2At116 geni igeren maya hiicrelerin deki bor miktarlari.

2At116 geninin mayada bor toleransi sagladiktan sonra bitki i¢inde bora karsi bir
cevap verdigini anlamak i¢in ekspresyon analizi yapildi. Sekil 9 da goriildiigii tizere 2At116
geninin yaprak dokusundaki ekspresyon analizleri verilmistir. Kontrol ile karsilastirildiginda
2At116 geni bor uygulamasindan sonra istatistiki olarak kayda deger bir artig veya azalis
gostermemistir. Buda genin mayada yiiksek seviyede ekspres edildiginde bor toleransi

saglamasina ragmen bitki i¢inde ekspresyonunun bor ile diizenlenmedigini géstermektedir.

2AT116
1,8
1,6
1,4
1,2 A
c
I
2 08+
<
]
0,6 -
0,4
0,2 A
0 - T T T T
Kontrol 6 24 48 72
saat

Sekil 9. 2At116 geninin yabani tip Arabidopsis bitkisinin yaprak dokusundaki ekspresyon

analizi
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3.1.2At116 ve ATR1 Geninin Arabidopsis e Transformasyonu

Gereg ve yontem kisminda anlatildig: gibi 2At116 ve atrl genleri yabani tip Arabidopsis
bitkisine transforme edildi. Hasat edilen tohumlar topraga ekilerek, transgenik olanlari
anlamak i¢in 2mM Basta herbisidi puskiirtiillerek yasayan bitkilerden tohumlar elde edildi
(Sekill0 ve 11). Bu tohumlar T1 olarak adlandirildi.

Sekil 10 Transformasyonu yapilmis bitkiler

Sekil 11. Basta herbisid

uygulanmamis T1 generasyonu.

25



Sekil 12. Basta herbisid uygulanmis T1 generasyonu. Basta uygulamasindan sonra transgenik

olmayan hatlar sararmig durumda goriilmektedir.

Transformasyonun verimliliginin %2 civarinda oldugu goriildi. ATRI
transformasyonu sonucu Basta uygulamasindan sonra yasayan hatlardan (T1) T2
generasyonu elde etmek i¢in yeniden tohumlar ekildi ve 3:1 orani gosteren saksilardaki
tohumlar toplandi. Ayni islem 2At116 geni i¢inde yapildi. T3 generasyonu iginde ayni islem
yapilarak ATRI1 ve 2At116 genine tek lokusda sahip olan (3:1 orani gdsteren) hatlar elde
edildi.

Toksik seviyedeki bor oranini belirlemek igin, Col-0 yabani tiir Arabidopsis tohumlar1
3, 6, 8 vel0 mM lik borik asit iceren MS kat1 besiyerli petri kaplarina ekilerek biiytimeleri
gbzlendi. 8 mM borik asit seviyesinden sonra bitkilerde borun toksik etkisi gézlendi (Sekil
13).
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Sekil 13. Borik asitin toksisite seviyesini gosteren MS kat1 besiyerinde biiyliyen Col-0
Arabidopsis tohumlari. Bor 8mM dan yiiksek seviyelerde toksik etki gdstermektedir.

3.2.ATR1 Geninin T2 Generasyonu Bitkilerde Ekspresyon Analizi

ATRI geninin T2 generasyonu bitkilerde ekspresyonunun oldugunu anlamak igin
ATRI1 primerleri ile PZR yapildi. Sekil 14 de goriildiigii gibi 1600 bp uzunlugunda band
goriilmektedir. YTATRI1 (yabani tiir ATR1 T2 bitkisi) bitkisinden izole edilen DNA template
ile yapilan PZR sonucu ile elde edilen bu band sekans edilmis ve maya ATR1 geni oldugu

anlasilmustir.
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Sekil 14. ATR1 geninin Arabidopsis T2 generasyonu iginde ekspresyonun gosterildigi jel
resmi . M=1kb marker Y: maya DNAsi, YT: Yabani tip Arabidopsis DNAsi, YTATRLI:
ATR1 transforme edilmis arabidopsis DNAsi.

2Atl116 geni Arabidopsis genomunda oldugundan genomik DNA template kullanilarak
ekspresyonuna bakilamayacagi igin ger¢cek zamanli-PZR ile bakildi. Ekspresyon analizi
sonucunda sekil 15 de goriildiigii gibi 2At geninin ekspresyon seviyesinde az bir artig
gozlemlenmesine ragmen istatistiki olarak bir fark goriilmemistir. Bu genin ekspresyonunun
bitki tarafindan baskilanmasi sonucu (silencing) seviyesinin yeterli seviyede artmadigi

goriilmektedir.

1,8
1,6
1,4
1,2

0,8 -
0,6 -
0.4 -
0,2 -

Ekspresyon

YT 2At

Sekil 15. 2At116 geninin Arabidopsis’e transformasyonu yapildiktan sonra gergek

zamanli PCR ile ekspresyon seviyesinin gosterilmesi. YT: Yabani tip
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3.3. T3 Generasyonundaki Bitkilerin Bor Direngliligi

Yabani tip, 2At genine sahip bitkiler ve ATR1 genine sahip transgenik bitkiler 6mM bor
iceren MS besiyerli petrilere tohum olarak ekildi. Tohumlarin hepsinde ¢imlenme goriildii ve
15 gilin sonunda ATR1 genine sahip bitkilerin yabani tip ve 2At geni iceren bitkilerden daha
fazla biiyiime goriildiigii izlendi (Sekil 16 ve sekil 17.).

Sekil 16. 6mM borlu MS besiyerinde biiyiitiilen yabani tip, 2AT ve ATR1 genine sahip
bitkilerin biiylime resimleri. YT: Yabani tip, 2At: asir1 ifadelenmis 2At genine sahip
bitkiler, ATR1: asir1 ifadelenmis ATR1 genine sahip bitkiler.

29



U"W UL [ ] Wm I TWUH U UW UU I'TWUTH!HH]HH’HH]I
4 § 6 7 8 9 1() 12 13 14 15

Sekil 17. 6mM borlu MS besiyerinde biiyiitiilen yabani tip, ATR1 genine sahip bitkilerin
biiyiime resimleri. Ust sira yabani tip, alt sira asir1 ifadelenmis ATR1 genine sahip
bitkiler.

Toksik borlu ortamda daha iyi biiyiime gosteren ATR1 geni iceren bitkilerin, yabani
tip ile igerdigi bor miktarini anlamak icin ICP-MS ile bitkideki bor miktarlar1 dl¢tildii.
Sekill8 de goriildiigii gibi transgenik ATRI1 i bitkiler (120,02 ug B/g) ile yabani tip (120
ug B/g) arasinda icerdikleri bor miktarlar1 bakimindan istatistiki bir fark goriilmemistir.
Bu sonug, ATRI1 proteinin boru hiicre i¢inde depolanacak bir organale pompaliyor

olabileceginden kaynaklaniyor olabilir.
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Sekil 18. Yabani tip ve ATRI1 geni iceren bitkilerdeki bor miktarlari. Ornekler 15 giin
boyunca 6mM borlu MS besiyerinde biiyiitiilmiis fidelerden alinmis ve ICP-MS ile
Ol¢lilmiistiir.

30



4. Tartisma/Sonuc¢

Projede, toksik seviyede bor tasiyan ortamlarda yetisebilecek bitkileri gelistirmek i¢in
kullanilabilecek maya genlerinin bitki homologlarinin, maya (Saccharomyces cereviseae) ve
Arabidopsis’deki fonksiyonel analizleri incelenmistir.

Mayada buldugumuz bor taginimindan sorumlu olan ATR1 genine ait Arabidopsis
homologlar1 biyoinformatik yontemlerle arastirmasi sonucu asagidaki 7 gen bdlgesi ortya
cikartildi. At2g29650, At2g38060, At3g46980, At4g00370, At5g20380, At5g44370,
At5065687.

Bu gen iiriinlerinin yapisi incelendiginde hepsinde, kii¢iik molekiillerin tasinimindan
sorumlu yapisal protein bolgelerinin oldugu goriilmektedir. Arabidopsis’deki bu 7 genin
cDNA’lar1 klonlanarak E.coli ve maya hiicrelerinde ¢ogalabilme 06zelligine sahip mekik
(shuttle) ekspresyon vektorlerine aktarildi. Ekspresyon vektoriindeki bu cDNAlar maya
hiicrelerine transfer edildikten sonra yiiksek borlu besiyerlerine ekilerek Arabidopsis
cDNA’larin borun hiicre digina atilmasina, bdylelikle bor direngliligi saglayip saglamadiklari
aragtiritldi. Bu 7 genden sadece 2ATI116 ismini verdigimiz (At59g65687) gen maya
hiicrelerinde bor direngliligi gosterdi. Bu genin kodladig1 proteinin boru hiicre digina attig1
hiicre i¢i bor ol¢lim deneyleri ile kanitlandi. 2At116 geninin bor uygulamasindan sonra
Arabidopsis’deki ekspresyon seviyesinin degismedigi goriildi. Kaynaklara baktigimizda bazi
metal tasiyic1 genlerinin ekspresyon seviyesinde diizenlendigi goriilmektedir. Ornegin ¢inko
tasinimindan sorumlu, AtHMA4 geni ortamdaki ¢inko seviyesi artinca bitkideki ekspresyon
seviyeside artmaktadir (Williams 2005). Buna karsin Arabidopsis’deki, MTP1/ZAT genleri
metal tolerans1 sagladiklari halde ortamdaki metal seviyesinin artmasi ile ekspresyon
seviyelerini degistirmemektedir (Van der Zaal 1999). Benzer sekilde mangan tasinimindan

sorumlu, AtMTP11 genide toksik mangan seviyelerinde ekspresyonu degistirmemekte ancak
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maya hiicreleri iginde asir1 ifadelendiginde mangan toleransi saglamaktadir (Peiter, 2007). Bu
kaynaklarda da goriildiigii izere benzer bir durum 2At116 geninde de goriilmektedir.

2At116 geninin Arabidopsis bitkisine gateway sistemi kullanilarak transformasyon
islemi yapildi. T3 tohumlari, 6mM borlu besiyerlerinde biiyiitiilerek bor toleransi gosterip
gostermedikleri incelendi ve bu genin bitkide asir1 ifadelenmesi bitkinin bor toleransi
gostermesine yardimei olmadi. Arapidopsis’de daha 6nce bulunan bor toleransinda sorumlu
olan BOR1 asir1 ifadelendiginde toksik seviyedeki borlu ortamda endositosis yolu ile
parcalanmakta (degradation) ve bor tolerans1 gostermemektedir (Miwa 2007). Bunun yaninda
BORI geninin alti paralogundan birisi olan BOR4 geni asir1 ifadelendiginde bitkinin bor
toleranst gostermesine yardimci olmus ve BOR4 geni parcalanmamistir (Miwa 2007). Benzer
sekilde, bizim ¢aligmamizda buldugumuz sonugta, 2At116 geninin ekspresyon seviyesinin
disiik olmasi asir1 ifadelenmeye ragmen genin toksik bor seviyelerinde pargalanma
gostermesinden dolay1 kaynakliyor olabilir.

Proje kapsaminda mayadaki ATRI1 genide bitki icine transforme edilerek bor
direngliligi test edildi. ATR1 geninin Arabidopsis de 6mM bora kars1 yabani tipe gore daha
1yi biiytidiigii ve bor direngliliginde rol oynayabilecegi gosterildi. ATR1 geni iceren bitkilerde
bor miktarlarina bakildiginda ise bir azalma olmadig1 goriildii. ATR1 proteini mayada hiicre
membraninda lokalize olmaktadir. Ancak bitkiye transformasyon yapildiginda nerede lokalize
oldugunu bilmemekteyiz. Hiicrede vakuol i¢ine boru pompaliyor olabiliyor ve bu yiizden
yabani tip ve ATR1 li bitkilerdeki bor miktarlar1 ayni oldugu halde, ATR1 iceren transgenik
bitkilerde bor vakuol i¢inde biriktiginden toksik etki gdstermeyebilir. PSORT analiz programi
kullanilarak yaptigimiz ¢alismada yeast ATR1 proteinin signal peptit proteininin plastid igine
gidebilecegini gostermistir. ATR1 geni plastidlerde lokalize oluyorsa bitkilerdeki bor

miktarlar: ayni1 cikmis olabilir, bor plastidler i¢inde birikiyor olabilir. leriki ¢alismalarda yesil
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floresan protein (GFP) kullanilarak ATR1 proteinin nerede lokalize oldugunu bulmak
gerekmektedir. Ayrica daha giliclii promotir kullanilarak ATR1 geni bitkide sadece kok
epidermis hiicrelerinde ekpres edilerek boru direk olarak bitki disina atmasi saglanabilir ve

bora daha direngli bitkiler elde edilebilir.
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