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ONSOZ

Abiyotik stres faktorleri diinya genelinde oldugu kadar iilkemiz tarim alanlarinda da
iiretimi olumsuz yonde etkileyen faktorlerin basinda yer almaktadir. Bitkilerde abiyotik
streslere kars1 molekiiler kontrol mekanizmalar1 stresle ilgili baz1 genlerin
aktivasyonuna ve regiilasyonuna dayanmaktadir. Bu mekanizmalarin tamimlanmasi

kiiltiir bitkilerin gelistirilmesinde 6nemli bir rol oynayacaktir.

Son zamanlarda strese kars1 dayamklh bitkilerin gelistirilmesinde TPS genine olan ilgi
artmistir. Bu projede, iilkemizde ekimi yapilan, tuza ve kurakhga dayanikh oldugu
bilinen Bayraktar ekmeklik bugday cesidinden TPS geninin izolasyonu yapilmis ve tuz
ve kuraklik stresi kosullarinda genin ifadesindeki degisime bakilmistir. Bugdaydan izole
edilen bu genin abiyotik strese direncli, iilkemize 6zgiin Kkiiltiir bitkilerinin
gelistirilmesinde kullanilmasi planlanmaktadir. Buna yonelik olarak
laboratuarlarimizda doku Kkiiltiirii, transformasyon ve rejenerasyon sistemleri
mevcuttur. iyilestirilmis kiiltiir bitkilerinin tarim alaninda verim artisin1 onemli

seviyede yiikseltecegi diisiiniilmektedir.

Literatiirde, bugday TPS geninin izolasyonuna ve gen ifadesine yonelik heniiz bir
calismaya rastlanmadigindan bu arastirmanin literatiirdeki onemli bir boslugu

dolduracag goriilmektedir.

Bu calismanin gerceklesmesinde gerekli finansmani saglayan Tiirkiye Bilimsel ve

Teknolojik Arastirma Kurumuna tesekkiirlerimizi sunuyoruz.

Prof. Dr. Meral YUCEL
0.D.T.U. Biyolojik Bilimler Boliimii
ANKARA
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OZET

Trehaloz, iki glikoz iinitesinden olusan indirgemeyen bir disakkarittir. Bu disakkarit,
depo karbonhidrati ve cesitli streslere karsi koruyucu madde olarak bakterilerden
omurgasiz hayvanlara kadar bircok organizmada bulunur. Trehaloz biyosentezinde
Trehaloz-6-fosfat sentaz (TPS) ve trehaloz-6-fosfat fosfataz (TPP) enzimleri rol

oynamaktadir.

Bitkilerde trehalozun ozmoprotektant madde olabilecegini gosteren ¢alismalar
mevcuttur. Son zamanlarda abiyotik stres etmenlerine kars1 dayamkh transgenik
bitkiler olusturulmasinda trehaloz biyosentezi izyoluna olan ilgi artmistir. TPS geninin

bitkilerde asir1 ifadesinin stres toleransini gelistirdigi gozlenmistir.

Bu calismada kurakhga dayanikh oldugu bilinen yerel ekmeklik (T. aestivum) bugday
cesitlerimizden biri olan Bayraktar kullanilmistir. Proje kapsaminda bugday TPS
genine ait tam uzunlukta cDNA dizisi RACE (Rapid Amplification of cDNA Ends)
yontemi kullanilarak belirlendi. Bu dizi i¢cin acik okuma boélgesi (ORF) 2508 bp olarak
bulunmustur. NCBI veritabam1 kullamilarak tblastx analizi yapildiginda dizinin
Arabidopsis thaliana, Solanum lycopersicum, Selaginella lepidophylla bitkilerindeki TPS
geni ile benzerlik gosterdigi goriilmiistiir. Daha sonra RT-PZR ile TPS geninin ifadesine
kok ve govde dokusunda tuz ve kurakhk stresi altinda 1, 2, 4 ve 12 saat zaman
noktalarinda bakilmustir. Bitkilere kurakhk stresi icin %20 PEG, tuz stresi icin ise
250mM NaCl iceren sivi ortam uygulanmistir. Kok dokusunda tuz ve kurakhk stresi
altinda genin ifadesinde artisa rastlanmstir. Yaprak dokusunda ise belirgin bir artis

gozlenmemistir.
Literatiirde, Bugday TPS genine ait heniiz bir ¢calismaya rastlanmamistir. Dolayisiyla,
projeden elde edilen bulgular literatiirde bugday TPS genine ait ilk molekiiler ¢calisma

ornegini olusturmaktadir.

Anahtar kelimeler: bugday, TPS, kuraklk, tuz stresi



ABSTRACT

Trehalose is a non-reducing disaccharide sugar that is made up of two glucose units. It
occurs in a large variety of microorganism and invertebrate animals where it functions
as a storage carbohydrate and as a protectant against various stresses. Trehalose is
catalyzed by trehalose-6-phosphate synthase (TPS) and trehalose-6-phosphate
phosphatase (TPP).

Osmoprotectant role of trehalose has been shown in some plants. In recent years, there
has been a growing interest in trehalose metabolism as a means of engineering stress

tolerance in plants. Overexpression of TPS in some plants improved stress tolerance.

In this project, Bayraktar bread wheat (T. aestivum) cultivar was used. Firstly, cDNA
sequence of wheat TPS gene was determined by RACE (Rapid Amplification of cDNA
Ends). Open reading frame (ORF) of the sequence was found to be 2508 bp. When this
sequence was analyzed with tblastx, it was seen that this sequence showed similarity
with other plants TPS genes such as Arabidopsis thaliana, Solanum lycopersicum,
Selaginella lepidophylla. Then, the expression of the gene under normal and salt and
drought stresses was examined in root and shoot tissues at the time point of 0, 1, 2, 4 and
12h by RT-PCR. For salt and drought stresses, the seedlings were supplemented with
250 mM NaCl and 20% PEG solutions respectively. In root tissue, expression of TPS
increased under salt and drought stresses whereas in leaf tissue, expression of gene did

not change.

Until now, there has been no known literature data about wheat TPS gene. These

findings constitute the first molecular study for wheat TPS gene in literature.

Keywords: wheat, TPS, drought, salt stress



1. GIRIS

Trehaloz, iki gliikoz iinitesinden olusan indirgemeyen bir disakkarittir. Mayada ve E.
coli’ de trehaloz biyosentezini Trehaloz-6-fosfat sentaz (TPS) ve trehaloz-6-fosfat
fosfataz (TPP) enzimleri katalizler. Bu disakkarit, depo karbonhidrati ve ¢esitli streslere
kars1 koruyucu madde olarak bakterilerden omurgasiz hayvanlara kadar bircok
organizmada bulunur. Bazi bitkilerde trehalozun varhgi GC-MS ile gosterilmistir.
Arabidopsis thaliana ve Selaginella lepidophylla bitkilerinde trehaloz biyosentezi ile ilgili
genler bulunmustur. Bu bulgular trehaloz biyosentezinin bitkilerde de yaygin oldugunu

gostermistir.

Bitkilerde trehalozun ozmoprotektant madde olabilecegini gosteren c¢ahismalar
mevcuttur. Onceki cahsmamizda kurakhk stresi altinda bugday fidelerinde hem
trehaloz birikiminin hem de TPS enzim aktivitesinin arttigi gosterilmistir. Son
zamanlarda strese karsi dayamkh transgenik bitkiler olusturmak icin trehaloz
metabolizmasina ilgi artmistir. TPS geninin bitkilerde asir1 ifadesinin stres toleransini

gelistirdigi gozlenmistir.

Bu projede, iilkemizde ekimi yapilan Bayraktar ekmeklik bugday cesidinden (T.
aestivum)TPS geninin izolasyonunun yapilmasi ve genin ifadesindeki degisime tuz ve

kuraklik stresi kosullarinda bakilmas1 ama¢lanmstir.

Proje kapsaminda. bugday TPS genine ait tam uzunlukta ¢cDNA dizisi RACE (Rapid
Amplification of cDNA Ends) yontemi kullanilarak belirlenmistir. Daha sonra RT-PZR
yontemleri ile genin ifadesi normal ve tuz ve kuraklik stresleri altinda tayin edilmistir.
Yaprak dokusunda genin ifadesinde herhangi bir degisiklige rastlanmamstir. Kok

dokusunda tuz ve kuraklik stresleri altinda genin ifadesinde artis gozlenmistir.

Literatiirde, Bugday TPS genine ait heniiz bir ¢calismaya rastlanmamstir. Dolayisiyla,
projede elde edilen veriler literatiirde bugday TPS genine ait ilk molekiiler calisma

ornegini olusturmaktadir.



2. GENEL BILGILER

Trehaloz, iki gliikoz iinitesinden olusan indirgemeyen bir disakkarittir (Elbein, 1974).
Bu disakkarit, enerji kaynagi ve ozmoprotektant olarak bakterilerden omurgasiz

hayvanlara kadar bircok organizmada bulunur (Crowe ve ark., 1984).

CH_OH
o
H/H H
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Sekil 2.1 Trehalozun kimyasal yapisi

Bugiine kadar trehaloz biyosentezi i¢in 5 farkh izyolu bulunmustur. Bitkilerde trehaloz
biyosentezinde OtsA-OtsB izyolu oldugu gozlenmistir. Bu izyolunda Trehaloz-6-fosfat
sentaz (TPS) ve Trehaloz-6-fosfat fosfataz (TPP) enzimleri rol oynamaktadir (Avonce ve
ark., 2006).

UDP-glucose + glucose-6-P —— trehalose-6-P —— trehalose
TPS TPP

Sekil 2.2 Bitkilerde Trehaloz Sentezi

Bitkilerde trehalozun varhg Arabidopsis, bugday ve patateste GC-MS (Gaz
Kromatografi/Kiitle Spektrometresi) ile tespit edilmistir (El-Bashiti ve ark., 2005; Vogel
ve ark., 2001; Roessner ve ark., 2000). Trehaloz-6-P sentaz geni, Arabidopsis thaliana
(AtTPS1), Selaginella lepidophylla (SITPSI), Ginkgo biloba (GbTPS), Solanum

lycopersicum (SITPS) ve pamuktan klonlanmustir (Blazquez ve ark., 1998; Zentella ve



ark., 1999; Wu ve ark., 2006; Lunn, 2007; Kosmas ve ark., 2006 ). ATPS1 geninin
Arabidopsis thaliana’nin bir¢cok dokusunda ifade edildigi goriilmiistiir (Blazquez ve ark.,
1998). Arabidopsis genomu TIGR veritabam kullanilarak incelendiginde 11 tane TPS
homologu bulunmustur (Leyman ve ark, 2001). Trehaloz-6-fosfat fosfataz geni
Arabidopsis thaliana (AtTPPA ve AtTPPB) ve tiitiinden (NtTPPL) klonlanmustir (Vogel ve
ark., 1998; Yu-Jun ve ark., 2005). Bu bulgular bitkilerin trehalozu sentezleyebildigini

gostermektedir.

Mevcut literatiir bilgisi incelendig@inde bitkilerde trehalozun ozmoprotektant
olabilecegini gosteren calismalar goriilmektedir. Piring fideleri trehaloz iceren ortamda
biiyiitiildiiklerinde tuz stresine dayamikhi hale geldigi gozlenmistir (Garcia ve ark.,
1997). Onceki ¢cahsmamizda, kuraklik stresi alinda Tosun ve Cakmak ekmeklik bugday
cesitlerinde biyokimyasal calismalar sonucunda hem trehaloz birikiminin hem de TPS
enzim aktivitesinin arttigi gosterilmistir (EIl-Bashiti ve ark., 2005). Bu sonuclar stres

kosullarinda trehaloz biyosentezinin 6nemini gostermektedir.

Son zamanlarda abiyotik stres etmenlerine karsi dayamikhh transgenik bitkiler
olusturulmasinda trehaloz biyosentez izyoluna olan ilgi artmstir. Tiitiin, patates,
domates pirin¢ bitkilerine E. coli’nin ve Saccharomyces cerevisiae’mmm TPS geni
aktarilmistir. Bu bitkilerin ozellikle kurakhik stresine kars1 dayanikh hale geldikleri ve
fotosentez kapasitelerinde artis oldugu gozlenmistir (Holmstréom ve ark., 1996; Romero
ve ark., 2001; Pilon-Smits ve ark., 1998; Almeida ve ark., 2005; Zhang ve ark., 2005;
Pellny ve ark., 2004; Jang ve ark., 2003; Garg ve ark., 2002; Yeo ve ark., 2000; Kwon ve
ark., 2004; Avonce ve ark., 2004).

Bu projede, iilkemizde ekimi yapilan, tuza ve kurakhga dayamkh oldugu bilinen
Bayraktar ekmeklik bugday cesidinden TPS geninin izolasyonunun yapilmasi ve tuz ve

kuraklik stresi kosullarinda genin ifadesindeki degisime bakilmas1 amaclanmistir.



Tablo 2.1 Literatiire yansims olan trehaloz biyosentez izyolundaki genlerin transgenik
bitkilerdeki ifadesi ile iligili calismalar

Hedef Orijin Kullaml | Etkiler Kaynaklar
Bitkiler an Gen
Titiin Maya TPS1 Kurakhk Holmstrom ve ark., 1996
Toleransi, Romero ve ark 2001
Tiitiin E.coli OtsA Kurakhk Pilon-Smits ve ark 1998
(TPS) toleransi
Tiitiin Arabidopsis TPS Kurakhk Almeida ve ark., 2005
thaliana toleransi
Tiitiin Grifola frondosa TPS Tuz ve Zhang ve ark., 2005
kurakhk
toleransi
Piring E. coli OtsA fotosentez Pellny ve ark., 2004
kapasitesind
e artiy
Piring E. coli TPSP Kurakhk, Jang ve ark.,2003
fiizyon tuz ve soguk | Garg ve ark., 2002
geni stresi
toleransi,
trehaloz
birikimi
Patates Maya TPS1 Kurakhk Yeo ve ark., 2000
toleransi
Patates Zygosaccharomyce | TPS Kurakhk Kwon ve ark., 2004
S rouxii TPP toleransi
Arabidopsis | Arabidopsis TPS Kurakhk Avonce ve ark., 2004
thaliana thaliana toleransi
Domates maya TPS Kuraklk, Cortina ve ark., 2005

tuz toleransi




3. GEREC VE YONTEMLER

3.1. Bitkilerin vetistirilmesi ve kuraklhik ve tuz stresinin verilmesi

Bu cahsmada Tarim ve Koy Isleri Bakanhg tarafindan kurakhga dayamkl oldugu
belirlenen Bayraktar bugday cesidi kullanilmistir. Bitkiler sivi ortaminda 2 Hoagland
Soliisyonu verilerek iklim odasinda 25°C’de 16/8 saat isik/karanhk ortaminda

bilyutillmiistiir.

Tuz ve kurakhk stresi 8 giin biiyiitiilmiis fidelere 1, 2, 4 ve 12 saat uygulanmstir.
Kuraklik stresi uygulanacak fidelere %20 PEG 6000 (Polyethylene Glycol) iceren
Hoagland Soliisyonu verilmistir. Tuz stresi ise fidelere 250mM NaCl i¢eren Hoagland
Soliisyonu verilerek uygulanmistir. Bu bitkilerden kok ve govde ornekleri toplanmus,
sivi nitrojen ile dondurulmus ve ileride kullamilmak iizere derin dondurucuda (-80°C)

muhafaza edilmistir.

3.2. Bugday TPS geninin izolasyonu

3.2.1 Total RNA izolasyonu

Total RNA izolasyonu i¢in Trizol yontemi kullamlmistir. 1k olarak 0.1 g yaprak ya da
kok dokusu sivi nitrojen ile ogiitiiliip, iizerine 1 mL Trizol eklenmistir. Bu karisim 10
dakika karnistirildiktan sonra 5 dakika sentrifiij (mini sogutmalh MPW-65R) edilip,
supernatant almp iistiine 200 pl kloroform eklenmistir. Bu karigim 4° de 15 dakika
sentrifiij edilip ust faz alinmistir. Bu faza yine 200 pl kloroform eklenmis ve 5 dakika
sentrifiij yapilmustir. Ust faz ahinarak iistiine 1 hacim isopropanol eklenip 10 dakika oda
sicakhi@inda bekletilip, akabinde 15 dakika sentrifiij edilmistir. Daha sonra supernatant
atilip, pellet %75 ETOH ile yikanip 5 dakika sentrifiij edilmistir. Yikanan pellet daha
sonra 10 dakika oda sicakhiginda kurutulup iizerine 40 pl DEPC-H,0 eklenip, pelletin
coziilmesi icin 15 dakika 65° de inkiibe edilmistir.



Elde edilen total RNA orneklerinin derisimi spektrofotometrik yontemle 260 nm de
okunarak bakilmustir. Total RNA miktarimin derisimi asagidaki formiille

hesaplanmistir:

Total RNA (ng/ pL) = A260 x seyreltme katsayisi x 0,04 pg/pL.

Total RNA’nin kalitesi ise agaroz jel elektroforez ile belirlenmistir.

3.2.2 DNasel muamelesi

RT-PCR deneylerine baslamadan once total RNA o6rneklerinin icerisinde olabilecek
genomik DNA parcaciklar1 Dnasel (Fermentas) ile 37° de 30 dakika muamele edilerek
uzaklastirilmistir. Bu reaksiyonda 1pg total RNA i¢in 1pL Dnase (1u/ pL) kullamilmstir.

Reaksiyona daha sonra EDTA eklenerek 68° de DNasel aktivitesi durdurulmustur.

3.2.3 cDNA sentezi

c¢cDNA sentezi icin Revert Aid ¢cDNA Synthesis kiti (Fermentas) kullanilmistir. Bu
reaksiyonun her asamasi Techne PZR cihazinda yapilmistir. Reaksiyonun ilk
asamasinda 1 pg total RNA ile 1 pl oligo(dT)ys primer (0.5 pg/pl) karistirllarak 70°C de 5
dakika inkiibe edilir. Daha sonra bu karisima 4pl 5x Reaksiyon tamponu, 1pl RiboLock
Ribonuclease Inhibitor (20 u/pl) ve 2 pl 10 mM dNTP mix eklenerek 37°C de 5 dakika
bekletilir. Bu karisima 1 pl RevertAid M-MuLV Reverse Transcriptase (200 u/pl) ilave
eilerek 1 saat 42°C tutulur. Reaksiyon 70°C de 10 dakika sitilarak durdurulur.

3.2.4 Dejenere Primer Tasarimi

Bugday TPS geninin dizini bilinmediginden ilk olarak degenerate primer tasarim
yapilmustir. Bugday TPS genine 6zgii primerler hazirlamrken Arabidopsis thaliana,
(Y08568); Selaginella lepidophylla, (U96736); E.coli; (X69160) ve Saccharomyces

cerevisiae (X68214) organizmalarinin TPS genlerinin Kkorunmus amino asit



bolgelerinden

yararlanilmistir. Primer tasarimi icin

CODEHOP

(http://bioinformatics.weizmann.ac.il/blocks/codehop.html) adl program kullanilmstir.

Tablo 1 de kullanilan primerler verilmistir. Primerlerin yerleri Tablo 2 de goriilebilir.

Tablo 3.1. Dejenere Primerler (N: Aveya G veya T veya C; R: Aveya G; Y:C veya T).

TPS

Forward primer

5-CGGCTGGTTCCTGCACAYNCCNTTYCC-3’

Reverse primer 5’-
TCGTAGCTTACAAGGTTCATNCCRTCNC-3’

Tablo 3.2. Dejenere Primerlerin Yerleri

Y08568.1|A.Thaliana

U96736.1|SLU96736
X68214.1|SCTPS1
X68214 |OTSA_ECOLI

Y08568.1|
U96736.1|SLU96736
X68214.1|SCTPS1
P31677|OTSA_ECOLI

Y08568.1|
U96736.1|SLU96736
X68214.1|SCTPS1
P31677|OTSA_ECOLI

Y08568.1|
U96736.1|SLU96736
X68214.1|SCTPS1
P31677|OTSA_ECOLI

Y08568.1|
U96736.1|SLU96736
X68214.1|SCTPS1
P31677|OTSA_ECOLI

YEEGDVVWCHDYHLMFLPKCLKEYNSK----- MKVGWFLHTPFPSSEIHRTLPSRSELLR

YQEGDVVWCHDYHLMFLPSYLKEKDSQ-—-—-—-- MKVGWFLHTPFPSSEIYRTLPLRAELLQ

MNHNDLIWVHDYHLMLVPEMLRVKIHEKQLONVKVGWFLHTPFPSSEIYRILPVRQEILK

LQDDDIIWIHDYHLLPFAHELRKRGVN ————— NRIGFFLHIPFPTPEIFNALPTYDTLLE

: ‘*: % ***** .. *: . -:*:*** ***:‘**“ * % :*‘
ileri Primer

SVLAADLVGFHTYDYARHFVSACTRILGLEG-TPEGVEDQGRLTRVAAFPIGIDSDRFIR
GVLAADLVGFHTYDYARHFVSACTRILGLEG-TPEGVEDQGKNTRVAAFPVGIDSERFIE
GVLSCDLVGFHTYDYARHFLSSVQRVLNVNT-LPNGVEYQGRFVNVGAFPIGIDVDKEFTD

QLCDYDLLGFQTENDRLAFLDCLSNLTRVTTRSAKSHTAWGKAFRTEVYPIGIEPKEIAK
. *kokkok . * - sk kK.

ALEVPEVKQHMKELKERFTDRKVMLGVDRLDMIKGIPQKILAFEKFLEENANWRDKVVLL
AVETDAVKKHMQELSQRFAGRKVMLGVDRLDMIKGIPQKLLAFEKFLEENSEWRDKVVLV
GLKKESVQKRIQQLKETFKGCKIIVGVDRLDYIKGVPQKLHAMEVFLNEHPEWRGKVVLV

QAAG- PLPPKLAQLKAELKNVQNIFSVERLDYSKGLPERFLAYEALLEKYPQHHGKIRYT
: HE HE S A L IR L B HEE

KIAVPTRPDVPEYQTLTSQVHEIVGRIIGRLGTLTAVPIHHLDRSLDFHALCALYAVTDV
QIAVPTRTDVLEYQKLTSQVHEIVGRINGRFGSLTAVPIHHLDRSMKFPELCALYAITDV
QVAVPSRGDVEEYQYLRSVVNELVGRINGQFGTVEFVPIHFMHKSIPFEELISLYAVSDV

QIAPTSRGDVQAYQDIRHQLENEAGRINGKYGQLGWTPLYYLNQHFDRKLLMKIFRYSDV

cik ik kK kk . Lkkk k. ok . ka1 . RS 20
ALVTSLRDGMNLVSYEFVACQE-AKKGVLILSEFAGAAQSLGAGAILVNPWNITEVAASI
LLVTSLRDGMNLVSYEFVACQK-DKKGALILSEFAGAAQSLGAGSILINPWNIIESSNAI
CLVSSTRDGMNLVSYEYIACQE-EKKGSLILSEFTGAAQSLN-GAIIVNPWNTDDLSDAI

GLVTPLRDGMNLVAKEYVAAQDPANPGVLVLSQFAGAANELT-SALIVNPYDRDEVAAAL
*ky | kkkkkkk: Kook K * kokkokokkk: ok okk::
«—

Geri Primer

221
293
205
174

280
352
264
234

340
412
324
293

400
472
384
353

459
531
442
412




3.2.5 Rapid Amplification of cDNA Ends (RACE)

5-RACE ve 3-RACE ¢DNA kiitiiphaneleri SMART RACE ¢cDNA Amplification Kiti
(Clontech) kullanilarak yapilmistir. Hazirlanan kiitiiphaneler daha sonra 3-RACE ve 5-
RACE PCR reaksiyonunda kullamlmstir. Dejenere primerler ile bulunan gen

bolgesinden Tablo 3.3 de verilen primerler tasarlanmstir.

Tablo 3.3. RACE primerleri

3’RACE 5-CCC AGG TGC CTC AAG GAG CAT GAC ATC-3

5’RACE 5-AAT CAG CGC AGA GCA CGG AGC GAA G-3

5-RACE ve 3-RACE i¢in kullanilan PZR kosullar1 Tablo 3.4 de verilmistir.

Tablo 3.4 5-RACE ve 3-RACE i¢in kullanilan PZR kosullari

5-RACE ready cDNA / 3-RACE ready | 2.5 uLL
cDNA

UPM (10X) 5l
GSP (10 pM) 1l
10X Advantage 2 PCR Buffer S5l
dNTP (10 mM) 1l
50X Advantage 2 Polymerase Mix 1l
H>,O 34.5 nl
Toplam hacim 50 pl

5-RACE ve 3-RACE i¢in kullamilan PZR programi, 94°C’de 3 dakikalik bir
denatiirasyonu takiben, 94°C’de 1dk, 68°C’de 30sn ve 72°C’de 3 dk olmak iizere toplam
35 dongii iizerinden yapilmistir. Son dongiiyii takiben 72°C’de 10 dk.’lik bir ek bekleme
yapilmistir. Biitiin PZR’lar Techne cihazi ile yapilmistir.

PCR iiriinleri %1 lik agaroz jelde goriintillenmistir. Elde edilen iiriinler jelden Qiaquick

Gel Extraction Kiti (Qiagen) kullanilarak saflastirilmistir. Daha sonra bu iiriinler




sekans analizi icin bir TA klonlama vektorii olan pOSI-T vektoriine baglanmistir. Bu
vector E.coli DHa-5 bakterisine aktarilmistir. PZR iiriiniinii tasiyan kolonilerden
plasmid izolasyonu FavorPrep Plasmid Isolation Kiti (Favorgen) kullanilarak
yapulmistir. Elde edilen plasmidler sekansa gonderilmistir. Gelen sekans sonuglari

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/ sayfasindaki tblastx kullanilarak analiz edilmistir.

3.3. Abivotik stres kosullarinda TPS geninin ifadesine bakilmasi

Bugdayda TPS geninin ifadesinin kurakhik ve tuz stesi altinda gen ifadesindeki
degisimine RT-PZR bakilmistir. Bitkilere uygulanacak stres kosullarinin nasil oldugu

“bitkilerin biiyiitiilmesi” kisminda verilmistir.

RT-PZR deneylerine baslamadan once total RNA o6rneklerinin icerisinde olabilecek
genomik DNA parcaciklar1 Dnasel ile muamele edilerek uzaklastirnlmistir. Bu
reaksiyonda 1pg total RNA icin 1pL Dnase (1u/ pL) kullanilmistir. DNase ile muamele
edilmis ornekler Revert Aid cDNA (Fermentas) kiti kullamilarak cDNA dizisine
cevrilmislerdir. Bu ¢cDNA o6rnekleri RT-PZR deneylerinde kullanmilmistir.

PZR deneylerinde kullamlacak olan TPS genine ait ileri ve geri primerler primer3

program kullamlarak yapilmstir.

TPS geni icin kullanilan RT-PZR kosullar1 Tablo da verilmistir.

cDNA 1l
Primer F (10 pM) 3ul

Primer R (10 pM) 3ul

dNTP (10 mM) 1l
Complete buffer (Applichem) 5ul

Taq polymerase (Applichem) 0.25 nl (10)
PCR-Grade Water 36.5 ul
Toplam Hacim 50 1




TPS icin kullanilan PZR programi, 94°C’de 3 dakikalik bir denatiirasyonu takiben,
94°C’de 30 sn, 52°C’de 30sn ve 72°C’de 25 dk olmak iizere toplam 29 dongii iizerinden
yapilmistir. Son dongiiyii takiben 72°C’de 10 dk.’lik bir ek bekleme yapilmstir.

PZR iiriinleri %2 lik agaroz jelde goriintiilenmistir. Elde edilen iiriinler jelden

saflastirilarak dizi analizine gonderilmistir. Gelen dizi sonuclari

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/ sayfasi kullamlarak analiz edilmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1 Bugday TPS geninin izolasyonu
Bugday TPS genine ait cDNA dizisinin izolasyonu icin PZR bazh bir yontem olan RACE

(Rapid Amlification of ¢cDNA Ends) kullanmilmistir. Bugday TPS geninin dizisi
bilinmediginden genin bir kismi -600 bp- dejenere pimerler kullanilarak bulunmustur.

Bu dizi kullamlarak RACE reaksiyonunda kullanilacak olan primerler tasarlanmistir.

RACE reaksiyonlar1 sonucunda 2928 bp olan bir dizi bulunmustur. Bu iiriiniin pol-A
kuyrugu oldugu goriilmiistiir. Bu dizi icin acik okuma boélgesi (ORF) 2508 bp olarak
bulunmustur. Bu analiz ORF Finder (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gorf/gorf.html)

kullanilarak yapilmistir. Sekil 4.1 de bu dizinin jel fotografi verilmistir.

~2500 bp

Sekil 4.1.1 Bugday TPS geni icin acik okuma bélgesinin jel fotografi (1% agaroz jel), (1)
DNA cetveli, (2) TPS geni

Bugday TPS geninin kodladig1 amino asit uzunlugu 859 olarak bulunmustur. Bu dizi
analiz edildiginde 2 tane korunmus bolge icerdigi goriilmiistiir. Bitki TPS genlerinin
amino asit dizileri N-ucunda TPS ve C-ucunda TPP bélgesi icermektedir (Avonce ve
ark., 2006). Bugday TPS geninde de aym yapi goriilmiistiir. Analizler icin protein
veritabanlarindan biri olan pfa(http://pfam.sanger.ac.uk/search?tab=searchBatchBlock)

kullanilmagtir.
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Bugday TPS genine ait niikleotit dizisi NCBI veritabaninda tblastx ile analiz edilmistir.

Analiz sonucunda bu dizinin Arabidopsis thaliana, Solanum lycopersicum, Selaginella

lepidophylla bitkilerindeki TPS geni ile benzerlik gosterdigi goriilmiistiir. Tablo 4.1.1 de

sonuclar verilmistir.

Tablo 4.1.1 tblastx sonuclar1

Organizma Benzerlik
Arabidopsis thaliana (NM_106505) % 85
Solanum lycopersicum (EF151131) % 84
Selaginella lepidophylla (SLU96736) % 74
Saccharomyces cerevisiae (AF061037) % 61

Bugday TPS geni amino asit dizisine cevrilip Arabidopsis, Selaginella ve Solanumla

birlikte clustal analizi yapilmistir. Tablo 4.2.1 de sonuclar goriilmektedir. Bu analizde

de bitki TPS geninin olduk¢a korunmus amino asit dizisine sahip oldugu goriilmektedir.
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Tablo 4.1.2 CLUSTAL 2.0.8 multiple sequence alighment

Solanum
Arabidopsis
Bugday
Selaginella

Solanum
Arabidopsis
Bugday
Selaginella

Solanum
Arabidopsis
Bugday
Selaginella

Solanum
Arabidopsis
Bugday
Selaginella

Solanum
Arabidopsis
Bugday
Selaginella

Solanum
Arabidopsis
Bugday
Selaginella

Solanum
Arabidopsis
Bugday
Selaginella

Solanum
Arabidopsis
Bugday
Selaginella

Solanum
Arabidopsis
Bugday
Selaginella

MPGNKYTG-NQAVASTR---—--—---—--— LERLLRERELRKSSKVSHFPNESTDNNRGNEL 48
MPGNKYNCSSSHIPLSR---—-----—--— TERLLRDRELREKRKSNRARN-PNDVAGSSEN 48

MPQPYPSSSSTSNAKEAGGGAAAAGGGGGGAFSLPPSLASSRVERLVRERQLRNQRQEDE 60

SDHDFRQGEADNGGVSYVEQYLEG--AALAYNEGWERPDGKP-TRQRLLVVANRLPVSAV 105
SENDLRLE--GDSSRQYVEQYLEGAAAAMAHDDACERQEVRPYNRQRLLVVANRLPVSAV 106
——————————————————————————————————————————— MKQRLLVVANRLPVSAN 17

PEDEQQALEAEEAAVAATEVPDAVAAATPSLSD--EPSKISSGRGQRLLVVANRLPLSAT 118
Khkkkkkkkkkk kk

RRGEESWSLEISGGGLVSALLGVKEFEARWIGWAGVNVPDEAGQRALTKALAEKRCIPVF 165
RRGEDSWSLEISAGGLVSALLGVKEFEARWIGWAGVNVPDEVGQKALSKALAEKRCIPVF 166
RRGEDQWSLEISAGGLVSALLGVKDVDAKWIGWAGVNVPDEVGQQALTNALAEKRCIPVE 77

RKGETEWNLEMSAGGLVSALLGVKQFEVTWIGWPGVYVQDEKGEKSLRGALEEKGFVPVL 178
Kkokk ok kkok kkkkkkkkkkk: o kkkk kk Kk kk koook  kk kk  okk.

LDEEIVHQYYNGYCNNILWPLFHYLGLPQEDRLATTRSFQSQFAAYKKANOMFADVVNEH 225
LDEEIVHQYYNGYCNNILWPLFHYLGLPQEDRLATTRSFQSQFAAYKKANOMFADVVNEH 226
LDEEIVHQYYNGYCNNILWPLFHYLGLPQEDRLATTRNFESQFDAYKRANOMFADVVYQH 137

LDEATVDQYYNGYCNNVLWPLFHYIGLRQEDRLAATRSLLSQFNAYKRANRLFAEAVENF 238
Jokk ok kkkkkkokkok s kkkkkkk s kk kkkkkk o kk o kkk kkkookko ok K .

YEEGDVVWCHDYHLMFLPKCLKDYNSQMKVGWFLHTPFPSSEIHRTLPSRSELLRAVLAA 285
YEEGDVVWCHDYHLMFLPKCLKEYNSKMKVGWFLHTPFPSSEIHRTLPSRSELLRSVLAA 286
YQEGDVIWCHDYHLMFLPRCLKEHD INMKVGWFLHTPFPSSEIYRTLPSRSELLRSVLCA 197

YQEGDVVWCHDYHLMFLPSYLKEKDSQMKVGWFLHTPFPSSEIYRTLPLRAELLQGVLAA 298
kokkkk o kkkkkkhkhkhkk Kk ckkkkkk Kk Kk kR khk  hhkkk Ko kkk Kk

DLVGFHTYDYARHFVSACTRILGLEGTPEGVEDQGRLTRVAAFPIGIDSERFIRALEVTQ 345
DLVGFHTYDYARHFVSACTRILGLEGTPEGVEDQGRLTRVAAFPIGIDSDRFIRALEVPE 346
DLVGFHTYDYARHFVSACTRILGLEGTPEGVEDQGKLTRVAAFPIGIDSDRFKRALDIDA 257

DLVGFHTYDYARHFVSACTRILGLEGTPEGVEDQGKNTRVAAFPVGIDSERFIEAVETDA 358
Kkkkkkkkk kA kkhkhhhhhhkhkhhhhkhhhhk . *hkkhhk khkkk . kk %, .

VQEHIKELKERFAGRKVMLGVDRLDMIKGIPQKILAFEKFLEENPYWRDKVVLLQIAVPT 405
VIQHMKELKERFAGRKVMLGVDRLDMIKGIPQKILAFEKFLEENANWRDKVVLLQIAVPT 406
AKRHVNELKQRFAGRKVMLGVDRLDMIKGIPQKILAFEKFLEENPEWIDKVVLLQIAVPT 317

VKKHMQELSQRFAGRKVMLGVDRLDMIKGIPQKLLAFEKFLEENSEWRDKVVLVQIAVPT 418
Jopokk  kkkkkkkkkkkkkkkkkkkkdkkk s kkkkkkhdkkk | ok kkkkkkkkkkk

RTDVPEYQKLTSQVHEIVGRINGRFGTLTAVPIHHLDRSLDFHALCALYAVTDVALVTSL 465
RTDVPEYQKLTSQVHEIVGRINGRFGTLTAVPIHHLDRSLDFHALCALYAVTDVALVTSL 466
RTDVPEYQKLTSQVHEIVGRINGRFGTLSAVPIHHLDRSLDFHALCALYAVTDVALVTSL 377

RTDVLEYQKLTSQVHEIVGRINGRFGSLTAVPIHHLDRSMKFPELCALYAITDVLLVTSL 478
Khkhkk kkkkhkkhhkhkkhkhhhhhkkkhk k. khkkhkkhkkhkkk: * *kkkkk.kkk *kkkkk

RDGMNLVSYEFVACQELKKGVLILSEFAGAAQSLGAGAILVNPWNITEVAASIGQALNMS 525
RDGMNLVSYEFVACQEAKKGVLILSEFAGAAQSLGAGAILVNPWNITEVAASIGQALNMT 526
RDGMNLVSYEYVACQGSKKGVLILSEFAGAAQSLGAGAILVNPWNITEVADSIKHALTMT 437

RDGMNLVSYEFVACQKDKKGALILSEFAGAAQSLGAGSILINPWNIIESSNAIADALNMP 538
Khkkkkkkhkhkk khhkhk  kkk KhkkAkk kA kkkhkh kk hkkkk ko ok Kkk k|

Solanum
Arabidopsis
Bugday
Selaginella

Solanum
Arabidopsis
Bugday
Selaginella

Solanum
Arabidopsis
Bugday
Selaginella

Solanum
Arabidopsis
Bugday
Selaginella

Solanum
Arabidopsis
Bugday
Selaginella

Solanum
Arabidopsis
Bugday
Selaginella

Solanum
Arabidopsis
Bugday
Selaginella

Solanum
Arabidopsis
Bugday
Selaginella

AEEREKRHRHNFLHVTTHTAQEWAETFVSELNDTVIEAQQRIRKVPPRLNISDAIERYSF 585
AEEREKRHRHNFHHVKTHTAQEWAETFVSELNDTVIEAQLRISKVPPELPQHDAIQRYSK 586
SDEREKRHRHNYAHVTTHTAQDWAETFVCELNDTVAEALMRTRQVPPDLPSRTAIQQYLQ 497

EEEREERHRHNFMHITTHSAQVWAETFISELNDSILEAELRTLHIPPQLPLDKAVAKYSE 598
ckkk o kkkkk. ko kkokk kkkkk. kkkk.. kk Kk . .kk * * .

SNNRLLILGFNSTLTESVDTPGRRGGDQIKEMELKLHPELKESLLAICNDPKTTVVVLSG 645
SNNRLLILGFNATLTEPVDNQGRRG-DQIKEMDLNLHPELKGPLKALCSDPSTTIVVLSG 645
SKNRLLILGFNSTLTEPVESSGRRGGDQVKEMELKLHPDLKGPLRALCEDESTTVIVLSG 557

SKNRLVILGFNSTLTAQVEAPRGRAPDQIREMKIRLHPSIKDILNVLCSDPKTTIVILSG 658
kokkk o kkkkk . kkk k. Kk kkgokk o kkk ok ok ok Kk kk...kkk

SDRNVLDDNFSEYNMWLAAENGMFLRSTNGVWMTTMPEHLNMDWVDSVKHVFEYFTERTP 705
SSRSVLDKNFGEYDMWLAAENGMFLRLTNGEWMTTMPEHLNMEWVDSVKHVFKYFTERTP 705
SDRSVLDENFGEFNLWLAAEHGMFLRPTDGEWMTTMPEHLNMDWVDSAKHVFEYFTERTP 617

SERVALDEVFGEFDLWLAAENGMFLRHTQGEWMT TMPEHLNMDWLESVQLVFDYFCERTP 718
ko k _kk | Kk kookkkkkokkkkk Kkok kkkkkkkkkkk ok ok ;o Kkk kk kkkk

RSHFEQRETSLVWNYKYADVEFGRLOQARDMLOHLWTGPISNASVDVVQGLRSVEVRAVGV 765
RSHFETRDTSLIWNYKYADIEFGRLOQARDLLOHLWTGPISNASVDVVQGSRSVEVRAVGV 765
RSHFEHRETSFVWNYKYADVEFGRLQARDMLOHLWTGPISNAAVDVVQGSRSVEVRSVGV 677

RSFVETRETSLVWNYKYADVEFGRVQARDMLOHLWTGPISNAAVDVVQGGKSVEVRPVGV 778
Fk |k kokk i kkkkkkk kkkk o kkkk o kkkkkkkkkkkk kkkkkk hkkkkk kkk

TKGAAIDRILGEIVHSKAIATPIDYVLCIGHFLGKDEDVYTFFEPELPSDCIGMPRSKVS 825
TKGAAIDRILGEIVHSKSMTTPIDYVLCIGHFLGKDEDVYTFFEPELPSDMPAIARSRPS 825
TKGAAIDRILGEIVHSKSMVTPIDYVLCIGHFLGKDEDIYVFFDPEYPSE----PKVKP- 732

SKGSAIDRILGEIVHSKHMTIPIDYVLCIGHFLSKDEDIYTFFEPELPLLDR-------- 830
sk kkkkkkk KKKk kKR Ikkkkhkkkkhkhk hhkkk.k Kk kk *

—---DAPKVPGERRSVPKLPS------ SRTSSKSSQNRNRPVSN----SDKKTS------- 865
SDSGAKSSSGDRRPPSKSTHNNNKSGSKSSSSSNSNNNNKSSQRSLQSERKSGS-NHSLG 884
---DGASVSVDRRONGRPSN------ GRSNSRNSQARTQKPQVAPPPPERSSSSSDHSTA 783

—---DSSTSNGGKPLGGKLPID------ RKSSKSSSRMKPPVSSPKSPGRGSEQQ------ 875
. . P

NGRRPSPENVSWNVLDLKKENYFSCAVG-RTRTNARYLLSTPDDVVAFLRELAEAPISNG 924
NSRRPSPEKISWNVLDLKGENYFSCAVG-RTRTNARYLLGSPDDVVCFLEKLADTTSSP- 942
NNNSHHDWREGSSVLDLNGDNYFSCAVG-RKRSNARYLLNSSEDVVSFLKEMAESTTPRA 842

QQAEEASRWEGSSVLDLQGENYFSCAVGTMKRSLARYCLTSSEEVVTFLTSLTSTVAAAA 935
Lkkkk s ckkkkkkkk k. kkk * ckk ok

GGLPPGAAADYMFLDRQ-—= == === === == == == == oo oo 859
GAGAGARATGSGAAGAGAGAGAGGDHEAPGSPTRKSDSFKTSGWHSPTPRSPKLAPAVQ 994




4.2. Abiyotik stres kosullarinda TPS geninin ifadesine bakilmasi

Bitkilerde yapilan cesitli ¢calismalarda trehaloz biyosentezi izyolundaki genlerin 151k,
besin kaynagi ve abiyotik stres kosullarinda ifadelerinde degisiklikler oldugu
gosterilmistir. Pamukta TPS geninin ifadesinin 16 saatlik Kkurakhk stresi
uygulamasindan sonra hem kok hem de yaprak dokusunda arttig1 géozlenmistir (Kosmas
ve ark., 2006). Diger bir ¢alismada, Ginkgo biloba bitkisine tuz, kurakhk ve soguk stresi
verilmis ve yine TPS geninin ifadesinde artis oldugu goriilmiistiir (Wu ve ark., 2006).
Her iki calismada da genin ifadesine RT-PZR ile bakilmistir. Bu calismalar temel
alimarak bugday TPS geninin ifadesine hem kok hem de yaprak dokusunda RT-PZR ile
bakilmistir. Proje Oneri Formunda belirtildigi gibi genin ifadesine bakmak icin
Northern Blot calismalar1 da yapilmustir. TPS geninin ifadesi diisiik oldugu igin
Northern Blot calismalari ile genin ifadesine bakilamayacagi goriilmiistiir. Literatiirde
de bitkilerde TPS geninin ifadesinin diisiik oldugu belirtilmistir (Blazquez ve ark.,1998).
Bugday TPS geninin ifadesine bakmak icin uygun olan yontemin RT-PZR oldugu

belirlenmistir.

TPS geninin normal ve stres kosullarindaki —tuz ve kurakhk- ifadesine RT-PZR
kullanilarak bakilmistir. flk asamada genin bulunmus ¢cDNA dizisi kullamlarak 3 set
primer tasarlanmistir. Bu primerler ile yapilan PZR sonucu Sekil 1 de verilmistir. Elde
edilen iiriinler saflastirilarak dizi analizine gonderilmistir. Primerlerin ¢cogalttiklar1 RT-

PZR iiriinler sirasiyla 511, 455 ve 638bp olarak bulunmustur.

Marker 1.set 2.set 3.set Marker

638 bp
511 bp
455 bp

Sekil 4.2.1 TPS geninin bir kismini ¢ogaltmak i¢in kullanilan primer setlerinin %2’lik
agaroz jelde goriintiilenmesi
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RT-PZR deneylerinde TPS geninin 455 bp’hk bolgesini cogaltan primer cifti
kullanilmistir. Referans gen olarak ilk olarak tubulin kullamildi. Bu genin tuz ve
kuraklik stresi altinda ifadesinde degisim oldugu gozlendigi icin 18 S referans alinarak
tuz ve kurakhk stresi altinda TPS geninin ifadesindeki degisime kok ve govde

dokusunda bakilmstir.

Kok dokusunda tuz ve kuraklik stresi altinda TPS geninin ifadesine 1, 2, 4 ve 12 saat
zaman noktalarinda bakilmistir. Sekil 4.2.1 de kuraklik stresi icin %20 PEG uygulanmis
bugday fidelerinin kok dokusundaki TPS geni icin RT-PZR sonucu goriilmektedir. Jel
fotografi “image J 1.39g” ile analiz edildiginde kok dokusunda TPS geninin ifadesinin

kuraklik stresi altinda %16 arttig1 bulunmustur.

0 lsaat 2saat 4saat 12 saat

Sekil 4.2.2 Kuraklik stresi uygulanmis bugday fidelerinin kok dokusundaki TPS geninin
ifadesindeki degisimi gosteren jel fotografi (455 bp’hik PZR iiriiniinii veren primer seti,
2. set kullanmilmistir)

Sekil 4.2.3 TPS geninin kok dokusundaki ifadesinin tuz stresi altinda degisimi
goriilmektedir. Tuz stresi altinda 1 saatin sonunda kok TPS geninin ifadesinde

%100’liik bir artis gozlenmistir.

0 lsaat 2saat 4saat 12saat

Sekil 4.2.3 Tuz stresi uygulanmis bugday fidelerinin kok dokusundaki TPS geninin
ifadesindeki degisimi gosteren jel fotografi (455 bp’lik PZR iiriiniinii veren primer seti,
2. set kullanmilmistir)

Yaprak dokusunda da tuz ve kuraklik stresi altinda TPS geninin ifadesine bakildi. TPS
geninin ifadesinde herhangi bir degisime rastlanmadi. Yaprak dokusuna tuz ve kurakhk
stresi altinda TPS gen ifadesindeki degisimin stres siiresinin uzatilarak goriilebilecegi

diistiiniilmiistiir.
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Literatiire baktigimiz zaman TPS geninin asir1 ifade edildigi transgenik bitkilerin tuz ve
kurakhk stresine karsi direncli hale geldigi goriilmiistiir (Holmstrom ve ark., 1996;
Romero ve ark., 2001; Pilon-Smits ve ark., 1998; Almeida ve ark., 2005; Zhang ve ark.,
2005; Pellny ve ark., 2004; Jang ve ark., 2003; Garg ve ark., 2002; Yeo ve ark., 2000;
Kwon ve ark., 2004; Avonce ve ark., 2004). Bu ¢alismalar TPS geninin tuz ve kurakhk
streslerinde rolii olabilecegini gostermektedir. Pamukta ve Ginkgo biloba bitkilerinde
tuz ve kurakhk stresi altinda genin ifadesinde artis da bu goriisii desteklemektedir
(Kosmas ve ark., 2006; Wu ve ark., 2006). Bu ¢alismada, kok dokusunda hem kurakhk
hem de tuz stresinde TPS geninin ifadesinde artisa rastlanmistir. Bu bulgular,

literatiirdeki verilerle paralellik gostermektedir.
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5. SONUC

Proje Oneri formunda belirtilen Calisma Takviminde belirtilen ¢alismalar basariyla
tamamlanmistir. Bu ¢calismada, bugday TPS geni klonlanms ve genin ifadesinin kok
dokusunda tuz ve kuraklik stresi altinda arttig1 gosterilmistir. Bugday TPS genine ait
olan bu ilk calismanin, literatiirde onemli bir boslugu dolduracag: goriilmektedir. Bu
cahsma, bugday TPS geninin olas1 fonksiyonlarim arastirmaya yonelik sonraki

calismalara 151k tutacaktir.
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