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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

KABARLA CILEK CESIDINDEN GLUTATYON S-
TRANSFERAZ VE GLUTATYON REDUKTAZ GENLERININ
iZOLE EDILMESi VE KARAKTERIZASYONU

Giilsiim Nur CELIK

Isparta Uygulamah Bilimler Universitesi
Lisansiistii Egitim Enstitiisii
Tarimsal Biyoteknoloji Anabilim Dah

Damisman: Prof. Dr. Yasar KARAKURT

Abiyotik ve biyotik stresler sonucu bitkilerde reaktif oksijen tiirleri (ROS)
artmaktadir. ROS’lar hiicre i¢ci maddeler ve hiicre zar ile etkilesime girerek bitkilere
zarar vermektedir. ROS’lar ile miicadele etmek ig¢in bitkilerde enzimatik ve
enzimatik olmayan antioksidan sistemleri vardir. Glutatyon reduktaz (GR) ve
glutatyon s-transferaz (GST) antioksidan enzimlerindendir. Glutatyon reduktaz
oksitlenmis glutatyon (GSSG)’u indirgenmis glutatyon (GSH)’a doniistiiriir ve hiicre
ici GSH/GSSG dengesini saglar. Glutatyon s-taransferaz ise hiicre i¢i toksik
maddelerin detoksifikasyonunu saglamaktadir. Bitkilerde GR, GR1 ve GR2 olarak
iki sinif bulunurken GST’de tau, phi, lambda, teta, zeta, beta ve delta smiflar
bulunmaktadir.

Streslerle basa ¢ikmak igin son derece onemli olan bu enzimlerin sekans bilgileri
cilek dahil omak iizere bir¢ok bitkide arastirllmamistir. Bu ¢alismada Kabarla ¢ilek
cesidinden GR ve GST antioksidan enzim genleri izole edilerek sekans bilgileri elde
edilmis ve karakterizasyonlar1 yapilmigtir. Bunun i¢in dejenere primerler dizayn
edilerek PCR ile kismi ¢cDNA’lar ¢ogaltilmis ve tam uzunlukta niikleotidler elde
edebilmek i¢inde 3’ ve 5> RACE analizi yapilmistir.

Sekans sonuglarina gore GR ve GST genleri sirast ile 2091 ve 1007 niikleotidden
meydana geldigi, 557 ve 287 amino asitten olusan acik okuma gergevesine sahip
olduklar1 saptanmistir. Ayrica izole edilen GR geni Pisum sativum, Medicago
truncatula, Cicer arietinum ile GST geni Arabidopsis thaliana, Zea mays, Prosopis
juliflora genleri ile yiiksek oranda benzerlik gostermistir. Molekiiler diizeyde
karakterize edilen bu genler gerek diger tiirlerde benzer genlerin karakterizasyonu
icin gerekse de stres kosullarina karsi dayanikli ¢ilek cesitlerinin gelistirilmesi i¢in
kullanilabilir.

Anahtar Kelimeler: Kabarla, Antioksidan, Glutatyon reduktaz, Glutatyon s-
transferaz
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ABSTRACT
M.Sc.Thesis

ISOLATION AND CHARACTERIZATION OF GLUTATHIONE S-
TRANSFERASE AND GLUTATHIONE REDUCTASE IN CABARLA
STRAWBERRY VARIETY

Giilsiim Nur CELIK

Isparta University of Applied Sciences
The Institute of Graduate Education
Department of Agriculture Biotechnology

Supervisor: Prof. Dr. Yasar KARAKURT

Reactive oxygen species (ROS) increase in plants due to abiotic and biotic stresses.
ROS interfere with intracellular substances and cell membrane to damaged plants.
Plants have enzymatic and non-enzymatic antioxidant system from protect
themselves against ROS. Glutathione reductase and glutathione s-transferase are two
of the antioxidant enzymes. Glutathione reductase converts oxidized glutathione
(GSSG) into reduced glutathione (GSH) and it provides intracellular GSH / GSSG
balance. Whereas Glutathione s-transferase detoxifies intracellular toxic substances.
GR contains GR1 and GR2 two classes and GST contains tau, phi, lambda, theta,
zeta, beta and delta classes in plants.

The sequence information of these enzymes, which are extremely important for
coping with stress, has not been investigated in many plants including strawberries.
In this study, GR and GST antioxidant enzyme genes were isolated and characterized
from Karbala strawberry variety. For this purpose, degenerated primers were
designed and partial cDNAs were amplified by PCR, 3” and 5' RACE analysis were
performed to obtain full length nucleotides.

According to the sequence results, the GR and GST genes were composed of 2091
and 1007 nucleotides, respectively, and were found to have an open reading frame of
557 and 287 amino acids. In addition, the isolated GR gene Pisum sativum,
Medicago truncatula, Cicer arietinum and GST gene Arabidopsis thaliana, Zea
mays, Prosopis juliflora genes have shown a high degree of similarity. These genes,
which are characterized at molecular level, can be used for the characterization of
similar genes in other species as well as for the development of strawberry varieties
resistant to stress conditions.

Key Words: Cabarla, Antioxidant, Glutathione reductase, Glutathione s-transferase

2019, 45 pages
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1. GIRIS

Rosales takiminin, Rosaceae (giilgiller) familyasinda, Fragaria cinsinin igerdigi
tiirlere ¢ilek denilmektedir. Anavatan1 kuzey ve giiney Amerika olan ¢ilek degisik
ekolojik kosullara adapte oldugu i¢in diinyada birgok bolgede dogal olarak
yetisebilmektedir. Cilek cesitleri fotoperiyodizme gore kisa giin, notr giin ve uzun
giin olarak li¢ katagoriye ayrilirlar. Cilek en ¢ok kumlu-tinli, aktif kireg icerigi ve
tuzluluk orami diisiik, hafif asidik topraklar1 sevmektedir (Aybak, 2005).

Kabarla, Early Sweet ve Selva’nin melezlenmesi sonucu meydana gelen kisa giin
cesitidir. Kisa giin ¢esitler giin uzunlugunun 12 saatten az oldugu zamanda
ciceklenmeye bagslarlar. Kisa giin ¢ilekleri kislarin soguk gectigi bolgelerde haziran
gibi meyve verirken, kislarin 1lik gegtigi bolgelerde aralik ayindan itibaren meyve
verirler. Kabarla verimli bir ¢ilek ¢esidi olup meyvesi orta biiyiiklikte ve
parlakliktadir. Yapilan ¢aligmalarda Kabarla cilek cesidinin verimi diger bir¢ok
ceside gore daha fazla oldugu saptanmistir (Aybak, 2005; Yilmaz vd., 2009; Berk,
2013; Ozbahgali, 2014; Ozbay, 2016).

Cilek; indirgenmis glutatyon (GSH), B3 (nikotinik asit), B6 (piridoksin hidroklorik),
B9 (folik asit), C (askorbik asit) vitamini ve antioksidan bakimindan zengin bir

meyve oldugu arastirmalar sonucu ortaya ¢ikmistir (Tuncer ve Karatas, 2012).

Antosiyaninler bitkilere kirmizi ve mor rengi veren ve suda c¢oziinebilen
flavonoidlerdir. Cigeklerin yapisinda bulunarak tozlayici bocekleri cezbederken ayni
zamanda zararh 1sinlar, kuraklik, diisiik sicaklik, tuzluluk gibi farkli cevresel
streslere kars1 da bitkiyi korumaktadirlar. Ayrica ¢esitli olaylar sonucunda meydana
gelen reaktif oksijen tiirlerinin olusumunu ve bu reaktiflerin meydana getirebilecegi
zararlar1 onlemektedirler. Antioksidanlar serbest radikallerin aktivitesini engeller ya

da geciktirirler.

Serbest radikallere karsi ti¢ sekilde savasirlar; reaktif oksijenleri yok ederek, reaktif
oksijenlerin olusumunu engelleyerek ya da yapilan hasari onararak (Senses vd.,

1999; Keser, 2012; Aztekin ve Kasim, 2016).



Bitkiler kuraklik ve sogukla karsilasinca yapraklarda, stoma ve mezofil yapisi
bozuldugu i¢in dehidrasyon artmaktadir. Kuraklik ve diisiik sicaklik gibi abiyotik
stresler hiicrelerde osidatif reaksiyon tiirlerini artirmaktadir. Kuraklik antioksidan
enzimlerini artirirken, soguk enzim olan ve enzim olmayan antioksidanlarin
seviyelerini artirmaktadir. Bu durum diisiik sicakligin enzim aktivitesini azalttig1 i¢in
enzimin yanisira enzim olmayan antioksidanlara ihtiyacin oldugu seklinde
yorumlanmistir. Strese maruz kalan kahve bitkilerinde antioksidan enzimlerin yani
sira askorbat, zeaksantin ve fenolik bilesik miktarinin arttig1 goriilmiistiir (Ramalho

vd., 2018).

Organizmanin oksijenli solunum yapmasi sonucunda hiicrelerde bulunan oksijenler
cesitli biyokimyasal aktiviteler sonucu enzimlerle birlikte bir¢ok besinin yikiminda
gorev alir ve bu yikim sonucunda cesitli son iirlinler olusur. Bu son iirlinlerin
icerisinde serbest radikallerde bulunmaktadir. Hem yararli metabolik amaglar igin
hem de kimyasal yikim reaksiyonlarin ara basamaklarindan sizmasi sonucu
organizmalarda serbest radikaller bulunur. Mitokondriler, hiicre zar1, sitokrom P450
ve aktive lokositler organizma icinde bulunan (endojen) radikal kaynaklaridir.
Diplock (1998) cevre kirliligi, radyasyon ve ilaglar disaridan organizmaya giren
(ekzojen) radikaller olarak belirtmektedir (Erenel vd., 1992; Senses vd., 1999; Koca
ve Karadeniz, 2005).

Serbest radikaller hiicrelerde sebep oldugu sorunlar; lipitler ile etkilesime gecerek
lipit peroksidasyonu olusturur ve bu durum membran akigkanligini azaltmaktadir,
DNA’y1 etkileyerek baz ve deoksiribozlarin yapilarini degistirir boylelikle mutasyon
ve sitotoksiteye neden olmaktadir. Ayrica karbonhidrat ve proteinlerin yapilarini da
degistirmektedir (Erenel vd., 1992).

Abiyotik stresler, bitkilerde bazi istenmeyen etkilere sebep olmaktadirlar. Bu etkiler
bliylime ve gelismenin durmasi, verimin azalmasi ve ilerleyen asamalarda bitkinin
Olmesidir. Abiyotik streslerin biiylik bir cogunlugu, siiperoksit, hidrojen peroksit ve
hidroksil olan zararli oksijen tiirlerinin (ROS) miktarin1 artirmaktadir. Bitkiler
ROS’lar ile biinyelerinde barindirdiklar1 enzimatik ve enzimatik olmayan sistemler

vasitasiyla savagmaktadir (Yousuf vd., 2012).



Shen vd. (1997), reaktif oksijen tiirleri hiicreden ii¢ farkli sekilde bulundugunu
bildirmistir. Bunlar;

1. Siiperoksit (O2), molekiiler oksijenin bir elektron kaybetmesi ile olusur. Ilk

olusan ROS’tur.

2. Hidrojen peroksit (H20,), siiperoksit bir elektron daha kaybederek meydana

gelen Oy % nin iki proton tarafindan nétralize edilmesi sonucu olusmaktadir.

3. Hidroksil (OH"), iigiincii ve en zararli olan ROS’tur ve iki yolla olusmaktadir.
Haber-Weiss reaksiyonu: normal kosullarda metabolik olaylar sonucu gergeklesir ve
diisiik hizda ilerlemektedir.

H,0,+0; ———> OH + OH + O3
Fenten reaksiyonu: Fe*?, Cu*, Zn*? gibi metallerin varliginda ger¢eklesmektedir.
H,0,+ Fe’? ——> Fe"+-OH + OH’

Glutatyon reduktaz (GR) ve glutatyon s-transferaz (GST) enzimleri, prokaryot ve
Okaryotlarda bir ¢ok canlida bulunmaktadir. GR, yapisinda FAD bulunduran ve
NADPH’ya bagh olan bir enzimdir ve katalitik dongiisii iki fazdan olusmaktir.
Birincisi NADPH’y1 indirgeyerek NADP’ye doniistiirdiigii yar1 reaksiyon fazi ve
digeri GSSG (yiikseltgenmis glutatyon)’u indirgeyerek GSH (indirgenmis
glutatyon)’a doniistiirdiigii aktif fazdir (Sekil 1.1). Glutatyon reduktazlarin
cogunlugu kloroplastlarda bulunmaktadirlar. GR sayesinde olusan GSH kloroplastta
enzimlerin stabil ¢aligmasini saglamaktadir. Ayrica GR, H;0,’1 saran askorbat-
glutatyon dongiisiine katilmaktadir (Sekil 1.2). Ortamda diisiik miktarda GSH
oldugunda, kloroplastta frilkktoz difosfataz enziminin diizgiin ¢alismadig:

belirtilmistir (Foyer ve Halliwell, 1976; Yousuf vd., 2012; Ding vd., 2015).



abiyotik ve biyotik stresler

) NAD(P)*
hiicre igi stres ZHZO( : ASA‘ ‘ ‘ NADPH
hiicre dongiisii abiyotik strese tolerans
ksenobiyotik detoksifikasyonu redoks dengesi
agir metal detoksifikasyonu tiyol grubunun korunmasi

Sekil 1.1 Glutatyon reduktazin diger enzimler ile birlikte abiyotik ve biyotik streslere
kars1 ¢alismasi ve indirgenmis glutatyonun gorevleri (Trivedi vd., 2013)

Glutatyon, bitkiler dahil olmak tizere bir¢ok organizmada bulunmaktadir ve
yapisinda ii¢ amino asit bulundurmaktadir. Bunlardan biri kiikiirt iceren sistein,
digerleri ise glutamin ve glisindir. Glutatyon bitkilerde gen ekspresyonu, hiicre
sinyalizasyonu, hiicre dongiisii, bitki geilisimi ve hiicre 6limiinii diizenleyen ¢ok
islevli bir proteindir (Sekil 1.1) (Dixon vd., 2002; Noctor vd., 2011; Noctor vd.,
2012).

askorbat-glutatyon dongiisii
tirozin nitrasyonu \
H,0, NADPH
NO
H,0 « NADP
S-nitrolizasyonu j

Sekil 1.2 Askorbat-glutatyon dongiisii (Begara-Morales vd., 2015)

Askorbat-glutatyon dongiistinii hidrojen peroksidi pargalayan, birgok enzimin birbiri
ile calistigit metabolik bir yoldur. Bu dongiide gorev yapan enzimler, askorbat

peroksidaz (APX), monodehidro askorbat reduktaz (MDAR), dehidro askorbat



reduktaz (DHAR) ve glutatyon reduktaz (GR)’dir. APX ve MDAR enzimleri dongii
boyunca nitrik oksitleri (NO), tirozin nitrasyonu ve S-nitrilasyonu yolu ile askorbat-
glutatyon yolunu modiile etmektedir. GR, yiikseltgenmis glutatyonu indirgenmis
glutatyona ve NADPH’y1 NADP"’ye c¢evirmektedir. Bir glutatyon s-transferaz
enzimi olan DHAR ise glutatyon redoks dongiisiinde rol almaktadir (Dietz, 2011;
Begara-Morales vd., 2015).

Glutatyon transferazlara, glutatyon s-transferazda denilmektedir. Glutatyon s-
tarsferaz (GST), GR gibi bir¢cok organizmada bulunmaktadir. GST biiyiik bir gen
ailesi tarafindan kodlanmakta ve birden fazla islevi bulunmaktadir. Bitki GST’leri
cesitli stres sonucu meydana gelen oksidatif reaksiyon tiirlerini (ROS) detoksifiye
etmektedir. Bitklerde tau, lambda, phi, teta, zeta, beta ve delta smifi GST’ler
bulunmaktadir. Beta, delta, tau ve phi ayn1 zamanda bakteri ve boceklerde de
bulunmaktadir (Sherratt ve Hayes, 2001; Dixon vd., 2002; Liu vd., 2009). GST’ler
ayrica  sitoplazmada, tirozin  katabolizmasi  sirasinda  maleylasetoasetati
fumarilasetoasetata doniistiirmektedir. Sitoplazmadaki bir diger rolii ise flavanoidleri
baglamaktir (Dixon vd, 2002). Biiylik bir gen ailesi tarafindan kodlanan bitki
GST’leri ksenobiyotiklerin ve oksidatif stres metabolizmasinin zararlarini ortadan

kaldirmada biiyiik rol oynarlar (Liu vd., 2009).

Bu tezin amaci, Kabarla ¢ilek ¢esidinde antioksidan enzimlerinden olan glutatyon s-
transferaz (GST) ve glutatyon reduktaz (GR) genlerinin izole edilip sekans
dizilimlerinin ortaya ¢ikarilmasidir. Bu ¢alismanin sonucunda GST ve GR enzimleri

kodlayan genler izole edilip karakterize edilmistir.



2. KAYNAK OZETLERI

Gida endiistrisinde fenolik bilesigi zengin gidalara egilim artmaktadir. Meyve tiir,
kalite ve kimyasal igeriginin orantili olmasi meyve tiiketimini artirmaktadir. Cilek ile
ilgili yapilan bazi caligmalarda meyve iriligi ile kimyasal Ozellikleri arasinda
herhangi bir iliski bulunmazken, meyve iriligi ve kalitesi arasinda negatif iligki
saptanmistir (Giindiiz ve Ozdemir, 2012). Uziimsii meyveler ile yapilan ¢alismada 10
uM fenolik madde igeren ekstraktlarinin hidroperoksitlerin inhibisyonu iizerine etkisi
arastirilmis ve cilegin % 27 oraninda etkili oldugu belirtilmistir. Cilek yiiksek
miktarda antosiyanin igeren iiziimsii meyve oldugu ve antosiyaninlerin lipozom
oksidasyonunu inhibe ettigi bilinmektedir (Tosun ve Yiiksel, 2003). Cilege kirmiz1
rengini antosiyaninler vermektedir. Cilekte antosiyanin gen diizenlenmesi ile yapilan
calismada beyaz meyveli yabani cilek cesidinden mutasyonla elde edilen bir
mutantta antosiyaninlerin azalmasinin sebebi glutatyon s-transferaz geninde erken
durdurma kodonunun bulunmasi oldugu tespit edilmistir (Lou vd., 2017). Glutatyon
s-transferin antosiyaninlerle iliskili olmasi, enzimin bir¢ok meyvede olabileceginin

gostergesidir.

Keser (2012), bogiirtlen, civanpercemi ve aligtan elde ettigi ekstraktlarin yiiksek
oranda peroksidasyonu inhibe ettigi, bu ii¢ bitkiden bogiirtlenin en yiiksek toplam
antioksidan aktiviteye sahip oldugunu belirtmistir. DPPH- ve ABTS:+ serbest
radikalleri kullanilmis yine bogiirtlenden elde edilen yaprak, ¢igek, ham meyve ve

meyve ekstreleri diger bitkilere gore radikalleri daha ¢ok inhibe ettigini saptamustir.

Gloria ve Kabarla ile yapilan tuz stresi ¢aligmasinda Kabarlanin tuza daha dayanikli
oldugu bulunmustur (Yilmaz vd., 2009). Uzal (2009), Kabarla’nin da icinde
bulundugu dokuz farkl ¢ilek ¢esidinde jasmonik asidin tuz stresi altindaki bitkilerde
etkilerini arastirmistir. Jasmonik asidin stres altindaki bitkilerde katalaz aktivitesini
onemli Olglide arttirdigr fakat stres altinda olmayan bitkilerde 6nemli bir degisime
sebep olmadigini, askorbat peroksidaz aktivitesinde ise stres altinda bulunan ve
bulunmayan biitiin bitkilerde artis oldugunu saptamistir. Siiperoksit dismutaz enzim
aktivitesinde ise 6nemli bir artis olmadigin1 belirtmistir. Candler, Camarosa ve Tiago
cilek cesitlerinde tuzluluk stresi arastirildiginda aspartik asit, lisin, 16sin ve glutamik

asit amino asit miktarlar1 tuz stresinde arttig1 belirtilmistir (Turhan, 2002).
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Kizilgamda kuraklik stresinin, bugdayda ise tuz stresinin glutatyon s-transferaz
(GST) aktivitesini arttirdig1 ayn1 sekilde soyada kuraklik stresinin glutatyon reduktaz
(GR) aktivitesini arttirdigi ancak su stresinin GR aktivitesini azalttig1 bilinmektedir
(Yilmaz, 2006; Mohammadi vd., 2016; Tasgin vd., 2017).

Glutatyon s-transferazlar, glutatyonun diger proteinlere baglanmasini, g¢evresel
toksinler ve serbest radikallerin zararlarini yok ederek hiicre i¢i detoksifikasyonda rol
oynarlar. GST’ler bir N-terminal alan1 ve bir C-terminal alan1 igermektedirler. N-
terminal bolgesinde tioredoksin katlanma alan1 ve C-terminal bdolgesinde de
hidrofobik substrat baglanma bolgesi bulunmaktadir GSH’da N-terminal bdlgesine
baglanmaktadir (Sekil 2.1) (Anonim, 2019).

Glutatyon transferazlar (GST) bitkilerde genis ve cesitli bir gen ailesi tarafindan
kodlanmaktadirlar. Yapilan arastirmalar, Arabidopsis thaliana’da GST’ye ait 48
genin bulundugu ve bu genlerin en ¢ok tau ve phi smifi glutatyon transferazlari
kodladigr bulunmustur. GST’ler sitoplazmada herbisitlerin detoksifikasyonunu,
oksidatif stres sonrast olusan hidroperoksitlerin indirgenmesini ve tirozin
katabolizmasinin 6nemli bir adimini1 katalizlemektedir. GST’ler form ve yapilarini
koruyan ve aym1 zamanda da birden fazla islevi yerine getirebilen ¢ok yonli
enzimlerdir (Sekil 2.2). Domateste ise GST’ye ait 90 gen saptanip 10 sinifa
ayrilirken, lahanada 65 GST geni tanimlanmis ve 11 sinifa ayrilmistir. Domates,
celtik ve arabidopsiste yapilan filogenetik analizlerde GST gen ailesini on siifa
ayirmiglardir. Bu siniflardan tau ve lambda domateste, tau ve phi ise arabidopsis ve
celtikte en ¢ok bulunanlardir (Dixon vd., 2002; Vijayakumar vd., 2016; Islam vd.,
2017).



' B GST N-TERMINAL ¢
B GST C-TERMINAL

Sekil 2.1 Domatesten izole edilen SIGSTUS’in protein yapisi ele alinarak olusturulan
ti¢ boyutlu resmi, N-terminal ve C-terminal bolgeleri (Islam vd., 2017).
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Glutatyon reduktaz (GR), pridin niikleotid-distilfiir oksidoreduktaz gen ailesine aittir
ve yapilan southern blot analizleri glutatyon reduktaz ile ilgili iki genin oldugunu
ortaya cikarmistir. GR’ler bitkilerde kloroplastta, mitokondride ve sitoplazmada
bulunmaktadirlar. Bezelye yapraklarindan saflastirilan GR’lerin 55 kDa agirliginda
oldugu hesaplanmis ve bulundugu yerler; %77 kloroplast, %20 sitoplazma ve %3
mitokondri olarak saptanmistir. Arabidopsiste NADPH’ya bagl tioredoksin
sisteminde GR aktivitelerinin %65’ini GR1, %35’ini ise GR2 nin ger¢eklestirdigi ve
GR1’in sitoplazmada, GR2’nin ise kloroplast ve mitokontride daha ¢ok bulundugu
belirtilmistir. Ayrica mitokondriyal GR’nin aktivitesi NADPH’ye bagli oldugu
belirlenmigtir. Arabidopsiste GR aktivitesinin biliyime ile iligskili oldugu
bulunmustur. GR1 aktivitesi bitki biiyiimesi ve gelisimi i¢in fazla rolii bulunmasa da
GR2 aktivitesi kok biiylimesi ve kok apikal meristemi i¢in olduk¢a 6nemlidir. GR2
ekspresyonu azaldiginda, kok apikal meristemlerinde GSSG oraninin arttig1 ve buna
bagli olarak gelisimin geriledigi gézlemlenmistir (Edwards vd., 1990; Creissen vd.,
1995; Marchler-Baver vd, 2009; Marty vd., 2009; Yu vd; 2013). Mangoda tau
siifina ait MiGSTU enzim geninin 690 b¢ uzunlugunda oldugu ve 229 amino asidi
kodladigi, molekiiler agirliginin ise 25.5 kDa oldugu tespit edilmistir. Arabidopsiste
bulunan GR2 geni ise 1698 b¢ uzunlugunda, 11 ekzon ve 10 intron igermektedir. Bu
gen 565 amino asidi kodlamaktadir (Yu vd., 2013; Valenzuela-Chovira vd., 2017).

Boriilce yapraklar: kuraklikla karsilagtiginda GR  aktivitesinin artti1, dayanikh
tiirlerde ekspresyonun daha once basladigr bildirilmistir. GR’nin sekans bilgilerine
bakildiginda 544 amino asidi kodladig1 ve molekiiler agirhiginin 58.5 kDa oldugu
hesaplanmigtir. GST enzimleri ile yapilan ¢alismada ise sorgumdan A1/A1 ve B1/B2
enzimleri izole edilerek A1/A1’in her bir Al alt Ginitesinin molekiiler agirligi 26 kDa,
B1/B2’nin B1 alt {initesi 26 kDa, B2 alt {initesi ise 28 kDa oldugu hesaplanmustir.
GST A1/Al enziminin aktivitesi 1-kloro-2,4-dinitrobenzen (CDNB) varliginda
artt1g1, B1/B2 enziminin aktivitesi ise metaloklor varliginda arttig1, soya fasiilyesinde
yapilan bir ¢alismada ise yine 1-kloro-2,4-nitrobenzenin GST enzimi olan
GmGST8’in aktivitesini arttirdigr bulunmustur. Bagka bir arastirmada da PpGST1 ve
PpGST2 gen ekspresyonlarinin salisilik asit ve indol-3-asetik asit tarfindan
indiiklendigi belirtilmistir (Gronwald ve Plaisance, 1998; McGonidle vd., 2000;
Contour-Arsel, 2006; Shi vd., 2014).



Celtikte bulunan tau smifi OSGSTU4 GST geninin tuzluluga karsi dayaniklilig
arttirdig1 bilinmektedir. OSGSTU4 genine ait proteinlerin niikleus ve sitoplazmada
bulundugu tespit edilmistir. Bu gen Arabidopsis thailiana’ ya aktarilarak tuz stresine
gosterdigi tepkiler arastirilmis, tuzluluk ve oksidatif strese karsi toleransinin arttigi
saptanmigtir. Ayrica transgenik bitkinin oksin ve absisik aside karst daha az
duyarhilik gosterdigi gozlemlenmistir. Domateste bulunan LeGSTUZ2 geni de yine A.
thailiana’ya aktarilmis ve transgenik bitkilerin NaCl ve mannitol tarafindan
indiiklendigi boylelikle tuz ve ozmotik strese karsi daha dayanikli oldugu
belirtilmistir. Her iki gende A. thailiana’da GST miktarini artirmistir (Sharma vd.,
2014; Xu vd., 2015).

2 ve Cd*? nin GR enzimi

Farkli organizmalar incelendiginde Zn*?, tiyoliin, Cu®
tizerinde inhibisyona sebep oldugu belirtilmektedir (Foyer ve Halliwell, 1978;
Tekman, 2007). Soyada GR enzim aktivitesinin ve mRNA seviyesinin kuraklik ve
salisilik asit ile iliskisine bakildiginda kurakligin transkripsiyon seviyesini arttirdigt ,
salisilik asitin ise GR-RNA seviyesini azalttigi (Tasgm, 2017), fotooksitadatif
stresinde sarigamda hem sitosol mRNA’sinda hem de kloroplast mRNA’sinda artis
oldugu fakat siiperoksid dismutaz (SOD) enzim aktivitesinin GR’den daha yiiksek
oldugu, boylelikle iki enziminde fotooksidatif stresle basa ¢ikmak i¢in kullanildig
belirtilmistir (Karpinski vd., 1993). Farkli stres durumlarinda ¢eltik ve arabidopsisten
GR genleri arastirllmis ve celtikte LOC_0Os02 @g56850, LOC_0Os03 g06740,
LOC_0Os10 ¢g28000 genleri, arabidopsiste ise AT3G54660 ve AT3G24170 genleri
tespit edilmistir. Arabidopsiste bulunan AT3G54660 geninin 11 ekzon ve 10 intron
icerdigi, tam uzunlukta acik okuma g¢ercevesinin 1698 bg¢ oldugu ve 565 amino asidi

kodladig1 bulunmustur (Yu vd., 2013; Trivedi vd., 2013).

Tath patatese Cu*?, Zn*?, Cd*?, As*® ve H,0, her biri tek tek uygulanarak farkli agir
metal ve hidrojen peroksit stresinde bitkinin tepkisi arastirilmistir. Sonug olarak GST
genlerinden her birinin ekspresyonunun arttig1 belirtilmistir. Tatli patateste belirlenen
42 GST geni bulunmaktadir. Bu yiizden agir metal ve hidrojen peroksit stresi farkli
dokularda farkli GST genlerinin aktif olmasini saglamistir. 42 genden bazilar
uygulanan 5 farkli stresten sadece birine yanit verirken, bazilarinin birden fazla

strese yanit verdigi tespit edilmistir.
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IbGSTU3 ve IbGSTU12 genlerinin aktiviteleri uygulanan biitiin stres kosullarinda
arttigi, toprak alti dokularda ise en fazla artis gosteren genlerin IbGSTU24,
IbGSTU27 ve IbGSTU16 oldugu belirtilmistir (Ding vd., 2017).

Kluyveromyces lactis’in yabani ve mutant (rag2) tiirii ile yapilan ¢alismada oksidatif
strese karsi direng Ol¢iilmiis ve rag2 tiirliniin daha direngli oldugu ve bilinyesinde
daha fazla glutatyon reduktaz ve katalaz enzimi bulundurdugu saptanmistir (Tarrio
vd., 2008). Arabidopsis’te GR2 geninin yapraklarin yaslanmasi iizerine bir arastirma
yapilmis ve bu kapsamda GR2 genine zarar verilerek mutant bitkiler elde edilmistir.
Yapraklar yaglanmaya basladiginda oksidatif stresin ve fitohormonlarin hiicrelerde
arttig1 bildirilmistir. Mutant bitkilerde kontrole gore H,O, miktarinin fazla ve
GSH/GSSGH oraninin diisiik oldugu tespit edilmistir. GR2 geninin yaprak
yaglanmasinda 6nemli bir enzim oldugu ortaya ¢ikmistir (Ding vd., 2015). Kavak
yapraklarina, bakteriyel GR geninin aktarilmasiyla kloroplast GR aktivitesi 1000 kat
artarken sitoplazmada en fazla 10 kat artis olmustur. Sitoplazmada GR’nin
ekspresyon artig1 glutatyon seviyesini etkilemezken, kloroplastta GR ekspresyonunun
artmasi glutatyon seviyesini yiikselterek fotoinhibisyona karsi koruma saglamistir.
Kloroplastlarda GR aktivitesinin artmasi antioksidan kapasiteyi artirarak oksidatif

stresle daha 1yi savasmay1 saglamistir (Foyer, 1995).

Domateste LeGSTU2 geninin bitkide tuz, osmatik ve 1s1 stresine kars1 ifade edildigi
bilinmektedir. LeGSTU2 geni arabidopsise aktarilarak genin etkileri gozlemlenmis ve
transgenik Dbitki ile kontrol bitkilerin fenolik Ozelliklerinin farkli olmadig:
gozlemlenmistir. Fakat transgenik bitkilerin NaCl ve mannitol tarafindan uyarilan tuz
ve osmatik strese karsi daha ¢ok diren¢ gostermistir. Benzer bir ¢alisma da tiitlin
bitkisinde yapilmistir. Tiitliniin Cd’ye diren¢ gdstermesi i¢in bir mantar tiirii olan
Trichoderma virens’ten TvGST geni Nicotiana tabacum’a aktarilmistir. Bitkiler
Cd’ye maruz kaldiginda kontrole gore transgenik bitkilerin daha dayanikli oldugu ve
biinyelerinde lipid peroksidasyon seviyelerinin daha diisilk oldugu bildirilmistir.
Ayrica Cd stresine maruz kalan transgenik bitkilerde glutatyon s-transferazin yani
sira farkli bircok antioksidan enzim miktarlarinda da artis gézlemlenmistir (Dixit
vd., 2011; Xu vd., 2015).
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Abiyotik stresler bitkilerde oksidatif stresi arttirdig1 gibi biyotik streslerde oksidatif
strese sebep olmaktadir. Misirda yaprak bitine dayanikli ve duyarl iki ¢esit yaprak
bitine maruz kaldiklarinda hiicrelerdeki GR1 ve GR2 enzimleri karsilastiriimistir.
Belirli bir siire zararliya maruz kalan dayanikli bitkilerde GR1 gen ekspresyonunda
kademeli olarak artig gbzlemlenmis, fakat maruz kalma siiresi arttikca ekspresyonda
azalma saptanmistir. Ayn1 sekilde GR2 gen ekspresyonu da dayanikli bitkilerde
onemli Ol¢lide artmistir. Duyarli bitkilerde GR1 ve GR2 gen ekspresyonlar1 artsa da
onemli bir fark goriilmemistir. Sonug olarak, bitki genotipi, yaprak biti sayis1 ve istila
stiresi GR1 ve GR2 gen ckspresyonunu onemli oOlgiide etkilemistir. Benzer bir
calismada da Bambu Mozaik Viriisii’'ne (BaMV) GST enziminin etkisi arastirilmas,
Bambu Mozaik Viriisii tek iplik¢ikli pozitif-sens RNA viriisiidiir. E.Coli’den
sentezlenen NbGSTU4 proteininin glutatyon varliginda BaMV RNA’sinin 3’ UTR’si
ile etkilesime girdigi ve negatif-sens RNA’ya donistiirdiigli, ayrica Nicotiana
bentiana’da NbGSTU4 gen ekspresyonunun BaMV enfeksiyonunda arttigi
bildirilmistir (Chen vd., 2013; Sytykiewicz, 2016).

Yabanci otlar birgok kiiltiir bitkileri ile rekabete girerek kalite ve verimin diigmesini
saglamaktadir. Bu sebeple yabanci otlar ile miicadele etmek igin herbisitler
kullanilmaktadir. Herbisitler yabanci otlar1 oldiirdiigii gibi kiiltiir bitkilerine de
zararlari bulunmaktadir. Yabanci ot olan Alopecurus myosuroides (kara otlar) ve
Lolium rididum (¢avdar otu)’da coklu herbisit direnci (MHR), ksenobiyotiklerin
detoksifiye edilmesi i¢in gelistirilmis bir yetenektir. Kara ot ve ¢avdarda herbisitleri
zararsiz hale getirmek icin phi smifi GST’ler bulunmaktadir ve herbisitlerle
karsilastiklarinda ifadeleri artmaktadir. Kara otta bulunan ve herbisit direncini
saglayan AMGSTF1 geni arabidopsise aktarilmis ve ¢oklu herbisite kars1 dayanikli
bitkiler elde edilmistir. Bugdayda ise tau smifi TtGSTU1 ve TtGSTU2 genlerinin
herbisit varliginda kok ve siirglinlerde ekspresyonunun arttigr bildirilmistir. Her iki
gende 2,4-diklorofenoksiasetik asit ve absisik asit tarafindan uyarilmigtir (Cummins

vd., 2013; Xu vd., 2002).
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

Arastirmada bitkisel materyal olarak Isparta Uygulamali Bilimler Universitesi, Tarim
Bilimleri ve Teknolojileri Fakiiltesi, Bahge Bitkileri Bolimii Arastirma ve Uygulama
Bahgesinde yetistirilmekte olan Kabarla cilek g¢esidinden saglanmistir. Calismada

Kabarla ¢esidinin meyvesi kullanilmistir.

3.2. Yontem

3.2.1. RNA izolasyonu

Toplam RNA’lar guanidyum izotiyasanat metodu (Strommer vd., 1993) izlenerek
elde edilmistir. Bu amagla, taze ya da -80 °C’de saklanmuis ¢ilek orneklerinden 1 g
sivi azot igerisinde Ogiitiiliip toz haline geldikten sonra % 0.5 sarkosil, 0.1 M
merkaptoetanol, 4 M guanidyum izotiyasanat, 25 mM sodyum sitrat (pH 7.0) iceren
5 mL’lik ekstraksiyon ¢ozeltisine konulmustur. Hazirlanan bu karigim igerisine 0.5
mL 2 M sodyum asetat (pH 4.0) eklenip 30 sn vortekslendikten sonra, karisima 3 mL
kloroform:izoamil alkol (24:1 v/v) ilave edilerek tekrar 30 sn vortekslenmistir. Daha
sonra 5.000 xg’de izopropanol katilarak hafifce karistirilip -20 °C’de bir gece
bekletilimistir. Bir gece beklemenin ardindan santrifiij islemi (4 °C, 10000 xg / 30
dk) yapilmistir. Daha sonra sivi kisim dokiilerek pelet elde edilmistir. Elde edilen
pelet 500 pL RNaz’dan arindirilmis suda ¢oziindiiriildiikten sonra 10 dk santrifiij
yapilmis ve tistte kalan faz basgka bir tiipe aktarilmistir. Sivinin {izerine esit hacimde
kloroform:izoamil alkol ilave edilip karistirilmis ve 5.000 xg’de 10 dk tekrar
santrifiij islemi uygulanmustir. Ikili s1v1 fazdan {istte olan1 baska bir tiipe aliarak
tizerine Ornek ile esit hacimde 4 M LiCl eklenip 0 °C’de 3 saat bekletilmistir.
Boylece RNA’larin ¢okmesi saglanmistir. Elde edilen orneklere santrifiij (15.000
rpm / 5 dk) islemi uygulandiktan sonra pelet %70°lik etanol ile 2 defa yikanarak son
kalintilarda uzaklastirilmistir. Kurutulan 6rnekler RNAz igcermeyen su ile ¢ozdiirtiliip

-80 °C’de saklanmustir.
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3.2.2. Dejenere primerlerin hazirlanmasi

Dejenere primerler, daha 6nce bagka bitkilerden elde edilmis olan GST ve GR gen
sekanslar1 incelenerek bunlar arasindan degigsmeden kalan kisimlar baz alinarak

hazirlanmistir (Cizelge 3.1).

Cizelge 3.1 Gene 0zel dizayn edilen primerler

GEN Dizi ™
Gulutatyon reduktaz (F) GGAGCATCTTATGGAGGTGAAC 60
Glutatyon reduktaz (R) CAGTTTTTTCTTGTCGCCCAG 58
Gulutatyon s-transferaz (F) | CTTNNCTTKCYCTYAAYCC 55
Glutatyon s-transferaz (R) CATMATCWGTKSTCWTRCC 53

3.2.3. DNaz uygulamasi ve cDNA elde edilmesi

DNaz kiti (ambion) kullanilarak 10 pg RNA iceren ¢ozeltiye 0.1 hacminde 10X
DNaz I tampon ¢ozeltisi (100 mM Tris, pH 7.5, 25 mM MgCl,, 5 mM CaCl,) ve 1.5
puL rDNaz I toplam RNA’ya ilave edildikten sonra 37 °C’de 30 dk bekletilmistir. Bu
karistma RNA’nin 0.2 hacminde DNaz inaktivasyon soliisyonu ilave edilerek oda
sicakliginda 2 dakika inkiibe edildi. 10.000 xg’de 1.5 dk santrifiij edildikten sonra

siipernatant yeni bir tiipe aktarilmistir.

Olast DNA kirliligi ortadan kaldirilan RNA Ornekleri, cDNA’ya ¢evrilmistir.
RNA’lart cDNA’ya ¢evirmek i¢in ‘Advantage RT-PCR’ kiti (Clontech) kullanilarak
tiretici firmanin protokolii uygulanmistir. Bu amagla, 1 pg toplam RNA’ya DEPC
uygulanmis su ilave edilerek toplam toplam 12.5 plL’de ¢ozdiiriilmiistiir. Cozdiiriilen
RNA’ya 1 pL 20 uM random hexamer primeri ilave edildikten sonra, RNA’lar 70
°C’de 2 dakika 1sitilmis ve hizli bir sekilde buza konulmustur. 12 pL 5X reaksiyon
tampon ¢ozeltisi (250 mM Tris-HCI, pH 8.3, 375 mM KCI, 15 mM MgCI2), 3 uL
dNTP karistmi (her biri 10 mM olan dATP, dCTP, dGTP ve dTTP), 1.5 pL
rekombinant RNaz inhibitorii, 3 pLL. MMLYV ters transkriptaz enzimi igeren 19.5 pL
karistmdan 6.5 pL ilave edilip karistirildiktan sonra ornekler 42 °C’de 1 saat
bekletilmistir. Daha sonra reaksiyonu sonlandirmak i¢in Ornekler 94 °C’de 5 dk

bekletilmistir.
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3.2.4. PCR analizleri
3.2.4.1. GR PCR analizi

PCR ornekleri 5 uL ¢cDNA, 3 puL dejenere ileri (forward) primer, 3 pL dejenere geri
(reverse) primer, SpL 10X PCR tamponu, 1 pL dNTP karisimi (10mM), 1.2 uL Taq
polimeraz, 31.8 pL saf su ile toplam 50 pL olacak sekilde PCR reaksiyon karisimi
hazirlanmistir. PCR karigimi 95 °C’de 10 dk 6n denaturasyon, 95 °C’de 15 sn
denaturasyon (DNA ¢ift iplik¢iginin ayrilmasi), 60-40 °C’de 40 sn anneling
(primerin baglanmasi), 68 °C’de 40 sn extension (yeni iplik¢igin sentezlenmesi), 60
°C’de 10 dk son yazilim olacak sekilde ayarlandi ve dongii denaturasyon-extension

arasinda 40 defa tekrarlanmustir.

3.2.4.2. GST PCR analizi

PCR ornekleri 8 pL cDNA, 3.5 pL dejenere forward primer, 3.5 uL dejenere reverse
primer, SpL 10X PCR tamponu, 1.2 pL. dANTP karistmi (10mM), 1 pL Taq
polimeraz, 27.8 uL saf su ile toplam 50 pL PCR reaksiyon karigimi hazirlanmistir.
PCR 6rnegi 94 °C’de 5 dk 6n denaturasyon, 94 °C’de 1 dk denaturasyon (DNA ¢ift
iplik¢iginin ayrilmasi), 51-44 °C’de 1,5 dk anneling (primerin baglanmasi), 72 °C’de
1 dk extension (yeni iplik¢igin sentezlenmesi), 72 °C’de 1 dk extension (yeni
iplik¢igin sentezlenmesi), 72 °C’de 10 dk son yazilim seklinde ayarlandi ve 40

dongii denaturasyon-extension arasinda tekrarlanmistir.
Elde edilen PCR fiiriinleri 1X’lik TBE (89 mM tris, 89 mM borik asit ve 2 mM

EDTA ph:8.00) ile hazirlanmis %1°lik agaroz jelde 90 V’da 2.5 saat kosturulmus ve
UV 15181 altinda goriintiilenmistir.

3.2.5. PCRiiriinlerinin saflastirilmasi
Jelde kosturularak uzunlugu belirlenen bantlar steril bistiiri yardimiyla UV 15181

altinda kesilip tartilmistir. Kesilen bantlar GeneJet PCR saflastirma kiti (Thermo) ile

saflagtirillmistir. Saflagtirma islemi kitte bulunan protokole gore yapilmistir.
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Jelden kesilen GR bandi (800 b¢) 500 mg, GST bandi (1100 bg) 370 mg olarak
tartilmistir. Jelden kesilen iriinlerin agirligina gére 1mg/1ul baglanma soliisyonu
eklenmistir. 60 °C’de 10 dk ara ara karistirilarak jelin erimesi saglanmistir (eger jel
tamamen erimediyse 5 dk daha bekletilmistir), daha sonra yaklasik 20 sn vortex
yapilmistir. Eriyik jel kitten cikan filtreli ependorfa aktarilip 12000 xg’de 1 dk
santrifiij islemi uygulanmigtir. Filtrenin altinda kalan sivi ddkiilerek ependorfun
tizerine 100 uL baglanma soliisyonu eklenip 12000 xg’de 1 dk santrifiij yapilmstir.
Aym sekilde, altta kalan sivi dokiilmiistiir. 700 uL yikama solusyonu eklenerek
12000 xg’de 1 dk santrifiij yapilmistir. Yine ayni sekilde filtrenin altinda kalan sivi
dokiilmistiir. Son olarak 50 pL eliisyon tamponu eklenerek 10 dk oda sicakliginda
bekletilip, 12000 xg’de 1 dk santrifiij yapildiktan sonra saflastirilan DNA -20 °C’ye
kaldirilmistir.

Elde edilen saflagtirilmis DNA Ornekleri daha sonra sckanslanarak BLAST

programlar1 yardimiyla ilgili genlerin sekanslar1 olduklar1 kanitlanmistir.

3.2.6. RACE analizi

3.2.6.1. RACE cDNA sentezi

Tam uzunlukta genleri izole etmek i¢in FirstChoise RLM-RACE Kkiti (invitrogen) ve
kite ait protokol kullanilmistir.

Protokole gore; 5° RLM-RACE cDNA i¢in 1 pg herhangibir DNA kirliligi
bulunmayan RNA, 2 uL 10X CIP tamponu, 2 uL CIP (calf intestine alkaline
phosphatase), toplam hacmi 20 uL olacak sekilde niikleaz igermeyen su ile
tamamlanmistir. Karsima 10 sn santrifiij islemi uygulandiktan sonra 37 °C’de 1 saat
bekletilmistir. Karigima 15 pL amonyum asetat soliisyonu, 115 pL niikleaz
icermeyen su ve 150 pL fenol:kloroform eklenip homojen hale getirilmis ve
maximum hizda santriflij yapilmistir. Santrifiij sonrasi olusan iki fazli sividan istte
olan s1v1 yeni steril ependorfa aktarilmistir. Daha sonra, 150 pL kloroform eklenerek
oda sicakliginda 5 dk maximum hizda santrifiij yapilmistir. Ayn1 sekilde iistte olan
stv1 kisim yeni ependorfa aktarilmistir. Ornege 150 pL izopropanol ilave edilerek 10

dk buzda bekletilmistir. Buzda bekleyen 6rnek 20 dk maximum hizda santrifiij
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yapilarak peletin ¢okmesi saglanmistir. Stipernatant kisim uzaklastirildiktan sonra
0.5 mL %70’lik etanol ile pelet yikanmistir. Daha sonra alkol uzaklastirilarak pelet
kurutulmustur. Kuruyan pelet 4 uL 1X TAP ¢ozeltisi ile ¢ozdiiriiliip, lizerine 1uL
tobacco acid pyrophosphate eklenip 37 °C’de 1 saat inkiibe edilmistir. 5> RACE
adaptorii takmak i¢cin 5 uL CIP/TAP-treated RNA’ya 1 uL 5° RACE adaptor, 1uL
10X RNA ligaz tamponu, 2 pL T4 RNA ligaz (2.5 U/uL), 1 pL niikleaz icermeyen
su hafif¢e karistiritlip 37 °C’de 1 saat inkiibe edilmistir. Ters transkripsiyon i¢in 2 pL
5¢° RACE adaptorii takilan RNA, 4 uL ANTP karigimi, 2 pL random dekamers, 2 pL
10X RT tampon ¢ozeltisi, 1 pL. RNase inhibitor, 1 pL MMLYV ters transcriptaz, 8 pL
su hafif¢e karistirilarak 1 saat 42 °C’de bekletilmistir.

3’ RLM-RACE cDNA i¢in 2 pL DNaz uygulanmig RNA, 4 pL ANTP karigimi, 2 pL
37 adaptor, 2 pL 10X RT tampon ¢ozeltisi, 1 uL RNaz inhibitor, 1 pnL M-MLV ters
transkriptaz, 8 uL saf su hafifce karistirilip 42 °C’de 1 saat inkiibe edilmistir.

3.2.6.2. RACE PCR analizi

Outer 5 RLM-RACE PCR i¢in daha onceki asamalarda elde ettigimiz RT
reaksiyonundan 1 pL, 10X PCR tampon ¢ozeltisinden 5 pL, dNTP karigimindan 4
uL, 10 uM gene 6zel dizayn edilen primer (forward)’den 2 pL, 5° RACE outer
primer’den 2 puL, Taq polimerazdan 0.2 pL, ve saf sudan 33.8 pL konularak toplam
hacim 50 pL olmustur. Elde edilen PCR karisim1 hafif¢e karigtirilarak 94 °C’de 3 dk
On denaturasyondan sonra, 35 dongii 94 °C’de 30 sn, 60 °C’de 30 sn ve 72 °C’de 30

sn olduktan sonra 72 °C’de 7 dk son uzama yapilmistir.

Inner 5 RLM-RACE PCR i¢in 3 pL outer 5’RACE PCR firiinii, 5 pL 10X PCR
tampon ¢ozeltisi, 4 uL ANTP karisimi, 2 uL 10 uM gene 6zel dizayn edilen primer
(reverse), 2 uL 5 RACE inner primer, 0.2 pL Taq polimeraz ve 33.8 uL saf su
hafifce karistirilarak outer 5S’RLM-RACE ile ayn1 PCR dongiileri uygulanmaigtir.

Outer 3> RLM-RACE PCR i¢in 1 pL ters transkriptaz reaksiyonu, 5 pL 10X PCR

tampon ¢ozeltisi, 2 uL gene 6zel dizayn edilen primer (reverse), 2 uL. 3> RACE outer
primer, 0.2 pL Taq polimeraz ve 35.8 pL saf su hafif¢e karistirilarak 94 °C’de 3 dk
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On denaturasyondan sonra 35 dongili 94 °C’de 30 sn, 60 °C’de 30 sn ve 72 °C’de 30
sn olduktan sonra 72 °C’de 7 dk son uzama yapilmistir.

Inner 3° RLM-RACE PCR i¢in outer 3> RACE PCR iiriiniinden 1 pL, 10X PCR
tampon ¢ozeltisinden 5 pL, ANTP karigimindan 4 pL, gene 6zel dizayn edilen primer
(forward)’den 2 pL, 3° RACE inner primerden 2 pL, Taq polimerazdan 0.2 pL ve saf
sudan 35.8 puL alinarak yapilan karisim outer 3> RLM-RACE PCR ile ayni dongiiler
uygulanarak PCR yapilmistir.

Elde edilen RACE PCR iirlinlerinden 10 pL alinarak 1X’lik TBE ile hazirlanan
%2’lik jelde 2 saat 40 dk kosturulmustur. Elektroforez sonucu ayrisan bantlar UV
15181 altinda steril ve tek kullanimlik jilet ile kesilip GeneJet PCR saflastirma Kiti
(Thermo) kullanilarak saflastirilmistir. Saflastirilan 6rnekler sekans analizi i¢in Atlas

Biyoteknoloji laboratuvarina gonderilmistir.

3.2.7. DNA izolasyonu

Cilege ait genomik DNA’lar CTAB protokolii ile izole edilmistir. Bunun igin 0.5 mL
CTAB tamponuna 0.02 g PVP ve 2.5 uL B-merkaptoetanol eklenerek 55 °C’de
cozdiiriilerek kullanima hazir hale getirildi. 100 mg meyve dokusu sivi azot
yardimiyla havanda iyice ezilip temiz ependorfa aktarilmistir. Uzerine 500 pL CTAB
karisimi eklenip 20 sn vorteks yapilarak 1 saat 55 °C’de inkiibe edilmistir.
Inkiibasyon sonrasinda 500 pL kloroform eklenerek 7 dk 16000 xg’de santrifiij
yapilmustir. Siipernatant temiz bir ependorfa aktarilarak 0.08 hacminde 7.5 M
amonyum asetat ve 0.54 hacminde soguk izopropanol eklenerek nazikge
karistirilmistir. Tiipler 30 dk buzda bekletildikten sonra 3 dk 16000 xg’de santrifiij
yapilmistir. Siipernatant dikkatli bir sekilde dokiiliip pelet 700 uL %70’lik etanolle
hafifce karistirilarak yikanmis ve 1 dk 16000 xg’de santrifiij yapilip etanol tiipten
dokiilerek uzaklastirilmistir. Daha sonra 700 pL %95°lik etanol ile tekrar yikanip
16000 xg’de 1 dk santriflij yapilarak etanol uzaklastirilip pelet kurutulmustur.
Kuruyan pelet 50 pL TE (10 mM Tris ve 1 mM EDTA ph: 8.00) tamponunda
¢ozdirilmistiir. Elde edilen DNA’nin kalitesi ve miktart nanodrop ile 6lgiilmustiir.
Ayrica genomik DNA’nin kalitesi %1’lik agaroz jel ile elektroforez islemi

uygulanarak tayin edilmistir.
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3.2.8. Southern blot analizi

Southern blot analizi DIG high prime DNA labeling and detection starter kit (Roche)
kullanilarak yapilmistir. Southern blot analizi i¢in Kabarla ¢ilek ¢esidinin meyve
kismindan CTAB protokolii ile izole edilen genomik DNA’lar kullanilmigtir. 20 pg
DNA, 1 puL EcoRI restriksiyon enzimi ve 2 pL 10X EcoRI tamponu kullanilarak
karisim 37 °C’de 16 saat bekletilerek DNA’nin pargalanmasi saglanmistir. Elde
edilen DNA parcalar1 %1°lik agaroz jelde 15 V’da yiiriitilmiistiir. Elektroforez
tankindan ¢ikarilan jel iki defa distile su ile yitkanmistir. Yatay calkalayiciya alinan
jel 15 dk depurinasyon soliisyonu igerisinde ¢alkalanmistir. Soliisyondan ¢ikarilan jel
iki kez distile su ile yikandiktan sonra denaturasyon soliisyonunun icerisine konulup
calkalayicida 30 dk calkalanmistir. Ayni sekilde soliisyondan ¢ikarilan jel iki kez
distile su ile yikanmistir. Son olarak ndtralizasyon soliisyonuna alinan jel 30 dk
calkalayicida calkalandiktan sonra iki kez distile su ile yikanip blot diizenegi
kurulmustur. 20X SSC (0.3 M tri-sodyum sitrat ve 3 M sodyum klorid) soliisyonu
tanka konulmustur. 20X SSC ile 1slatilmis whatman kagitlar1 jelin altina
yerlestirilmistir. Jelin {lizerine pozitif degerli naylon membran hava kabarcigi
olmayacak sekilde yerlestirilmistir. Diizenegin iizerine yaklagik 15 cm yiiksekliginde
olacak sekilde peceteler yerlestirilmis ve son olarak en iistte 500 g agirlik konularak

bir gece boyunca transferin ger¢eklesmesi saglanmustir.

Membran 10X SSC ile islatilmis 3 mm whatman kagidinin lizerine yerlestirilmistir.
Islak membran UV-crosslink ile sabitlendikten sonra distile su ile yikanip hava ile

kurutulmus ve + 4 °C’de saklanmistir.

Prob i¢in daha 6nce cDNA kullanilarak yapilan PCR iiriinleri kullanilmigtir. Prob
isaretleme i¢in DIG high prime DNA labeling and detection starter kitll (Roche)’1 ve
kite ait protokol kullanilmistir. Protokole gore 10 ng-3 ug DNA 6rnegi son hacim 16
uL olacak sekilde saf su eklenerek ¢ozdiiriilmiis ve denatiire etmek icin 10 dk
kaynayan suda bekletilip, ardindan 30 sn buza konulmus ve iizerine 4 uLL DIG-high
prime eklenmistir. Karisim 37 °C’de 20 saat inkiibe edildikten sonra reaksiyon 2 pL
0,2 M EDTA (ph:8) ile sonlandirilmistir.
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On hibridizasyon igin hibridizasyon firm tiipiine konulan membranin {izerine 10 mL
DIG Easy Hyb hibridizasyon soliisyonu dokiilmiis ve 42 °C’de 1 saat ¢alkalayicida
inkiibe edilmistir. Hibridizasyon asamasi i¢in 5 dk kaynayan suda denatiire edilen
DIG-labeled DNA prob hizlica buza konulmus ve 6nceden 1sitilmis DIG Easy Hyb
hibridizasyon soliisyonu ile karigtirilmistir (3.5 mL/100 cm2 membran). Elde edilen
karigim tiipte bulunan membranin {izerine dokiiliip ve calkalayicida bir gece boyunca
42 °C’de inkiibe edilmistir. Hibridazasyonun sonunda membran 2X SSC ve % 0.1
SDS’den olusan karsimla iki kez 5’er dakika yikanmistir. Daha sonra 0.5X SSC ve %
0.1 SDS’den olusan karigimla 68 °C’de iki kez 15’er dakika yikanmistir. Son olarak
5 dakika kitte bulunan yikama tamponu ile yikanmistir. Membran 30 dk 100 mL
Blocking soliisyonu ile inkiibe edildikten sonra 30 dk 20 mL Antibody soliisyon ile
inkiibe edilmistir. 100 mL yikama tamponu ile iki kez 15’er dk yikandiktan sonra 5
dk 20 mL detection tamponu ile inkiibe edilmistir. Membranin DNA transfer edilen
yiizeyine 1 mL CSPD uygulayip 25 °C’de 5 dk bekletilmistir. Fazla siv1 atildiktan
sonra mebran 37 °C’de 10 dk inkiibe edilmistir. Membran son asamada jel

goriintlileme sistemi (Kodak GL 1500) ile analiz edilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. RNA izolasyonu

Guanidin izothiocyanate metodu ile RNA, Kabarla ¢ilek ¢esidinin meyve kismindan
izole edilmistir. RNA’larin kalitesi ve konsantrasyonu nanodrop ile tespit edilmistir.
Ayrica RNA’larin kalitesi formaldehit-agaroz jel ile tayin edilmistir. Nanodrop’tan
elde edilen verilere gore konsantrasyonlar: 0.0431 pg/uL, 0.0733 ug/uL ve 260/280
degeri sirasi ile 1.95 ve 1.91 olan RNA’lar elde edilmistir. RNA’larin uzunluklari ise
elektroforez sonucuna gore 1600 bg ve 1200 b¢ oldugu ayrica RNA’larin iki alt

initeye sahip oldugu tespit edilmistir.

4.2. PCR Analizleri

cDNA’ya doniistiiriilen RNA’lar GST ve GR genlerine 6zel dizayn edilen primerler
kullanilarak PCR yontemi ile g¢ogaltilmistir. PCR iirtinleri 2000-100 b¢ DNA
biiyiiklilk markort ile birlikte % 1°lik agaroz jel elektroforezi ile ayristirilarak
goriintiilenmistir. Sonug olarak, GST baz uzunlugu 1100 bg¢ ve GR baz uzunlugu 800
bg olarak tespit edilmistir (Sekil 3.1).

Sekil 3.1 A: GR’ye ait PCR f{iriinii, B: GST’ye ait PCR iiriinii, C: Markor
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4.3. RACE Analizi

PCR ile GR ve GST genlerine ait kismi ¢ogaltim yapilmistir. Eksik olan kisimlar 3’
ve 5 RACE ile tamamlanmistir. FirstChoise RLM-RACE Kkiti (invitrogen) ve Kite ait
protokol kullanilarak 5° ve 3° RACE PCR iiriinleri elde edilmistir. RACE PCR
tiriinleri % 2’lik agaroz jel kullanilarak elektroforez ile ayristirllmistir. 5’ RACE GR
PCR iiriinii 100 bg, 5> RACE GST PCR iiriinii 400 bg (Sekil 3.2), 3> RACE GR PCR
tirtinii 450 bg, 3’ RACE GR PCR iiriinii 200 bg, 3’RACE GST iiriinii 900 bg (Sekil
3.3) olarak tespit edilmistir.

Sekil 3.2 A: Markér, B: 5° RACE Kontrol, C: 5 RACE GR PCR iiriinii, D: 5> RACE
GST PCR iiriinii.
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Sekil 3.3 A: Markor, B: 3° RACE GR PCR firiinii, C: 3° RACE GST PCR iiriinii.

4.4. DNA izolasyonu

Genomik DNA’lar CTAB protokolii ile ¢ilegin meyve kismindan izole edilmistir.
Elde edilen genomik DNA’lar 1500-100 b¢ DNA biiyiikliik markori ile birlikte %
I’lik agaroz jel elektroforezi ile ayristirilarak goriintiilenmistir. DNA’larin 1200 bg
uzunlugunda oldugu tespit edilmistir (Sekil 3.4). Ayrica, nanodrop ile DNA’larin
konsantrasyonu ve kalitesi tayin edilmistir. Sirayla konsantrasyon; 65.5 ng/uL, ile

60.5 ng/uL ve 260/280 degeri ise sirastyla 2.09, 2.03 olarak 6l¢iilmiistiir.
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Sekil 3.4 Cilek genomik DNA’lar1

4.5. Southern Blot Analizi

Southern blot analizi DIG high prime DNA labeling and detection starter kit (Roche)
kullanilarak yapilmistir. Her iki gende ii¢ farkli enzimle (EcoRI, BamHI ve
Hindll)kesilmis ve sonug olarak hem GST genin hem de GR geninin tek kopyaya
sahip genler olduklar tespit edilmistir (Sekil 3.5 ve Sekil 3.6).
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Sekil 3.5. GST ve GR genine ait southern blot goriintiisii (E=EcoRI, B=BamHI ve
H=HindlIl)

4.6. Sekans Analizleri
PCR ve RACE PCR sonucu elde edilen gen pargalart sekanslanmis ve elde edilen
sekans sonuglart birlestirilip tam uzunlukta GR ve GST genleri elde edilmistir. Izole

edilen GR ve GST’ye ait niikleotid dizileri siras1 ile g¢izelge 4.1 ve 4.2°de

kodladiklar1 amino asit sekanslari ise ¢izelge 4.3 ve 4.4’de gosterilmistir.
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Cizelge 4.1. GR geninin tam niikleotid sekansi

CTTGTATTACTCCACCGAGATATCCGGATTATCAAGGTGGTTGGTTACTAAGCACCACCG
GGAACAGAGAGGGAAACTCTAATGAACCAAGCAATGGCTACTCCACTTTCTCTCTCTTGT
TGTTCTGCGCCGCTAACTCGGAGCACTCTCTTCTTCACGAAAGGTTTCCATTTTTCGCGCT
CCCTCTCTAAACCTCTGGGCCTCTGGACCGAAACCAGGAATTTCGATGGCGACCCCGCTG
AGCCTGAGCTGTCCGCGCTGCAGCCCGACCCTGACCCGACCCAGCACGCCTGTATGACTT
TGACCTTTTTACCATCGGCGCGCAAACCGGACGTCCGTGGCTTTCCGTTTAGCCGCAGCTT
TCGGCTTCCCGTGCTGTCTGGCAGAGCACCCTTTCTCCATCTCTCCTCCTGGTGGGACCGC
TGGTGTGCGCGGCATCTGTGTAATATGGAGGTGAATCCTAAAGTAATTGCTCGTCTATGC
CTCAAGGCCCTCTCATGGGTTCGAAGAGTCTCATGGCTTTGGATGGACATTTGGGACTGG
TCCGAAGCATGGCTGGAACACTCTCATAGCCAACAAAAATACAGAGCTGCAGCGCCTAG
TTTGTATTTACAAGAATATTTTGAACAATGCTGGAGTCACTCTAATTGGACAACGTGGCA
AGATTGCAGGTGCTCACACAGTTCACGTTGTTGGGAAGCCATATTTCGCGAAACACATTT
TAGTTTCAGCCGGAGGCCAACCCTTCATTCCAAATATTCCTGGACAGGAGTTGGGTATAA
CATCTGTTGGGGCAGCTTGATTTCCATCCAAGCCCCAGAAGATAGCTATTGTTGGTGGGG
GTTACACCTCCGTGGAGTTTGCTGGCATCTTAATGGTTTGGGAAGGTGGAGTTCATGTAT
TTATGGACCGAAGAAAGGGTTCCTGCGGGATTTTGAAGCGATTAGAGATTTTGTTGCATA
TAATATGGCTCTGAGAGCCATTGAAAACGCCATTGAAAAGTCTCCTATAGCTATCACTAA
GGCAGCTGATGGTTCGCTCTCGTTAAAAACCAACAGGAGGGCCGATGAAGGTTTCTCTCA
TATCATGTTTGCCACTGGGCGGTGGCCTAATATCTATGGATTTGGGGGTGGAGTCGTTGG
TGTGAAAGTGGCTAAAGGATGGCCCAATAGAGGTTGGTGGTACTCTCAAACATCGGGTC
CTTCATTTGGGGCAATTGGAGATGCCTATATAAGAGTAAATCTCCGGGCCAAATGCTTTG
ATGGAGGGAGTGGCATTAGCAAAAACTTTGGGGCAGAATGGGCGACAAAAACCTGGTTA
TGGGGCCAGACCTTCTGGCGGGTTTTCCCCAACCACCAACTGGAGGAGTTGGTCTTACAG
AGGAGCAGGGTGCTGGACAATTGGGTGGGATTGACGTTCCCACAGCAATTGGGAGGCCG
ATGGACCGCACACTCTCTGGGCCTGCAGACCGGGCCCCTTATGAACTATTGGGTCCTGCA
GAAACAAATGTTGTTGGTGGATTGCACATGTGTGGGCGAAGATGCGGCGGAAATTGCGC
AGGGCTTTGCGGTGGGCATTAAAGCGGGCCTGACCAAAGCGGATTTTGATGCGACCGTG
GGCATTCATCCGACCGCGGCTGAGGAATTTGTTACCATGAGGAAACCCAGAGGAAGGTT
CGGAAAGAACCAAGCTTCACCGGCGAAGTCAGATTCTATAGCAAAAGGTGTGGCGAATT
ATTATAAGAACCAGGTTTGAGAGGCGAAACCAGACCCTAAGGCAAAAGCCGCGGCCGGA
CCTTGGGAGGATTAACCCGCTTCAATTATGATAGCCAAAGAAACTTGCGGAGGCCTTAAG
GCCGGTTATTGAGGGGTCGAGTGATCTCTGTCAACGGAGCCTTGAAGACAATCCATGAA
ATAGCCTGCAGAGGGCATCTGGGAAACCGGAGCAGGGAAATTTGGCGAGCCATTATGGG
CAATTTGGAAAAGATTTCTCACCTTTGGGACCAATTTATTTGGCACCCTAACCTTACCCAT
TTGTACAAATGAAGAGGAAAGTTCGCGAGGCACGGGGAGGTTAAGTAAAATAAAAAAA

Cizelge 4.2. GST geninin tam niikleotid sekans1

AGAAGATTATGGCGATCAAAGTCCATGGTAGCCCCATGTCAATTTCATCGACAAGAAGATGTCAAACG
CAAGCTCCCAAGCAGCTACCAACCAGCCGGGAGAGGGAGCGCACGCACACGACAATGGCCACAGAGGA
AGGTGTATGCGACCATCTAAGGGTGAGGAACAAGAGACCGACCACCAGTATGAACTGCGGACACAGGG
GGCCGCAGCTCAAGGGTATGCGGAGACACTAAACCCTTCGGTCTGGTTGAGCCCAAAACCAAAAGCGC
ACTTTTCTCTCTACTCTCAACCCATTTGGTTAAGTCGTTCCGGTTCTTTAAGATGGAGATCTCAAACTT
TTCGAACCAAAGGCGATCACGCGATACCTAGCCGAGCAATACAAAGACGTTGGAACAAATCTATTACC
AGATTATCCTTATTACAGAGCTCAAGCTTGATTCTGGGCTTATTTTGTTTGTTAGAAGGTGCACGGCA
TGATGCGGCAAGTGGGGTGTGGACAAAGAAAGGGGAAGAGCTTGAGACAGCAAAGAAGGACTTCATA
GCTGTCTTGAAGCAGCTGCAATCAAGGGGCTGGAGTACGAGAACGTGGAGGAGGACCTCACCAACAAG
AGCGACCTGCTCCTCGCCTCCAACGCGCCCGTCCACAAGCTCGTTCCCGTCCTCGGAGGCTCCACGGCG
ACAAGCCCATCTCCGAGTCACTCGTCATCGTGGAGTACCTCGACGACGCCTTCCCCGGCGCTGGCCACG
TGCGCGGAGAAATTATGGCGATCAAAGTAGCCATGGTAGCCATCCATGTCACGCATTTCATCGACAAG
TTGGCCAAGATGTCAAACGCAAGCTCCCAAGCAGCTACCAACCAGCCGGGAGAGGGAGCGCACGCACA
CGAGGCACAGAGGAAGGTGTATGCGACCAAGGGTGAGGAACAAGACATGGACACCACCAGTATGTTCG
CTGACAAGGGGGCCGAGCAAAAATGGTATGTTGCCGGAGCCCGCGGGTACCAA

26




Cizelge 4.3. GR genine ait amino asit sekansi

10 20 30 40 50 60
MNQAMATPLS LSCCSAPLTR STLFFTKGFH FSRSLSKPLG LWTETRNFDG DPAEPELSAL
70 80 90 100 110 120
QPDPDPTQHA CMTLTFLPSA RKPDVRGFPF SRSFRLPVLS GRAPFLHLSS WWDRWCARHL
130 140 150 160 170 180
CNMEVNPKVI ARLCLKALSW VRRVSWLWMD IWDWSEAWLE HSHSQQKYRA AAPSLYLQEY
190 200 210 220 230 240
FEQCWSHSNW TTWQDCRCSH SSRCWEAIFR ETHFSFSRRP TLHSKYSWTG VGYNICWGSL
250 260 270 280 290 300
ISIQAPEDSY CWWGLHLRGV CWHLNGLGRW SSCIYGPKKG FLRDFEAIRD FVAYNMALRA
310 320 330 340 350 360
IENAIEKSPI AITKAADGSL SLKTNRRADE GFSHIMFATG RWPNIYGFGG GVVGVKVAKG
370 380 390 400 410 420
WPNRGWWYSQ TSGPSFGAIG DAYIRVNLRA KCFDGGSGIS KNFGAEWATK TWLWGQTFWR
430 440 450 460 470 480
VFPNHQLEEL VLQRSRVLDN WVGLTFPQQL GGRWTAHSLG LOTGPLMNYW VLQKQMLLVD
490 500 510 520 530 540
CTCVGEDAAE IAQGFAVGIK AGLTKADFDA TVGIHPTAAE EFVTMRKPRG RFGKNQASPA
550
KSDSIAKGVA NYYKNQV
Cizelge 4.4. GST genine ait amino asit sekansi
10 20 30 40 50 60
MSNASSQAAT NQPGEGAHAH DNGHRGRCMR PSKGEEQETD HQYELRTQGA AAQGYAETLN
70 80 90 100 110 120
PSVWLSPKPK AHFSLYSQPI WLSRSGSLRW RSQTFRTKGD HATIPSRAIQR RWNKSITRLS
130 140 150 160 170 180
LLOSSSLILG LFCLLEGARH DAASGVWTKK GEELETAKKD FIAVLKQLQOS RGWSTRTWRR
190 200 210 220 230 240
TSPTRATCSS PPTRPSTSSF PSSEAPRRQA HLRVTRHRGV PRRRLPRRWP RARRNYGDQS
250 260 270 280
SHGSHPCHAF HRQVGQODVKR KLPSSYQPAG RGSARTRGTE EGVCDQG

Sekans sonuglarina gére GR ve GST genleri sirayla 2091 ve 1007 baz ciftlerinden
olustuklari tespit edilmistir (Cizelge 4.5).
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Cizelge 4.5 Kabarla meyvesinden izole edilen GR ve GST genlerinin toplam
niikleotid, 5’ kodlamayan, 3’ kodlamayan niikleotid sayilar1 ve
genlerin ORF bolgelerindeki amino asit sayilari

Gen Niikleotid Amino asit 5 3
(baz) kodlamayan | kodlamayan

GR 2091 557 81 336

GST 1007 287 57 87

GR geni 557 amino asitlik bir proteini kodlayan bir ORF’den [open reading frame

(agik okuma cergevesi)] olustugu belirlenmistir. Genin 5’ kodlamayan bolgesinin 81

ve 3’ kodlamayan kisminin ise 336 niikleotidden meydana geldigi tespit edilmistir

(Cizelge 4.5). GR geni yaklasik 63.203 kDa molekiil agirliga ve 9.26 pl degerine

sahiptir. Ayrica, 44 adet negatif ve 62 adet pozitif amino asitten olugsmaktadir. GR

genine ait amino asit igerigi Cizelge 4.6’da verilmistir. GST geni 287 amino asitlik

bir proteini kodlayan ORF’den olustugu ortaya konulmustur. Bu genin 5’

kodlamayan ve 3’ kodlamayan bolgelerinin sirasiyla 57 ve 87 niikleotidden meydana

geldigi tespit edilmistir (Cizelge 4.5). GST geni yaklagik 32.242 kDa molekiil

agirhiga ve 11.28 pl degerine sahiptir. GST genine ait amino asit igerigi ¢izelge 4.7’

de verilmistir.

Cizelge 4.6 GR genine ait amino asit igerigi

Amino asidin adi

Yiizde icerigi

Alanin 8.4
Arginin 6.6
Asparagin 3.6
Aspartat 3.9
Sistein 3.1
Glutamin 3.8
Glutamat 3.9
Glisin 8.1
Histidin 2.9
Izolsin 3.8
Losin 8.6
Lisin 4.5
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Cizelge 4.6 GR genine ait amino asit i¢erigi (devam)

Metionin 1.8
Fenilalanin 54
Prolin 5.0
Serin 8.6
Trionin 5.2
Triptofan 5.6
Tirosin 2.5
Valin 4.7

Cizelge 4.7 GST genine ait amino asit icerigi

Amino asidin ad1 Yiizde icerigi
Alanin 8.4
Arginin 12.9
Asparagin 2.1
Aspartat 2.8
Sistein 1.7
Glutamin 6.3
Glutamat 4.5
Glisin 8.0
Histidin 4.5
Izolsin 2.1
Losin 7.0
Lisin 4.2
Metionin 0.7
Fenilalanin 2.1
Prolin 6.6
Serin 12.2
Trionin 6.6
Triptofan 2.8
Tirosin 1.7
Valin 2.8
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Yapilan BLAST analizine gore Kabarla’dan izole edilen GR ve GST genleri, daha
once diger tiirlerden elde edilen GR ve GST genlerinin sekanslar1 ile hem niikleotid
hem de amino asit sekanslar1 bakimindan O6nemli derecede benzerlikler
gostermiglerdir. GR geni niikleotid sekansi bakimindan % 81 Pisum sativum, % 75
Medicago truncatula ve % 75 Cicer arietinum; amino asit sekansi bakimindan ise %
59 Citrus clemential, % 58 Capsium annuum ve % 56 Erythranthe guttata ile
benzerlik gostermistir (Cizelge 4.8). GST geni niikleotid sekansi bakimindan % 96
Arabidopsis thaliana, % 95 Zea mays ve % 93 Prosopis juliflora; amino asit sekansi
bakimindan % 75 Arabidopsis thaliana, % 70 Eutrema salsugineum ve % 67

Brassica rapa ile benzerlik gostermistir (Cizelge 4.9).

Cizelge 4.8 Kabarla’dan elde edilen GR genleri ile diger tiirlerden izole edilen GR
genlerinin niikleotid ve amino asit sekanslarinin karsilastirilmasi

Gen | Benzerlik (%)
Niikleotid
Pisum sativum mRNA 81
Medicago truncatula cloraplastic/mitochondrial 75
(LOC25484346) mMRNA
Cicer arietinum cloraplastic/mitochondrial 75

(LOC101514119) transcript variant X3 mRNA

Cicer arietinum cloraplastic/mitochondrial 75
(LOC101514119) transcript variant X2 mRNA
Cicer arietinum cloraplastic/mitochondrial 75

(LOC101514119) transcript variant X2 mRNA

Amino asit
Citrus clemential hypothetical protein 59
ciecle_v10019567mg
Capsium annuum chloroplastic 58
Erythranthe guttata chloroplastic 56
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Cizelge 4.9 Kabarla’dan elde edilen GST genleri ile diger tiirlerden izole edilen GST
genlerinin niikleotid ve amino asit sekanslarinin karsilastirilmasi

Gen \ Benzerlik (%)
Niikleotid

Arabidopsis thaliana glutathione s-transferase (class 96
phi) 14 (GSTF14), mRNA
Zea maysclone 381987 glutathione S-transferase 95
GSTU6 mRNA, complete cds
Zea mays full-length cDNA clone ZM_BFc0067E20 95
MRNA, complete cds
Zea mays PCO061770 mRNA sequence 95
Zea mays glutathione transferase27 (pco061770a), 95
mMRNA
Prosopis juliflora isolate pj 296 auxin-induced 93

glutathione S transferase mRNA, complete cds

Amino asit
Arabidopsis thaliana glutathione S-transferase (class 75
phi) 14
Arabidopsis thaliana GSTF14 75
Eutrema salsugineum glutathione S-transferase F14 70
Brassica rapa unnamed protein product 67

Korunmus domeyn analizine goére GR proteininde {i¢ farkli okuma gercevesinde
pridin niikleotid-disiilfid oksidorediiktaz, dimerizasyon domeyni mevcut oldugu
bulunmustur (Sekil 4.1). Bu gen ailesi smif I, sinif Il oksidorediiktazlar ile NADH
oksidazlar ve peroksidazlari igerir. GST’nin korunmus domeyn analizinde spesifik
olmayan isabetlere gore iki farkli okuma g¢ercevesinde sonuclar elde edilmistir. Buna
gore 1ki okuma cergcevesinde de tioredoksin domeyni saptanmustir (Sekil 4.2).
Tioredoksin domeyni, protein dislilfiir oksidorediiktazlar ve tioredoksin katlamali
proteinleri igerir. Bu siiper ailenin birgok iiyesi redoks aktif CXXC motifine sahip
klasik bir TRX (tioredoksin) katlama alani igerir. Ayn1 zamanda belirlenen GST tau
domeyni ve GST phi domeyni tioredoksin siiper ailesinin birer iiyeleridir. Ayrica
Kabarla’dan izole edilen glutatyon reduktaz ve glutatyon s-transferaz genlerinin
diger tiirlerden izole edilen GR ve GST ile olusturduklan filogenetik agac sekil 4.3

ve sekil 4.4 ‘de verilmistir.
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Kabarla’dan izole edilen GR geni veri tabaninda bulunan yaklasik 100 farkli GR
proteini ile karsilastirilmis ve %40-59 benzerlik orani saptanmistir. Dizi
hizalamasinda GR protein dizisine en ¢ok benzeyen 11 farkli protein dizisi
kullanilmistir. Karsilastirmada kullanilan proteinlerin farkli bitki tiirlerine ait
olamasina dikkat edilmistir. Kabarla GR protein dizisi ile en yiiksek benzerlik
gosteren tiir Pisum sativum’dur. Tam uzunlukta amino asit sekanslaria bakildiginda
Oryza sativa, Panicum hallii, Arachis ipaensis, Medicago truncatula benzerlik
gosteren tiirlerdir. Eleusine coracana, Triforium repens, Brassica oleraceae, Setaria
talica daha az benzerlige sahipken en az Glycine max ile benzerlik bulunmaktadir
(Sekil 4.3).

Kabarla’dan izole edilen GST geninin filogenetik agacini olusturmak amaciyla yine
ayni sekilde yaklagik 100 farkli GST geni gen bankasinin veri tabaninda
karsilastirilmis ve %34-75 benzerlik oranlar1 saptanmistir. Dizi hizalamasinda GST
protein dizisine en ¢ok benzeyen 9 farkli protein dizisi kullanilmistir. Bunun igin
farkli bitki tiirlerine ait proteinler olmasina dikkat edilmistir. Kabarla GST protein
dizisi ile en yiiksek benzerlik gosteren tiir Sorghum bicolor olmustur. Tam uzunlukta
amino asit sekanslarina bakildiginda Aegilops tauschii, Nicotiana tabacum, Solanum
tuberasum benzerlik gosteren tiirlerdir. Daha az benzerlige sahip tiirler Brascsica
rapa, Arabidopsis thaliana, Zea mays olarak belirlenmistir. En diisiik benzerlik orani

ise Triticum aestivum tiiriine ait GST proteini ile oldugu belirlenmistir (Sekil 4.4).
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Sekil 4.3 Kabarla’dan izole edilen GR geninin filogenetik agac1
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Sekil 4.4 Kabarla’dan izole edilen GST geninin filogenetik agaci
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5. TARTISMA VE SONUC

Oksidatif hasar1 engellemek i¢in Okaryotik hiicrelerin farkli organellerine dagilmis
cesitli antioksidan ajanlar bulunmaktadir. Birgok organizmada bulunan glutatyon
reduktaz ve glutatyon s-transferaz, organizmalari ¢esitli streslerden koruyan ve hiicre
ici reaktif oksijen tiirlerini dengeleyen antioksidan enzimlerden sadece ikisidir.
Glutatyon reduktaz hiicre i¢i redoksu dengelemektedir. Bunun ig¢in glutatyon
disiilfitin indirgenmesini katalize eder. Ayrica askorbat-glutatyon dongiisiinde rol
oynamaktadir. Glutatyon s-transferaz ise ksenobiyotikleri glutatyona baglayarak
hiicreden uzaklastiran detoksifikasyon enzimleridir (Foyer ve Halliwell, 1978; Dixon
vd., 2002; Yu vd., 2013). Glutatyon s-transferaz, glutatyon reduktaz ile birlikte
kloroplastlarda bulunan reaktif oksijen tiirlerini yok etmek i¢in ¢aligmaktadirlar. Bu
calismada Kabarla’dan glutatyon reduktaz ve glutatyon s-transferaz genlerinin izole

edilmesi ve karakterizasyonlarinin yapilmasi amaglanmistir.

Bitkilerde glutatyon s-transferazlar, sekonder metabolitlerin sentezi, hormon
homeostasi, patojenlerden korunma ve zararli bilesiklerden kaynaklanan hasarin
onlenmesi ve detoksifikasyonunu sagladigi bilinmektedir. Yapilan arastirmalara gore
20 farkl bitki tiiriinden 1107 GST protein sekansi analiz edilmistir (Monticolo vd.,
2017). Daha once ¢ilekte GST genine ait ¢alisma yapilmadigindan bu ¢aligmalara bir

yenisini eklemek i¢in ¢ilekten GST niikleotid ve protein sekans analizleri yapilmistir.

Gossypium raimondii ve Gossypium arboreum’dan sirasi ile 59 ve 49 GST geni izole
edilmistir. G. Raimondii’den izole edilen 59 genin molekiiler agirligi 22.25 kDa ile
47.69 kDa arasinda degisirken, G. Arboreum’dan izole edilen 49 genin molekiiler
agirligr 15.40 kDa ile 47.65 kDa arasinda degistigi bildirilmistir (Dong vd., 2016).
Kabarla’dan izole edilen GST genine ait 6zelliklere bakildiginda sekans analizlerine
gore 1007 baz ¢ifti igerdigi tespit edilmistir. Bu gene ait agik okuma gergevesi (ORF)
287 amino asit kodladig1 ve genin yaklasik molekiiler agirliginin 32.242 kDa oldugu

bulunmustur.
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Baska bir calismada mangodan izole edilen GST geninin 690 baz ¢iftinden olustugu,
ORF’nin 229 amino asidi kodladigi ve molekiiler agirliginin 25.5 kDa oldugu
belirtilmistir (Valenzuela-Chavira, 2017).

Bitkilerde bilinen on sinif GST geni bulunmaktadir, fakat en yaygin bulunani phi ve
tau sinifi oldugu bildirilmistir (Nutricati vd., 2006). Gossypium raimondii’den 59
GST geni izole edilmis ve en ¢ok tau siifina ait GST geni (38) izole edilmis ve onu
Phi sinifinin (6) takip ettigi bildirilmistir. Ayn1 sekilde, Gossypium arboreum’dan
izole edilen 49 GST geninden 29°u tau sinifina aitken, 6 tanesi phi sinifina ait oldugu
bulunmustur (Dong vd., 2016). Domateste yapilan bir ¢alismada izole edilen 90 GST
geni on sinifa ayrildiginda en ¢ok tau sinifina ait (57) gen tespit edilmis ve bunu phi
siifi (6) takip etmistir (Islam vd., 2017). Kabarla’dan izole edilen GST genine ait
korunmus domeyn analizine gore tau ve phi sinifina ait domeynlerin bulundugu

tespit edilmistir.

Oksidatif stres ile savasmak ig¢in hiicreler sitozol, mitokondri ve kloraplastlar
arasinda dagilmis sayisiz antioksidan faktorlerle birlikte evrimlestigi ve indirgenmis
glutatyonu katalizleyen glutatyon reduktaz da bu faktorlerden biri oldugu
bildirilmistir (Outten ve Culotta 2004; Yu vd., 2013). Arabidopsis thaliana’da reaktif
oksijen tiirlerinin kontrol edilmesini saglayan 152 gen tespit edilmistir. Arabidopsis
genomunda GR kodlayan iki gen tespit edilmistir. Bir arastirmada izole edilen GR
(At3g54660) geninin niikleotid uzunlugu 1698 b¢ oldugu ve 565 amino asidi
kodladigi bulunmustur (Mittler vd., 2004; Marchler-Baver vd., 2009; Yu vd., 2013).
Bagka bir ¢alismada boriilceden izole edilen GR geninin 1734 bg¢ uzunlugunda
oldugu ve 500 amino asidi kodladig: bildirilmis, molekiiler agirliginin ise 53.6 kDa
oldugu bulunmustur (Countour-Ansel vd., 2006). Bu ¢calismada GR geninin 2091 baz
ciftinden olustugu ve bu gene ait agik okuma c¢ergevesinin (ORF) 557 amino asidi
kodladig: tespit edilmistir. Genin yaklasik molekiiler agirligmin 63.203 kDa oldugu

bulunmustur.
Celtik ve Arabidopsisten izole edilen GR genleri karsilastirilmis ve korunmus pridin

niikleotid distiilfid oksidorediiktazlar smif I domeyni tespit edilmistir (Trivedi vd.,
2013).
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Kabarla’dan izole edilen GR geninin korunmus domeyn analizinde ti¢ farkli okuma
cercevesinde pridin niikleotid-disiilfid oksidorediiktaz, dimerizasyon domeyni

mevcut oldugu bulunmustur.

Bir ¢ok bitkide ¢esitli antioksidan enzimleri izole edilsede ¢cok azinda GST ve GR
genlerinin izolasyonu ve karakterizasyonu yapilmistir. Yapilan arastirmalar
gosteriyorki bu iki gen de bitkilerin yaslanmasinda, abiyotik ve biyotik streslerle
basa ¢ikmasinda, diger enzimler ile birlikte c¢alisarak karmagik reaksiyonlari
gerceklestirmede oldukga 6nemlidir. Bu tez ¢alismasinda da Kabarla gilek ¢esidinden
izole edilen ve molekiiler olarak karakterize edilen GST ve GR genleri bundan sonra
diger tiirlerde bu genlerin izole edilmesi ve karakterizasyonunda kullanilabilinecegi
gibi, degisik streslere kars yliksek tolerans 6zelligine sahip olan yeni ¢ilek ¢esitlerin

gelistirilmesine de dnemli katkilar saglayacaktir.
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