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OZET

Bitkiler Uretimi ve bliyiimeyi engelleyen gesitli cevresel faktGrlere maruz
kalirlar. Bu cevresel stresler iginde, kuraklik ve tuzluluktan kaynaklanan
ozmotik stres en ciddi problemlerden biridir. Yiritilen ¢aligmanin amaci
gen teknolojisi yontemleri kullanilarak tuz ve kuraklik stresine toleransh
patates bitkilerinin gelistirilmesidir.

Bu amagcla bitkilerde sentezlenen ozmokoruyuculardan biri olan prolinin
akiimilasyonunu arttirmak igin biyosentez yolundaki anahtar enzim olan
PSCS'yi kodlayan genin patatese transferi gergeklegtirilmigtir.

Calismanin ilk agamasinda transformasyon ve analiz cahgmalarinda
kullaniimak {izere Ausonia cinsi patateslerden ana kiltur kurulmustur.
P5CS genini tasiyan iki farkii plasmid vektéri E.coli hiicrelerinde amplifiye
edilmis, elektroporasyon ile A.tumefaciens hiicrelerine aktanimig, ve bu
A.tumefaciens hicreleriyle transformasyon rejenerasyon calismalarina
baslanmistir. Elde edilen 88 hat transgenik Dbitkiden prolini en fazla
akimile eden 10 hat bitki segilmig, bu bitkiler ile molekiler ve
biyokimyasal analizler gercekiestiriimistir.  Analizlerin sonunda tim

bitkilerin kontrol bitkilere oranla tuz ‘stressine daha toleransly olduklar

gosterilmigtir.

Eide edilen bulgular, patatesde prolin biyosentezinin  genetik
manipilasyonlar yolu ile arttinimasinin, osmotik stres toleransi
iyilegtirilmig bitkilerin geligtiriimesinde kullanilabilecedi yoniindedir.

Anahtar kelimeler: patates, ozmotik stres, tuz stresi, kurakiik, prolin,
P5CS, ﬁSTO



ABSTRACT

Plants are subjected to various environmental factors that limit
productivity and inhibit growth. Among these environmental stresses
osmotic stress resulting from drought and salinity is one of the most
serious ones. The aim of this study is to develop transgenic potato plants
tolerant to drought and salinity.

To achieve this aim the gene encoding P5CS, which is the rate limiting
enzyme in proline biosynthesis, was transferred to potato plants to

increase proline accumulation.

In the first period of the study potato mother culture was established from
cultivar Ausonia to be used in transformation studies and biochemical
analysis. Two plasrmd vectors carrying P5CS gene were amplified in E.coli,
transferred to A. tumefaaens via electroporation, and these A.tumefaciens
cells were used for transformation regeneration studies. Of 88 transgenic
lines obtained, 10 were selected to be highest proline accumulators, and
those lines were used to perform physiological and biochemical analysis.
Those analyses clearly demonstrated that those transgenic lines were
significantly tolerant to salt stress compared to wild type plants.

Our results demonstrate that increased proline biosynthesis in potato via
genetic manipulation might be an effective strategy to develop osmotic
stress tolerant plants.

Key words: potato, osmotic stress, salt stress, drought stress, proline,
P5CS, STO



GIRIS

Bitkiler Uretimi ve blylumeyi engelleyen gesitli cevresel faktoriere maruz
kalirtar. Her cevresel faktor bitkinin disinda yasayabilecedi minimum ve
maksimum degerlere sahiptir. Bu degisik cevre kogullan her yil besin ve
saklama kalitesinin dismesinden sorumiudur.

Bu cevresel stresler icinde, kuraklik ve tuziuluktan kaynakianan ozmotik
stres en ciddi problemierden biridir. Bu kosullarda bitkilerin hicre igi su
dengesi bozulmaktadir. Bitkilerdeki su yetersizligi kaybolan suyun
topraktan saglanamamasidir. Uzun siireli su kayiplarindan hicrenin bitun
metabolik sliregleri  etkilenir ve genellikle bitkinin iretiminde ve

bilytimesinde dnemli sorunlara yol agar (Bohnert ve ark., 1995).

Yiritilen calismanin amact gen teknolojisi yontemileri kullanilarak tuz ve
kuraklik stresine toleransh patates bitkilerinin gelistirilmesidir.

GENEL BILGILER

Patates diinyada tanim Grinleri arasinda, budday, piring ve misirdan sonra
327 milyon tonluk Gretimle dérdinci siradadir (FAO, 2004) ve dinya
tilkelerinin % 80’inde iiretilmektedir. Patatesin yillik tiketimi gelismis
iilkelerde kisibasi ortalama 55 kg iken gelismekte olan tilkelerde kisibas!
tiiketim ortalama 11 kg olarak saptanmigtir (Fabeiro ve ark., 2001).
Turkiye'de yilhik patates iiretimi 4.8 milyon tondur (FAO, 2004).

Bitkiler sirekli olarak geligmelerini, biyimelerini ve iretkenlikierini
etkileyen c¢evresel uyarilara maruz kalirlar. Tirlere has seviyelerde bu
uyanlar strese sebep olabilirler. Bitkiler igin stres bilyime ve gelismeyi
engelieyen, gretkenligi diglren, ve artmasi halinde nekroza sebep olan

faktorier olarak tamimianir.
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Cevresel stresler iki ana gruba ayrilabilir; biyotik stresler ve abiyotik
(fizikokimyasal) stresler. Biyotik stresier arasinda bagka organizmalarla
rekabet yada enfeksiyon durumiar bulunur. Abiyotik stresler arasinda ise
istk (yliksek yada disiik giddetli), isi (sicaklik yada soguk), su (kithk yada
fazlast), radyasyon (UV, IR), kimyasallar (tuzlar, iyonlar, agir metaller,
herbisitler) ve mekanik faktérier bulunur.

Earklt bitkilerin stres tolerans: icin farkh esik degerleri olsa da, baz bitki
tiirleri ciddi stres kosullanni bagariyla tolere ederken tarim bitkilerinin
cogu stres kosullarina hassastir ve dzellikle uzun streli stres kosullannda
verim dustklagi gosterir yada olrler. Onemli tanm drinlerinin Ucte
ikisinin uygun olmayan blyUme sartlanindan dolayi kaybedildigi tahmin
edilmektedir (Bajaj ve ark., 1999).

Ozmotik Stres

Cevresel stres faktérlerinin pek cok cesidi bulunmaktadir. Ancak stk
rastlanan stres faktorlerinin ortak etkisi bitkinin su statst Uzerindedir.
Kurakhk, tuzluluk ve buzlanma kosullarindan kaynakianan dehidrasyon
direk ozmotik strese sebep olurken, don ve hipoksiya su emilimi yada su
kaybi Ustindeki etkileriyle dolayh olarak ozmotik strese neden olur.
Ozmotik stres bitkinin normal biylimesi ve 'hayat déngisini
tamamiayabilmesi igin gereken suyun olmamas: olarak tammlianir
(Cabuslay ve ark., 2002; Bohnert ve ark., 1995).

Kuraklik ve yiiksek tuzluluk bitkilerin veriminde en ciddi hasan olugturan
kosullardir (Ward ve ark., 2003).

Kiitir bitkileri tuza cok hassastir; hayvan sivilarinda bulunan 0.15 M tuz
konsantrasyonu pek g¢ok kiltir bitkisi igin toksiktir. Giinimiizde tuzlanma
20 milyon hektardan fazla alanda verimli tanmi kisitlamaktadir. Bu
nedenle stres kosunanna direngli  bitkilerin  geligtiriimesi bitki



biyoteknolojisinin en ¢ok calisiimakta olan konularinin arasinda yer
almaktadir (Yoshida, 2002;Mansour ve Salama, 2004).

Yiiksek tuz kosullari cogu bitki icin koklerde dlsen su potansiyeliyle
hiperozmotik strese, ylikselen Na* konsantrasyonuyla da hiicresel igleviere
bozulmaya ve zorunlu iyon tagimasinda degisikliklere neden olur. Na* ,
Ca*?, Mg*?, K* gibi katyonlarin, CI', SO47?, HCOs, CO52, NO3?2, gibi
anyonlarin ve B, Sr, Li, Rb, Mo, Al gibi iyonlarin dengesini bozar (Hu ve
Schmidhalter, 1997).

Tuzlanma Tirkiye'de ozellikle kurak alanlarda ve sulamaya bagh tarimin
yapildigi bolgelerde ciddi bir sorundur. Patates erken gelisme safhalarinda,
tzellikle stolonlar gelismeden once tuza nispeten duyarhdir (Mass ve
Hoffman, 1977).

Diinyada ortalama yagisin 5 mm yada daha distik oldugu yerler vardir. Su
miktari seneden seneye degisirken global isinma nedeniyle gittikge
azalmaktadir. Bitkilerin kurakhk kogullarindaki verimi toplam mevcut su
miktarina ve bitkilerin suyu kullanma verimine baghdir. Patates yaz
aylarinda sulanmaya ihtiyag duyarken dzellikle ciceklenme agamasinda bu
ihtiyag artmaktadir. '

Bitkilerin ozmotik strese hassasiyeti ve tepkisi farkhlik gosterse de bitin
bitkilerde stresin algilanmasi, iletiimesi ve strese kargi tepki olusmasi igin
genetik kapasitenin bulundugu kabul edilmektedir. Ozmotik strese karsi
temel tepkiler tiim bitkilerde aynidir. Bu tepkiler Sekil 1 de 6zetlenmigtir.



Transkripsiyon Ozmolit Metabolit fyon

kontrolii biyosentezi dengesi emilimi

mRNA

kararlihg 0ZMOTIK lyon
] STRES — | taksimi

Protein Sinyal Membran fyon tecridi

devri yollan degisiklikleri

Sekil 1. Bitkilerin ozmotik strese tepkileri

Spesifik genlerin strese hassas ve strese toleransh bitkiler arasinda farkl
ifade edilmesi toleransin genetik kodlanmig mekanizmalar tarafindan
saglandigim gostermektedir. Bu genler onemli metabolik proteinlerin
Uretimiyle bitkileri tuz direnclilijine kars: korurken strese tepki igin sinyal

iletimini de diizenler.

Hicresel su yetersizligi hiicresel seviyede turgor basincinin diigmesine
sebep olur. Su stresine molekdler diizeydeki tepkilerin esas tetikleyicisi
_ plazma membranindaki ozmotik potansiyeldeki bir degigiklik olabilir.
Hicresel su yetersizliginin  algilanmasi muhtemelen biyokimyasal,
metabolik ve fizyolojik stres adaptasyonlarina sebep olmaktadir (Bajaj ve
ark., 1999).



Ozmotik strese tepki olarak ifade edilen genlerin Urinleri iki ana gruba
aynlmaktadir (Sekil 2). Birinci grup stres toleransinda go6rev alan
fonksiyonel proteinleri, ikinci grup ise strese tepki olusumunda gorev alan

diizenleyici proteinleri icermektedir.

0ZMOTIK STRES

’

SINYAL ALGILANMASI

|

SINYAL ILETIMI

|

GEN IFADESI

‘

GEN URUNLERI

FONKSIYONEL PROTEINLER DUZENLEYICI PROTEINLER

Su kanah Proteinleri Transkripsiyon faktorleri (DREB1A)

Ozmokoruyucu biyosentezi Protein kinazlar (MAPK, MAPKK)
anahtar enzimleri Fosfolipaziar

Saperonlar Fosfotazlar (kalsindrin)

LEA proteinleri
Detoksifikasyon enzimleri
(SOD, CAT)
Transportérler
(Na*/H" transportdr)

v

- STRES TOLERANSI STRES TEPKISI

Sekil 2. Ozmotik strese karsi molekdler tepkiler




Birinci gruptaki genler ve (rinleri ozmotik stres toleransinda gorev alirlar

ve sOyle Ozetlenebilirler:

a) Su kanah proteinleri (akuaporinler) membrandan su gegisinde rol
alirlar.  Stresten korunmak icin 6nemli mekanizmalardan biri su
gecirgenliginin diizenlenmesidir. Halofitik bitkilerden tuz stresinde
ifade seviyesi dedisen Mip genleri izole edilmistir. MIP proteinleri

bitki ve hayvan akuaporinlerine homologdur (Bohnert ve ark, 1995).
b) Prolin, sekerler, glisin-betain, sorbitol, gibi bazi ozmokoruyucularin
anahtar enzimleri grup I genlerinden sentezlenir. Hassas ve
toleransh bitkileri birbirinden ayiran en acik fark, toleransh bitkilerde
osmoprotektanlarin  yiksek akimilasyonudur. Hassas tlrlerde
osmoprotektan akiimilasyonu g¢ok daha kisithdir (Bohnert ve
Jensen, 1996).
Makromolekiilleri ve membranlan koruyan proteinler arasinda LEA
proteinleri, ozmotin, dehidrinler, antifriz proteinleri, saperonlar ve
mRNAya baglanan proteinler goérev almaktadir. Su vyetersizligi
durumunda bu proteinlerin ifadesi sikhkla artmaktadir (Bohnert ve
Jensen, 1996).
d) Tiol proteaz ve Clp proteaz gibi proteaziar grup I genlerinden

retilmektedir. Bu proteazlar ozmotik stres sirasinda protein
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devrinin saglanmasinda énemlidir.

e) SOD, katalaz, APX gibi detoksifikasyon enzimleri bitkinin hidroksil
radikallerini temizlemesi icin Onemlidir. Bitkilerin koétl cevresel
kosullardan zarar gérmesinin sebeplerinden biri siiperoksit, hidrojen
peroksit ve hidroksil radikalleri gibi toksik molekdiillerdir. Caligmalar
cesitli stres kosullan altinda Sod, Cat, ve Apx mRNA dizeylerinde
hizh yiikseligler oldugunu kamtlamistir (Inze ve Montagu, 1995).

f) Iyon emilimi ve taksimi kurak ve tuzlu ortamlarda hayati rol
oynamaktadir. Bunun sebebi her iki stres tarinin de iyon
homeostazinda bozulmaya sebep olmasidir (Bohnert ve ark., 1995).

i
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ikinci grup genler strese tepkide ve sinyal iletimi ile gen ifadesinin
diizenlenmesinde rol alirlar. Bunlar g6yledir:

a) MAPK, MAPKK, MAPKKK, CDPK gibi protein kinazlar

b) DREB1A, DREB1B gibi transkripsiyon faktorleri

¢) Fozfolipazlar; érnegin fozfolipaz C

d) Kalsinérin gibi fosfotaslar

Ozmotik strese toleransl bitkilerin gelistirilmesi icin mevcut yontemler

sunlardir:

1) Oksidatif stresle alakal genler: Hidroksil radikallerinin temizienmesi
aracihgiyla protein komplekslerinin ve membran yapilarinin  stabile
edilmesiyle hassas metabolik reaksiyonlarin korunmasi ozmotik stres
tolerans: icin 6nemli bir stratejidir. Inze ve Montagu’ya goére (1995),
bitkilerin kotii cevresel kosullardan zarar gbrme sebeplerinin basinda
reaktif oksijen tirlerinin agirt Gretimi hulunmaktadir. Reaktif oksijen tirleri
lipid peroksidasyonu yada protein ve nikleik asit modifikasyonlan ile

hasara neden olur.

2) Ozmokoruyucu biyosentezindeki anahtar enzimler: Pek ¢ok bitki
ozmotik strese karsi osmoprotektan akiimile ettiginden transgenik
bitkilerde metabolizma mihendisl igi yoluyla ozmokoruyucu miktarinin
arttirimasi tolerans igin Umit vaat edici stratejilerden biridir. Mannitol,
prolin, trehaloz, ve glisin-betain tretiminde rol alan anahtar enzimlerie
transforme edilmis bitkiler ozmotik strese tolerans gostermistir (Bajaj ve

ark., 1999).

3) LEA Proteinleri: LEA proteinleri normal sartlarda embryogenez sonunda
sentezlenmektedir. Hidrofilik olduklarindan dolayi bitki hiicrelerini ozmotik

‘stres sirasinda hasardan korurlar

11
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4) Diizenleyici Genler: Bu genlerin Urinleri gen ifadesini ve sinyal iletimini
dliizenlediklerinden, transgenik bitkilerde bu genlerin ifadesi pek gok stres

tolerans genini simultane aktive edebilir.

5) Iyon Homeostas Proteinleri: Tuz stresi varhdinda potasyum
kanallarindan sodyumun gecmesi nedeniyle iyon dengeleri bozulmaktadir.
Sitozolde yiiksek K'/Na' oraminin tutulabilmesi tuziu ortamda bitkilerin

blyltyebilmesi igin zorunluluktur.

6) Hormon Diizenleyici Genler: Bitki hormonu ABA ozmotik stres
varhiginda sinyal iletiminde rol almaktadir.

Ozmokoruyucular ve Prolin

Ozmotik stresle miicadele etmek igin pek gok organizmada ozmokoruyucu
sentezi ve akimilasyonu gbzlenmektedir. Bu, ozmotik basinci arttirmak
ve turgoru sabit tutup su emilimini sirdirebilmek igin yapilan batin
tepkilerden biridir. Bazi amino asitler (prolin, alanin, vs), baz
karbonhidratlar (trehaloz, gliserol, mannitol vs) ve poliaminler (spermin)
ozmokoruyucu olarak goérev  alir. Herhangi bir metabolitin
akiimulasyonunun taksonomik gruplara 6zgl olmamasi, ozmokoruyucu
akiimilasyonunun evrimsel olarak eski bir 6zellik oldugunu g&stermektedir
(Bohnert ve ark., 1995).

Ozmokoruyucular nétral pH'da ylkstzdirler. Hidrofilikdirler, bu da protein,
protein kompleksleri ve membranlarin yiizeylerinde su tutabileceklerini
gostermektedir. Bu sebeple ozmokoruyucular- membranlarin ve
proteinlerin dadimasini engeller ve onlarn stabilize eder. In vitro
deneylerde, ozmokoruyucularin yilksek konsantrasyonlarda iyonlarin
enzim aktivitesini inhibe etmesini engelledigi gdsterilmistir (Solomon ve
ark., 1994). Buna ek olarak ozmokoruyucular enzimlerin termal

12
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stabilitesini arttirmaktadir (Paleg ve ark., 1981). Ozmokoruyucular ayrica

oksijen radikallerinin temizienmesinde de rol alir (Bohnert ve Shan, 1998).

Prolin, ozmotik strese maruz kalan bitkilerde, 6zellikle tuz ve kuraklik
streslerinde, hayati bir rol oynar. Obakteri, protozoa, algler ve deniz
omurgasizian dahil olmak Uzere pek cok organizmada ozmokoruyucu
olarak goérev alir. Ozmotik stres sirasinda farkh organizmalarda prolin
akiimilasyonu Tablo 1 de Ozetlenmistir. Bitkilerde prolinin rold
ozmokoruyucu olmakla sinirlh dedildir. Prolin stres sonrasi enerji ve azot
kayna§ olarak da gorev almaktadir. Mitokondride prolin degredasyonu
direk olarak elecktron tasima sistemi ve ATP Gretimine baghdir (Samaras
ve ark., 1995). Prolin ayrica hidroksil radikallerini temizler (Smirnoff ve
Cumbes, 1989), ve fosfolipidlerle etkileserek membranlar korur (Rudolph
ve ark., 1986). Buna ek olarak prolin hiicresel redoks potansiyelini
tamponlar (Hare ve ark., 1998) ve stres sinyali olarak gérev alir
(Santarius, 1992).

13




Tablo 1. Ozmotik streste prolin akimulasyonu

Tir

Algae

Sticococcus bacillaris

Cift cenekliler
Mesembryanhemum
nodiflorum hiicre
stispansiyon kiltrd
Nicotiana tabaccum hiicre
slispansiyon kultiiri
Nicotiana sylvestris hiicre
si&spanSiyon kaltird
Nicotiana tabacum
yaprakian

Spinaca oleracea

Solanum tuberosum hlicre
stispansiyon kaltira
Lycopersicon  esculentum
hiicre stspansiyory kiltiri
Heliantus tuberosum
yumru dokusu

Arabidopsis thaliana
Medicago sativa kdki

Vicia faba

Glycine max yapragi

Tek cenekliler

Triticum aestivum: apeks
ve yapraklarn

Hordeumn Vulgare

Oryza sativa

Prolin artis misli

140

4.4

46

20

319

10.6

Stres kosulu
-1

1234 mosmol kg

400 mM NaCl

428 mM NacCl

150 mM NaCl

200 mM NaCl

-2 mPa
10 % PEG

25 % PEG

1.0 M sorbitol

120 mM NaCl

150 mM Nacl

2 giin kurakhk
200 mM NacCl

-3.6 mPa

-1.5 mPa
50 mM KClI

14



Bitkilerde prolinin roli ozmokoruyucu olmakla sinirli degildir. Prolin stres
sonrasi enerji ve azot kaynadi olarak da gérev almaktadir. Mitokondride
prolin degredasyonu direk olarak elecktron tasima sistemi ve ATP
uretimine baghdir (Samaras ve ark., 1995). Prolin ayrica hidroksil
radikallerini temizler (Smirnoff ve Cumbes, 1989), ve fosfolipidlerle
etkileserek membranlarn korur (Rudolph ve ark., 1986). Buna ek olarak
prolin hicresel redoks potansiyelini tamponlar (Hare ve ark., 1998) ve
stres sinyali olarak gérev alir (Santarius, 1992).

Bitkilerde prolin glutamat yada ornitinden baslayan iki alternatif yol ile
sentezlenir (Sekil 3). !¥C ile isaretlenmis yapitaslari kullanilarak
gergeklestirilen in vitro isaretleme deneyleri (Boggess ve ark., 1976;
Morris ve ark., 1969), [3C] ile isaretlenmis glutamat (Heyser ve ark.,
1989) ve NH./'>°NO;" (Rhodes ve Handa, 1989; Rhodes ve ark., 1986)
ozmotik stres esnasindaki prolin akiimilasyonunda glutamaitla baslayan
biyosentez yolunun kullanildigini ve ozmotik stresin prolin biyosentez
hizinda artisa sebep oldugunu gostermistir (Rhodes ve ark., 1986).
Glutamatla baglayan sentez vyolunun ilk enzimi olan A!l-pirolin-5-
karboksilat sentetaz (P5CS), anahtar enzimdir. Prolin biyosentezi P5CS
enziminin geribesleme inhibisyonu ile dizenlenmektedir (Zhang ve ark.,
1995).

Stres kogullarindaki bitkilerde prolin konsantrasyonundaki artis temel
olarak prolin biyosentezinin artmasina baghdir. Tuzla indiiklenen prolin
sentezi hizli degildir, prolin sentezi sadece hiicre hasar olusunca baslar
(Hanson ve ark., 1977; Delauney ve Verma, 1993).

Ozmotik strese tepki olarak akiimiile edilen prolinin biyosentezi glutamatla
baslar. Ozmotik stres prolin biyosentez hizini arttinr (Boggess ve ark.,
1976; Stewart, 1981; Rhodes ve ark., 1986; Rhodes ve Handa, 1989).
P5CS enziminin geni bitkilerde su yetersizlidi ile indiiklenir (Yoshiba ve
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ark., 1995), ve bu enzim prolin biyosentezindeki anahtar enzimdir
(Delauney ve Verma, 1993). Buna ek olarak prolin akimilasyonu
mitokondrial bir enzim olan prolin dehidrogenaz ile de kontrol
edilmektedir. Bu enzimin aktivitesinin tuz stresi esnasinda azaldigi
gosterilmistir (Stewart ve ark., 1977). Ozmotik stres kosullarinda prolin
akiimiilasyonu, prolinin protein biyosentezinde az kullammina ve artan
protein devrine de kismen bagh olabilir. (Boggess ve Stewart, 1981).

Ornitin-o-
C—o( aminotransferaz CoenC C—LC
| » | | | |
CNH> C CNH; C C C
/N /A \ A
NH, COOH O COOH N COOH
L-Ornitin a-keto-6-aminovalerat pP2C
Ornitin-6- P2C
minotransferaz rediiktaz
C P5CS C“"‘““C C—CP5CRC—™C
oond — ko d — L =L
COOHC C
e D VA
NH2 COOH m COOH OOH
L-Glutamik asit GSA P5C L-prolin

Sekil 3. Bitkilerde prolin biyosentezi

Prolin akiimilasyonunun bitkilerde kuraklik ve tuz stresine bagh oldugu ve
temel olarak de novo sentezden kaynaklandigi gosterilmigtir (Delauney ve
Verma, 1993). Prolin bir ozmokoruyucu oldugundan, genetik mihendisligi
ile elde edilmis prolini fazla Ureten bitkilerin ozmotolerans kazanacagi
distinilmektedir (Kishor ve ark., 1995). Prolin akiimilasyonunun artmasi
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ile ozmotolerans saglama denemeleri biyosentez anahtar enzimi P5CS ve

degredasyon anahtar enzimi PDH (zerinde yodunlasmaktadir.

Yapilan ilk cahigma mothbean P5CS geninin titin bitkisine transferidir
(Kishor ve ark., 1995). Transgenik bitkiler kontrol bitkilere gére daha fazla
enzim Uretmis ve 10-18 kat daha ¢ok prolin sentezlemistir. Prolin fazla
dretimi  kurakhk kosullarinda kd&k biyoagirhigini  ve g¢icek gelisimini

arttirmistir.

Daha sonra Zhu ve arkadaslari (1998) ayni geni ABA/stres indiklenen
promot6r kontrollinde geltik bitkisine transfer etmistir. Transgenik bitkiler
kontrol bitkilerin 2.5 misli prolin akimile etmis ve tuz ve kurakhk

kosullarinda biyoadirlik artisina sebep olmustur.

Eyidogan (2001) Arabidopsis thaliana P5CS (AtP5CS) genini CaMV35S
promotéri ve rubisko kiliglik altiinite promotéri kontroliinde tiitin
bitkilerin transfer etmis ve tuz ve kuraklhk kosullarina tolerans gézlemistir.

Sawahel ve Hassan (2002) Vigna aconitifolia P5CS (VacP5CS) genini
bugdaya transfer etmis ve prolin akiimilayonunun tuz toleransi sagladigini
gOstermigtir. Konstantinova ve ark. (2002) AtP5CS ve VacP5CS genleri ile
titlind transforme etmis ve soguda karsi tolerans goziemistir.

Alternatif bir yaklagim olarak Nanjo ve arkadaslar (1999) antisens cDNA
transformasyonu ile PDH ifadesini diisirmistiir. Transgenik Arabidopsis
thaliana bitkilerinde prolin degerleri kontrol bitkilerin normal kosullarda iki
misli, tuz kosullarinda ise (¢ misli olmustur. Transgenik bitkiler yiliksek tuz
toleransi gostermistir. Mani ve arkadaslari (2002) antisens AtPDH geni
kullanarak Arabidopsis bitkilerini transforme etmis ve %25 prolin artigi

gbzlemistir.
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Ca*? ve STO

Stres sinyallerinin gesitliligi g6z o©nlnde tutuldugunda pek cok farkh
algilayici oldugu dusintlmektedir. Ancak boyle bir algilayici henlz
belirlenememistir. Bir stres kogulu farkli zamanlarda, farkh yerlerde, farkh
sonucglar doguracak sekilde birden fazla mekanizmayr aktive
edebilmektedir. Bu bilgiler 1siginda sinyal iletim yollarinin birbirleri ile
etkiletisim halinde olduklart yada baglanti kurduklari, ayni elemanlan
kullanarak bir ag olusturduklar kabul edilmektedir.

Disiik sicaklik, kuraklik ve tuz streslerine kargi erken tepkilerden biri
sitoplazmik Ca*? degerlerinde gegici bir artistir (Knight, 2000; Sanders ve
ark., 1999). Kalsiyum konsantrasyonundaki dedisiklikler kendi basina
sinyal olarak gbrev alabilse de ek diizenleme kalsiyum baglanan proteinler
tarafindan yapilir. Bu proteinler arasinda kalmodilin, ve kalsiyum ile
diizenlenen protein kinazlar ve fosfatazlar bulunmaktadir.

Kalsiyum ile diizenlenen protein kinazlan bitkilere 6zgidir ve kalsiyum
sinyalinin iletilmesinde rol aldigi dusinilen en muhtemel adaylardir.
Kalmodulin okaryotlarda bulunan ve Ca*? ye baglanan bir protezndir,
Kalsiyuma baglanmasi halinde konformasyonel dedisiklik gegirir ve
enzimler, transkripsiyon faktorieri, iskelet proteinleri, ve membran
transportorlerinin aktivitesini dizenler.

Kalsinérin Ca*? ve kalmodiline bagh bir protein fosfatazdir ve Na* K", ve
Ca*™? homeostazini sadlar. Kalsinorinin olmadigi maya mutantlan Na* ve
Li* iyonlarina duyarhdir. Bu da sbz konusu katyonlara tolerans igin
kalsinoérinin diizenleyici bir molekiil olarak goérev aldiginin gostergesidir
(Nakamura ve ark., 1993; Mendoza ve ark., 1994; Haro ve ark., 1991).
Ayrica kalsinorin Na*ve Ca*?ATPazlan ve hicre duvan B-1,3, glucan
sentaz geninin indiiklenmesini saglar (Matheos ve ark., 1997).

18



.

S

1996 yilinda Lippuner’in aragtirma grubu tuza duyarl kalsin6rin mutanti
mayalar ve Arabidopsis cDNAlarindan olusan bir maya-Escherichia coli
mekik vektori kullanarak bu mayalarda tuz tolaransi saglayan
Arabidopsis cDNA klonlarini bulmustur. Bu yéntem iki genin kesfedilmesini
saglamistir; sto ve stz . STO ve STZnin kalsinorine dizilim benzerligi
gostermemesi tuz toleransinda kalsinorinin yerine gorev almadikiarini
gostermektedir. Kalsindrin  mutanti  mayalarda STO kalsindrin ile
diizenlenen tim fenotiplerin yerine gelmesini saglarken STZ sadece Na* ve
Lit duyarlihgini ortadan kaldirmistir. Deneyler STO ve STZnin mutant
maya hiicrelerinde sadece tuz kogulunda normal mayalardan daha yuiksek
biiyiime saglanmasina sebep oldugunu gbstermistir.

STO 27.6 kDluk ve 249 amino asitten olugan hidrofilik bir proteindir. Yapi
olarak c¢iceklenmede rol alan Arabidopsis CONSTANS proteinine
benzemektedir. CONSTANS proteininde iki GATA1 benzeri ¢inko parmak
yapisi tekrari bulunmaktadir ve STO bu yapilar bakimindan CONSTANS ile
biiyiik benzerlik géstermektedir (Putterill ve ark., 1995).

Southern Blot analizlerine gbre Arabidopsisde bir adet sto geni
bulunmaktadir. NaCl ile muamele edilmis ve kontrol Arabidopsis
bitkilerinde Northern Blot analizi sto mRNA diizeyinin NaCl kogullarinin
artmasindan etkilenmedigi gozlenmigtir (Lippuner ve ark., 1996).
Arabidopsis bitkisinde ayrica sto-benzeri bir gen, celtikte ise sto-benzeri
en az iki gen oldugu bilinmektedir. STO mayalarda ve bitkilerde conzorve
edilmis bir tuz tolerans mekanizmasi elemant olabilir (Takatsuji, 1998).

STO, COP1 ile etkilesir . COP1 mayada Ca*? sinyallerini modile eden
muhtemel bir transkripsiyon faktéridir. Isiga has sinyal yollarinda,
patojen enfeksiyonunda, hipoksiya ve gelisim programlarinda rol alir. EGer
COP1-STO etkilesimi STO degredasyonuna sebep olursa, COP1in kalsiyum
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ilikili transkripsiyonu nasil module ettigi ile ilgili bilgi edinilebilir (Holm ve
ark., 2001).

Arabidopsis bitkisinde STZ TFIII-A tipi ¢inko parmak ailesine aittir. Tuz ile
muamele edilen bitkilerde stz ifadesi artmaktadir. Dolayisiyla, S1Z
muhtemelen transkripsiyon regilasyonunda direk rol almaktadir ve tuz
toleransinda rol oynadidi kanitlanmig ilk o©karyotik transkripsiyon

faktorudir.

Sto ve stz genlerinin ifade edilmesi  kalsin6rin mutanti ve normal
mayalarda tuz toleransini arttirmistir. Maya ve bitkiler arasinda tuz tepkisi
ve tuz duyarl basamaklar benzerlik gosterdiginden Lippuner ve
arkadaslart (1996) sto ve stz genlerinin fazla Giretiminin bitkilerde tuz
tolaransini arttirmak igin muhtemel bir yontem oldugunu sdylemektedir.

Daha sonra, Selguk '(2004) Arabidopsis sto genini Arabidopsis thaliana ve
tiitiin transformasyonu igin klonlamistir. Transgenik tatin bitkilerinde tuz
stresine tolerans gozlenirken transgenik Arabidopsis bitkilerinde herhangi
bir avantaj gézlenmemistir. Ancak sto geninin antisens ifadesi Arabidopsis

bitkilerinin normal kosullarda germinasyonunu disltrmuigtar.

Amag

Bu g¢alismanin amaci tuz ve kuraklik stresine toleransli transgenik patates
bitkilerinin geligtiriimesidir. Bu amacla bitkilerde prolin biyosentezinde
anahtar enzim olan P5CS enziminin geni ve kalsiyum sinyal iletim
yollarinda gorevi oldugu dusinilen sto geninin transferi ve elde edilen

bitkilerin osmotik stres direngleri arastiriimigtir.
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GEREC VE YONTEMLER
Patates Ana Kiiltiiriiniin Kurulmasi |

Ausonia cinsi patates yumrulari oda sicakhginda iki ay muhafaza edilmis,
yumrulardan olusan filizler yiizey sterilizasyonunu takiben MS (Murashige
ve Skoog, 1962) bazh (MS0) (Ek 1) steril ortamlara transfer edilmis,
24+1 °C sicakhkta, 16 saat/8 saat aydinhk/ karanhk 15tk déngisi saglayan
bitki odasinda blylmeye birakilmistir. Bitkiler ~ dort haftalik dizenli

araliklarla altkiltiire alimip amplifiye edilmigtir.
P5CS Geni icin Yapilan Caligmalar
Bakteri Transformasyon Gahismalari

Plazmid vekté’ur%erininﬂ (Ek 2) amplifikasyonu icin competan E.coli DH5a
hiicreleri Inoue ve arkadaglarinin (1990) ydntemiyle hazirlanmistir. E.coli
transformasyonu ist soku ile gergeklestirilmistir. Transformasyon sonrasi
bakteriler secici LB (100 mg/L Kanamisin) ortamlarina ekilmis, pozitif
koloniler secilmigtir. Bu kolonilerden Nucleospin Plazmid kiti kullanilarak
(Macherey Nagel, Almanya) plazmid izolasyonu yapiimigtir. Plazmidin saf
ve biitiin olarak elde edildigi agaroz jel elektroporez (%0.6 agam; jeli,
TBE tampon ¢ozeltisi ile hazirlanmis, 70 V akim ile yuratalmuasgtar)

yontemiyle dogrulanmigtir.

Bitki transformasyonunda kullanimak Gzere secilmis olan Agrobacterium
tumefaciens EHA105 hiicreleri elektrokompetan  hale getirilmistir.
Elektrocompetan hiicreler ve 1-2 ng plazmid kanstinimis, 4° C sicakhkta,
6 ms siireyle 16.7 kV/cm elektrik alani uygulanarak BIORAD Gene Pulser
ile elektroporasyon gergeklestirilmigtir. Bakteri hiicreleri segici YM (100
mg/L Kanamisin) ortamlarinda blyitilis, pozitif koloniler segcilmistir.
Pozitif kolonilerden direk PZR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu) yapimistir.
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Sivi ortamda uygun antibiyotikler varhdginda (20 mg/L Rifampicin, 100
mg/L Kanamisin) biiyGtilen Agrobacterium hiicreleri PZR igin DNA kaynadi
olarak kullanilmistir. 3 pL sivi kdltir, 20 pmol spesifik primer, 0.2 mM
dNTP karnigimi, 2.5 pL Taq Polimeraz reaksiyon tamponu, 1 pL MgCl,, 2
{inite Taq Polimeraz iceren ana kiltur ile kanstinimis ve toplam hacim 25
UL olacak sekilde dH,O ile tamamlanmistir. PZR kosullari Tablo 1 de

verilmigtir.

Tablo 2. P5CS geni igin PZR kosullar

95 °C 5 dak

95 °C 1 dak B

50 °C 45 sn 25 dongi
72 °C 30 sn ]

72 °C 5 dak

PZR sonuglar TBE ile hazirlanmis %0.8 agaroz jelde 70 V akim
uygulanarak analiz edilmigtir.

Bitki Transformasyon Calismalari

Ana kiiltirdeki patates fidelerin yaprak ve gdvde pargacikiari Deélock’un
(1988) yéntemiyle transforme edilmistir. Uygun antibiyotikler varhidinda
biyutiilen Agrobacterium hicreleri ODsgs 0.6-0.8 arasinda oldugunda
transformasyon igin uygun hale gelmektedir. Dort haftalik fidelerden
toplanan yapraklar ortadan ikiye bdlinerek, gbvdeler ise 1 cm
uzunlugunda pargalara ayrilarak eksplantlar hazirlanmigtir. 10 eksplant 10
mL sivi MS (Ek1) iceren ortama koyulmus, 30 uL Agrobacterium eklenerek
bitki odasinda 2 giin siire ile 50 rpm de sallanarak kokaltivasyona
birakilmistir. Daha sonra eksplantlar 800 mg/L Augmentin igeren sivi MS
icerisinde 3.5-4 saat 100 rpm de sallanarak yikanmis, kaba filtre Gzerinde
kurutulmus ve Agrobacterium hiicreleri elemine edilmigtir. Eksplantlar
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secici MS4 (Ek1l) ortamina transfer edilmistir. Bitki odasinda buyitilen

eksplantlarin ortamlar 10 gunlik sirelerle tazelenmigtir.

Sistemin seleksiyon ve rejenerasyon potansiyellerini test etmek amaciyla
her set transformasyon deneyine (-) ve (+) kontroller eklenmistir. Kontrol
eksplantlan diger eksplantlarla ayni muamelelere maruz birakilmis, ancak
Agrobacterium eklenmemigtir. (-) kontrol eksplantlarinda 4 hafta iginde
nekroz gozlenirken (+) kontrol eksplantlarinda transgenik eksplantlarla

paralel rejenerasyon olmustur.

Kallus olusumunun ardindan eksplantlar MS6 (Ek 1) ortamina transfer
edilmis ve 4-6 hafta sire ile kallus gelisimi ve gdvde olugumu icin inkibe
edilmigtir. Gévde olusumunun ardindan eksplantlar MS8 ortamina transfer

~edilmig ve kok gelisimi icin birakilmigtir. Gelisen govdeler izolasyon igin

yeterli uzuniuga eristiginde kalluslardan ayrilarak segici MSO ortamlarinda

kék olusumuna birakilmigtir.
Transgenik Bitkilerin Analizleri

Elde edilen 88 hat transgenik hat bitkide prolin analizi yapilmisg (Bates ve
ark. 1973), en fazla prolin akimdle eden 10 hat transgenik bitki segilmis

ve calismalara bu hatlarla devam edilmistir.

Bu 10 hat transgenik bitkide transfer edilen genin varhgini ispatlamak
amaciyla DNA izolasyonu yapilmis (Nucleospin Bitki DNA Izolsayon Kiti,
Macherey Nagel, Almanya), P5CS geni icin PZR (kosullar Tablo 2 de
verildigi gibidir) yapiimigtir. PZR icin 200-500 ng bitki DNAsi kullanimstir.
Sonuglar TBE tamponunda hazirlanmis % 0.8 agaroz jelde yuritiimagtar.
Sonuglar P5CS genini transferini dogrular niteliktedir.
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Daha sonra bu transgenik hatlar farkh tuz konsantrasyonlann (0 mM, 50
mM, 100 mM, 200 mM) iceren MSO ortamlarina altkdltir edilmis bitkilerin
tuz toleransi fizyolojik ve biyokimyasal testler ile analiz edilmigtir.

Sto Geni icin Yapilan Calismalar
Bakteri Transformasyon Calismalan

E.coli hicreleri iginde bulunan pPCVB-STO (Ek 2) plazmidinin
Agrobacterium tumefaciens EHA105 hiicrelerine transferi igin miniprep
izolasyonu ile pPCVB-STO plazmidi izole edilmis, iki farkli yontem ile saf
plazmidin A.tumefaciens EHA105 hicrelerine transferi denenmigtir.

ilk olarak Van Haute ve arkadaslarinin (1983) triparental mating yontemi
denenmistir. 1Ilgili plazmid vektérinii tasiyan E.coli susu, bos A.
tumefaciens EHA105 susu, ve yardimc E.coli susu kanstinimig, segici
ortamda (100 mg/L Ampisilin) blyGtiilmistir. Sistemin kontrolii amaciyla
A. tumefaciens ve yardimci E.coli susunun karistinlmig, segici olmayan
ortama ekilerek (+) kontroller, secgici ortama ekilerek (-) kontroller
eklenmistir. Bu deneylerin sonunda PZR gergeklestirilmigtir,

Daha sonra direk transformasyon yonteminin kullaniimasi hedeflenmistir.
Bu amagla CaCl, kullanilarak kompetan A. tumefaciens EHA105 hucreleri
hazirlanmis, i1si soku yontemi ile transformasyon yapilmistir. Sistemin
kontrolii amaciyla ekienen (+) ve (-) kontrollerde blylime gbézlenmisg, 35S
promotoériine spesifik primerlerle PZR yapimigtir.

Bitki Transformasyon Calismalan

Bitki transformasyon ¢alismalann P5CS geni igin tarif edildigi gibi
yapilmistir. Bitki segici markdér olarak PPT (2 mg/L) kullantimigtir.
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BULGULAR VE TARTISMA

Patates Ana Kiiltiiriiniin Kurulmasi

Bitki transformasyonu ve stres uygulamasi cahgmalan icin gerekli
materyalin saglanabilmesi amaciyla patates ana kiltard kurulmugtur.

Kiiltiran kurulmasi Sekil 4 de gosterilmistir.

Sekil 4. Patates ana kdltarindn kurulmasi. A- Yumrularda olugan filizler,
B- Yiizey sterilizasyonu igin toplanmig filizier, C- MS0O ortaminda bayumeye
birakilmig bir filiz, D- Altkaitar asamasinda bir patates bitkisi
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P5CS Geni icin Yapilan Calismalar
Bakteri Transformasyon Cahismalan

Elimizde saf olarak bulunan pR2-pl ve pR8-pl plazmid vektorleri (Ek 2)
énce E.coli DH5a hiicrelerine aktanimig, amplifikasyonu takiben plazmid
izolasyonu yapilimistir. Daha sonra bu plazmidler A. tumefaciens EHA105
hiicrelerine aktarimis ve bakteriler bitki transformasyonu igin
kullanilmistir. Yapilan analizler Agrobacterium hicrelerinin pR2-p1 ve pR8-
p1 plazmidleri ile transforme oldugunu dogrular niteliktedir (Sekil 5).

Sekil 5. Agrobacterium hiicreleriyle yapilan PZR sonuglari. (A), (B), (C)
A.tumefaciens EHA105::pR2-p1 bakterisinden PZR sonucu, (D) saf
plazmid pR2-p1lin PZR sonucu, (E) PstI markord, (F) saf plazmid pR8-plin
PZR sonucu, (G), (H) A.tumefaciens EHA105::pR8-pl bakterisinin PZR
sonucu
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Bitki Transformasyon Cahismalan

Projenih' sonraki asamalarinda itk kissmda elde ettigimiz Agrobacterium
suslant  kullanilarak bitki transformasyon caligmalart  yapimigtir.
Eksplantlardaki kallus ve gbvde olusumu Sekil 6 ve Sekil 7 de
gosterilmistir. Govdeler yeterli uzuniuéa' ulastiklarinda kalluslardan
aynimis, kok olusumu icin secici ortamlara alinmigtir (Sekil 8).

pR2-p1 ve pR8-pl plazmid vektorleri kullaniiarak yapilan transformasyon-
rejenerasyon calismalannin sonuclari Tablo 3 ve Tablo 4 de verilmigtir.

Tabio 3. Eksp!antlarda kallus olusturma ylzdeleri

% 48.8 %26.6
%71.1 % 57.0 % 77.0 % 0.0

Tablo 4. Kalluslarda gijvde olusturma yizdeleri

(+) kontrol (-) kontrol
% 0.0

Eksplant tipi-
Yaprak '
parga51
Govde

parcasi

thl (-) kontrol
Yaprak % 46.6 % 14.6 %72.7 %0.0
pargasi |

Govde % 18.6 % 6.7 % 64.3 % 0.0
pargasi
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