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ONsOz

Bugday insan beslenmesinde kullanilan kiltir bitkileri arasinda diinyada ve llkemizde ekimi ve Uretimi
bakimindan ilk sirada yer almaktadir. Projemiz kapsaminda NAC tipi transkripsiyon faktorlerinden olan
TaNAC69-1 ve TtNAM-B2 genlerinin farkli abiyotik stresler altinda rollerini anlamaya yonelik, gen
ifadelerini arttirma ve gen ifade seviyelerindeki degisiklikleri gostermeye yonelik arastirmalar

gerceklestirilmistir.

Calismalarin timi TUBITAK tarafindan saglanan desteklerle, ODTU, Biyolojik Bilimler Bélimd, Bitki
Biyoteknolojisi Ar-Ge Laboratuvarlarinda gerceklestirilmistir. Ayrica ODTU Merkezi Laboratuvari

Molekdler Biyoloji ve Biyoteknoloji Biriminden de hizmet alimlari yapilmistir.

Calismalar kapsaminda, NAC tipi transkripsiyon faktorlerinden olan TaNAC69-1 ve TtNAM-B2 genleri
bugdaydan klonlanmis, bugday ve titlin bitkilerinde doku kiltirl, rejenerasyon ve genetik
transformasyon calismalari basarili bir sekilde yuratlilmustir. NAC tipi transkripsiyon faktorlerinin,
bugday cesitlerine uygulanan tuz ve kuraklk stresleri altinda, gen ifadelerindeki degisimler gercek
zamanli PZR ve mikrodizin yontemleri ile gosterilmistir. Ayrica, bu proje kapsaminda, iki doktora
ogrencisinin ¢alismalarinin bir kismi gergeklestirilmis olup bu 6grencilerin ¢alismalari devam etmektedir.
Yapilan ¢alismalar uluslararasi hakemli dergilerde yayinlanmak (zere hazirlanmaktadir. Proje
kapsaminda elde edilen sonuglardan bir kismi ulusal ve uluslararasi bitki biyoteknolojisi ile ilgili

kongrelerde sozlii ve poster bildirisi olarak sunulmustur.

Projede emegi gecen tiim arastiricilar adina TUBITAK’a saglamis oldugu destekten dolayi tesekkiir ederiz.

Saygilarimla,

Prof. Dr. Ayse Meral YUCEL

ODTU Biyolojik Bilimler Bélimii Ogretim Uyesi

Nisan 2011, Ankara



OZET

Bugday Ulkemizde yetistirilen ve insanlarin besin ihtiyacini karsilamak amaciyla kullandiklari en 6nemli
tahildir. Hem ekmeklik hem de makarnalik un Uretiminde kullanilan bugdayin kalitesini ve verimini
azaltan abiyotik ve biyotik faktérler bulunmaktadir. Bunlarin en onemlileri; tuzluluk, kuraklik, soguk,

cesitli hastaliklar ve bécekler seklinde siralanabilir.

NAC (NAM /ATAF1-2 /CUC2) proteinleri bitkiye 6zel transkripsiyon faktérlerinin en genis ailelerinden
birini olusturmaktadir. Bu ailede yer alan proteinler gelisim, savunma ve abiyotik stres tepkileri gibi
bircok cesitli strecle iliskilidir. TaNAC69-1 ve TtNAM-B2 genlerinin kuraklik ve tuz gibi abiyotik
streslerdeki rollerini anlamaya yonelik, gen ifadelerini arttirma yada azaltmaya dayali ¢alismalar henliz
yaptimamistir. Dolayisiyla, projemizde ilk olarak TaNAC69-1 ve TtNAM-B2 genleri sirasiyla, Triticum
aestivum L.’ den ve Triticum turgidum spp. durum’ dan klonlanmistir. Daha sonra, bu genlerin bugday ve
tutlin bitkilerine aktarilmasi calisiimalarina devam edilmistir. TaNAC69-1 geninin bugdayda yliksek
diizeyde ifadesini arttirmak amaciyla partikiil bombardiman yonteminin yani sira, Agrobacterium
aracihgiyla olgunlasmis ve olgunlasmamis bugday embiryolarina transformasyon calismalari da
yapilmistir. TaNAC69-1 geni ayrica model bitki olarak bilinen titiin bitkisine Agrobacterium aracihigiyla

transfer edilmistir.

Projemizde, ilk olarak total bitki RNA’s1 7 gilin slireyle buyitiilen ve 5 giin sireyle tuz stresine maruz
birakilan kislik bir bugday cesidi olan, Triticum turgidum spp. durum’ dan ve yazlik ekmeklik bir bugday
cesidi olan, Triticum aestivum L.” den izole edilmistir. RNA 6rneklerinden cDNA sentezi yapilmis ve genler
uygun klonlama vektorlerine klonlanmistir. Dizi analiz yapilmis, tam ve hatasiz genler sirasiyla monokot
bitkilerin transformasyonunda kullanilan pAHC25 ve pIPKb002 vektoriine ve dikot bitkilerin
transformasyonunda kullanilan pORE-E3 ve pEarlyGatel00 yiksek ekspresyon vektorlerine
klonlanmistir. Bitki transformasyon calismalarina baslamadan once kullanilacak olan bitki c¢esidinin
rejenerasyon kosullarinin optimize edilmesi gerekmektedir. Dolayisiyla projemizde ayrica Triticum
turgidum spp. durum ve Triticum aestivum’a ait olgunlasmamis basak taslaklari ve olgunlasmis
embriyolar kullanilarak bu tirlerin rejenerasyon kosullari optimize edilmistir. Yiksek diizeyde ifadeye
olanak saglayan pAHC25 vektoriinde bulunan bu genler, bitki materyali olarak kullanilan bugday basak
taslaklarina ve olgunlasmis embriyolara partikil bombardiman yontemi ile aktarilmaya
cahsiimistir. plPKb002 vektoriinde bulunan TaNAC69-1 geninin, ayrica bugday olgunlasmis ve

olgunlasmamis embriyo dokularina Agrobacterium araciligiyla transformasyon ¢alismalari yapilmistir.



Projemizde ayrica bugday gibi monokot bir bitkinin doku kiltiri ve genetik transformasyon
calismalarinin yani sira, TaNAC69-1 geninin bulundugu pORE-E3 ve pEarlyGatel100 yiksek ekspresyon
vektorleri Agrobacterium araciligiyla model dikot bir bitki olan tiitln bitkisine de aktariimistir. Transgenik
aday thtln bitkilerinin molekiiler analizleri secici antibiyotik ve gen spesifik primeler kullanilarak PZR

yontemi ile dogrulanmistir.

Ayrica bugday bitkisinde, TaNAC69-1 ve TtNAM-B2 genlerinin tuz ve kuraklik stresleri altinda belli zaman
araliklarinda hem gercek zamanli PZR hem de mikrodizin yontemleri kullanilarak gen ifade seviyesindeki
farkhliklar gosterilmistir. Bununla birlikte mikrodizin yontemiyle NAC tipi transkripsiyon faktorlerinin

diger genlerle olan etkilesimleri de belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Bugday, Tatlin, NAC Tipi Transkripsiyon Faktor(, Abiyotik stres, Gercek zamanli PZR,
Mikrodizin
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ABSTRACT

Wheat is the most important grain crop grown in our country providing greatest part of the daily
nutritional requirement. Drought, salinity, freezing, pests, bacterial and fungal diseases are the most
important abiotic and biotic factors affecting quality and yield of wheat varieties used for the production

of both bread and pasta flour.

NAC (NAM /ATAF1-2 /CUC2) proteins form one of the widest families of plant specific transcription
factors. Members of this family are releated with development, defence and abiotic stress responses. To
understand the role of abiotic stresses such as drought and salinity of the TaNAC69-1 and TtNAM-B2
genes, increased or reduced gene expression-based studies have not yet been performed. Therefore,
TaNAC69-1 and TtNAM-B2 genes were firstly cloned from Triticum aestivum L. and Triticum turgidum
spp. durum in our project, respectively. Then, studies on transformation of these genes into wheat and
tobacco plants were continued. To increase TaNAC69-1 gene expression in wheat, besides the particle
bombardment technique, mature and immature embryos of wheat were also transformed with
Agrobacterium. TaNAC69-1 gene was also transferred into tobacco plant known as model plant via

Agrobacterium.

Firstly, total plant RNA was isolated from wheat plants (Triticum aestivum L. and Triticum turgidum spp.
durum), which were grown for 7 days and exposed to salt stress for 5 days. cDNA synthesis was
performed from isolated RNA samples, and genes were cloned in appropriate cloning vectors. The
sequence analysis of genes were done and unerring genes were cloned into both pAHC25, pIPKb002
expression vectors that are used for monocot plants transformation and pORE-E3, pEarlyGatel00
expression vectors that are used for dicot plants transformation. Before starting plant transformation
studies, regeneration conditions should be optimized for plants used in transformation. So, regeneration
conditions of immature inflorescence and mature embryos which belongs to Triticum turgidium spp.
durum and Triticum aestivum was optimized. pAHC25 over-expression vector containing these genes
was tried to transfer into immature inflorescence and mature embryos of wheat via particle
bombardment technique. Also, Agrobacterium transformation studies of pIPKb002 over-expression

vector containing TaNAC69-1 gene were done in immature and mature embryos.
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In our project, besides the studies of tissue culture and transformation of monocot plant like wheat,
TaNAC69-1 gene found in pORE-E3 and pEarlyGatel00 over-expression vectors was transferred into
model dicot tobacco plant via Agrobacterium. Putative transgenic tobacco plants were confirmed with

PCR method using selective antibiotic gene and gene specific primers.

Also, differences of gene expression levels of TaNAC69-1 and TtNAM-B2 genes under the salt and
drought stresses were shown using both quantitative real time PCR and microarray techniques.
Futhermore, interactions between other genes and NAC type transcription factors were determined

through the microarray technique.

Keywords: Wheat, Tobacco, NAC Type Transcription Factor, Abiotic stress, Quantitative Real Time PCR,

Microarray
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1.1. GIRiS

Bugday btin dinyada islahi yapilmis tek yillik otsu bir bitkidir. Bugday, un ve yem (retiminde kullanilan
temel bir besin maddesidir. Bugday, hemen hemen her devirde insanlarin en 6nemli gida maddesini
teskil etmistir. Beslenme icin lizumlu olan nisasta ve proteinli maddeleri olduk¢a uygun bir oranda (1/6)
ihtiva etmesi, bu bitkinin ziraatte en basta yer almasina sebep olmustur. Bilindigi tizere kiiresel isinma ve
yanhs arazi kullanimi gibi nedenlerle 21. vyizyillda kurakligin ve c¢ollesmenin gittikce artmasi
beklenmektedir. Bu nedenle, kuraga dayanikli yada az suyla yetisebilen bitki cesitlerinin gelistirilmesi
bliyik 6nem tasimaktadir. Bu bitkilerin gelistirilmesi ile marjinal alanlarda tarim yapilmasi mimkin

olabilecek ve artan diinya niflisunun beslenmesine katki saglanabilecektir.

Projemizde, amacimiz NAC tipi transkripsiyon faktorlerinden olan TaNAC69-1 ve TtNAM-B2 genlerinin
farkh abiyotik stresler altinda rollerini anlamaya yonelik, gen ifadelerini arttirma ve gen ifade
seviyelerindeki degisiklikleri gostermektir. Bunun igin projemizin ilk asamasinda TaNAC69-1 ve TtNAM-
B2 genleri bugday bitkisinden klonlanmis ve gen ifade seviyelerini arttirmak amaciyla uygun yuksek ifade
vektorlerine aktariimistir. Projemizin ilerleyen asamalarinda bugday doku kiltlrt basarih bir sekilde
optimize edilerek, hem bugday hem de tltln bitkisinde genetik transformasyon calismalari yapilmistir.
Son olarak, bugdayda tuz ve kurakhk gibi degisik abiyotik stresler altinda TaNAC69-1 ve TtNAM-B2

genlerinin ifade seviyelerindeki farkliliklar gercek zamanli PZR ve mikrodizin yéntemleri ile incelenmistir.

TaNAC69-1 ve TtNAM-B2 Genlerinin
Bugday Bitkisinden Klonlanmas:

l

Gen ifade Seviyesini Arttirmaya Yonelik Calismalar Gen ifade Seviyesindeki Degisikliklerin Gosterilmesine Yonelik Calismalar
Doku Kilturd ve Genetik Transformasyon Cahgmalar Gergek Zamanli PZR ve Mikrodizin Calismalan
Bugday Tiitiin Bugday
Partikil Bombardiman ve Agrobacterium Agrobacterium Tuz ve Kuraklik Stersi Altinda TaNACE9-1 ve TtNAM-B2
Aracilifiyla Gen Aktarma Araciliyla Gen Aktarma Genlerinin ifade Seviyelerinin Belirlenmesi

Sekil 1.1. Projenin ana hatlariyla 6zetlenmesi.
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1.2. GENEL BILGILER

Turkiye bugday Uretiminde diinyada ilk on (ilke arasinda yer almaktadir. Bugdayin iki dnemli ¢cesidinden
biri olan ve dort takim kromozoma sahip (2n=28) T. turgidum ssp.durum makarna yapiminda, alti takim
kromozoma sahip (2n=42) olan T. aestivum ise oncelikli olarak ekmek yapiminda kullaniimaktadir.
Bugday, bitkisel kaynakli besinlerden saglanan toplam kalorinin yaklasik % 20'sini olusturmaktadir. Bu
oran lilkemizde % 53 seviyelerindedir. Bugdayin ekonomik ve stratejik 6nemi, diinya nifusundaki stirekli
artis ile orantili olarak artmaktadir. Gelecekte insanlik i¢cin en blylik tehlikenin, niifus artisina bagh achk

veya yetersiz beslenme olacagi kabul edilmesi gereken somut bir gergektir (Nicol, 2007, Uauy, 2006).

NAC proteinleri bitkiye 6zel transkripsiyon faktorlerinin en genis ailelerinden birini olusturmaktadir. Bu
ailede yer alan proteinler gelisim, savunma ve abiyotik stres tepkileri gibi c¢ok cesitli sireclerle
iliskilidirler. Ayrica NAC genlerinin 1si1ga karsi tepki, programlanmis hiicre 6limleri ve yaslanmada rol
oynadigl belirlenmistir. Arabidopsiste tanimlanmis 100’den fazla Gyesi bulunan NAC grubu genlerin
¢ogunun konstitutif olarak ifade edildigi ya da gelisime bagli olarak kontrol edildigi bilinmektedir (Olsen,

2005).

NAC ismi daha once tanimlanmis olan NAM (no apical meristem), ATAF1-2 ve CUC2 (cup-shaped
cotyledon 2) genlerinden gelmektedir. NAM geni karakterize edilen ilk NAC genidir. Bir¢cok petunya nam
mutantinda, stirgiin apikal meristemi (SAM) olusmadigindan fide asamalarinda bitki 6limU gozlenmistir.
Bu mutant fidelerde kotiledonlarin birlestigi ve gelisim gosterebilen birka¢ kacgak filizde de ¢icek
gelisiminin normal olmadigi gorilmistir. NAM’lerden sonar Arabidopsis CUC2 genleri karakterize
edilmistir. CUC1 ve CUC2 genlerindeki mutasyonlarin nam fenotipindekilere benzer bozukluklara yol

actigi gortlmdistur (Olsen, 2005).

Bazi NAC proteinlerinin biyolojik 6neme sahip diger bazi proteinlerle etkilesime girdigi bilinmektedir.
Patates, Phytophthora infestans ile enfekte oldugunda StNAC geninin aktive oldugu gortlmistir. Bu
durum, NAC proteinlerinin biyolojik streslere tepkide rol oynadigini da ortaya koymustur. Bazi NAC
genlerinin yaralanma, soguk stresi ve su kaybi gibi abiyotik streslerle de aktive oldugu gorilmuistir
[Collinge, 2001]. ANAC0O19, ANACO55 ve ANACO72 gibi NAC genleri ile transforme edilen bitkilerin
kurakliga karsi dayaniklihk gosterdigi bulunmustur. ANACO72 (RD26)'nin yeni bir ABA bagimli stres-sinyal
yolunda rol oynadigi gorilmustlr. ANAC genleri yaralanma ile aktive olan ATAF1 ve ATAF2’'nin de dabhil
oldugu bir alt gruba aittir. Bu grup genler dehidrasyon, yiiksek tuz ve ABA konsantrasyonlari ile aktive

olmaktadir (Fujita, 2004).
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Bircok karasal bitkide bulunmalari ve olduk¢a genis bir grup olmalari nedeniyle, NAC proteinlerinin
fonksiyonlarini tanimlamak oldukga glctir. Bunu anlamak icin NAC proteinlerinin baglandigi hedef
genlerin bilinmesi gerekmektedir. NAC genlerinin ifade dlizeyinin arttirilmasi ve bunun mikroarray
teknigi ile birlikte kullanilmasi bu amaca ulasmakta izlenebilecek yollardan biri olabilir. Bir diger yontem
ise kromatin immunopresipitasyon tekniginin mikroarray ile birlestirilmesi ve bu yolla genomik DNA
Gzerindeki baglanma bdlgelerinin tespit edilmesidir. NAC genlerinin ifade diizeylerinin arttirilmasi ya da
inaktive edilmesi yoluyla bazi hedef genler tespit edilmis olsa da, bu genlerin bazilari dogrudan hedef
genler olmayabilir. Ayrica fonksiyonlarinin ¢ok cesitli olmasindan dolayi knock-out mutasyonlarinin gok
kiiclik bir kismi bilgi verebilecek fenotipler olusturmaktadir. Dolayisiyla alternatif olarak RNA araciligiyla

gen susturmasi ve represor susturma teknigi de kullanilabilir (Olsen, 2005, Fujita, 2004).

T. turgidum spp. durum tlrinde dane protein icerigini (GPC) etkileyen bir QTL belirlenmistir. Baslangicta
GPC-B1 diye adlandirilan protein, NAC grubu proteinlere benzerliginden dolay;, NAM-B1 olarak
adlandiriimistir. Bobwhite bugday ¢esidinde TaNAM geni RNAi yontemiyle susturulmus ve iki transgenik
hat elde edilmistir (L19-54 ve L23-119). Elde edilen bu transgenik hatlarin uzun sire yesil kalabilen bir
fenotipe sahip olduklari gorilmistiir. Ayrica Q-PCR sonuglari L19-54’de endojen mRNA seviyesinin
distiglnl gostermistir. Kontrol bitkilere gore transgenik bitkilerde, dane GPC igeriginin %30, ¢inkonun
%36 ve demirin %38 daha az oldugu gosterilmistir. Bu sonuglar TaNAM geninin ifadesinin azalmasi
durumunda senesensin geciktigini, dane protein, demir ve ¢inko diizeyinin azaldigI ve yapraklardaki azot,
demir ve ¢inko diizeyinin ise arttigini gostermistir. Biitlin bu etkiler NAM genlerinin gesitli stregleri

etkileyen bir transkripsiyon faktorii olduguna isaret etmektedir (Uauy, 2006).

Bugdayda bulunan, kuraklk ve sogukla uyarilan TaNAC69 geninin DNA’ya baglanma 6zelligi belirlenmis
ve diger tlrlerde bulunan homologlari gésterilmistir. Yapilan sekans eslestirme (alignment) ¢alismalari
TaNAC69'un daha 6nce tanimlanmis olan bazi NAC proteinleri ile benzerligini ortaya koymustur. Yapilan
bu ¢alismada TaNAC69 un baglanabildigi iki konsensus DNA baglanma bdlgesi (23-24 bp) bulunmustur.
T. aestivum ait Babax gesidi ABA ile muamele edildiginde, kuraklik ve soguk stresine maruz birakildiginda
TaNAC69 mRNA seviyesinin kontrol bitkilerine oranla ¢ok fazla arttigi tespit edilmistir. Daha 6nce yapilan
¢alismalarda NAC proteinlerinin edrl ve 35S promotorlarina baglandigi gosterilmistir. TaNAC69'un NAC
domaini Arabidopsis ANACO19unki ile % 66-68 aminoasit homolojisi géstermektedir. Buna karsin
ANACO019 erd1 promotoruna baglanabilirken TaNAC69 ancak diistk bir afinite ile baglandigi gérilmustdr.
TaNAC69'un 35S promotoruna da yine disik afinite ile baglandigi gosterilmistir (Xue, 2006).
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NAC grubu genlerin bitkilerde abiyotik strese tepkide etkili oldugunu gosteren calismalara baska
ornekler vermek de mimkiindir. SNAC1 (stress responsive NAC1) geninin ifade dizeyi arttirildiginda,
transgenik celtiklerin kuraklk ve tuzluluk direncinin kontrol bitkilere gére daha fazla oldugu tespit
edilmistir. Transgenik bitkilerin ABA’ya daha duyarli olduklari ve stomalarini daha ¢abuk kapatarak daha

yavas su kaybettikleri gortilmustir (Hu, 2006).

Diger bir calismada ise OsNAC6 geninin soguk, kuraklik ve tuzluluk gibi abiyotik streslerle aktive oldugu
gosterilmistir. OsNAC6 genini konstitutif olarak ifade eden transgenik celtiklerde bliyiimede gerileme ve
Urlin veriminde disis gorilmustlir. Yapilan mikroarray analizleri, elde edilen transgenik bitkilerde

abiyotik ve biyotik streslerle uyarilan bir¢cok genin aktive oldugunu géstermistir (Nakashima, 2007).

Hedeflenen bu projemizde NAC grubuna ait TaNAC69-1 ve TtNAM-B2 genlerinin bugday ve titlin
bitkilerinde yiksek seviyede ifadesini arttirmaya yonelik ¢calismalar yapilmistir. Ayrica bugday bitkisinde
TaNAC69-1 ve TtNAM-B2 genlerinin belli zaman periyotlarinda tuz ve kuraklik stresleri altinda gen ifade

profilleri gbsterilmistir.
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2. GEREC VE YONTEM
2.1, Materyaller

Total bitki RNA’sI Qiagen RNeasy Plant Mini Kit RNA izolasyon kiti (Valencia, CA, USA) ve Invitrogen Trizol
reaktifi (Paisely, UK) kullanilarak yapilmistir. Elde edilen RNA 6rneklerinden cDNA sentezi Fermentas
RevertAid™ First Strand cDNA Synthesis Kit (Cornaredo, Italy) kullanilarak gergeklestirilmistir. Genlere
ait izole edilmis DNA parcalari Fermentas CloneJET™ ve Invitrogen pENTR“"/D—TOPO® PCR klonlama
vektorlerine klonlanmistir. Klonlanan genler sekanslanarak NCBI web sitesinde
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) yer alan BLAST programi araciligiyla karsilastirma yapilmistir.
Monokot bitkilerin partikiil bombardiman yontemiyle genetik transformasyonda kullanilan ekpresyon
vektori pAHC25 ve Agrobacterium yontemiyle genetik transformasyonda kullanilan ekpresyon vektori

ise Gateway uyumlu IPK vektor serileridir.

2.1.1. Bitki Materyalleri
Bu calismada kislik bugday cesidi olan, Kiziltan-91 ve Mirzabey (Triticum turgidum spp. durum) ait
olgunlasmis embriyo ve yazlik bugday cesidi olan, Ylregir-89 (Triticum aestivum L.) ait olgunlasmamis
basak taslagi ve embriyolar bitki materyali olarak kullanilmistir. Bugday tohumlari Tarim ve Koyisleri

Bakanhgi Tarla Bitkileri Merkez Arastirma Enstitlisi’nden elde edilmistir.

2.2, Metodlar (Vektorlerin Olusturulmasi)
2.2.1. RNA izolasyonu igin Bitkilerin Bilyiitiilmesi
Kiziltan-91 ve Yiregir-89 cesitlerine ait tohumlar yilizey sterilizasyonundan sonra c¢imlendirilmis ve
bitkiler kontrollii cevre sartlarinda (16s isik, 8s karanlik fotoperiyot, 20/18 °C) su kiltiirii ortaminda
Hoagland (Hoagland, 1950) solusyonuyla sulanarak plastik bardaklarda 14 giin boyunca blyutilmustar.
TaNAC69-1 ve TtNAMB-2 genlerinin ifade seviyelerini arttirmak icin 200mM tuz (NaCl) iceren Hoagland
solusyonu ile 5 glin boyunca bitkilerin sulanmasina devam edilmistir. Stresin sonunda kontrol ve strese
maruz birakilan bitkilerin yapraklari toplanarak sivi nitrojende dondurulmus ve RNA izolasyonunda

kullanilmak tizere — 80°C’ de saklanmustir.

2.2.2. RNA izolasyonu
Total RNA izolasyonu Qiagen’in RNeasy Plant Mini Kit'i ve trizol reaktifi (Chomczynski, 1993) kullanilarak
gerceklestirilmistir. Elde edilen RNA’nin kalite ve miktari spektrofotometre yardimiyla olclimds,

orneklerin absorbans degeri 10 mM Tris/HCl icinde (pH:8.0) 260 nm (A260) ve 280 nm (A280)'de
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saptanmistir (1 absorbans birimi=40pug/ml RNA). RNA kalitesi A260’in  A280’e oranina gbre

belirlenmistir. Miktar ise asagidaki formiile gore hesaplanmistir:
Konsantrasyon = A260 x 0.04 x DF
A260: 260 nm’deki absorbans, DF: seyreltme faktor.

RNA kalitesi ayrica jel elektroforezi yardimiyla dogrulanmistir. Bu amagla 1X TAE solisyonu kullanilarak
%1'lik agaroz jel hazirlanmistir. RNA 6rnekleri jele yliklenmis ve 40 dakika 100 V'ta yurutilmastir. Jelde

25S ve 18S bantlarin gériilmesi RNA 6rneklerinin parcalanmadigini kanitlamistir.

2.2.3. RNA Orneklerinden cDNA Sentezi
RNA orneklerinden cDNA sentezi icin Fermentas’in RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kit'i
kullanilmistir. 1 pug RNA 6rnegi ve uygun primerler reaksiyon karisimina eklenmis ve 5 dakika 65 [1Cde
inklibe edilmistir. Daha sonra 5X buffer, dNTP ve RT (ters transkriptaz) PZR tlplerine konulmus ve son
hacim DEPC muameleli su eklenerek 20 ul'ye tamamlanmistir. Bilesim yavasca karistiriimis ve 5 saniye
santrifiij edilmistir. Tipler PZR makinasinda 42°C’de 60 dakika ve 70°C’de 5 dakika inkiibasyona maruz

birakilmistir.

2.2.4. Tagushi Metoduyla TaNAC69-1 ve TtNAM-B2 Genlerinin izolasyonu
Tagushi metodu endustriyel proses dizaynlarinda yaygin olarak kullanilan bir yontemdir. Bu diziler
spesifik reaksiyon bilesiklerinin etkilesimlerini yalnizca birkag¢ reaksiyon yardimiyla gostermekte olup

pahali deneysel incelemelere gereksinimi azaltmaktadir (Tablo 2.1).

Tablo 2.1. Tagushi dizisinde kullanilan bilesenlerin farkl karisim igerikleri.

Reaction

olo|o|m|o|w|>|>>»|=
Olm|>olw|>olw| >N
w|>|o[>o|lw|o|o|>|3
>olmlw(>o|jo|m|>|E

|| N~k |lwW|N| =
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PZR calismalarinda kullanilacak olan gene 6zgi primerlerin dizayni Beacon Designer 7 programi araciligl

ile yapiimistir.

TaNAC69 geni icin kullanilan ileri ve geri primerlerin sekanslari séyledir:

ileri yénli primer: GCCATCTTCTCCTCCTCCTC

Geri yonli primer: TTCTTATCGGTCGGTCGGTC

TtNAM-B2 geni icin kullanilan primerlerin sekansi ise soyledir:

ileri yonli primer: ATGGGCAGCTCGGACTCATC

Geri yonlu primer: TCAGGGATTCCAGTTCACGC

Optimizasyon deneyleri her bir degiskenin bagimsiz olarak test edilmesine dayanir. 4 farkli reaksiyon
bileseninin, 3 farkli karisim diizeyinde etkilerinin ve etkilesimlerinin belirlenebilmesi icin 81 ayri deney
yapmayi gerektirir. Tagushi metodu kullanilarak her bir bilesenin etkisini anlayabilmek i¢cin 9 reaksiyon
yeterli olmaktadir (Cobb, 1994). Uriin verimini etkileyen reaksiyon bilesenleri Tagushi dizileri kullanilarak
kolayca saptanabilmekte olup; primer, cDNA, MgCl, konsantrasyonu ve primer baglanma sicakhgi bu

metodla karsilastirilabilmektedir. Tablo 2.2’de TaNAC69-1 ve TtNAM-B2 genleri icin Tagushi PZR kosul ve

bilesenleri verilmektedir.

Tablo 2.2. TaNAC69-1 ve TtNAM-B2 genleri igin Tagushi PZR kosul ve bilesenleri.

A B c

[Primer pm 11l 0,4 0,6 0,8

Annealing Tem [2] 58°C 60°C 62°C

MgCl, mM [3] 1 1,5 2

CDNA pL [4] 3uL 4 uL 5uL

Reaction # Primer uM Annealing Tem |MgCl, mM cDNA pL
1 0,4 58°C 1 3
2 0,4 60°C 1,5 4
3 0.4 62°C 2 5
4 0,6 58°C 1,5 5
5 0,6 60°C 2 3
6 0,6 62°C 1 4
7 0,8 58°C 2 4
8 0,8 60°C 1 5
9 0,8 62°C 1,5 3

Yapilan Tagushi PZR sonucunda ¢ikan drinler %1’lik agaroz jelde yiritiilmis ve beklenen biiylkliikte

gorilen bantlar kesilerek jelden ayristiriimistir. Bunun icin QlAquick Gel Extraction Kit'i kullaniimistir.
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2.2.5. TaNAC69-1 ve TtNAM-B2 Genlerinin pJET1.2 Klonlama Vektoériine Aktarilmasi
Ayristirilan bu genler, CloneJET™ PCR Cloning Kit'te verilen protokole uygun olarak pJET1.2 klonlama
vektorine (Sekil 2.1) transfer edilmistir. Genlerin vektére entegrasyonunu kanitlamak icin gen aktarimi
yapilmis vektor, kompetant E. coli hiicrelerine 1si sokuyla aktarilmistir. Bunun igin 50 pL kompetant E.
coli hiicresine 5 pL ligasyon karisimi ilave edilerek buzun icerisinde 60dk. inklibe edilmistir. Isi soku i¢cin
hicreler 42°C'de 90 saniye su banyosunda tutulmustur. Son olarak hicreler 5dk. buzun icerisinde
tutulmustur. Daha sonra 950 plL LB besiyeri ilave edilerek ¢alkalamali inkiibatorde bir saat, 200 rpm’de
bekletilmistir. Kiltlirden 50 plL alinarak amfisilin iceren segici LB (Luria Broth, Sigma) agar plaklarda 37
°C’de bir gln buyltilmustir. Aktarimin gerceklesmis oldugu hicrelerde amfisiline karsi direng olmasi
beklenmektedir. Dolayisiyla amfisilin iceren LB besiyerinde biiylyebilen koloniler pozitif koloniler olarak
secilmistir. Bu koloniler kullanilarak TaNAC69-1 ve TtNAMB2 genlerine 6zgl primerlerle, PZR yapilmis ve
¢tkan drdnler %1’lik agaroz jelde yirGtilmustiir. Beklenen biyikliikte bant elde edilen kolonilerden
plazmid izolasyonu yaplilarak ¢ift yonde sekanslamaya gonderilmistir (Sekanslama islemi REFGEN Gen
Arastirmalari ve Biyoteknoloji Ltd. Sti. tarafindan yapilmistir). Bu islemler sonucunda pJET1.2 klonlama
vektorine aktariimis olan TaNAC69-1 ve TtNAMB2 genleri, ekspresyon vektoriine aktarilmaya hazir hale

getirilmistir.

Neol
Bsu15l

pJET1.2/blunt
2974 bp

Sekil 2.1. pJET1.2/blunt klonlama vektériniin haritasi
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2.2.6. TaNAC69-1 ve TtNAMB2 Genlerinin Dikot Ekspresyon Vektoriine Klonlanmasi
PORE ikili vektor serisi yeni nesil vektorlerden olup, bircok dnemli 6zelliklere sahiptirler. pORE serisi 3
temel gruptan olusmaktadir; genel bitki transformasyonu igin kullanilan ‘open’ serisi, promotor analizi
icin kullanilan ‘reporter’ serisi ve transgenlerin sirekli ifadesi icin ‘ekspresyon’ serisi. Bu serilerde
kullanilan promotorlar; P.p.: Arabidopsis thaliana hydroperoksid liyaz promotoru, Pgnpcup2: Tobacco
cryptic konstutitiv promotoru ve Pqapapn: Triticum aestivum lipid transfer protein promotoru. Secici

markarler nptll ve pat genleridir. Haberci (reporter) genler ise uidA ve smgfp genleridir.

pJET1.2 klonlama vektoriinde bulunan TaNAC69-1 ve TtNAM-B2 genleri pORE-E3 ylksek ekspresyon
vektorine (Sekil 2.2.) aktanlmistir. TaNAC69-1 ve TtNAM-B2 genlerini pJET1.2/blunt klonlama
vektorinden, ikili pORE-E3 vektorine transfer etmek icin her iki vektér de ayni kesim enzimi ile
kesilmelidir. Dolayisiyla her iki vektor Clal ve Notl enzimleri ile kesilmistir. Béylece, Clal ve Notl kesim
bolgelerini iceren yapiskan uglar elde edilmistir. TaNAC69-1 ve TtNAM-B2 genleri, ayni kesim bolgelerini
uglarinda tasiyan pORE-E3 vektoriine, T4 DNA ligaz enzimi ile baglanmistir. Elde edilen vektor isil sokla
bos E.coli DH5a susuna aktarilmistir. Pozitif koloniler kanamisin iceren segici LB besiyerinde bliyuttlmus
ve dogrulama icin koloni PZR yapilmistir. TaNAC69-1 genini iceren pORE-E3 vektori elektroporasyon
yontemi ile bos A. tumefaciens EHA 105 susuna aktarilmistir. Pozitif koloniler kanamisin iceren secici LB

besiyerinde biyltilmis ve dogrulama icin koloni PZR yapilmistir.

RB

LB
Pentcup2 Tos === PpL pat Tnos —I7786 be
I MCS1 MCS2 E— | L

PspOMI

Hindlll
Acll
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Sekil 2.2. pORE-E3 ikili ekspresyon vektoriiniin haritasi

2.2.7. TaNAC69-1 ve TtNAMB2 Genlerinin Monokot Ekspresyon Vektoriine
Klonlanmasi
Monokot bitkiler icin kullanilabilecek ekpresyon vektorlerinden biri pAHC25 ‘tir. Bu vektor bar ve uidA
(GUS) markor genlerini icermektedir ve her ikisi de ayri ayri Ubi-1 promotoru ile kontrol edilmektedir
(Sekil 2.3.a). pAHC25 vektorii 9700bp buyukliginde olup, bu biyiklik partikiil bombardiman icin tolere
edilebilirdir. TaNAC69-1 veya TtNAM-B2 genlerinin pAHC25 vektoriine eklenmesinden sonra blyuklugi
yaklasik 11000bp olacaktir. 11000bp partikil bombardiman yontemi icin blylikligiinden dolayl uygun
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degildir. Ancak GUS geni plazmitten uzaklastirilir ve onun yerine TaNAC69-1 veya TtNAM-B2 genleri
eklenirse vektorin buylkliga sabit kalmaktadir. GUS genini vektorden uzaklastirmak icin, Smal ve Sacl
kesim enzimleri kullanilmistir (Sekil 2.3.b). Smal enzimi, kestigi bolgede kit uglar olusturmaktadir. Bu
ylzden yapiskan ug ligasyonu yerine kit ug ligasyonu yapilmistir. Ancak Sacl ile kesilen bolgede yapiskan
uglar olusacaktir. Bu yapiskan uglari kiit hale getirmek icin T4 DNA polimeraz enzimi kullanilmistir. T4
DNA polimeraz tek zincirli DNA zincirininin eslenigininin sentezlenmesini 5'-3' yoniinde gerceklestirir ve
boylece yapiskan uclu boélgelerde kit uglar olusturur. Bu enzim ayni zamanda 5'-3' eksoniikleaz aktivitesi
yoklugunda 3'-5' eksoniikleaz aktivitesine de sahiptir. GUS geni vektérden Smal ve Sacl enzimleri ile
¢ikarilip, T4 DNA polimeraz ile kit uglar elde edildikten sonra TaNAC69-1 veya TtNAM-B2 genlerinin bu
bolgeye entegrasyonu amaglanmistir. Bunun igin 6ncelikle, pORE-E3 vektériine 6nceden aktarilmis olan
TaNAC69-1 ve TtNAM-B2 genleri, bulundugu bolgeden Smal ve Sacl enzimleri ile kesilerek cikariimistir.
Daha sonra GUS geni uzaklastirilmis olan vektore ligasyon yapilmistir. Ligasyon Urinleri kompetan E. coli
DH5a susuna transfer edilerek pozitif koloniler amfisilin iceren secici LB besiyerinde buyuttlmustar.
pAHC25 plazmidi igindeki genin konumunu dogrulamak icin restriksiyon haritalama yontemi
kullaniimistir. Restriksiyon haritalamasi plazmid DNA’sinin bir seri restriksiyon enzimleriyle kesilmesi ve
olusan DNA parcalarinin agaroz jel elektroforezi yardimiyla ayristiriimasini icerir. Restriksiyon enzim
kesim bolgeleri arasindaki uzakliklar enzim kesimiyle tretilen DNA parcalarinin blyukliklerine bakarak

saptanabilir. Bu yolla, plasmid icerisinde yeni eklenen herhangibir DNA pargasinin konumu belirlenebilir.
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Sekil 2.3.a) pAHC25 monokot ekspresyon vektoriine ait harita. b) pAHC25 monokot ekspresyon
vektoriinden GUS genini uzaklastirmak icin vektoriin A: Sacl ve B: Sacl ve Smal enzimleriyle kesildikten
sonraki jel elektroforezi gorlintlisi. GUS geninin ve GUS geni icermeyen dogrusal pAHC25 plazmidinin
biyiklikleri sirasiyla 1900 ve 7800 baz iftidir. % 1 agaroz jel 1X TAE sollsyonunda 100 V’ta 60 dakika
yaratdlmustar. Her bir kuyucuga 10 plL PCR Urint yidklenmistir. 1 kb DNA Markori (Fermentas,
SM0311).

2.3. TaNAC69-1 Geninin Gateway Uyumlu IPK Vektor Serilerine Klonlanmasi
2.3.1. Gateway® Klonlama Teknolojisi
Gateway® teknolojisi fonksiyonel analizler, protein ekspresyonu ve DNA pargalarinin klonlanmasi igin
kullanilabilen hizli ve etkili evrensel bir klonlama yontemidir. Faj 1’in iyi bir sekilde tanimlanmis bolge-
spesifik rekombinasyon sistemine dayanan bu teknoloji, DNA parcalarinin farkli klonlama vektorleri
arasinda restriksiyon endoniikleazlar ve ligazlara ihtiyac duymadan transferine olanak saglar. ilgilenilen
DNA parcasl bir kez Gateway sistemine entegre oldugunda pargalarin diger Gateway vektorleri arasinda

transferi cok kolay olmaktadir. (Sekil 2.4.a).
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Sekil 2.4.a). Uygulamalar arasinda hizli bir gecis saglayan Gateway® teknolojisi. b) Gateway® sistemine

spesifik olan ve capraz reaksiyona girmeyen 5 set att bolgesine dayanmaktadir.

Gateway teknolojisi, faj lambdanin rekombinasyon reaksiyonlarini test tipl icerisinde bir seri

rekombinasyon proteinlerinin bir karisimini ve att bolgesi iceren vektdr serilerini  kullanarak

gerceklestirir. Faj 1'de entegrasyon bolgesi attP olarak bilinirken, E. coli’de ise attB olarak

isimlendirilmektedir. attB bolgesi 25 baz ¢ifti uzunlugunda kisa bir bolgedir. att bolgeleri faj 1
rekombinasyonu saglayan proteinler icin baglanma bdlgeleri icermektedir. Entegrasyon reaksiyonu
(attBXattP) integrase (Int) ve konak entegrasyon faktér (IHF) olarak bilinen proteinler yardimiyla
gerceklestirilmektedir. Birlesme gerceklestiginde hic DNA dizi kaybi olmadan attL ve attR olarak
adlandirilan iki yeni bélge meydana gelmektedir. TiUm att bolgeleri rekombinaz (integraz) icin 15 baz
ciftlik tanima bolgeleri icermeleri agisindan benzerdir. Reaksiyon ayni zamanda ters yonde de
gerceklesebilir (ekzisyon). attL bolgesi attR bolgesi ile birlestiginde (integraz, konak entegrasyon faktor
ve ekzisionaz proteinleri [Xis] yardimiyla), lambda DNA’sI E. coli genomundan ¢ikarilir. Bu durumda E.

coli icinde attB bolgesi, faj 1 icinde attP bolgesi olusur (Sekil 2.4.b.).
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Gateway® reaksiyonlari entegrasyon ve ekzisyon reaksiyonlarinin in vitro formlaridir. Amac hedef genin
bir vektorden digerine transfer edilmesidir. Ekspresyon vektoriini olusturmak icin LR reaksiyonu

incelendiginde;

1. Hedef gen, transkripsiyonel olarak aktif olmayan ve kanamisin antibiyotigine direncli bir giris

vektorine klonlanir. Sonugta attL1 ve attL2 olarak isimlendirilen rekombinasyon bdlgeleri olusur.

2. Istenen gen amfisilin antibiyotigine direngli hedef bir vektdre aktariimak istenirse ekpresyon igin
gerekli tim dizi bilgisi vektoér Gzerinde mevcuttur. Bu plazmid ayrica negatif secim geni olan ccdB'yi iki

taraftan kusatan attR1 ve attR2 olarak bilinen iki rekombinasyon bélgesi icermektedir.

3. Herbiri birbiriyle birlesmeyen rekombinasyon bdlgeleriyle kusatiimis fakat diger molekil tzerindeki

kalici bolgelerle birlesen iki plazmid DNA’sI bir araya getirilmektedir.

4. LR Clonase™ enzim karisimi Int, IHF, ve Xis enzimlerinden olusmakta ve bdylece ekzisyon reaksiyonun

in vitro formu gergeklestirilmektedir.

5. attl ve att2 bolgeleri rekombinasyonun yonselligini ve spesifikligini belirledigi icin attL1 sadece attR1

ile reaksiyona girmekte, ayni sekilde attL2’de attR2 ile birlesmektedir.

6. attLl ile attR1 ve attL2 and attR2 arasinda olusan bu iki rekombinasyon olayi ekspresyon klonunu

meydana getirmektedir.

7. Bu iki rekombinasyon reaksiyonunun Uriinleri, hedef geni iceren plazmid konstrakti ve verici vektor
olarak bilinen bir yan triindiir. istenen plazmid antibiyotik seleksiyonu ve negatif seleksiyon olmak {izere
iki secim bolgesine sahiptir. Amfisilin secimi baslangi¢ vektorl ve yan (rlinii elimine ederken; negatif
seleksiyon isaretleyicisinin bulunmasi bos hedef vektérii ve co-integrate molekilleri ortadan kaldirir
(Sekil 2.5.). Boylece hedef geni iceren plazmid konstraktini iceren bakteriler amfisilin antibiyotigi ile

secilmis olurlar.
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Sekil 2.5. Gateway® reaksiyonlari; LR ve BP reaksiyonlarinin in vitro formlaridir.

2.3.2. TaNAC69-1 Geninin Gateway Uyumlu Giris Vektoriine Klonlanmasi
Oncelikli olarak TaNAC69-1 geni giris vektdrii olarak kullanilan pENTRTM/D-TOPO® vektoriine
klonlanmistir (Sekil 2.6.). TaNAC69-1 geni Pfu Taq Polymerase enzimi kullanilarak PZR’de ¢ogaltiimistir.
PZR kosullari; kalip DNA’nin ayrilmasi i¢in 94°C’ de 3 dakika, 25 déngii 94°C’ de 30 saniye, 60°C’ de 45
saniye, 68°C’ de 2 dakika ve 68°C’ de 10 dakika final uzatma olacak sekilde yapilmistir. TaNAC69-1
geninin PZR Uriinl %1’lik agaroz jelde yiritlilmus ve beklenen biyiklikte gorilen bant kesilerek jelden
QlAquick Gel Extraction Kit kullanilarak ayristirilmistir. Ayristirilan bu gen, Invitrogen firmasindan
saglanan pENTR™/D-TOPO’ giris vektorine transfer edilmistir. Genin vektére entegrasyonunu
kanitlamak icin gen aktarimi yapilmis vektor, kompetant E. coli hiicrelerine isi sokuyla aktariimistir.
Bunun icin 50 pL kompetant E. coli hiicresine 5 pL ligasyon karisimi ilave edilerek buzun icerisinde 30dk.
inkGibe edilmistir. Isi soku icin hiicreler 42 °C’'de 90 saniye su banyosunda tutulmustur. Son olarak
hiicreler 5dk. buzun igerisinde tutulmustur. Daha sonra 950 pL SOC besiyeri ilave edilerek c¢alkalamali
inkGibatorde bir saat, 200 rpm’de bekletilmistir. Klltirden 50 pL alinarak kanamisin iceren secici LB
(Luria Broth, Sigma) agar plaklarda 37 °C’de bir giin buyGtilmustir. Aktarimin gerceklesmis oldugu
hicrelerde kanamisine karsi diren¢ olmasi beklenmektedir. Dolayisiyla kanamisin iceren LB besiyerinde
blylyebilen koloniler pozitif koloniler olarak secilmistir. Bu koloniler kullanilarak TaNAC69-1 genine
0zgili primerlerle, koloni PZR yapilmis ve ¢ikan Urlnler %1’lik agaroz jelde yirutiilmistir. Beklenen
baylklikte bant elde edilen kolonilerden plazmid izolasyonu yapilarak c¢ift yonde sekanslamaya

gonderilmistir (Sekanslama islemi REFGEN Gen Arastirmalari ve Biyoteknoloji Ltd. Sti. tarafindan
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yapilmistir). Bu islemler sonucunda pENTR"V'/D-TOPO® giris vektoriine aktarilmis olan TaNAC69-1 geni IPK

serisi ekspresyon vektorlerine aktarilmaya hazir hale getirilmistir.

| B

pPENTR™/D-TOPQO®

Sekil 2.6. pENTR"“/D-TOPO® vektorinin haritasi. Genler attL1 and attL2 rekombinasyon bélgeleri arasina

aktarilacaktir.

2.3.3. TaNAC69-1 Geninin Gateway Uyumlu pIlPKb002 Ekspresyon Vektérine
Klonlanmasi
Bir genin bitki transformasyon vektorleri kulllanilarak geleneksel yontemlerle klonlanmasi ya da RNAI
vektorleri kullanilarak yapilan susturma calismalari emek isteyen zahmetli calismalardir. Tahil tirleri igin
kullanilabilecek bazi Gateway uyumlu ikili vektorler mevcuttur. Rekombinasyon reaksiyonu uygun
rekombinasyon bolgelerine (attLl and attL2) sahip hedeflenen geni iceren bir giris vektord,
rekombinasyon enzimi ve ikili bir hedef vektoérii icermektedir. ikili hedef vektér alternatif bitki
promotorunun alt bdlgesine entegre olmus uyumlu rekombinasyon boélgelerine (attR1 and attR2)

sahiptir.

Himmelbach ve arkadaslar (Himmelbach, 2007) fonksiyonel olarak gecerli bir seri promotora sahip ve
hedef genlerin ya da gen pargalarinin Gateway’e dayali rekombinasyonla hizl bir sekilde entegrasyonuna

izin veren bir vektor seti gelistirmislerdir (Sekil 2.7.).
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pIPKb001, plPKb002, plPKb003, pIPKb004 vyiksek ekspresyon vektorleri ve plPKb006, plPKb0O07,
plPKb008, pIPKb009 RNAi-vektorleri IPK’dan (The Leibniz Institute of Plant Genetics and Crop Plant
Research, Almanya) temin edilmistir. Bu ikili hedef vektorler uyumlu rekombinasyon baolgeleri (attR1 ve
attR2) icermektedir. Bu ylzden ilgilenilen genin ikili hedef vektore transferi icin attL1 ve attL2 bolgeleri
iceren bir giris vektoriine gereksinim duyulmaktadir. Bu rekombinasyon bdlgelerini iceren pENTR™/D-
TOPO" vektorii baslangictaki klonlama igin kullanilacaktir. ilk olarak TaNAC69-1 geni pENTR™/D-TOPO"
vektoérine klonlanmistir. LR reaksiyonunda LR Clonase™ enzimi kullanilarak giris vektori icerisinde
bulunan TaNAC69-1 geni pIPKb002 yiiksek ekspresyon vektoriine transfer edilmistir. TaNAC69-1 genini
tastyan koloniler koloni PZR yontemiyle belirlenmistir. Daha sonra TaNAC69-1 genini iceren ikili vektorler
elektroporasyon yontemiyle kompetan A. tumefaciens AGL1 susu hiicrelerine aktariimistir. TaNAC69-1
genine 6zgi primerlerle, koloni PZR yapilmis ve geni tasiyan pIPKb002 vektori A. tumefaciens AGL1 susu

icerisinde oldugu kanitlanmistir (Sekil 2.8.).
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none (MCS1%)  plPKb0O1 EU161567 pIPKB00G EU161572
ZmUbi1 pIPKb002 EU161568 pIPKbOOT EU161573

OsAct1 pIPKb003 EU161569 pIPKb008 EU161574

d358 pIPKb004 EU161570 plPKb009 EU161575
TaGstA1 pIPKB00S EU161571 pIPKBO10 EU161576

b

Sekil 2.7. Olusturulan modiler ikili hedef vektoriin sematik gosterimi. Yiksek ekspresyon (OE) ve
RNAi'ye dayali gen susturma (RNAI) icin dizayn edilmis vektoérler. a) Yiksek ekspresyon vektorleri,

Gateway hedef kasetleri R1 (attR1 rekombinasyon baglanma bdélgesi), Cmr (kloramfenikol
asetiltransferaz geni), ccdB (negatif seleksiyon markéri), ve R2 (attR2 rekombinasyon baglanma bélgesi)
bolgelerinden olusmaktadir. b) RNAi vektorleri Gateway hedef kasetlerinin tersine ¢evrilmis tekrarlarini
ayiran bir bugday RGA2 intronu (I) icermektedir. Transkripsiyon ya A. tumefaciens nos (t) ya da CaMV

35S termination signal (T) yardimiyla sonlandiriimaktadir.
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Sekil 2.8. TaNAC69-1 geninin Gateway sistemine girisi ve LR reaksiyonu sonucunda TaNAC69-1 genini

iceren pIPKb0O?2 ikili vektoriin olusumu.
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24. Bugday Doku Kiiltiiri
Calisma boyunca yazlik cesit olan Yiregir-89 (T.aestivum) ve kislk cesit olan Kiziltan-91 ve Mirzabey
(T.turgidum) serada kontrolli cevre sartlarinda (16s 151k, 8s karanlik fotoperiyot, 20/18°C) toprak igeren
saksilarda yetistirilmistir. Yazlik gesitler ekimden yaklasik 30 glin sonra olgunlasmamis basak taslagi
olusturmaktadir. Kighk cgesitler ise ekimden 1 hafta sonra +4°C'de 5 hafta vernalizasyona maruz
birakildiktan sonra yaklasik 80. gliniin sonunda olgunlasmamis basak taslagi olusturmaktadir. Olusan
olgunlasmamis basak taslaklarini iceren bugday sap kisimlarinin yiizey sterilizasyonu icin, bugday saplari
% 30’luk sodyum hipoklorit (NaOCl) igeren ¢ozelti igerisinde 20 dakika galkalanmis ve steril saf su ile 5
defa yikanmistir. Bistiri ve pens yardimiyla binokiler mikroskop altinda olgunlasmamis basak taslaklari
¢ikarilarak 2-3 parcgaya béliinip, kallus olusturma besiyerine (MS2) transfer edilmistir (Tablo 2.3.). Kallus
olusturma besiyeri icinde basak taslaklari 6 hafta boyunca 25°C’de karanlikta inkiibasyona birakilmistir. 6
haftalik kalluslar daha sonra rejenerasyon besiyerine alinmistir. 8 cm olan filizler kavanoz icindeki

koklendirme besiyerine alinmistir. Saghkli bliyliyen bitkicikler seraya aktarilmistir (Kavas, 2008).

Tablo 2.3. Olgunlasmamis basak taslaklarinin doku kultliri calismalarinda kullanilan besiyerlerinin

icerikleri.
Murashige&Skoog | Rejenerasyon Koklendirme
Besiyeri (MS2) Besiyeri Besiyeri
Murashige&Skoog (g/l) 4.4 2.2 2.2
Sikroz (g/l) 30 30 15
Fitajel (g/l) 1.3 1.3 1.3
2-4-Diklorofenoksi asetik asit (mg/l) 2 - -

Olgunlasmis embriyolarin doku kiltiirt ve genetik transformasyon g¢alismalari ise her iki ¢esit icin aynidir.
Tohumlar yizey sterilizasyonu i¢in %70’lik etil alkol ile 5 dakika yikanmistir. Steril saf su ile 5 kez yikanan
tohumlar %30’luk sodyum hipoklorit (NaOClI) ile 20 dakika ¢alkalandiktan sonra steril saf su ile tekrar bes
kez yikanmistir. Steril edilen tohumlar sismeleri icin 8mg/| 2-4-Diklorofenoksi asetik asit iceren steril saf
su icinde +4°C de 16-18 saat bekletilmistir. Sisen tohumlarin embriyolari bistiiri ve pens yardimiyla
binokiler mikroskop altinda tohumdan ayrilarak gikarilmistir. Olgunlasmis embriyolar kallus olusumu igin
kallus indiksiyon besiyerine alinarak 4 hafta 25°C’ de karanlik ortamda inkiibe edilmistir (Tablo 2.4.).

Daha sonra 4 haftalik kalluslar embriyonik kallus olusturma besiyerine alinmistir. Bu kalluslardan
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embriyonik kallus olusturabilenler rejenerasyon besiyerine alinmistir. 8 cm olan filizler kavanoz icindeki

koklendirme besiyerine alinmistir. Saghkli biiyliyen bitkicikler seraya aktariimistir.

Tablo 2.4. Olgunlasmis embriyolarin doku kiltlr( ¢alismalarinda kullanilan besiyerlerinin igerikleri.

Kallus Indiiksiyon Embriyonik Kallus Rejenerasyon Koklendirme
Besiyeri Indiiksiyon Besiyeri Besiyeri besiyeri
Murashige&Skoog Besiyeri (g/l) 4.4 4.4 4.4 22
Aspartik Asit (mg/l) 135 135 135 -
L-Glutamin {mg/l) 150 150 150
L-Prolin (mg/l) 115 115 115 -
Kazein Hidrolisat (mg/l) 100 100 100 -
L-Triptofan (mg/l) 20 20 20
Sikroz (gfl) 30 30 30 20
Fitajel (g/l) 2.6 26 26 26
2-4-D (mg/l) 2 2 - -
Maptalaasetik asit (mg/1) 0.1 - -
Benzil Adenin (mg/) 0.5 - -
AgNO; (mg/l) 10 -
CuSO, (mg/l) 2 -

Olgunlasmamis embriyolarin doku kiltiiri ve genetik transformasyon c¢alismalari icin Triticum aestivum

cv.Yuregir 89 ve Triticum turgidum durum cv.Kiziltan 91 gesitleri kullanilmistir. Serada kontrollii olarak

yetistirilen bugday cesitlerine ait olgunlasmamis tohumlar anter olusumundan yaklasik 15-20 giin sonra

toplanmistir. Toplanan olgunlasmamis tohumlar % 30 sodyum hipoklorit (NaOCI) ile 20 dakika

calkalandiktan sonra steril saf su ile tekrar bes kez yikanarak ylizek sterilizasyonu tamamlanmistir.

Sterilizasyondan sonra tohumlardan olgunlasmamis embriyolar mikroskop altinda bistiiri ve pens

yardimiyla izole edilmistir. izole edilen embriyolar kallus olusumunu baslatmak icin indiiksiyon besiyerine

alinmistir. 4 hafta bu besiyerinde inklbe edilen kalluslar stirgiin olusumunu uyarmak icin zeatin (5 ve 10

mg/l) iceren segici rejenerasyon besiyerine alinmistir. Stirglin veren kallus yapilari kok olusumunu

baslatmak icin koklendirme besiyerine alinmistir. Cift kuvvetli besiyeri igerigi otoklav sonrasi eklenen

maddeler harig¢ bltlin konsantrasyonlar ¢ift konsantrasyon olarak verilmistir (Tablo 2.5.) (Jones, 2005).
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Tablo 2.5. Olgunlasmamis embriyolarin doku kiiltiri ¢alismalarinda kullanilan besiyerlerinin igerikleri.

Icerik Inokiilasyon Indiiksiyon Rejenerasyon | Kioklendirme
Besiyeri (/L) Besiyeri (/L) Besiyeri (/L) Besiyeri (/L)
MS Makro tuzlari (x10) 200 ml 200 ml 200 ml 200 ml
L7 Mikro tuzlari (x1000) | 2 ml 2 ml 2 ml 2 ml
FeNaEDTA (x100) 20 ml 20 ml 20 ml 20 ml
MS Vitaminleri (x1000) 2 ml 2 ml - -
Vitaminler/Inositol (x200) | - - 10 ml 10 ml
inositol 200 mg 200 mg 200 mg 200 mg
Glutamin lg lg - -
Kazein hidrolisat 200 mg 200 mg - -
MES 39¢g 39¢g - -
Glukoz 20g - - -
Maltoz 80 g 80 g 60 g 60 g
pH 5.8 e ayarlanip otoklav edilmistir. Otoklav sonrasi asagidaki maddeler eklenmistir.
2,4-D 2 mg 0.5 mg 0.1 mg -
Pikloram 2 mg 2 mg - -
Asetosiringon 200 uM - - -
Timentin - 160 mg 160 mg 160 mg
Zeatin - - 5 mg -
Higromisin - - 25 mg 25 mg
2.5. Partikiil Bombardiman Yontemiyle Bugday Kalluslarina Gen Aktarimi

Bu calismada partikil bombardiman aleti olarak Obitek-Biolab Gen Transfer Sistemi kullaniimistir.
Bombardiman 6ncesi bombardiman sistemi %70 etanol ile steril edilmistir. TaNAC69-1 veya TtNAM-B2
genlerini iceren plasmidler altin pargaciklariyla kaplanarak kalluslara aktarilmistir. 60 mg altin steril
mikrosantrifiij tliplne alinarak 0.5 ml %70 etanol ile 3 dakika vorteks yardimiyla ¢alkalanmistir. 5 dakika
oda sicakliginda inklbe edilmis ve daha sonra 14000 rpm’ de santrifirij yapilarak ¢oktirialmustir. Son
olarak %100 etanol ile tekrar steril edilmistir. 1 ml steril saf su igerisinde ¢dzlinerek kullaniimistir.
60mg/ml tungsten iceren bu karisimdan 30 pl alinarak Gzerine 20 pl steril saf su eklenmistir. Vorteks
yapildiktan sonra Uzerine genleri iceren plasmid DNA’ larindan 5 pg olacak sekilde ilave edilmistir. 30
saniye vorteks yapildiktan sonra hizli bir sekil sirasiyla 2.5 M 50 pl CaCl,, %50 50 pl gliserol ve 20 ul 0.1 M
spermidin ilave edilerek 2 dakika daha vortekslenmistir. 10 dakika buzda bekletildikten sonra santrifir(j

yapilarak siipernatant uzaklastirilarak 200 ul %100 etanol ile yikanmistir. Santrifirlij ile ¢oktirilen altin
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kaph plasmid DNA’lari 100 pl %100 etanol iginde ¢ozilmustlr. 20 ul ¢ozelti tasiyiciya yiklenerek alkol
uctuktan sonra 36 bar (750-800psi) basing ile kalluslara 6 cm mesafeden bombardiman yapilmistir.
Bombardiman calismalarinda TaNAC69-1 veya TtNAM-B2 genlerini iceren pAHC25 plasmidleri, bos

pPAHC25 plasmidi ve hicbir plasmidi icermeyen (negatif kontrol) 4 farkli altin karisimi kullanihmistir.

Bombardiman calismalarinda, olgunlasmamis basak taslaklarindan ve olgunlasmis embriyolardan olmak
Gzere iki farkli dokudan gelen kalluslar kullaniimistir. Olgunlasmamis basak taslaklar kallus olusturma
besiyeri icinde 2 hafta boyunca 25°C'de karanlikta inkiibasyona birakilmistir. Bombardimandan 4 saat
once kalluslar 0.4 M mannitol iceren MS besiyerine alinmislar ve bombardimandan sonra 16 saat
boyunca bu besiyerinde inkibe edilmislerdir. Basak taslaklarindan olusan kalluslara partikil
bombardiman aleti yardimiyla gen aktarimi gerceklestirilmistir. Bombalanan kalluslar zarar gérmis
olabilecek dokularin onarimini hizlandirmak icin dogrudan segcici besiyerine alinmayarak 2 hafta daha
MS2 besiyerinde karanlikta inkibe edilmislerdir. 4. haftada ise kalluslar 0.5 mg/l L-PPT (fosfinotrisin)
iceren MS2 besiyerine aktarilarak gen aktarimi basarili olma ihtimali olan kalluslarin se¢imi baslatiimistir.
6 haftalik bombalanmis kalluslar daha sonra 1mg/| L-PPT iceren rejenerasyon besiyerine alinmistir. 2
hafta araliklarla L-PPT miktari 2mg/l ve 3mg/I’ ye cikarilarak sadece gen aktarimi basarili olan kalluslarin

yasamasl saglanmistir.

Olgunlasmis embriyolar kallus olusumu icin kallus indiiksiyon besiyerine alinarak 2 hafta 25°C’ de
karanlik ortamda inkibe edilmistir (Tablo 1.2.). Bombardimandan 4 saat 6nce kalluslar 0.4 M mannitol
iceren MS besiyerine alinmislar ve bombardimandan sonra 16 saat boyunca bu besiyerinde inkiibe
edilmislerdir. Olusan kalluslara partikiil bombardimani yontemiyle gen aktarimi gerceklestirilmistir.
Olgunlasmamis basak taslaklarindan elde edilen kalluslarda oldugu gibi olgunlasmis embriyolardan elde
edilen kalluslar da 4. haftada segici besiyerine alinarak zarar goren dokularin onarilmasina firsat
verilmistir. Daha sonra 6 haftalik bombalanmis kalluslar 1mg/| L-PPT iceren embriyonik kallus olusturma
besiyerine alinmistir. Bu kalluslardan embriyonik kallus olusturabilenler 1mg/| L-PPT iceren rejenerasyon
besiyerine alinmistir. 2 hafta araliklarla L-PPT miktari 2mg/I ve 3mg/| ye cikarilarak sadece gen aktarimi

basarili olan kalluslarin yasamasi saglanmistir.
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2.6. Agrobacterium Araciligiyla Olgunlagmis ve Olgunlasmamis Bugday
Embriyolarina Gen Aktarimi
Olgunlasmis embriyolar ilk olarak ylizey sterilizasyonu yapilmis tohumlardan c¢ikarilmistir. TaNAC69-1
genini tasiyan Agrobacterium AGL1 susu bir gece oncesinden 28°C'de ODgy'de yaklasik 0,8-1,0
seviyelerine gelinceye kadar buyltilmustir. Bakteriler 2000xg’de 10 dakika santrifiij yapildiktan sonra,
asetosiringon iceren sivi ko-kaltivasyon besiyerinde ¢oziilerek 1 saat daha 28°C’de inkiibe edilmistir.
izole edilen embriyolar bu bakteri cozeltisi ile 1-3 saat muamele edildikten sonra, fazla bakteri
besiyerinden uzaklastirilmistir. 3 giin siren ko-kaltivasyon periyodundan sonra, embriyolardan
bakterileri uzaklastirmak icin timentin antibiyotigi iceren sivi MS besiyeri ile yikanmistir (Jones, 2005).
Bundan sonraki asamalara olgunlasmis bugday embriyolarinin rejenerasyonunda oldugu gibi devam

edilmis ve Sekil 2.9.” da 6zetlenmistir.

Bugday basaklarinin ylizey sterilizasyondan sonra olgunlasmamis embriyolar mikroskop altinda bistiri ve
pens yardimiyla izole edilmistir. izole edilen embriyolar transformasyonun yapilacagi asetosringon iceren
inokllasyon besiyerine alinarak 1-3 saat arasi bu besiyerinde inkiibe edilmistir. Olgunlasmamis
embriyolar TaNAC69-1 genini taslyan plasmidi iceren Agrobacterium tumefaciens AGL1 susu ile 1 saat
transforme edilmistir. Daha sonra fazla bakteri sollisyonu siringa yardimila ortamdan uzaklastirilmistir.
Transforme edilen olgunlasmamis embriyolar inokilasyon besiyerinde 3 gilin karanlk ortamda inkibe
edilmistir. inkiibasyon sonrasinda érnekler 160 mg/l timentin antibiyotigi iceren sivi MS besiyeri ile
yikanarak kallus olusumunu baslatmak igin indiiksiyon besiyerine alinmistir. 4 hafta bu besiyerinde
inklibe edilen kalluslar stirgtin olusumunu uyarmak icin zeatin (5 ve 10 mg/l) iceren secici rejenerasyon
besiyerine alinmistir. Strgtin veren kallus yapilari kék olusumunu baslatmak icin higromisin (25 mg/l)

iceren koklendirme besiyerine alinmistir (Sekil 2.10.).
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Olgunlagmig embriyolarin TaNAC69-1 genini iceren AGL1
bugday tohumundan izolasyonu Agrobacterium susunun biyGtilmesi

} }

Bakterinin ¢cokeltilerek asetosiringon iceren
kokaltivasyon besiyerinde blyutidlmesi

i

Olgunlasmis Embriyolarin Genetik Transformasyonu
Olgunlasmis embriyolarin Agrobacterium ile bulastirlmasi ve
1-3 saat inkubasyonu

|

Embriyolarin 3 glin boyunca
ko-kaltivasyon besiyerinde inkubasyonu

|

Transforme olan embriyolarin Timentin
iceren sivi MS besiyeri ile yikanmasi

}

Embriyolarin kallus indiiksiyon
besiyerine aktariimasi

}

Embriyolarin embriyonik kallus indiiksiyon
besiyerine aktariimasi

Embriyolardan olusan kalluslarin
rejenerasyon besiyerine aktariimasi

|

Olusan transgenik adayi bitkigiklerin segici
kéklendirme besiyerine aktariimasi

Sekil 2.9. Agrobacterium araciligiyla olgunlasmis bugday embriyolarinin doku kiiltiri ve transformasyon

basamaklari.
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QOlgunlagmamig embriyolarin
bugday tohumundan izolasyonu

TaNACES-1 genini igeren AGL1
Agrobacterium susunun blyitilmesi

|

Bakterinin ¢&keltilerek asetogiringon iceren
kokaltivasyon besiyerinde biyiitilmesi

l

!

Olgunlasmamis Embriyo Kalluslarinin Genetik Transformasyonu
Olgunlagmamig embriyolar, kallus indiiksiyon besiyerinde 1 hafta inkiibe
edildikten sonra Agrobacterium ile bulastirimasi ve 1-3 saat inkubasyonu

|

Embriyolarindan elde edilen kalluslarin 3 giin
boyunca ko-kaltivasyon besiyerinde inkubasyonu

|

Transforme olan kalluslarin Timentin igeren
sivi MS besiyeri ile yikanmasi

|

Kalluslarin kallus indiksiyon
besiyerine aktariimasive 4 hafta inkibasyonu

|

Embriyolardan olusan kalluslarin
Zeatin iceren rejenerasyon besiyerine aktarilmasi

l

Olusan transgenik aday bitkigiklerin segici
kéklendirme besiyerine aktariimasi

'

Olgunlasmamis Embriyolarin Genetik Transformasyonu
Olgunlagmamis embriyolarin Agrobacterium ile bulastirimasi ve
1-3 saat inkubasyonu

|

Embriyolarin 3 glin boyunca
ko-kaltivasyon besiyerinde inkubasyonu

|

Transforme olan embriyolanin Timentin
iceren sivi MS besiyeri ile yilkanmasi

l

Embriyolarin kallus indiksiyon
besiyerine aktarilmasi ve 4 hafta inkibasyonu

|

Embriyolardan olusan kalluslarin
Zeatin iceren rejenerasyon besiyerine aktarilmasi

|

Clusan transgenik aday bitkiciklerin segici
kéklendirme besiyerine aktarilmas:

Sekil 2.10. Agrobacterium araciligiyla olgunlasmamis bugday embriyolarinin doku kdltiri ve

transformasyon basamaklari.

2.7. TaNAC69-1 Geninin Gateway Uyumlu pEarlyGatel00 Ekspresyon Vektoriine

Klonlanmasi
TaNAC69-1 geni daha 6nceden attL1 ve attL2 bolgelerini iceren pENTRTM/D-TOPO® giris vektorine
klonlanmistir. Daha sonra LR reaksiyonuyla tipki TaNAC69-1 geni pIPKb002 yiiksek ekspresyon vektoriine
klonlanmasi gibi, ttln genetik transformasyonunda kullanilacak olan Gateway uyumlu ikili hedef vektor
pEarleyGate 100 e (Keith, 2006) transfer edilmistir (Sekil 2.11.). LR sonrasinda TaNAC69-1 genini tasiyan
koloniler 35S promotor spesifik ve gen spesifik primerle kullanarak koloni PZR yéntemiyle
belirlenmistir. Ayrica TaNAC69-1 geninin varligini pEarleyGate 100 icerisinde kanitlamak icin, geni iceren
pEarleyGate 100 vektori Hindlll ve EcoRl enzimleri ile kesilmistir. TaNAC69-1 genini iceren ikili vektor
elektroporasyon ile A. tumefaciens EHA105 susuna aktarilmistir. Elektroporasyon sonrasinda pozitif
kolonileri segmek icin tekrar 35S promotér spesifik ve gen spesifik primerler kullanilarak koloni PCR
yapilmis ve geni taslyan pEarleyGate 100 vektori A. tumefaciens EHA105 susu icerisinde oldugu

kanitlanmistir.

36



BspHl (10953) Bell (11410) Asel (90) Sacl (98) Kpnl (406)

ook “0528)\
/

Eco47l (755

=

BstBI (1768)
Stul (1865)

Narl (9267)

PshAl (2462)

-Xhol (2653)

EcoNl (B791) pEarleyGate 100

{11648 bg)

Nhel (8482) BspEl (3104)

Bsiwl (8366 )———

Neol (3409)

srfl (3976)
BstXl (4089)

-Avrll (4368)
Xbal (4378)
Pacl (4387)
Spel (4403)

w8
L}

Munl (4707)

// BstEN (4979)

Pmel (5352) Pvul (5265) Hindlll (5142) Sse83871 (5129) Eam1105I (5104)

Sekil 2.11. pEarleyGate 100 hedef vektoérinin haritasi

2.7.1. Tutin Bitkisinin Yaprak Diski Transformasyonu
Tutin yapraklan kullanilarak Agrobacterium araciligiyla yapilan transformasyon calismalari Oktem ve
arkadaslari (Oktem, 1994) tarafindan gelistirilen metod kullanilarak yapilmistir. Yaprak kenarlari, orta
damari ve sapi ¢ikarilmis 4-6 haftalik genc titiin yapraklari 0,5-1 cm? lik parcalara boliindikten sonra bu
yaprak diskleri uygun antibiyotikleri iceren YEB ortaminda bir gece bilyltilmis ve 1:10 oraninda
seyreltilmis A. tumefaciens hiicrelerini iceren sivi MS icinde 10 dakika streyle inklibe edilmistir.
inkiibasyon periyodunun sonunda yaprak diskleri {izerlerinde kalan fazla siviyi uzaklastirmak amaciyla
steril filtre kagitlari izerinde kurumaya birakilmistir. Daha sonra Agrobacterium ile bulastirilmis yaprak
diskleri 1 mg/ml BA ve 0,1 mg/ml NAA iceren kati MS ortamina aktarilmis ve 3 gin sireyle
kokaltivasyona birakilmistir. Bu periyod sonunda yaprak diskleri 300 mg/ml timentin iceren sivi MS
ortaminda 120 rpm’de calkalanarak 3 saat boyunca yikanmistir. Diskler steril filtre kagitlari Uzerinde

kurutulduktan sonra 1 mg/ml BA, 0,1 mg/ml NAA, 200 mg/ml timentin ve 5 mg/ml PPT
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(phosphotransferase) iceren kati MS ortaminda aktariimistir. Kati MS ortami iceren petriler her 7 gliinde
bir yenilenmistir. 3-4 hafta sonra yaprak disklerinden kallus olusumu goézlenmis ve bu kalluslardan olusan
govdecikler belli bir blytklige ulastiktan sonra kallusa baglandiklari noktadan kesilmis ve kok olusumu
icin hormon icermeyen MS besiyerine alinmistir. Kok olusturan transgenik aday titln bitkileri sera
kosullarinda topraga aktarilmistir. Topraktaki titin bitkilerinin yapraklarindan genomik DNA izolasyonu

yaptmistir.

2.7.2. Transgenik Adayi Tutiin Hatlarinin Genomik Analizleri
Genomik DNA izolasyonu, CTAB DNA izolasyon metoduna gore yapiimistir (Saghai-Maroof, 1984). Bu
metoda gore, transgenik aday! bitkilerden alinmis yaprak parcalari sivi azot icinde homojen bir toz haline
gelinceye kadar 6gitllmustir. %0,02 B-merkaptoetanol igeren ekstrasyon sollisyonu 65°C’ye isitilmis ve
ekstrasyon sollisyonundan bu 6gutilmis toz Gzerine 700 ul eklenmistir. Daha sonra karisim Uzerine
RNase (10 ul) eklenmis ve karisim sentriflij tliplerine aktarilmistir. TUpler 65°C’'de 30 dakika inkibe
edilmistir. inkiibasyon periyodunun ardindan 0,8 hacim fenol:kloroform:isoamil alkol (25:24:1),
reaksiyon karisimina eklenmis ve tiipler 13000 rpm’de 10 dakika sentrifiij edilmistir. Ust faz yeni bir
santrifij tiplne alinip Gstiine 0,8 hacim chloroform: isoamil alkol (24:1) eklendikten sonra yavasca
karistiriimistir. 13000 rpm’de 10 dakika sentrifiij islemi gerceklestirildikten sonra st faz yeni tiplere
alinmis ve 0,7-1 hacim izopropanol eklenip karistirilmistir. Tlpler -20 C'de 2 saat bekletilmis ve DNA
13000 rpm’de 5 dakika sentrifiij edilerek ¢oktiirilmustir. Cokeltinin Ustlindeki stGpernatant atiimis,
¢okelti Uzerinde kalan yabanci maddeleri uzaklastirmak igin %70 etil alkolle yikanmis ve 37°C'de
kurutulmustur. Son islem olarak ¢okelti 500 uL TE tamponu iginde ¢ozlilmistiir. Hazirlanan DNA'lar
pEarleyGate 100 vektori Gzerinde bulunan PPT’ye direng geni olarak bilinen bar genine spesifik primer

ciftleri ile PZR yapilmis ve transgenic bitkiler belirlenmistir.

2.8. Gen ifade Seviyesi Analizleri
2.8.1. Gergek Zamanh PZR Analizleri igin Bitkilerin Biiyiitiilmesi
Kiziltan-91 cesiti kontrolli cevre sartlarinda (16s isik, 8s karanlik fotoperiyot, 20/18 °C) su kiltiirii
ortaminda Hoagland (Hoagland, 1950) solusyonuyla sulanarak plastik bardaklarada 10 giin boyunca
blyatilmistir. TaNAC69-1 ve TtNAMB-2 genlerinin ifade seviyelerindeki degisiklikleri gostermek icin
250mM NaCl (tuz) ve %20 PEG (kuraklik i¢in) iceren Hoagland solusyonu ile 7 glin boyunca bitkilerin

sulanmasina devam edilmistir. Daha sonra sirasiyla 1., 3., 6., 12., ve 24. saatin sonunda ve 2., 3., 5., ve 7.
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glinlin sonunda bitkilerin yapraklari toplanarak sivi nitrojende dondurulmus ve RNA izolasyonunda

kullanilmak tizere — 80°C’ de saklanmustir.

2.8.2. Gergek Zamanh PZR Analizleri
TaNAC69-1 geninin tuz ve kuraklik stresleri altinda ifade seviyesini belirlemek amaciyla gercek zamanli
PZR yapilmistir. Gergek zamanli PZR analizlerinde kullanilan primerler, VectorNTI10 programi kullanilarak
belirlenmistir. Kontrol geni (housekeeping gene) olarak bugday bitkisinde bulunan ve herhangi bir stress
kosulunda gen ifade seviyesinde degisiklik olmayan TaGAPDH geni secilmistir. Onceki bolimlerde
anlatilgi gibi, TRIZOL reaktifi ile izole edilmis RNA’lar ve gen spesifik primerler ile tek-basamakl gercek
zamanli PZR (one-step RT-PCR) yapilmistir. Arastirmanin bu kisminda QuantiTect SYBR Green RT-PCR kiti

ve RotorGene marka gercek zamanli PZR aleti (Qiagen) kullaniimistir.

2.8.3. Stres Kosullar1 Altinda Mikrodizin Calismalari
Mikrodizin ¢calismalarinda stress uygulamalarinin 24. saatinde toplanan yaprak dokulari kullaniimistir. Bu
dokularindan elde edilen toplam RNA’lardan cDNA’larin hazirlanmasi, aRNA sentezi ve bu sentez
sirasinda aRNA’larin biyotin ile isaretlenmeleri, aRNA’larin fragmantasyonu ve kalite kontrollerinin
yapilmasi ve isaretli aRNA’lar ile bugday ekspresyon ¢iplerinin hibridizasyonu Affymetrix GeneChip analiz
yontemlerine (GeneChip Expression Analysis Technical Manual, Affymetrix) gore gerceklestirilmistir.

Calismanin bu kisminda izlenen deney prosediirii ve yaklasik siire Sekil 2.12’de 6zetlenmistir.
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Sekil 2.12. izole edilen RNA 6rneklerinin isaretlenmesi, ¢ip tizerindeki problarla hibridizasyonu ve ¢iplerin

taranmasi sirasinda kullanilan yontem (GeneChip Expression Analysis Technical Manual, Affymetrix).

Proje kapsaminda Affymetrix GeneChip bugday cipleri kullaniimistir. GeneChip bugday cipleri
oligoniikleotid tabanli tek boyali (single channel) gen cipleridir. Bu nedenle her bir 6rnek icin ayri bir ¢ip
kullanilmistir. Calhismada kullanilmis olan Affymetrix bugday ekspresyon c¢ip sayisi, calismanin amacina

yonelik olarak ve calismanin kapsami ile iliskilendirilerek asagidaki Tablo 2.6.’da verilmistir.
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Tablo 2.6. Calismada kullanilan Affymetrix bugday ekspresyon gip sayisi ve bu sayinin aragtirma kapsami

ile iliskilendirilmesi:

Uygulamalar Doku Tekrar GeneChip

sayisl Sayisi
Kontrol Yaprak X3 3
Kuraklik Yaprak X3 3
Tuz Yaprak X3 3
Genel 9
Toplam

2.8.4. Ciplerin Yikama, Streptavidin ile Boyama Ve Taranmasi
Bugday ciplerinin hibridizasyon sonrasi yikanmasi ve streptavidin ile boyanmasi ve ¢iplerin taranmasi
Affymetrix GeneChip analiz yontemlerine (GeneChip Expression Analysis Technical Manual, Affymetrix)
gore gerceklestirilmistir. Yikama Istasyonunda (Affymetrix) gerceklestirilen yikama ve boyama
islemlerinden sonra gipler GeneChip Scanner 3000 (Affymetrix) ile taranmis ve ¢ip gorintileri elde
edilmistir. Calismanin bu kisminda izlenen deney prosediiri ve kullanilan kitler Sekil 2.12'de

Ozetlenmistir.

2.8.5. Mikrodizin Datalarinin Analizi
Mikrodizin datalari, ODTU Merkezi Laboratuvar Molekiiler Biyoloji Biyoteknoloji Merkezinde bulunan
GCOS 1.4 (GeneChip Operating Software 1.4, Affymetrix) ve GeneSpring GX 9.0 (Agilent) bilgisayar
programlari kullanilarak analiz edilmistir. Analizlerde data normalizasyonu RMA yéntemi (Irizarry, 2003)
ile gerceklestirilmistir. Kontrol ve stres uygulanmis bitki RNA’lari ile hibridize edilmis ciplerden elde

edilen sinyal degerleri bilgisayar ortaminda karsilastiriimistir.
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3. BULGULAR

3.1. RNA izolasyonu
izole edilen RNA’larin miktar ve safligi Tablo 3.1’de goriilmektedir. RNA kalitesini dogrulamak icin ayrica
jel elektroforezi yapilmistir. 255 ve 18S bantlarin jelde gorilmesi RNA 6rneklerinin pargalanmadigini
kanitlamistir, fakat Sekil 3.1’de goruldigla gibi, belirgin bir DNA kontaminasyonu vardir. DNA
kontaminasyonu Kiziltan-91’in 2. 6rneginde, Yiregir-89’un 1. ve 3. drneklerinde belirgin bir sekilde

gorilebilmektedir.

Tablo 3.1. QIAGEN RNeasy Plant Mini Kiti kullanilarak izole edilen RNA 6rneklerinin miktar ve safligl.

Cesit Ornek No B 260 A 260/280 OFanNI ng/pL
1 5.42 2.29 216.6
Kiziltan-91 2 5.19 2.28 207.7
3 7.81 2.25 312.3
1 8.63 2.13 345.2
Yiiregir-89 2 3.92 2.30 156.8
3 5.25 2.27 209.8

Kiziltan Yiiregir

25S RNA
18S RNA

Sekil 3.1. Kiziltan-91 ve Yiiregir-89 c¢esitlerinden izole edilen RNA oOrneklerinin %1’lik agaroz jel
elektroforez sonuglari. Jel 1X TAE soliisyonunda 100 V’da 40 dakika ylrGtalmis ve her bir kuyucuga 1 pg

total RNA 6rnegi ylklenmistir.
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RNA izolasyonunu optimize etmek icin RNA ayrica trizol reaktifi kullanilarak izole edilmistir. Bu RNA’larin

miktar ve safligl Tablo 3.2’de gorilmektedir. Trizol reaktifiyle izole edilen RNA’larin miktar ve saflig

QIAGEN RNeasy Plant Mini Kit’le elde edilenlerden daha fazladir.

Tablo 3.2. Trizol reaktifi kullanilarak izole edilen RNA 6rneklerinin miktar ve saflig.

Cesit Ornek no A 260 A 260250 Orani ng/pL
K1 18.90 1.9 755.9

Kiziltan-91  ['5 20 1.85 803.7
K3 19.12 1.9 764.13
Y1 11.54 2.08 461.5

Yiregir-89 [y 19.48 1.81 779
Y3 18.66 1.84 746.4

Sekil 3.2 %1’lik jelde yuratilen RNA orneklerinin kalitesini gostermektedir. RNA orneklerinin safligi 255

ve 18S bantlarin jelde gorilmesi ile kanitlanmistir. Agaroz jel elektroforezinden elde edilen sonuglar

spektrofotometrik sonuglarla uyumlu bulunmus ve Sekil 3.2’de de gorilebilecegi gibi herhangi bir DNA

kontaminasyonuna rastlanmamistir.

sekil 3.2.

25S RNA
18S RNA
55 RNA

Kiziltan-91 (K1, K2, K3) ve Yiregir-89 (Y1, Y2, Y3) gesitlerinden izole edilen total RNA

orneklerinin %1’lik agaroz jel elektroforez sonuglari. Jel 1X TAE soliisyonunda 100 V'da 40 dakika

yuratilmustiar. Her bir kuyucuga 1 pg total RNA 6rnegi yliklenmistir
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Trizol reaktifi kullanilarak izole edilen RNA Orneklerinden Fermentas’in RevertAid First Strand cDNA
Synthesis Kit'i kullanilarak cDNA sentezi yapilmistir. Optimum PZR kosullarini belirlemek igin,
sentezlenen cDNA’lardan Tagushi metoduna gore TaNAC69-1 ve TtNAM-B2 genleri cogaltilmistir.
TtNAM-B2 geni icin Tagushi reaksiyonun hepsi beklenen bant buylkliginl vermistir. Fakat TaNAC69-1
icin sadece 3. ve 7. reaksiyonda beklenen biytklikte bant gorilmustir. PZR amplifikasyonundan elde

edilen sonuclar Sekil 3.3 de gérilmektedir

TaNAC69-1

6000 bg
3000 bg
1000 be 1450 bg
TtNAM-B2
1500 he

Sekil 3.3. Tagushi metodu ile elde edilen PZR irinlerinin jel elektroforez sonuglari; (Ust sira: TaNAC69-1,
alt sira: TtNAM-B2 geni). %1 agaroz jel, 1X TAE sollisyonunda 100V’da 60 dakika yiritiilmis ve her bir

kuyucuga 10 pL PZR Grini yaklenmistir. (M: Fermentas SM0311 DNA markord).

3.2. TaNAC69-1 ve TtNAM-B2 Genlerinin pJET1.2 Vektoriine Klonlamasi
istenen  buyiklikte elde edilen TaNAC69-1 ve TtNAM-B2 genleri, jelden ayristiriimis
ve Fermentas’in pJET1.2/blunt Cloning Vector isimli vektoriine klonlanmstir. Klonlamanin
gerceklestirildigini gostermek amaciyla 6nce koloni PZR yapilmis, daha sonra vektor Bglll isimli kesim
enzimiyle kesilmistir. Koloni PZR TaNAC69-1 ve TtNAM-B2 genlerine 6zgli primerlerle gerceklestirilmistir.
Hedef genler icin kullanilan PZR kosullari asagidaki gibidir.
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95 °C’de 5 dakika ilk denatiirasyon

35 dongl:

95°C’de 30 saniye denatlirasyon

59°C’de 1 dakika 30 saniye (TaNAC69-1 geni igin)
61°C’de 1 dakika 30 saniye (TtNAM-B2 geni icin)

72 °C’de 10 dakika uzatma.

PZR Urlnleri %1’lik agaroz jelde yirutilmus ve sonuglar Sekil 3.4’de gosterilmistir.

6000 b — TaNAC69-1

1000 bg 1450 bg

TINAM-B2

1500 bc

Sekil 3.4. TaNAC69-1 ve TtNAM-B2 genlerine ait koloni PZR uygulamasinin jel elektroforezi sonuglari.
%1’lik agaroz jel 1X TAE solusyonunda 100V’'da 60 dakika ydritilmis ve her bir kuyucuga 10 uL PZR

Grana yaklenmistir. (M: Fermentas SM0311 DNA markori).

pJET1.2 klonlama vektori Bglll kesim bolgeleri icermekte, bu da klonlanmis PZR Grininin vektdrden
¢ikarilmasini kolaylastirmaktadir. TaNAC69-1 and TtNAM-B2 genlerinin vektore entegre olup olmadigini

gostermek amaciyla ayrica Bgl/ll enzimiyle kesim yapilmistir (Sekil 3.5).
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TaNAC69-1  TtNAM-B2

ol — .

6000 bg

3000 be 3000 be
1500 he

1000 bg 1450 bg

Sekil 3.5. Bgl/ll kesim enzimi ile kesilen TaNAC69-1 ve TtNAM-B2 genlerini tasiyan plazmidlerin jel
elektroforez sonuglari. %1’ lik agaroz jeli 1X TAE sollsyonunda 60 dakika 100V’ da yirGtilmistir. Her

kuyucuga 10 pL PZR Grini yaklenmistir (M: Fermentas SM0311 DNA markor).

3.3. TaNAC69-1 ve TtNAM-B2 Genlerinin Sekans Analizi Sonuglar
TaNAC69-1 ve TtNAM-B2 genlerini iceren plasmidlerin sekans analizleri yaptiriimistir. Sekanslar NCBI
web sayfasinda (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) bulunan BLAST programi araciligiyla veri
tabaninda kayith bulunan diger sekanslarla karsilastirilmistir. Sekans sonuglarina gore, klonlanan
TaNAC69-1 genin sekansi, TaNAC69-1 geninin sekansiyla (Gen bankasi erisim numarasi: AY625682) %99
benzerlik gostermistir. TENAM-B2 geninin sekansli ise TtNAM-B2 geninin sekansiyla (Gen bankasi erisim
numarasi: DQ869676) %100 benzerlik gostermistir (Sekil 3.6). NCBI sonuglarina gore her iki gende

basarili bir sekilde klonlama vektoriine aktariimistir.
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¥ Alignments [ Select All Get selected sequences Distance tree of results

> lgb |AYG6256582. 11 EE Trirvicum aestivum NAC domain transcription factor((NACE9-1) wRNA

complete cds
Length=1423

GENE ID: 606325 MACG9-1 | NAC domain transcription facto ‘
{10 or fewer PubMed links)

Score = 1507 b = ELE Expect = 0.0

Identivies €. §20/822 (D95, Gaps = 07822 (0%)

Strand=Plus /Minas

Query 18 GCCTATCTGCCACGGCGGGGGATCCTCTCGATCTACAGCAAGTTCAAATGCAACAATGAT 77

et cer e e e et e bbbl
Sbjct 1293 GCCTATCTGCCACAGCGGGGGATCCTCTCGATCTACAGCARGTTICAAATGGAACALTGAT 1234

Query 78 GATCTCTTCGATCCAAGCTCTCTGGTICTICACATCTGCAGCTGCTGOCTCAGGARCGGA 137
LR rerrer e e e e e e el
Shict 1233 GATCTCTICGACCCAAGCTCTCTGGTICTTCACATGTGCAGC TGO TGGOTCAGGAACGGA 1174

¥ Alignments [ Select All Get selected sequences Distance tree of results

> lab | poasssre. 11 uhsp. durum WAC transcriprtion fact.n
(HAM-F2)] gene, complete Tus

Length=14395

Score = 1537 L - = Expect = 0.0
Identities =CgS0/855 (99% Gaps = 37858 (0%)

Strand=Plus /P11

Query = TCA-GCTCGGCA--ACCGCGGCATCAGCCGOCGCCTCCGLAGCAGGGCTCGGOCCCAGAG 56
[N NN N N N NN RN RN N NN NN NN By
Sbhijct 22 TCAGGCTCGGCACCACCGCGECATCAGCCGCCGCCTCCGLAGCAGGGCTCGGOCCCGEAG  S1

Query 59 CTCCCGCCGGGCTTCCGGTICCACCCGAC GGAC GAGGAGCTGGTCGTGCACTACCTCGAG 118
EEEEEEEr e et et
Sbjct BSZ CTCCCGLCGGGCTTCC GG TTCCACCCGACGRACGAGGAGCTGOTCGTGCACTACCTCAAG 14l

Query 119 AAGAAGGCCGCCAAGGTGCCGCTCCCCGTCACCATCATCACCGAGGTGGATCTCTACAAG 178
PELETELEE bbb bbbl
Shict 142 AAGAAGGCCGCCAAGGTGCCGCTCCCCGTCACCATCATCACCGAGGTGGATCTCTACAAG 201

Sekil 3.6. Elde edilen TaNAC69-1 ve TtNAM-B2 sekanslarinin NCBI web sayfasindaki sekanslara benzerlik

oranlari

3.4. TaNAC69-1 ve TtNAM-B2 Genlerinin pORE-E3 Vektoriine Klonlanmasi ve A.

tumefaciens EHA 105 Susuna Aktarilmasi
TaNAC69-1 ve TtNAM-B2 genlerini pJET1.2 klonlama vektoriinden, ikili pORE-E3 vektoriine transfer
etmek icin her iki vektdr de Clal ve Notl enzimleri ile kesilmistir. Boylece, Clal ve Notl kesim bdlgelerini
iceren yapiskan uclar elde edilmistir. pORE-E3 ikili vektoride Clal enzimi ile kesilerek dogrusal hale
getirilmistir. pJET1.2 vektorl ise TaNAC69-1 ve TtNAM-B2 genlerinin baslangi¢c ve bitis noktalarindan
olmak Uzere kesilmis ve iki ayri parga olusmustur (Sekil 3.7.). Boylece TaNAC69-1 ve TtNAM-B2 genleri
uglarinda Clal ve Notl enzim kesim bolgelerini tasiyacak sekilde elde edilmistir. Bu genler, ayni kesim
bolgelerini uglarinda tasiyan pORE-E3 vektoriine, T4 DNA ligaz enzimi ile baglanmistir. Elde edilen vektor
1sil sokla bos E.coli DH5a susuna aktariimistir. Koloni PZR ile dogrulanan TaNAC69-1 genini iceren pORE-
E3 vektor, elektroporasyon yontemi ile bos A. tumefaciens EHA 105 susuna aktarilarak dikot bitkilerin

genetik transformasyonunda kullanilmaya hazir hale getirilmistir.
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pJETHNAC  pORE-E3 pORE-E3 pJET+NAMB2

7800 be FRE J—— 7800 be
3000 bc 3000 bg
1450 be 1500 bg

Sekil 3.7. pJET1.2 ve pORE-E3 vektorlerinin Clal ve Notl enzimleri ile kesilmesiyle elde edilen Urlnlerin jel
elektroforez sonuglari. %1’ lik agaroz jel, 1X TAE sollisyonunda 60 dakika 100 V da yurutilmustir. Her
kuyucuga 10 pL PZR Griand yiklenmistir. (M: Fermentas SM0311 DNA markori).

TaNAC69-1 geninin A. tumefaciens EHA 105 susuna aktarildigini kontrol etmek icin de koloni PZR metodu
kullanilmistir. 10 tane bakteri kolonisinden iki tanesinde TaNAC69-1 genine ait 1450 b¢ uzunlugundaki
bant gozlemlenmistir (Sekil 3.8.). Boylece hazirlanan vektorler dikot bitkilerin transformasyonunda

kullanilacaktir.

pORE-E3 + NAC colony PCR

1450 bg

Sekil 3.8. TaNAC69-1 genini iceren pORE-E3 vektoriiniin koloni PZR amplifikasyonu sonugu elde edilen
gene ait 1450 bp uzunlugundaki bant. %1’ lik agaroz jel 1X TAE solisyonunda 60 dakika 100V’ da
ylratdlmustar. Her kuyucuga 10 pL PZR Uriini yiklenmistir. 1 kb DNA Markori (Fermentas, SM0311).
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3.5.

TaNAC69-1 ve TtNAMB2 Genlerinin pAHC25 Vektoriine Klonlanmasi

PAHC25 vektorl icindeki TaNAC69-1 geninin pozisyonunu dogrulamak i¢in, hem geni hemde vektori

kesen Hindlll enzimi kullaniimistir. TaNAC69-1 geninde bir tane Hindlll enzim kesim bolgesi bulunmakta

ve geni 300. bazdan kesmektedir. pAHC25 vektoriinde ise iki tane Hindlll kesim bolgesi bulunmaktadir.

Sonucta TaNAC69-1 genini iceren pAHC25 vektori Hindlll ile kesildiginde (ic tane DNA pargas! elde

edilmistir (Sekil 3.9.).

5500 6G _ pingni (1)

Ubi-Promoter

r

Ubi-Promoter
n

Exon

Nos

mal (2022)

Hindlll (300) <]
TaNAC69-1

Sacl (3910)

Hindlll (4175) +————

o Hindlll (1)

Ubi-Promoter

Ubi-Promoter
Exon

Exon

Smal (2022)

TaNAC69-1

Hindlll (300)

-+
Nos

N> sacl (3910)

2300 bg

1430 bg

3170 bg

—

Hindlll (4175)

560 bg
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Sekil 3.9. TaNAC69-1 genini iceren pAHC25 vektori icindeki enzim kesim bolgeleri. Vektor lic adet Hindlll
kesim bolgesi icermektedir. a) TaNAC69-1 geninin vektore diz yonde eklenmis hali ve eklenmesiyle
olusacak bant uzunluklari. b) TaNAC69-1 geninin vektor icine ters yonde eklenmis hali ve eklenmesiyle

elde edilecek bant uzunluklari oklarla gosterilmistir.

TaNAC69-1 geninin vektore diiz ya da ters yonde eklendigini dogrulamak icin Hindlll enzimiyle kesim
yapilmis ve farkh uzunlukta pargalar olusmustur. Gen vektére diiz yonde eklenmisse 2300, 1430 ve 5500
b¢ blyukluglinde parcgalar elde edilmistir. Eger gen vektore ters yonde eklendiyse enzim kesimi sonucu
elde edilen parca buyklikleri 3170, 560 ve 5500 b¢’dir. Gen icermeyen vektor ise enzim kesimi sonunda

5500 ve 2300 bg¢ uzunlugunda iki pargaya ayrilmaktadir (Sekil 3.10.).

Bos vektor

5500 bg
3170 bg
2300 be

1430 be
560 bg

Sekil 3.10. Kit ug ligasyonu sonucu olusan plazmitlerin Hindlll enzimiyle kesimi sonucu elde edilen jel
elektroforezi sonuglari. ikinci kuyucuktaki (+) isareti vektdre diiz ydnde eklenen TaNAC69-1 genini iceren
plazmitin enzim ile kesimi sonucu olusan parca blyukliklerini, Gg¢linch kuyucuktaki (-) isareti ise vektore
ters yonde eklenen TaNAC69-1 genini iceren plazmite ait kesim sonucu olusan bantlari gostermektedir.
% 1 agaroz jel 1X TAE sollisyonunda 100 V'ta 60 dakika ylrGtalmustlr. Her bir kuyucuga 20 pL kesilmis
DNA parcasi yiiklenmistir. 1 kb DNA Markori (Fermentas, SM0311).

TtNAM-B2 genini iceren pAHC25 vektord, genin vektor icerisindeki yonini dogrulamak igin Xhol
enzimiyle kesilmistir. TtNAM-B2 geni 700. bazinda Xhol kesim bolgesi icermektedir. pAHC25 vektori ise
Ubi-promotor icinde iki adet Xhol enzim kesim bolgesine sahiptir (Sekil 3.11.). Boylece enzim kesimi

sonucunda (i¢ adet DNA pargasi elde edilmistir.
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TtNAM-B2 genini iceren pAHC25 vektori Xhol enzimi ile kesildikten sonra 2300, 1000, 600 ve 5500 bg

blylikliginde dort adet DNA parcasi olusmustur (Sekil 3.12.). 1600 b¢ uzunlugunda tek bir bant elde

edilmesi beklenirken 1000 ve 600 bg¢ biyukliglinde iki bant gorilmesi, bu kisimda diger bir kesim

bolgesi olabilecegini dislindiirmektedir. Ayrica bos vektoriin kendi Ustline kapanmasi sonucunda enzim

kesimi sonrasi 5500 ve 2300 b¢ uzunlugunda iki adet DNA parcasi elde edilmistir.

Hindlll (1) 5500 bg
| Xhol

Amp

Intron

Exon

/

Ubi-Promoter

Ubi-Promoter

Xhol

Exon

Smal (2022)

Xhol (700) <2300 bg

Nos

Sacl (3910)
Hindlll (4175)

1600 bg

Sekil 3.11. TtNAM-B2 genini iceren pAHC25 vektori igindeki Xhol enzimi kesim bdlgeleri. Vektoriin, Xhol

enzimi ile kesimden sonra (i¢ adet DNA parcasi olusmaktadir.
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Sekil 3.12. TtNAM-B2 genini iceren pAHC25 vektoriiniin Xhol enzim kesimiyle elde edilen jel gériintisa.
Oklar vektore diz yonde eklenmis TtNAM-B2 genine ait DNA parcalarininin  uzunluklarini
gostermektedir. % 1 agaroz jel 100 V'ta 60 dakika ylratilmastir. Her bir kuyucuga 20 pL kesilmis DNA
parcacigl yiiklenmistir. 1 kb DNA Markori (Fermentas, SM0311).

pAHC25 vektori icindeki TaNAC69-1 ve TtNAM-B2 genlerinin yoni, genleri iceren plazmidlerin sekansa
gonderilmesiyle de dogrulanmistir. Sekans sonuglari NCBI sayfasindaki Nikleotidblast kismina girilerek
degerlendirme yapilmistir (http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi). NCBI sonuclarina gore de her iki
genin vektoére dogru yonde eklendigi kanitlanmistir. Hazirlanan vektorler bugday kalluslarinin partikdil

bombardmani yontemiyle transformasyonunda kullanilmaktadir.

3.6. TaNAC69-1 Geninin Gateway Uyumlu Giris Vektoriine Klonlanmasi
TaNAC69-1 geninin (Sekil 3.13.) Pfu Taq Polymerase ile ¢ogaltilmasi sonucunda elde edilen Uriinler
jelden ayristirilarak Invitrogen firmasindan saglanan giris vektori pENTR™/D-TOPO" vektdriine
aktariimistir. TaNAC69-1 geninin klonlama vektoriine aktarimini gostermek amaciyla koloni PZR
yapilmistir.  TaNAC69-1 geninin giris vektori iginde oldugunu kontrol etmek igin genlere ait spesifik
primer ciftleri kullanilarak koloni PZR yapilmistir. TaNAC69-1 genine ait PZR urinleri %1’lik agaroz jelde
gorinttlenmis Sekil 3.14’ te gosterilmistir. Dogru buyuklikteki bantlar TaNAC69-1 geninin pENTR™/D-

TOPO" giris vektdriine basarili bir sekilde aktarildigini géstermistir.

6000 bg
3000 bg

1000 bg 1050 be

Sekil 3.13. 1050 bazgifti uzunlugundaki TaNAC69-1 geninin Pfu Taq Polymerase ile ¢ogaltiimasi

sonugunda elde edilen drlnlerin jel elektroforez sonuglari; %1’lik agaroz jel 1X TAE solusyonunda
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100V’da 60 dakika yurttiilmis ve her bir kuyucuga 10 uL PZR Gridnd yiklenmistir. (M: Fermentas
SMO0311 DNA markéra).

6000 bg

3000 bg

2000 bg

1050 bg
1000 bg

Sekil 3.14. TaNAC69-1 genine ait koloni PZR uriniinin agaroz jel elektroforez sonugu. Cogaltim
Grinindn bayaklagi 1050 bazgiftidir. 1X TAE ¢ozeltisi icinde %1’lik agaroz jel 100V da 60 dakika
kosturuldu. Her bir kuyucuga 10uL PZR drind yuklendi. (M: Fermentas SM0311 DNA markord).

3.7. TaNAC69-1 ve TtNAM-B2 Genlerinin Sekans Analizi Sonuglari
TaNAC69-1 geninin iceren giris vektorleriinin sekans analizleri yaptiriimistir. Sekanslar NCBI web
sayfasinda (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) bulunan BLAST programi aracihigiyla veri tabaninda
kayith bulunan diger sekanslarla karsilastiriimistir. Sekans sonuglarina gore, klonlanan TaNAC69-1 genin
sekansi, TaNAC69-1 geninin sekansiyla (Gen bankasi erisim numarasi: AY625682) %100 benzerlik

gostermistir. NCBI sonuclarina gore TaNAC69-1 geni basarih bir sekilde klonlama vektoriine aktarilmistir.
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3.8. TaNAC69-1 Geninin Gateway Uyumlu pIPKb002 Ekspresyon Vektoriine

Klonlanmasi
LR reaksiyonunda LR Clonase™ enzimi kullanilarak giris vektori icerisinde bulunan TaNAC69-1 geni
pIPKb002 yiiksek ekspresyon vektoriine transfer edilmistir. IPK  ekspresyon  vektor
serilerinde, rekombinasyon icin uygun bolgeler (attR1 ve attR2) bulundurmaktadir. TaNAC69-1 genini IPK
vektor serilerine aktarabilmek icin attLl ve attL2 rekombinasyon bdlgelerine sahip uygun vektor
icerisinde olmasi gerekmektedir. pENTR"“/D-TOPO® vektorl attll ve attL2 rekombinasyon bdlgelerini
ve TaNAC69-1 genini icermektedir. TaNAC69-1 genini iceren pENTR™/D-TOPO" vektéri ve plPKb002
yuksek ekspresyon vektorl ayni tlp icerisine konularak LR Clonase™ enzimi ilave edilerek 1 saat

inklibasyon yapilmistir. Baglanma lriini kompetant E. coli hiicrelerine 1si sokuyla aktarilmistir.

TaNAC69-1 geninin pIPKb002 vyiiksek ekspresyon vektorl icinde oldugunu kontrol etmek icin ilk
olarak plPKb002 vektérinde bulunan higromisin segici genine (hpt) ait primer ciftleri kullanilarak daha
sonra da TaNAC69-1 genine ait spesifik primer ciftleri kullanilarak koloni PZR yapilmistir. Hpt gen
primerleri ve TaNAC69-1 gen primerleri ile yapilan PZR drinleri %1’lik agaroz jelde gorintllenmis ve
sirastyla Sekil 3.15. ve Sekil 3.16." te gosterilmistir. Dogru blyuklikteki bantlar TaNAC69-1

geninin pIPKb002 yiiksek ekspresyon vektoriine basaril bir sekilde aktarildigini gostermistir.

3000 be

1000 bg
750 bg

500 bg
160 be

250 bg

Sekil 3.15. Hpt genine ait koloni PZR driininin agaroz jel elektroforez sonugu. Cogaltim {Griiniiniin
blylikligl 460 bazgiftidir. 1X TAE ¢ozeltisi icinde %1’lik agaroz jel 100V da 60 dakika kosturuldu. Her bir
kuyucuga 10puL PZR trint ylklendi. (M: Fermentas SM0311 DNA markori).
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Sekil 3.16 TaNAC69-1 genine ait koloni PZR riininin agaroz jel elektroforez sonugu. Cogaltim Grliniinin
bilylklugu 1060 bazgiftidir. 1X TAE ¢oOzeltisi icinde %1’lik agaroz jel 100V da 60 dakika kosturuldu. Her bir
kuyucuga 10puL PZR GrlinG yiklendi. (M: Fermentas SM0311 DNA markéri).

3.9. Agrobacterium Modifikasyon Galismalari

AGL1, bugday transformasyonu calismalarinda en siklikla kullanilan yiksek miktarda virltik aktiviteye
sahip bir Agrobacterium susudur. Bu sus pAL154 and pAL156 olmak Uizere iki tane plazmide sahiptir.
pAL154 yiiksek miktarda virlitik aktiviteyi saglayan Komari parcacigini, pAL156 ise antibiyotik direng
genini ve GUS genini tasimaktadir. Antibiyotik direnc¢ genini ve GUS genini tasidigi icin pAL156 plazmidi
AGL1'den gikartilabilir ve yerine istenilen geni tasiyan yeni plazmidler aktarilabilir. Bakterinin sadece
pAL154’e ait antibiyotikleri kullanilarak iki haftalik bir uzaklastirma periyodundan sonra, pAL156
AGL1’den gikariimistir. Bunu gostermek amaciyla, pAL154 plazmidinde bulunan Komari parc¢acigina ait
spesifik primerlerle koloni PZR yapilmistir. Kolonilere ve pozitif kontrole ait PZR Uriini dogru biykliikte
bant vermistir. (Sekil 3.17.). Sonug olarak pAL156 AGLI1’den basarili bir sekilde uzaklastiriimistir. Daha

sonra AGL1 kompetan hale dénustirilerek ve IPK’lar icin uygun hale getirilmistir.
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Sekil 3.17. pAL154’de bulunan Komari parcacigina ait koloni PZR Urlnlerinin agaroz jel elektroforez
sonuglari. Cogaltim Grininin blyukligi 1000 bazgiftidir. 1X TAE ¢ozeltisi icinde %1’lik agaroz jel 100V
da 60 dakika kosturuldu. Her bir kuyucuga 10uL PZR Urini yiiklendi. Fermentas SM0311, 1 kb DNA

Markoru belirteg olarak kullanildi.

3.10. TaNAC69-1 genini iceren pIPKb002 Vektoriiniin AGL1 Agrobacterium susuna
Elektroporasyon Yontemi ile Aktarilmasi
Son olarak, pIPKb002 yiiksek ekspresyon vektdriinde bulunan TaNAC69-1 geni yalniz pAL154 plazmidini
tastlyan AGL1 Agrobacterium susuna elektroporasyon yontemi ile aktarilmistir. Elektroporasyon islemi
“MicroPulser Electroporator” (BioRad, Ingilltere) cihazi yardimiyla “Agr” programi kullanilarak
yapilmistir. Elektroporasyondan sonra hiicreler 4 saat LB sivi besiyerinde buyUtillp, segici LB kati
besiyerine yayilarak 2 giin inklibe edilmistir. Bliylyen tek kolonilerden TaNAC69-1 geninin AGL1
Agrobacterium susu icerisinde olup olmadigini kontrol etmek i¢in TaNAC69-1 genine ait spesifik primer
giftleri kullanilarak koloni PZR yapilmistir. TaNAC69-1 ait gen primerleri ile yapilan PZR drinleri %1’lik
agaroz jelde goruntilenmis ve Sekil 3.18." da gosterilmistir. Dogru buyuklikteki bantlar, TaNAC69-1
genini iceren plPKb002 vektoriinin basarili bir sekilde AGL1 Agrobacterium susuna aktarildigini

gostermektedir.
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Sekil 3.18. AGL1 Agrobacterium susu igerisinde bulunan TaNAC69-1 genine ait koloni PZR Uriinlinln
agaroz jel elektroforez sonugu. Cogaltim Urlninin bayakligi 1050 bazgiftidir. 1X TAE c¢ozeltisi icinde
%1'lik agaroz jel 100V da 60 dakika kosturuldu. Her bir kuyucuga 10uL PZR irini yiklendi. (M:
Fermentas SM0311 DNA markéri).

3.11. Bugday Bitki Rejenerasyonu

Olgunlasmamis basak taslaklari her iki bugday cesidi (Triticum aestivum L. and Triticum turgidum spp.
durum) saplarindan cikartildiktan sonra kallus olusturmalari icin MS2 besiyerinde 6 hafta boyunca
inkGibe edilmistir. 6 hafta sonunda olusan kalluslar rejenerasyon besiyerine aktarilmis ve 8. haftanin
sonuna dogru ilk slrglin olusumu goézlenmistir. 16. haftanin sonunda rejenerasyon besiyerinde olusan
bitkicikler koklendirme besiyeri iceren kavanozlara aktarilmistir. Daha sonra bitkiler sera kosullari altinda
blyitilmuslerdir. Sonug¢ olarak 22. hafta sonunda olgunlasmamis basak taslaklarindan olusan
kalluslardan tohum igceren yeni bugday bitkilerinin rejenerasyonu saglanmistir (Sekil 3.19.). Olgunlasmis
embriyolar tohumdan uzaklastirildiktan sonra kallus indiksiyon besiyerine alinarak 4 hafta inkibe
edilmistir. 8. haftanin sonunda embiryonik kalluslardan ilk strglin olusumu gozlenmistir. Bu kalluslar
daha sonra rejenerasyon besiyerine alinarak bitkicikler gelismis ve 16. hafta sonunda bitkicikler
koklendirme besiyerine transfer edilmistir. 20. haftanin sonunda olgunlasmis embiryodan olusan

kalluslardan yeni bugday bitkilerinin rejenerasyonu saglanmistir (Sekil 3.20.).
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g |
Olgunlasmamis
basak taslagi
Binokuler mikroskop altinda MS2 besiyerinde Rejenerasyon besiyerinde
olgunlagsmamisg basak taslag 3 haftalik kallus 8 haftalik kallus
G——

22, j.mzm sonunda o_cmm.: bitkilerin Kéklendirme besiyerinde Rejenerasyon besiyerinde

sera kosullarinda buyUttlmesi 16 haftalik bitkigikler 13 haftalik kallusdan olugan bitkicikler

Sekil 3.19

. Olgunlasmamis basak taslagindan bugday bitkisinin T.aestivum (Ylregir-89) rejenerasyonu.
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Kallus indiksiyon besiyerinde Embiryonik kallus indiksiyon Rejenerasyon besiyerinde
2 gunluk olgunlagmis embiryo besiyerinde 8 haftalik kalluslar 8 haftalik kalluslar

20. hafta sonunda olusan bitkilerin Koéklendirme besiyerinde Rejenerasyon besiyerinde N
sera kosullarinda buyitilmesi 16. hafta sonunda olusan bitkicikler 14 haftalik kallusdan olusan bitkicik

Sekil 3.20. Olgunlagmis embriyolardan bugday bitkisinin T.turgidum spp. durum (Mirzabey) rejenerasyonu.
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3.12. Partikiil Bombardiman Yontemiyle Bugday Kalluslarina Gen Aktarimi
TaNAC69 ve TtNAMB2 genlerini iceren pAHC25 plasmidi altinla baglanarak, olgunlasmamis basak
taslagindan ve olgunlasmis embriyodan elde edilen kalluslar bombalanmistir. TaNAC69 genini iceren
PAHC25 plazmidi ile 2. rapor doneminde 275, 3. rapor doneminde 350 ve toplam olarak 625 kallus
bombalanmistir. Bunlarin 325 tanesi T.turgidum (Kiziltan-91)’a ve 300 tanesi T.aestivum (Ylregir-89)'a
aittir. TtENAMB2 genini iceren plazmidle ise 2. rapor doneminde 240 kallus bombalanirken 3. rapor
doneminde 150 ve toplam olarak 390 kallus bombalanmistir. Bunlarin 210 tanesi T.turgidum (Kiziltan-

91)’a ve 180 tanesi T.aestivum (Yliregir-89)’a aittir (Tablo 3.3.).

Sekil 3.21'de TaNAC69 ve TtNAMB2 genlerini iceren pAHC25 plasmidi ile bombardiman yapilmis
olgunlasmamis basak taslaklarinin, rejenerasyon ve koklendirme besiyerine alinan kalluslari ve bu
kalluslardan cikan bitkicikler gorilmektedir. Kalluslarin ¢ogunda bugday bitkisinin rejenerasyonunda
kapasiteyi distren kokler gelismesine ragmen kalluslar Gzerinde goriinen yesil bolgelerden de yeni
sirglin  olusumu gozlenmistir. Olgunlasmamis basak taslaklarindan elde edilen kalluslar
bombardimandan 6 hafta sonra 1mg/| L-PPT iceren rejenerasyon besiyerine alinmistir. Kalluslardan ¢ikan
transgenik adayi bitkicikler 10. haftadan sonra 3mg/l L-PPT iceren rejenerasyon besiyerinden 3mg/| L-
PPT iceren kdklendirme besiyerine alinmistir. 14. haftaya kadar bitkicikler secici kéklendirme besiyerinde
yasamalarina ragmen, 18. hafta sonunda tim bitkiciklerde sararma gozlenmistir. Bombardimandan
sonra her iki tir T.turgidum (Kiziltan-91) ve T.aestivum (Ylregir-89)) icinde kalluslardan gikan filizlerin
yuzdesi yaklasik % 16 civarinda olmasina ragmen bu oran sirgiinlerin kdklendirme besiyerine alinmasiyla
birlikte yaklasik % 3 civarina dismustir. Koklendirme besiyerinde bulunan toplam 5 bitki topraga

aktarilarak sera kosullarinda biyitilmeye galisiimis fakat hicbirisi sag kalmamustir.

Tablo 3.3. T.turgidum ve T.aestivum cgesitlerine ait olgunlasmamis basak taslaklarindan elde edilen

kalluslarin bombardiman sonrasi filiz olusturma ve kéklenme yiizdesi.

Bombal MS2 Besiyeri Rej yon Besiyerinde |Filizlenme Koklendirme Besiyerine Koklendirme
Kallus Sayisi Alnan Kallus Sayisi |Filiz Tagiyan Kallus Sayisi | Yiizdesi (%)* Alinan Bitki Sayisi Yuzdesi (%)*
Triticum turgidum spp. TaMNACES 325 280 54 16,6 2 37
d Kiziltan-91
urum {Kaitan-1) TINAMB2 | 210 175 33 157 1 3
Triticum aestivum L. TaNACES 300 245 47 156 1 24
(Yuiredir-89)
TINAMB2Z 180 135 29 16,1 1 3.4
0l I Bagak Tasl jan Elde 1015 845 163 16 5 31
Edilen Bombalanan Toplam Kallus Sayis:
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Olgunlagmanus
bagak taslag

Partikiil Bombardiman

/ =~

PAHC-TaNACH9-1 pAHC-TINAMB-2

Sekil 3.21. TaNAC69 ve TtNAMB2 genlerini iceren pAHC25 plasmidi ile bombardiman yapilmis olgunlasmamis basak

taslaklarinin, rejenerasyon ve kéklendirme besiyerine alinan kalluslari ve bitkicikler.
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TaNAC69 ve TtNAMB2 genlerini iceren pAHC25 plasmidleri kullanilarak, olgunlasmis embriyodan elde
edilen kalluslar da bombalanmistir. TaNAC69 genini iceren pAHC25 plazmidi ile 2. rapor doneminde 105
kallus bombalanirken, 3. rapor doneminde 600 ve toplam olarak 705 kallus bombalanmistir. TtNAMB2
genini iceren pAHC25 plazmidi ile 2. rapor déneminde 75 kallus bombalanirken, 3. rapor déneminde 200
ve toplam olarak 275 kallus bombalanmistir. Bu kalluslarin hepsi T.turgidum (Mirzabey) ait olgunlasmis
embriyolardan elde edilmistir (Tablo 3.4.).

Sekil 3.22’de TaNAC69 ve TtNAMB2 genlerini iceren pAHC25 plasmidi ile bombardiman
yapilmis olgunlasmis embriyolarin, rejenerasyon ve koklendirme besiyerine alinan kalluslari ve bu
kalluslardan g¢ikan bitkicikler gortilmektedir. Olgunlasmamis basak taslaklarindan elde edilen kalluslarin
¢ogunda bugday bitki rejenerasyon kapasitesini disliren kdkler gézlenmesine ragmen, olgunlasmis
embriyolardan elde edilen kalluslarda boyle bir kdk olusumu goézlenmemistir. Bu durum filizlenme
ylzdesini nispeten arttirmistir. Olgunlasmis embriyolardan elde edilen kalluslar bombardimandan 6
hafta sonra 1mg/| L-PPT iceren rejenerasyon besiyerine alinmistir. Kalluslardan ¢ikan transgenik adayi
bitkicikler 10. haftadan sonra 3mg/l L-PPT iceren rejenerasyon besiyerinden 3mg/l L-PPT iceren
koklendirme besiyerine alinmistir. 12. haftaya kadar bitkicikler segici kdklendirme besiyerinde
yasamalarina ragmen, 16. hafta sonunda sadece TaNAC69 ve TtNAMB2 genlerini iceren pAHC25
plasmidiyle bombalanan birer bitki seraya aktarilabilir durumdadir. Bombardimandan sonra T.turgidum
(Mirzabey) ait kalluslardan ¢ikan filizlerin ytzdesi yaklasik % 16 civarinda olup bu oran sirgilinlerin
koklendirme besiyerine alinmasiyla birlikte yaklasik % 3 civarina diismustir. Kéklendirme besiyerinde

bulunan toplam 5 bitkiden yalnizca 2 tanesi topraga aktarilacak seviyededir.

Tablo 3.4. T.turgidum cesidine ait olgunlasmis embriyolardan elde edilen kalluslarin bombardiman

sonrasi filiz olusturma ve koklenme yiizdesi.

Bombalanan | Embriyonik Kallus Rejenerasyon Filizlenme Koklendirme Kdklendirme
Kallus Sayis1 | Besiyerine Besiyerinde Filizlenme Yiizdesi (%)* | Besiyerine Alinan | Yizdesi (%)*
Alinan Kallus Sayisi Tasiyan Kallus Sayisi Bitki Sayisi
Triticum turgidum spp. | TaNACE9 705 175 a5 134 5 53
durum (Mirzabey) TINAMBZ | 275 82 49 78 0 0
pAHC256 110 60 32 291 1 31
Olgunlagmig Embriyodan Elde Edilen 1090 n7 176 16,1 ] 34
Bombal Toplam Kallus Sayisi
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Olgunlagmis Embriyo

Partikiil Bombardiman
pPAHC-TaNAC69-1 pAHC-TtNAMB-2

Sekil 3.22. TaNAC6S ve TtNAMBZ2 genlerini iceren pAHC25 plasmidi ile bombardiman yapilmis olgunlasmis embriyolarin,

rejenerasyon ve koklendirme besiyerine alinan kalluslari ve bitkigikler.
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3.13. Agrobacterium Araciligiyla Olgunlasmamis ve Olgunlasmis Bugday

Embriyolarina Gen Aktarimi
TaNAC69 geni iceren pIPKb002 plasmidi kullanilarak, olgunlasmis ve olgunlasmamis embriyolar
Agrobacterium araciligyla transforme edilmistir. Agrobacterium araciligyla TaNAC69 geninin bugday
olgunlasmis ve olgunlasmamis embriyolarina transformasyonu 3. rapor doneminde partikiil
bombardimanina ek olarak baslatilmistir. Calisma boyunca yaklasik toplam 1000 tane bugday
olgunlasmis ve olgunlasmamis bugday embriyolari Agrobacterium araciligyla enfekte edilmistir (Tablo

35.).

Olgunlasmis embriyolardan elde edilen kalluslar, Agrobacterium ile transformasyondan 6 hafta sonra
filiz olusumunu tetiklenek icin rejenerasyon besiyerine alinmistir. Kalluslardan ¢ikan transgenik adayi
bitkicikler 10. haftadan rejenerasyon besiyerinden 25 mg/| Higromisin iceren kdklendirme besiyerine
ahnmistir. 12. haftaya kadar bitkicikler secici kdklendirme besiyerinde yasamalarina ragmen, 16. hafta
sonunda ise olusan bitkiciklerin hepsi 6lmustiir. Agrobacterium ile transformasyondan sonra T.turgidum
(Mirzabey) ait kalluslardan ¢ikan filizlerin yizdesi yaklasik % 15 civarindadir. Ancak siirglinlerin
koklendirme besiyerine alinmasiyla birlikte tim sdrginler secgici antibiyotik olan Higromisine

dayanamamistir.

Tablo 3.5. T.turgidum c¢esidine ait olgunlasmis embriyolarin  Agrobacterium araciligiyla

transformasyonundan sonra filiz olusturma ve kdklenme yiizdesi.

Agrobacterium Bulagtinlan Kallus Besiyerine |Embriyonik Kallus Besiyerine |Rejenerasyon Besiyerinde |Filizl Koklendi Besiyeri Koklendirme
Olgunlagmis Alinan Alinan Filiz Tagiyan Yiizdesi (%)* Alinan Yiizdesi (%)*
Embriyo Sayisi Embriyo Sayisi Kallus Sayisi Kallus Sayis: Bitki Sayisi

950 950 150 139 148 0 0

Olgunlasmamis embriyolardan ve onlardan elde edilen kalluslar, Agrobacterium ile transformasyondan 4
hafta sonra 5 -10 mg/| Zeatin iceren rejenerasyon besiyerine alinmistir. Kalluslardan ¢ikan transgenik
adayi bitkicikler 10. haftadan sonra 25 mg/l Higromisin iceren koklendirme besiyerine alinmistir. 14.
haftaya kadar bitkicikler segici kdklendirme besiyerinde yasamalarina ragmen, 15. hafta sonunda ise
olusan bitkiciklerin hepsi 6lmustir. Agrobacterium ile transformasyondan sonra (T.turgidum (Kiziltan-91)

ve T.aestivum (Yiregir-89)) ait kalluslardan cikan filizlerin yizdesi yaklasik % 1 civarindadir. Ancak
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surglnlerin kdklendirme besiyerine alinmasiyla birlikte tim sirglinler segici antibiyotik olan Higromisine

dayanamamistir (Tablo 3.6.).

Tablo 3.6. T.turgidum ve T.aestivum cesidleriine ait olgunlasmamis embriyolarin Agrobacterium

aracihgiyla transformasyonundan sonra filiz olusturma ve kdklenme yiizdesi.

Agrobacterium Bulastinlan |Besiyerine Rejenerasyon Besiyerinde |Filizlenme Koklendirme Besiyerine |Koklendirme
Olgunlagsmamig Alinan Filiz Tagiyan Yizdesi (%)* Alinan Yizdesi (%)*
Embriyo Sayisi Embriyo Sayisi | Kallus Sayisi Bitki Sayisi

Triticum turgidum spp. TaMNACE9-1 400 22 L] 15 0 0

durum (Kiziltan-91)

Triticum aestivum L. TaNACE9 -1 [600 30 4 067 0 0

(Yuredir-89)

Toplam Agrobacterium Bulastinlan 1000 52 10 1 o o

Olgunlasmamig Sayis

3.14. TaNAC69-1 Geninin Gateway Uyumlu pEarlyGatel00 Ekspresyon Vektorine

Klonlanmasi
LR reaksiyonunda LR Clonase™ enzimi kullanilarak giris vektorl icerisinde bulunan TaNAC69-1
geni pEarleyGate 100 yiksek ekspresyon vektoriine transfer edilmistir. pEarleyGate 100 ekspresyon
vektérinde, rekombinasyon icin uygun bolgeler (attR1 ve attR2) bulundurmaktadir. TaNAC69-1 genini
pEarleyGate 100 ekspresyon vektorline aktarabilmek icin attL1l ve attL2 rekombinasyon bolgelerine
sahip uygun vektor icerisinde olmasi gerekmektedir. pENTR™/D-TOPO™ vektoéri attLl ve attl2
rekombinasyon bdlgelerini ve TaNAC69-1 genini icermektedir. TaNAC69-1 genini iceren pENTR™/D-
TOPO" vektorii ve pEarleyGate 100 yiiksek ekspresyon vektorii ayni tiip icerisine konularak LR Clonase™
enzimi ilave edilerek 1 saat inkiibasyon yapiimistir. Baglanma Grinl kompetant E. coli hiicrelerine 1si

sokuyla aktariimistir.

TaNAC69-1 geninin pEarleyGate 100 ekspresyon vektori icinde oldugunu kontrol etmek icin ilk olarak
pEarleyGate 100 vektoriinde bulunan 35S promotor spesifik primer ve TaNAC69-1 genine ait spesifik
primer giftleri kullanilarak koloni PZR yapilmistir. Yapilan PZR’nin Urlinleri %1’'lik agaroz jelde
gorintlilenmis ve Sekil 3.23" te gosterilmistir. Ayrica TaNAC69-1 geninin pEarleyGate 100 igerisinde
oldugunu kanitlamak igin, geni iceren pEarleyGate 100 vektori Hindlll ve EcoRl enzimleri ile kesilmistir.
Eger pEarleyGate 100 icerisinde TaNAC69-1 geni mevcut ise, bu enzimlerle kesim sonugunda iki bant

degil ise tek bant elde edilmistir. TaNAC69-1 geni icerisinde EcoRl enzim kesim bdlgesi bulundugu igin,
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TaNAC69-1 genini tasiyan pEarleyGate 100 vektori Hindlll ve EcoRl enzimleriyle kesildiginde genin bir
parcasi ve vektorin Hindlll enzim kesim bolgesine kadar olan pargasi ¢ikmistir. Eger TaNAC69-1 geni
pEarleyGate 100 vektori icerisinde degil ise, pEarleyGate 100 vektoriinde sadece bir tane Hindlll enzim
kesim bolgesi oldugundan pEarleyGate 100 vektorii diz hale gelerek, jelde tek bant halinde
gorintlilenmistir (Sekil 3.24). Dogru buyuklikteki bu bantlar TaNAC69-1 geninin pEarleyGate 100 yiiksek

ekspresyon vektoriine basarili bir sekilde aktarildigini gdstermistir.

9 10 11 12 13 14 1516 17 18 19

1400 bg
1000 bg
500 be
250 bg

Sekil 3.23. 35S promotor spesifik primer ve TaNAC69-1 genine ait spesifik primer ciftleri kullanilarak
yapilan koloni PZR Urininin agaroz jel elektroforez sonugu. Cogaltim Urlninin blyukligd 1400
bazgiftidir. 1X TAE ¢ozeltisi icinde %1’lik agaroz jel 100V da 60 dakika kosturuldu. Her bir kuyucuga 10uL
PZR Urln( yaklendi. (M: Fermentas SM0311 DNA markori).

HindIIl+

HindIIT
- EcoRI1

Sekil 3.24. TaNAC69-1 genini taslyan pEarleyGate 100 vektori Hindlll ve EcoRl enzimleriyle kesildiginde

olusan bantlar. pEarleyGate 100 vektorinln enzimlerle kesimi sonugunda olusan iki bant TaNAC69-1
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geninin vektérin icerisinde oldugunu géstermektedir. 1X TAE ¢ozeltisi icinde %1’lik agaroz jel 100V da 60
dakika kosturuldu. Her bir kuyucuga 10uL PZR Grlnd yiiklendi. (M: Fermentas SM0311 DNA markor).

3.15. TaNAC69-1 genini iceren pEarleyGate 100 Vektoriiniin EHA105 Agrobacterium
susuna Elektroporasyon Yontemi ile Aktarilmasi
Son olarak, pEarleyGate 100 vyiksek ekspresyon vektoériinde bulunan TaNAC69-1 geni EHA105
Agrobacterium susuna elektroporasyon yontemi ile aktarilmistir. Elektroporasyon islemi “MicroPulser
Electroporator” (BioRad, ingilltere) cihazi yardimiyla “Agr’ programi kullanilarak yapilmistir.
Elektroporasyondan sonra hiicreler 4 saat LB sivi besiyerinde buydtiliip, segici LB kati besiyerine
yayilarak 2 gin inkiibe edilmistir. Blylyen tek kolonilerden TaNAC69-1 geninin EHA105 Agrobacterium
susu icerisinde olup olmadigini kontrol etmek icin 35S promotér spesifik primer ve TaNAC69-1 genine ait
spesifik primer ciftleri kullanilarak koloni PZR vyapilmistir. Bu PZR drinleri %1’lik agaroz jelde
gorintilenmis ve Sekil 3.25’ te gosterilmistir. Dogru baylklikteki bantlar, TaNAC69-1 genini
iceren pEarleyGate 100 vektorinin basarih bir sekilde EHA105 Agrobacterium susuna aktarildigini

gostermektedir.

Sekil 3.25. EHA105 Agrobacterium susu igerisinde bulunan TaNAC69-1 genine ait koloni PZR Girlinliniin
agaroz jel elektroforez sonugu. Cogaltim Urlininun buyukligi 1400 bazgiftidir. 1X TAE ¢ozeltisi iginde
%1’lik agaroz jel 100V da 60 dakika kosturuldu. Her bir kuyucuga 10uL PZR drini yiklendi. (M:
Fermentas SM0311 DNA markéri).
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3.16. Transgenik Adayi Tiitiin Bitkilerinin Gelistirilmesi
Tutlin yapraklari Agrobacterium ile bulastirildiktan sonra ilk dnce kallus olusturma besiyerine konularak
kallus olusumu saglanmistir. 4.haftanin sonunda kalluslardan segici besiyeri ortaminda yeni transgenik
aday! bitkicikler rejenere olmustur. Bu bitkicikler kék olusumak icin yine PPT iceren kdklendirme
besiyerine alinmistir (Sekil 3.26). Son olarak topraga aktarilan bu bitkiler sera kosullarinda biyuttlmus ve
transgenik bitki analizleri icin DNA’lari izole edilmistir. Ayrica kontrol titin bitkileri kullanilarak tdtiin
bitkisinin PPT’ye karsi 6limcul dozu belirlenmistir. Tutlin bitkisinin 5 mg/ml iceren PPT besiyerinde
tamamen 6ldugi gézlemlenmistir. Dolayisiyla yapilan tim gen aktarim calismaralarinda kullanilan segici

besiyerine 5 mg/ml PPT ilave edilerek transgenik ve transgenik olmayan titiin bitkileri segilmistir (Sekil

3.27).

1. hafta Agrobacterium ile transformasyon 4. hafta 5 mg/l L-PPT  10. hafta 5 mg/l L-PPT

Sekil 3.26. Titlun vyapraklari Agrobacterium ile bulastirildiktan sonra transgenik adayi bitkilerin

rejenerasyonu.

4. hafta S mg/l L-PPT

Sekil 3.27. Tutln bitkisinin PPT’ye karsi 6limcil dozunun belirlenmesi. 4.hafta sonunda 5 mg/ L-PPT

iceren besiyerinde control bitkisinin 6ldGgl gozlenmistir.
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TaNAC69-1 geninin varhgini tatin bitkisinde dogrulamak amaciyla transgenik adayr ve kontrol
bitkilerinden izole edilmis olan DNA’larla PZR reaksiyonu yapilmistir. PZR reaksiyonunda primer olarak ba
genine spesifik primerler kullaniimistir. PCR sonrasinda olusan Uriinler % 1’lik agaroz jelde yuriitilms ve
Sekil de gosterilmistir. 9 transgenik adayi bitki hatti taranmis ve 6 hattin pozitif sonug verdigi

gorilmastir (Sekil 3.28).

Sekil 3.28. Yaprak dokusudan yapilan DNA izolasyonu sonrasinda TaNAC69-1 genine ait seleksiyon
markori (ppt) kullanilarak gerceklestirilen PCR amplifikasyonu. Amplikon uzunlugu yaklasik 300 b¢’dir.

M: Fermentasl kb DNA markoéri. W: yabani tip titlin. 1-9: transgenik adayi titlin bitkileri.
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3.17. Gercek Zamanli PZR Analizleri
Projemizde NAC tipi transkripsiyon faktorlerinden olan TaNAC69-1 ve TtNAM-B2 genlerinin farkli
abiyotik stresler altinda rollerini anlamaya yonelik, gen ifadelerini arttirma yonelik calismalara ek olarak
gen ifade seviyelerindeki degisiklikleri gostermeye yonelik ¢alismalar da hem gergek zamanli PZR hem

de mikrodizin yontemleri kullanilarak gerceklestirilmistir.

Bugday bitkisinde, belirli oranlarda ve belirli zaman periyodlarinda verilen tuz ve kuraklik stresleri altinda
TaNAC69-1 geninin ifade seviyesindeki degisiklikler gosterilmistir (Sekil 3.29.). Kontrole gore
karsilastirma yapildiginda TaNAC69-1 geninin ifade seviyesinin hem tuz hem de kuraklik stresleri altinda
1. Saatten 12. saate kadar orantisal bir sekilde arttigi gézlenmektedir. Ayirca 1. saatin sonundaki
TaNAC69-1 geninin ifade seviyesinin 12. saatin sonunda yaklasik 5 kat artis gosterdigi saptanmistir.
Dolayisiyla, transkripsiyon faktérlerinin ¢ogunda oldugu gibi, NAC tipi transkripsiyon faktorlerinden olan
TaNAC69-1 geninin de stresden sonraki ilk saatlerde ifade seviyesinde artis gozlenmistir. Ancak bu artis
24. saatin sonunda her iki stress uygulamasi icin dismdstiir. Tuz stresi uygulamasi igin 48. saatin
sonunda, TaNAC69-1 geninin ifade seviyesinin artisi 12. saat sonunda elde edilen veri ile
karsilastirildiginda yaklasik 2.5 kat bir artis gozlemlenmistir. Kuraklik stresi uygulamasi icin 48. saatin

sonunda ise, bu artis 12. saatin sonunda elde edilen artisa yakin bir artis olarak elde edilmistir.

Tuz stresi uygulamasinda 3.glinden sonra TaNAC69-1 geninin ifade seviyesi 7.gliniin sonuna kadar
orantisal bir sekilde artmistir. Bu artis 12 saatin sonundaki artis ile karsilastirildiginda, TaNAC69-1
geninin ifade seviyesi yaklasik 5 kat olmustur. Ancak, yogun ve uzun bir tuz stresi sonugunda 7. giliniin
sonunda bitkide tuz stresi yaninda osmotik stres gibi baska stres faktorleri de devreye girecegi igin, 7.
glniln sonunda elde edilen TaNAC69-1 geninin ifade seviyesindeki degisiklik sadece tuz stresine bagli
olmayip diger streslerle de iliskilendirilebilir. Kuraklik stresi uygulamasinda ise, 3.glinden sonra
TaNAC69-1 geninin ifade seviyesi 7.glinlin sonuna kadar orantisal bir sekilde artmis olup bu artis tuz

stresinde oldugu gibi ¢ok yiiksek degildir.

Bugday bitkisinde, belirli oranlarda ve belirli zaman periyodlarinda verilen tuz ve kuraklik stresleri altinda
TtNAM-B2 geninin de ifade seviyesindeki degisiklikler incelenmistir. Ancak yapilan gercek zamanl PZR
deneyleri sonugunda tuz ve kurakhk stresleri altinda hi¢cbir zaman periyodunda TtNAM-B2 geninin
ifadesine rastlanmamistir. Dolayisiyla, bugday bitkisinde TtNAM-B2 geninin tuz ve kuraklik gibi abiyotik

stresler sonugunda ifade olmadigini gostermektedir.
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Sekil 3.29. Bugday bitkisinde, belirli oranlarda ve belirli zaman periyodlarinda verilen tuz ve kurakhk
stresleri altinda TaNAC69-1 geninin ifade seviyesi. Mavi ¢izgi kontrol, kirmizi ¢izgi tuz stresini ve yesil
¢izgi kuraklik stresini gostermektedir. Barlarla gosterilen standard hatalar 3 biyolojik tekrar sonugunda

elde edilen verilerden gosterilmistir.

3.18. Stres Kosullar1 Altinda Mikrodizin Datalarinin Analizi
NAC tipi transkripsiyon faktorlerinden olan TaNAC69-1 ve TtNAM-B2 genlerinin ifade seviyesindeki
degisiklikler gercek zamanh PZR yontemiyle belirlenmistir. Projemizde buna ilaveten tuz ve kuraklik
stresleri altinda genomdaki tim genlerin ekspresyon analizlerini hizli bir sekilde yapabilen bir metot olan

mikrodizin yontemi de kullanilmistir.

Tuz ve kuraklik stresi uygulamalari altinda bugday yapraklarindaki global gen ifadesi farki Affymetrix
Wheat GeneChip (Bugday Cipi) kullanilarak, 3 biyolojik tekrar RNA’larinin toplam 9 hibridizasyonu ile
yapilmistir. Ekspresyon analizleri icin mikrodizin calismasinda kullanilan cipler 49 formathk, 55052
bugday transkriptine ait 61127 prob seti iceren bugday genom (Wheat Genome) cipleridir. Elde edilen
tim ¢ip tarama sonuglari 6n analizler ardindan ileri veri analizine ge¢gmeye uygun bulunmustur. Her bir

¢ipte bulunan “GeneChip Wheat” yazisi, ortadaki arti (+) isareti ve hibridizasyon kontrollerinden olan ve
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¢ipin kose ile kenarlarini olusturan “Oligo B2” kontrollerinden elde edilen sinyallerin beklenen

seviyelerde oldugu tespit edilmistir.

RMA (Robust Multiarray Analysis) yontemi ile (Irizarry, 2003) her hibridizasyondan gelen gen ifade
degerleri normalize edilmis ve tim hibridizasyonlar igin PCA (Principles Component Analysis, Komponent
Analizi) yapilmistir. istatistiksel analizlerde tek yénlii varyans analizi (ANOVA) ydntemi kullanilarak p
degeri 0,05 den kii¢lik anlamli prob setler belirlenmistir. Anlamli degisiklik gdosteren bu prob setler
arasindan, en az iki kat degisim gosterenler ifade degerinde anlamli farkhlik gosteren prob setleri olarak
belirlenmistir. Tuz ve kuraklik stresi altinda anlamli prob setleri ve en az iki kat degisim gosteren anlamli

prob setleri Tablo 3.7'da 6zetlenmistir.

Tablo 3.7. Tek yonli varyans analizi (ANOVA) yapilarak belirlenen anlaml prob setleri ve en az iki kat

degisim gosteren anlamli prob setleri

Kondisyon Sartlar Anlamli Prob Setleri En az iki Kat Degisim Gosteren
(p<0.05) Anlamli Prob Setleri (22-fold)
Yaprak Tuz & Kontrol 1188 185
Kuraklik & Kontrol 700 44

Biyolojik tekrarlarin glivenirliligi PCA (Principles Component Analysis, Komponent Analizi) yapilarak
degerlendirilmistir. PCA’deki Komponent 1’e goére; hibridizasyonlar stres uygulama gruplarina gore yani
kontrol ve stress gruplari olarak ayrilmistir. ikinci yapilan komponent analizinde ise hibridizasyonlarin iki

ayri gruba yani tuz ve kuraklik stress gruplarina gore ayrildig1 gézlemlenmistir (Sekil 3.30).
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Sekil 3.30. Yaprak 6rneklerinin PCA (Komponent Analizi). (C: Kontrol, S: Tuz, D: Kuraklik)

3.19. Yaprak Dokularinda Tuz ve Kuraklik Stresi Altinda Global Gen ifade Profilleri
Kontrol ile karsilastirildiginda tuz stresi altinda genleri temsil eden transkriptlerden 123 tanesinin ve
kuraklik stresi altinda ise bu transkriptlerin 22 tanesinin gen ifade seviyelerinin anlamh bir sekilde
(p<0,05) arttig1 gbzlemlenmistir. Ayrica, yine kontrol ile karsilastirma yapildiginda tuz icin 62 ve kuraklik
icin ise 22 prob setin anlamli bir sekilde (p<0,05) gen ifade seviyelerinin azaldigI saptanmistir (Tablo 3.8.).
Ayrica tuz ve kuraklik stres kosullari altinda en az iki kat degisim gostermis olan genlerin ifade

degerlerinin dagilim egrileri (izerinde de gosterilmistir (Sekil 3.31.)

Ayrica Venn diyagram analiz sonugclarina gore, bazi gen ifade seviyesi artmis ve azalmis genler tuz ve
kurakhk stresinde ortak hareket etmislerdir. Bu genlerden 19 tanesi hem tuz hem de kuraklik stresi
altinda ifade seviyelerinin arttig1 gézlenirken, 16 tanesinin de her iki stres altinda gen ifade seviyelerinde

azahs gosterdigi tespit edilmistir (Sekil 3.32.).
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Tablo 3.8. Tuz ve kuraklik stresleri altinda anlamli bir sekilde (p<0,05) gen ifade seviyeleri artan ve azalan

genlerin toplam sayilari.

Degisim Tuz Kurakhk

Gen ifade Seviyesi Artisi

2-4 Kat 80 17
4-10 Kat 29 3
10 Kat > 14 2
Toplam 123 22

Gen ifade Seviyesi Azalisi

2-4 Kat 50 16
4-10 Kat 11 5
10 Kat > 1 1
Toplam 62 22
a b

Tuz
Kuraklik

Kontrol Kontrol
Sekil 3.31. Tuz ve kuraklik stres kosullari altinda en az iki kat degisim gostermis olan genlerin ifade
degerlerinin dagilim egrileri. Eksenler normalize edilmis ekspresyon degerlerini gostermektedir.
Sekillerdeki capraz cizgiler, 2 kat degisim cizgileri olup, bu ¢izginin Ust ve alt kisimlari sirasiyla ifade

seviyesi artan ve azalan genleri gostermektedir.
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Gen ifadesi artan Gen ifadesi azalan

Tuz . Kuraklik Tuz ! Kuraklik

Sekil 3.32. Tuz ve kuraklik stres kosullari altinda gen ifade seviyelerinde artan ve azalan ortak genlerin

sayilari.

Tuz ve kuraklik stres kosullari altinda gen ifade seviyelerinde farkhlik olan genlere ait olan prob setleri
HarvEST WheatChip version 1.54 programi araciligiyla gen isimleri belirlenmistir. Adlandirilan bu genler
fonksiyonel olarak gruplandiriimistir. Bu gruplar arasinda metal baglama proteinleri, transporterlar
(tastyici proteinler), koruyucu proteinler, sinyal iletiminden sorumlu proteinler, stresle iliskili proteinler,
detoksifikasyon proteinleri, sitokrom p450, hormone sentez proteinleri, transkripsiyon faktorleri,
savunma proteinleri sayilabilir. Bazi secilmis gen ifade seviyesi artmis ve azalmis gen listeleri Tablo 3.9.

ve Tablo 3.10.’da sirasiyla gosterilmistir.

Tuz ve kuraklik stresi altinda yaprak dokularinda 126 tane prob setin gen ifade seviyelerinde artis
gozlemlenmistir. Bunlar kisaca listelenecek olursa;

e metal baglama proteinlerinden metallothionein,

e tasiyicl proteinlerden ABC transporter tasiyici proteinleri ve yag transfer proteinleri,

e koruyucu proteinlerden dehydrin, saperonin, isi soku proteinleri,

e transkripsiyon faktoérlerinden homeodomain-16sin fermuar transkripsiyon faktérii, DRE baglanma

faktord, 1s1 soku transkripsiyon faktord,

e sinyal proteinlerinden phosphatidyl inositol 3- and 4- kinaz,

e stresle iliskili proteinlerden genel stress proteinleri ve dehidrasyon protein RD22,

e detoksifikasyon proteinlerinden peroksidaz, ferritin, ve glutation transferaz,

e hormone sentez proteinlerinden 9-cis-epoxycarotenoid dioxygenase 2.
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Tuz ve kuraklik stresi altinda yaprak dokularinda 68 tane prob setin gen ifade seviyelerinde azalis

gozlemlenmistir. Bunlar kisaca listelenecek olursa;

stresle iliskili proteinlerden genel stress proteinleri, sogukla control edilen proteinler ve soguk
alistirma proteinleri

patojen iliskili protesnlerden pathogenesis-related protein,

tasiyici proteinlerden demir-phytosiderophore tasiyici proteini, glukoz tasiyici protein,
transkripsiyon faktorlerinden WRKYtranskripsiyon faktord,

sinyal EF hand ailesi,

sitokrom p450’ler.
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Tablo 3.9. Bazi secilmis gen ifade seviyesi artmis genlerin fonksiyonel gruplari.

Fold Fold
Probe ID E-value | Matching Organism Functional Annotation change change
salt drought
transcription factors
TaAffx52188.1.51 at 3.00E-11| Onza sativa Leucine zipper protein 477
Ta9223.1.A1 at 2.00E-11| Onza sativa dehydration responsive element bmding protemn 2.08
TaAffx 108538.1.51 at 3.00E-40| Oryza sativa homeodomain-leucine zipper transcrip tion factor TaHDZipI-1 4
TaAffx34778.1.51 at 5.00E-76 | Onza sativa Putative heat shock transcription factor 8 3.98 2.8
stress related proteins
Ta.21021.2.51 at 9.00E-12| Onyza sativa protein universal stress protein. putative, expressed 316
Ta.5390.2.51_at 3.00E-28 | Onyza sadva protemn stress-related protein, putaive, expressed 2.63
Ta.28209.2.51 x at 2.00E-15| Onyza sativa protem dehy dration-mduced protem RD22-like protemn 2 2.09
tranporters
Ta27343.1.51_at 0| Onzasativa Transmembrane amino acid transporter protein 431
Ta.28012.1.51 a at 9.00E-49| Onza sativa protem p transp orter 8, putative, expressed 2.02
Ta.26177.2.51_a_at 1.00E-111| Oryza sativa Amino acid transp orter-like 8.09
Ta24899.1.A1 at 2.00E-32 | Arabidopsis thaliana ABC transp orter 3.16
TaAffx39438.1 A1 at 2.00E-46 | Onza saniva Putative amino acid transporter Oryza sativa (japonica 2.17
Lipid transp ort protein
Ta.1360.1.51 at 9.00E-27| Oryza saniva Putative lipid transfer protein 18.09
TaAffx97181.1.51 s at 2.00E-26| Oryza sativa Nongpecific lipid-transfer protein 2, putative 243 21
Ta.13070.1.51 at 1.00E-48 | Triticum aestivum Non-specific lipid transfer protein 1 precursor 272 22
Hormone
TaAffx76007.1.51 at 9.00E-65 | Hordeum vulgare 9-cis-epoxycarotenoid dioxy genase 2 7.07 6.32
Protective
TaAffx128555.1.51 at 9 00E-86 | Hordeum vulgare Dehydrm DHN3 36.18 19.91
detoxification
Ta29814.1.51 at 6.00E-60 | Triticum monococcum | Peroxdase 8 4.75
Ta962.1.A1 at 2.00E-94| Triticum monococcum | Peroxidase 8 7.95
Ta 28354.1.51 at 1.00E-137| Triticum aestivum Glutathione transferase 2.05
Ta681.2.51 a at 1.00E-130| Triticum aestivum Femnitin 16.44
signaling
Ta.2968.1.51 at 0| Onzasativa Phosphatidy linositol 3-and 4-kinase family -like 2.68
Ta8677.1.51 at 2.00E-96| Zea mays Putative ras-like small GTP binding ptotein 2.37
Early nodulin
Ta3573.3.51_a_at 9 00E-49 | Onza sativa protein early nodulin 75 protein 9.67 8.89
Ta3341.1.51 at 2.00E-57| Onzasativa proten early nodulin 75 protein 4.25 14.61
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Tablo 3.10. Bazi secilmis gen ifade seviyesi azalmis genlerin fonksiyonel gruplari.

Fold Fold
Probe ID E-value | Matching Organism Functional Annotation change | change
salt | drought

Stress related genes
Ta.21135.1.51 at 1.00E-36 | Hordeum vulgare Universal stress protein 2.35] -
Ta.18487.1.51 x at 2.00E-47 | Hordeum vulgare Cold-regulated protein 2 267] -
Ta.28917.1.81_x at 4.00E-57 | Triticum aestivum | Cold acc limation protein WCORS18 5.78 447
TaAffx3623.1. A1 at 1.00E-29 | Triticum aestivum Jasmonate-mduced protein 2.59 207
Pathogenesis related
Ta.24501.1.51_at 5.00E-65 | Hordeum vulgare | Pathogenesis-related protem 1A/1B precursor 2.49] -
Trans por ter
Ta.25540.1.81 x at 2.00E-63 | Oryza sativa Putative COPT 5 2.02] -
Ta.27951.1.A1 x at 5.00E-83 | Oryza sativa solute camer family 2. facilitated ghicose transporter member 2.33] -
TaAffx 113315181 at| 1.00E-45 | Hordeum vulgare Iron-phytosiderophore transporter 264 233
Transcription factor
Ta.8614.1.51 at 1.00E-42 | Oryza safiva WRKY transcoption factor 45 542 402
Signalling
Ta.5490.3.51_at 1.00E-40 | Ory:za sativa EF hand family 204 -
Cytochrome P450
Ta.3108.1.51 at 5.00E-37 | Oryza sativa cytochrome P450 446/ -
Ta.11588.1.51 at 4.00E-82 | Oryza sativa cytochrome P450 fanuly protemn 2.34] -
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SONUC
Projemiz kapsaminda NAC tipi transkripsiyon faktorlerinden olan TaNAC69-1 ve TtNAM-B2 genlerinin

farkh abiyotik stresler altinda rollerini anlamaya yonelik, gen ifadelerini arttirma ve gen ifade

seviyelerindeki degisiklikleri gostermeye yonelik arastirmalar gerceklestirilmistir.

Proje miracaatinda 6ngoriilen calismalar gerceklestirilmis ve laboratuvarimizda bitki doku kiltard,
transformasyon ve gen ifade calismalarinda Ar-Ge faaliyetlerine yoénelik 6nemli kazanimlar elde

edilmistir.

Klasik klonlama yontemlerinin de iyi bir sekilde uygulandigi laboratuvarimizda, Gateway
klonlama sistemi ilk olarak bu proje kapsaminda kullaniimis ve optimize edilmistir. istenilen fonksiyonel
bir gen Gateway klonlama sistemi kullanilarak yaklasik 20 giin icerisinde Agrobacterium’a transfer

edilebilmektedir.

Bitki doku kdltiirii ve transformasyon calismalarinda yillarca falliyet gésteren laboratuvarimizda,
bugday ve titin bitkilerinin doku kiiltlirl, rejenerasyon ve genetik transformasyonuna yoénelik
optimizasyon g¢alismalari basaril bir sekilde tamamlanmistir. NAC tipi transkripsiyon faktorlerinin, bugday
cesitlerine uygulanan tuz ve kuraklk stresleri altinda, gen ifadelerindeki degisimler gercek zamanli PZR ve
mikrodizin yontemleri ile gosterilmistir. Ayrica transgenik titiin bitkilerinde NAC tipi transkripsiyon factor

genlerinin varligi To bitkilerde PZR yontemi ile gosterilmistir.

Gercek zamanli PZR ve mikrodizin yontemleri kullanilarak proje kapsaminda belirli stres kosullari
altinda genlerin ifade seviyelerindeki farkliliklar belirlenmis ve laboratuvarimizda oturmus bu teknikleri

kullanarak yeni proje ve ¢alismalar baslatiimistir.

Ayrica, projemiz kapsaminda yapilan ¢alismalar, ODTU Fen Bilimleri Enstitiisii, Biyoloji ve Biyoteknoloji

anabilim dallarina bagh yiratilmekte olan iki doktora tez ¢alismasinin belirli bolimlerini olusturmustur.

Proje calismalari sonucunda ulasilan nokta laboratuvarlarimizda yeni Ar-Ge faaliyetlerini baslatacak

niteliktedir ve bu konudaki faaliyetlerimiz devam etmektedir.
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