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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

KABARLA CILEK CESIDINDEN KATALAZ VE SUPEROKSIT
DISMUTAZ GENLERININ iZOLE EDILMESI VE
KARAKTERIZASYONU

Songiil CARUS

Isparta Uygulamah Bilimler Universitesi
Lisansiistii Egitim Enstitiisii
Tarimsal Biyoteknoloji Anabilim Dal

Damisman: Prof. Dr. Yasar KARAKURT

Bitkiler olumsuz cevre sartlarina maruz kaldiklarinda gelismeleri olumsuz etkilenir ve
bu duruma stres denir. Bitkilerde iki tiir stres ortami vardir; Abiyotik ve biyotik
stresler. Bitkiler olumsuz etkileri azaltmak veya engellemek amaciyla molekiiler
savunma mekanizmalarina sahiptirler. Reaktif Oksijen Tiirleri (ROS) hiicre i¢i
maddeler ve hiicre zari ile etkilesime girerek bitkilere zarar vermektedir. ROS’lar ile
miicadele etmek ve ROS’lar1 uzaklastirmak i¢in en etkili enzimler CAT ve SOD
enzimleridir. Katalaz enzimi redoks reaksiyonunu tesvik eden en etkili protein
katalistlerinden birisidir. Katalaz mitokondri ve peroksizomda lokalize olan,
Kloroplastta bulunmayan, H20.’yi suya ve oksijene doniistiirerek ortami temizleyen
antioksidan bir enzimdir. Stiperoksit Dismutaz reaktif oksijen tiirlerine kars1 ilk savun-
ma hattin1 olusturan olaganiistii katalitik etkinlikte calisan metalloproteindir.
Insanlarda SOD’un {i¢ formu bulunur. Bunlardan bakir (Cu) ve ¢inko (Zn) igeren
stiperoksit dismutaz (Cu/Zn SOD) sitozolde, manganez (Mn) iceren siiperoksit
dismutaz (Mn SOD) mitokondride ve ekstraselliiler siiperoksit dismutaz (EC SOD)
hiicre dis1 sivilarda bulunur.

Bitkilerde stresle basa ¢ikmak icin son derece 6nemli olan bu enzimlerin sekans
bilgileri ¢ilek dahil olmak {izere bir¢ok bitkide arastirilmamistir. Bu ¢alismada Kabarla
cilek ¢esidinden CAT ve SOD antioksidan enzim genleri izole edilerek sekans bilgileri
elde edilmis ve karakterizasyonlar1 yapilmistir. Bunun i¢in dejenere primerler dizayn
edilerek PCR ile kismi ¢cDNA’lar ¢ogaltilmis ve tam uzunlukta niikleotidler elde
edebilmek i¢in de 3’ ve 5’ RACE analizi yapilmistir.

Sekans sonuglarina gére CAT ve SOD genleri sirast ile 496 ve 317 amino asitten
olusan a¢ik okuma cercevesine sahip olduklari saptanmistir. Ayrica izole edilen CAT
geni Solanum Lycopersicum, Prunus persica ile SOD geni Prunus persica geni ile
yiiksek oranda benzerlik gostermistir. Molekiiler diizeyde karakterize edilen bu genler
gerek diger tiirlerde benzer genlerin karakterizasyonu i¢in gerekse de stres kosullarina
kars1 dayanikli ¢ilek ¢esitlerinin gelistirilmesi i¢in kullanilabilir

Anahtar Kelimeler: Kabarla, antioksidan, katalaz, Stiperoksit Dismutaz

2019, 50 sayfa
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ABSTRACT
M.Sc. Thesis

ISOLATION AND CHARACTERIZATION OF CATALASE AND
SUPEROXIDE DiSMUTASE IN CABARLA STRAWBERRY VARIETY

Songiil CARUS

Isparta University of Applied Sciences
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Agricultural Biotechnology

Supervisor: Prof. Dr. Yasar KARAKURT

When exposed to the unsuitable environmental conditions the development of plants
are affected negatively and this situation is called stress. There are two stress
conditions for plants which are abiotic and biotic stresses. In order to decrease or
prevent the negatif effects of the stress, plants have defence mechanisms. Under stres
conditions ROSes interact with cell membran and the materials within the cell and thus
negatively affect plant development. CAT and SOD are the most effective enzymes
for combating and removing the ROSes. The catalase enzyme is one of the most
effective protein catalysts encouraging the redox reactions. Catalase is an antioxidant
enzyme localized in mitocondry and peroxisome, not available in chloroplast and
cleaning the media from ROSes by converting the H202 to water and oxygen.
Superoxide dismutase is a metalloprotein with an exceptional catalytic activity
forming the first line of defence against the reactive oxygen species.

The gene sequences of these enzymes that are very important for the defence against
stres conditions have not been determined in many plants including strawberry. In this
study, the genes encoding CAT and SOD antioxidant enzymes have been isolated,
sequenced and characterized in Kabarla strawberry variety. For this purpose,
degenerate primers have been designed and used in PCR reactions in order to obtain
the partial cDNA sequences and then 3’ and 5° RACE analyses have been conducted
in order to obtain their full length sequences.

According to the sequence results, CAT and SOD genes contained open reading
frames encoding 496 and 317 amino acids respectively. The isolated CAT gene
showed high level of similarity to the Solanum Lycopersicum and Prunus persica
genes and the isolated SOD gene demonstrated high similarity to the Prunus persica
SOD gene. These molecularly characterized genes could either be used for the
characterization of similar genes in other plant species or for the development of new
strawberry cultivars more resistant to the stres conditions.

Keywords: Kabarla, antioxidant, catalese, siiperokside dismutase.

2019, 50 page
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1. GIRIS

Kiiltiir ¢ilegi (Fragaria*ananassa) cinsinin yaygin olarak yetistirilen Giilgiller
familyasinda yer alan melez tiirlerinden biridir. Iliman iklim meyvesi igerisinde yer
almaktadir (Abd EI-Maksoud vd., 2015). Cilek hem yenilebilirligi hem de saglikli
degerlerinden dolayr ekonomik Oneme sahip model bir bitkidir. M.S. 23-79 da
“Natural History (Tabiat Tarihi)” adli eserin i¢erisinde Cilek ile ilgili ilk yazili bilgiye
rastlanmistir. Italya’nin tabii bitkisi olarak soz edilen ¢ilek “Fraga” ismiyle
belirtilmistir. Fakat, daha sonra bunun agag ¢ilegi olan kocayemis ile karistirildigi
ortaya cikmigtir. 1300°1i tarihlerde ¢ilek ilk olarak Avrupa’da kiiltiire alinmistir.
Ozellikle Fransa’da evlerin bahgelerine Fragaria vesca’nmin dikildigi, 1324 yilinda
meyveleri kullanilarak huzurevleri ve hastanelerin gelirlerini arttirmak amaci igin
kullanildig1, Charles V’in bah¢ivani tarafindan Loure kraliyet bahgesine 1386 yilinda
1200°den fazla cilek bitkisini diktigi bilinmektedir (Cekic vd., 2017). Ilk cilek resmi
1485 yilinda Botanik olarak bilinen Mainz Herbaryumunda bulundugu bilinmektedir.
ABD’de 1800’lii yillarda ticar1 agidan ¢ilek yetistiriciligi baslamistir. 1800’
tarihlerin sonlarinda ¢ilek tarimi ABD’nin bir¢ok yerine yayilma gostermeye
baslamistir (Aydogdu, 2003). Modern anlamda cilek yetistiriciligi Tiirkiye‘de ise
ancak 1960’11 tarihlerin basinda “Tarsus Bolge Toprak — Su Arastirma Enstitiisii”
vasitastyla c¢ilek yetistiriciligi {lizerine denemeler baglatilmistir. Bu ¢alismalarin
neticesinde Adana, Antalya, Aydin, Mugla, Ankara, Izmir gibi illerde belli bash
calismalar yiiriitiilmiis ve bolgeye uygun cilek cesitleri tespit edilmistir. Akdeniz ve
Marmara Bolgesi ile baslayan ¢alismalar diger bolgelere de yayilma gostermis ve cilek
yetistiriciligi ile ilgili kitaplar yazilip basiimaya baslanmstir (Ozkan, 2014). Cilek,
Tiirkiye’de hem yurt igerisinde tiiketilen hem de ihrag edilen 6nemli bir tizimsii meyve
grubu icerinde yer almaktadir (Efil, 2018). Cilek, tropikal, subtropikal ve iliman
bolgelerde yetisen yillik yaklasik 9223815 tonluk bir iiretim ile diinya ¢apinda ¢ok
onemli bir iirtindiir (Chen vd., 2016).

Ulkemizde yetistirilen en énemli cilek cesitleri; Pocahontas, Dorit (216), Douglas,
Chandler, Selva, Camarosa, Oso Grande, Red Chief, Honeoye, Ventana, Sweet
Charlie, Festival, Fern, Calgiant, Aromas, Albion, Aliso, Tioga, Balcalil, Balcali2,
Balcali3, Brio, Pajaro, Lester, Redlands Hope, 216 ve Kabarla ¢ilek g¢esididir
(Ozbahgali, 2014; Demirsoy vd., 2012) .


http://cilekyetistir.com/ventana.html
http://cilekyetistir.com/sweet-charlie.html
http://cilekyetistir.com/sweet-charlie.html
http://cilekyetistir.com/festival.html
http://cilekyetistir.com/fern.html
http://cilekyetistir.com/calgiant.html
http://cilekyetistir.com/aromas.html
http://cilekyetistir.com/albion.html

Kabarla, Early Sweet ve Selva’nin ¢aprazlanmasi sonucu elde edilen, ndtr giin bir
cesittir. Kabarla ¢esidi Avustralya’da gelistirilen erkenci, yliksek verimli ve notr giin
cesididir. Meyveler orta irilikte olup, dis rengi gosterisli, kirmizi ve orta parlakliktadir
(Ozbahcali ve Aslantas, 2014).

Cilek meyvesinde salisilik asit, A, B vitaminleri, kalsiyum, demir, fosfor gibi mineral
maddeler 6nemli miktarda yer alirlar. Brom, silisyum, iyot ve ¢ok az miktarda kiikiirt
de igermektedir. Ayrica ¢ilek sindirimin kolaylastirilmasinda biiyiik bir rol oynadig:
bilinmekte, bu da seliillozca zengin bir meyve igerisinde yer aldiginin kanitidir

(Ozgiiven ve Yilmaz, 2009).

Cilek meyvesi olgunlagmasinda yer alan siireglere iliskin artan bilgi miktarina ragmen,
bu siireglerin diizenlenmesi hakkinda cesitli fitohormonlarin rol oynadigi bilinir. Diger
meyvelerle kiyaslandiginda, ¢ilek meyvesinin nispeten zayif anlasilmasinin ana
nedeni, ¢ilek meyvesi olarak adlandirilan seyin aslinda akenden (yumurtaliklardan
gelisen gercek meyveler) ve daldirilmis ¢icek yuvasindan (Etkili kisim) olusan ve her
iki organ da vaskiiler demetlerle baglanan yalanci bir meyvedir. Bu iki organ, aken ve
hazne, gelisimsel programlari boyunca oOzellikle de erken gelisim asamalarinda
birbiriyle baglantili olsalar da, hem gen ekspresyonu calismalart hem de metabolik
profiller tarafindan ortaya ¢iktig1 gibi hiicre ontojenisi ve islevi agisindan ¢ok
farklidirlar. Bu nedenle, gelisme ve olgunlasma sirasinda ortaya ¢ikan temel
diizenleyici siireclerin her organ i¢in farklilik gostermesi beklenmektedir (Merchante

vd., 2013).

Cilek yapragi, tannis, flavonoidler, askorbik asit ve ugucu yag iceren birgok biyoaktif
bilesen igerir. Cilek meyvelerinde anti-kanserojen aktiviteler ve anti-trombotik etkiler
vardir (Abd El-Maksoud vd., 2015).

Antioksidan maddeler; serbest radikal olusumunu engelleyerek, olusan serbest
radikallerin aktivitesini durdurarak veya azaltarak oksidasyonun neden olabilecegi
hasarlarin 6niine gegen bilesikler ya da sistemlerdir (Singh, 2008). Diyet halinde
antioksidanlar1 yliksek miktarda igeren meyve ve sebze gibi gidalarin tiiketimi
oksidasyonun neden olabilecegi hasarlar1 azaltmaktadir. Meyve ve sebzelerdeki dogal

antioksidanlar vitaminler, karotenoidler ve fenolik maddeler olmak tiizere ii¢ ana
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bilesen grubundan olusmaktadir. Fenolik bilesiklerin beyin hiicrelerini koruyucu,
antiinflamatuvar, antikanserojen, kalbi koruyucu, kronik hastaliklar1 6nleyici oldugu

caligmalarla belirlenmistir (Seydim vd., 2014).

Fenolik bilesikler, ¢cok sayidaki ve her yerde bulunan bitki sekonder metabolit
gruplarindan birini olusturur ve insan sagliginin korunmasi tizerindeki faydal etkileri
nedeniyle dikkat ¢ekmistir. Bahge ¢ilegi (Fragaria x ananassa) meyveleri, diinya
capinda yiiksek miktarlarda tiiketilmekte ve flavonoidler, antosiyaninler, flavonoller
ve proantosiyanidinler, fenolik asitler dahil olmak iizere flavan-3-ols gibi degerli bir
fenolik kaynagi oldugu icin saglig1 tesvik edici potansiyele sahiptir. Bu bilesikler
kirmiz1 renkli antosiyaninlerin tohumlar1 dagitmaya yardimei olan frugivorlar
cekebildiginden, flavonollerin meyve cildinde koruyucu UV-B emici kimyasallar
olarak hareket ettiginden ve proantosiyanidinlerin savunma ve stres direncine katkida
bulundugundan, bitkilerdeki birgcok o6nemli fonksiyonu yerine getirirler.
Fenilpropanoik asitlerin Glc esterleri, bitki ikincil metabolizmasinda enerji agisindan
zengin substratlar olarak hizmet eder ve ellagik asit, predasyon ve bitki biiylime
reglilasyonundan korunmada rol oynayabilir. Cilek meyvesinin sagligin destekleyici
etkisinden fito-kimyasallarin da sorumlu oldugu kabul edilmektedir (Song, 2015).

Bitkiler olumsuz etkileri azaltmak veya engellemek amaciyla molekiiler savunma
mekanizmalarma sahiptirler. Bu savunma mekanizmalarina Reaktif Oksijen Tiirleri
(ROS) denilmektedir. Bitkilerde endojen olarak Kkloroplastlardaki fotosentez
reaksiyonlarinda, mitokondrilerdeki sitrik asit dongiisinde NADPH oksidaz, hiicre
duvari peroksidazlari ve amino oksidazlar gibi enzimlerin etkileriyle meydana gelen
serbest radikallere de ROS denmektedir. Radikal olmayan bir atom veya molekiilden
bir elektron ¢ikmasi sonucu ya da atom veya molekiile bir elektron ilavesi sonucunda

olusurlar. Indirgeyici veya yiikseltgeyici olarak davranirlar(Biiyiik vd., 2012).

Hiicrelerde bilinen baslica ROS’lar: siiperoksit anyon radikal (O2-) ve hidroksil radikal
(- OH) gibi oksijensiz radikalleri ve hidrojen peroksit (H202) ve singlet oksijen (1°02)
gibi radikal olmayan oksidanlar1 kapsar (Zorov vd., 2014).



Bitkilerde ROS iiretimi; kuraklik, tuzluluk, soguk, metal toksisitesi ve UV radyasyonu
gibi abiyotik stres faktorleri altinda artmaktadir. Hiicresel ROS konsantrasyonunun
artmasiyla antioksidan savunma sistemleri ve ROS {iretimi arasindaki denge
bozulmakta ve zincirleme reaksiyonlar seklinde organizmada ROS artis1 sonucu
bitkiler oksidatif strese girmektedir. ROS {iretiminin Stres altinda artis1 aglarin
yiikseltgenmesi sonucu bozulma, proteinlerin yiikseltgenmesine, niikleik asit hasarina,
enzim gelismesinin  engellenmesine, programli  hiicre olimii  (apoptozis)
aktivasyonuna ve hiicrelerin 6liimiine varincaya kadar bir¢ok hasara yol acabilir.
Bitkiler ROS’un kontrolii ve organizmanin kendisine zararli olan toksik maddelerden
temizlenmesini saglayan antioksidanlara sahiptirler bu sayede oksidatif stres altinda
yasamlarint devam ettirebilmek ve stresle basa cikma yetenegindeler. Diisiik
konsantrasyonlarda yiikseltgenme yapabilen enzimlere Antioksidanlar denmektedir.
Antioksidanlar, enzimatik olmayan antioksidanlar ve enzimatik antioksidanlar olmak
tizere iki gruba ayrilmaktadir. Enzimatik olmayanlar, askorbik asit (AA), tokoferoller
(vitamin E), karotenoidler, glutatyon ve fenolik bilesiklerdir. Enzimatik antioksidanlar
ise stliperoksit dismutaz (SOD), askorbat peroksidaz (APX), glutatyon peroksidaz
(GPX) ve katalaz (CAT) olarak bilinmektedir (Biiyiik vd., 2012).

Stiperoksit Dismutaz, reaktif oksijene karsi ilk savunma hattin1 hattin1 olusturan ve
reaksiyon hizin1 artirmak i¢in yeterince giiclii bir katalisttir(Koca vd., 2003).
Siiperoksit dismutaz, siiperoksit radikalini (O2-) hidrojen peroksit (H202) ve
molekiiler oksijene (02) katalizleyen enzimatik 6zellikte bir antioksidandir. Hidrojen
peroksit daha sonra, CAT ya da GPx vasitasiyla ortamdan uzaklastirilir. insanlarda
SOD ii¢ formda bulunur; Bunlardan bakir (Cu) ve ¢inko (Zn) igeren siliperoksit
dismutaz (Cu/Zn SOD) sitozolde, manganez (Mn) igeren siiperoksit dismutaz (Mn
SOD) mitokondride ve ekstraselliiler siiperoksitdismutaz (EC SOD) hiicre dist
stvilarda bulunmaktadir (Karabulut vd., 2016).

Katalaz: Katalaz ( CAT ), hidrojen peroksidi ortadan kaldirip organizmalari oksidatif
strese karsi koruyan dnemli bir antioksidan enzimdir (Lu vd., 2017). Katalaz enzimi
bir metalloenzim olarak bilinen redoks reaksiyonunu tesvik eden en 6nemli protein
katalistlerinden birisidir (Koca vd., 2003). Katalaz mitokondri ve peroksizomda yeri
ve niteligi belli olan, kloroplastta bulunmayan, H202’yi suya ve oksijene doniistlirerek

viicudu temizleyen antioksidan bir enzimdir (Kasnak vd., 2015).
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Kabarla ¢esidinde antioksidan genleriyle ilgili ¢cok calisma mevcut degildir. Bu
calismada Kabarla ¢esidinde antioksidan enzimleri olan katalaz ve siliperoksit

dismutaz1 kodlayan genler izole edilmistir.



2. KAYNAK OZETLERI

Yapilan bir ¢alismada, serbest radikallerin iiretimine ve antioksidanlarda degisimlere
yol agmak icin oksidatif strese neden olan Dimetoatin sebep oldugu ratlardaki
karaciger toksisitesine karsi antioksidan bilesikler iceren Laurocerasus officinalis
Roem. meyve ekstresinin etkileri incelenmistir. Ratlar Kontrol grubu, dimetoate ile
muamele edilen grup, L. officinalis ile muamele edilen grup, dimetoat 6ncesi L.
officinalis verilen grup, dimetoat 6ncesi vitamin C verilen grup ve dimetoat sonras L.
officinalis ile muamele edilen grup seklinde alt1 gruba ayrilmistir. Karaciger fonksiyon
testleri olarak aspartat transaminaz (AST), alanin transaminaz (ALT) ve toplam
bilirubin (TBIl) ile toplam oksidan durum (TOS), toplam antioksidan durum (TAS),
superoksitdismutaz  (SOD), katalaz (CAT), glutatyon peroksidaz (GPx) ve
malondialdehit (MDA) gibi oksidatif stres parametreleri dl¢iilmiistiir. Sonug olarak,
dimetoat’in rat karacigeri lizerindeki toksik etkileri esas olarak hepatik fonksiyon
enzimleri, oksidatif stres ve DNA hasarina neden olurken, bu etkiler L. officinalis
meyve ekstresi tarafindan biiyiik ol¢iide iyilestirildigi ortaya konulmustur (Eken vd.,
2017).

Bitki probiyotik bakterisi olan Bacillus amyloliguefaciens BChil ve Paraburkholderia
fungorum BRRh-4'in ¢ilek meyvelerinde biiylime, meyve verimi ve antioksidan
icerikler iizerindeki etkileri degerlendirilmistir. BChil ve BRRh-4 izolatlar ile
asillanmis bitkilerden elde edilen meyvelerin, muamele edilmemis kontrole gore
onemli Olciide daha yiiksek fenolik, karotenoid, flavonoid ve antosiyanin igerigi
oldugu belirtilmistir. Toplam antioksidan aktivitesi de her iki probiyotik bakteri ile
tedavi edilen ¢ilek bitkilerinin meyvelerinde anlamli olarak daha ytiksek oldugu ortaya
cikmistir (p<0.05). Bu durum, tarla kosullarinda bitki probiyotik bakterileri BChil ve
BRRh-4'iin uygulanmasiyla hem ¢ilek veriminin hem de kalitesinin dnemli 6lgiide

tyilestirilmesinin ilk raporudur (Rahman vd., 2018).

Nanjing'te yetistirilen ii¢ adet meyvenin (yaban mersini, bogiirtlen ve cilek) toplam
antioksidan kapasitesi ve fenolik bilesimi arastirilmistir. Yiiksek performansh sivi
kromatografisi (HPLC) kullanilarak yapilan bir 6n analiz, test edilen yaban mersini,
bogiirtlen ve ¢ilek drneklerinin bir dizi fenolik asit (gallik asit, protokansik asit, p-

hidroksibenzoik asit, vanilinik asit, kafeik asit, p-kumarik, ferulik asit, ellagik asit ve

6



sinamik asit) ve ¢esitli flavonoid tipleri (flavon: luteolin; flavonoller: rutin, mirisetin,
kuersetin ve kuersetin; flavanoller: gallocatechin, epigallocatechin, catechin ve
catechingallate; antosiyanidinler: malvidin-3 -galaktosit, malvidin-3-glukozit ve
siyanidin) icerdigini gdstermistir. Ozellikle, yaban mersininin gii¢lii antioksidan
aktivitelerinden sorumlu yiiksek diizeyde proantosiyanidinler ve antosiyanidinler
icerdigi tespit edilmistir. Bu sonuglarin, meyveler (6zellikle yaban mersini) igin
fonksiyonel bir gida maddesi veya nutrasotik olarak potansiyel bir pazar roliinii

gosterdigi belirtilmistir (Huang vd., 2012).

Cilek ve diger meyvelerden elde edilen flavonoidler ve polifenoller; obezite ve
komplikasyonlarinin neden oldugu oksidatif stresi azaltmak i¢in 6nerilmistir. Yapilan
bir calismada, UV 1s1inlama ¢ilegin in vitro ve in vivo antioksidan kapasitesi tizerindeki
etkileri arastirilmistir. Elde edilen sonuglar, UV-C ile ¢ilek dilimlerinin
isinlanmasinin, UV 1ginlanmis ¢ilek ekstresinin antioksidan kapasitesinin daha
sonradan ¢ekilmis cilek ekstresinden daha yiiksek oldugunu ve antioksidan igerigini
arttirdigin1  géstermistir. Sonuc olarak, UV 1sinlamasi, antioksidan kapasitesini
arttirmig antioksidan kapasitesi ile in vitro olarak korele oldugunu ortaya gikarmigtir

(Oviedo- Solis vd., 2017).

Stiperoksit dismutaz enzimini kodlayan genlerin ger¢ek zamanl kantitatif PCR teknigi
kullanilarak ifade seviyelerinin incelendigi calismalarda, cesitli stres kosullart ve bitki
tirlerine bagli olarak gen ifadesinde degisiklik gosterdigi bu ifade degisikliklerinin

stres savunmasinda rolii oldugu belirtilmistir (Biiytik vd., 2012).

Meyveler arasinda, taze ¢ileklerin yiiksek oranda askorbik asit igerigine sahip oldugu
distiniilmektedir. Meyvelerdeki biyoaktif bilesikler esas olarak fenolik bilesikler
(fenolik asitler, antosiyaninler ve flavonoller ve tanenler gibi flavonoidler) ve askorbik
asitlerdir. Bu bilesikler, tek tek veya birlesik olarak, ¢esitli kanserlerin riskini azaltmak
icin, enflamasyon bozukluklarinin, kardiyovaskiiler hastaliklarin veya koruyucu
etkilerin oOnlenmesi gibi, meyvelerin ¢esitli saglik yararlarindan sorumludurlar.
Cileklerde askorbat igerigi oldukca degisken olup 5 -80 mg/100g arasinda farklilik
gostermektedir. Bilindigi gibi, depolama sicakligi veya siiresi arttik¢a askorbat
iceriginde kademeli bir azalma olur. Bununla birlikte, bir haftalik depolama sirasinda,

cesitli sicakliklarda cileklerde higbir askorbat kayb1 meydana gelmedigi saptanmustir.

7



Buna karsilik, taze meyve sularinda askorbik asit kaybi, 6zellikle depolama
sicakliklari, sogutulmus kosullardan daha yiiksek oldugunda, depolama siiresiyle

birlikte artacagi belirtilmistir (Skrovankova vd., 2015).

Yapilan bir diger ¢calismada, ¢ilek (Fragaria x ananassa) yaprak ekstresinin siganlarda
diyabetik nefropati {lizerine etkisini ortaya konulmasi amaglanmistir. Streptozotosin
(STZ) diyabetik siganlar, 30 giin boyunca ii¢ doz (50, 100 ve 200 mg/kg) cilek yapragi
ekstresi ile oral olarak tedavi edilmistir. Deneyin sonunda plazma ve bobrek nefropati
biyobelirtegleri incelenmistir. Bu arada, ¢ilek yapragi ekstresi ile tedavi edilen
diyabetik sicanlarda plazma insiilin, alblimin, {irik asit, katalaz (CAT),
stiperoksitdismutaz (SOD) ve vaskiilerendotelyal biiyiime faktérii A (VEGF-A)
seviyeleri anlamli olarak yiikselmistir. Bu sonuglar diyabetik nefropatide ¢ilek yapragi
ekstresinin anti-diyabetik, antioksidan, antiinflamatuar ve anti-apoptoz olarak roliinii
gostermistir (Abd El-Maksoud vd., 2015).

Kadmiyum (Cd), gevreyi etkileyen en zehirli metallerden biri olarak bilinir ve bitki
biiylimesini ve gelisimini engelleyebilir 6zelliktedir. Bu calismada, Cd toksisiteleri
cilekte arastirilmistir. Klorofil ve malondialdehit (MDA) igerigi, katalaz (CAT),
stiperoksitdismutaz (SOD), askorbatperoksidaz (APX) aktiviteleri ve mineral besin
konsantrasyonlar1 Cd uygulamalarindan sonra c¢ilek bitkisinin kdk ve yapraklarinda
incelenmistir. Bu caligmada sunulan sonuglar, Cd tedavilerinin klorofil igerigi
tizerinde olumsuz etkiye sahip oldugunu ve cilekte bitki biiylimesinin neredeyse %
30'unu azalttigim gostermistir. Cilek kokleri, yapraklardan daha yiiksek Cd
biriktirmistir. MDA ve antioksidan enzim (CAT, SOD ve APX) igerigi cilek bitkisinde
Cd toleransinin saptanmasi i¢in iyi bir ara¢ olarak kabul olabilecegi tespit edilmistir
(Muradoglu vd., 2015).

Ordu ekolojik kosullarinda yetistirilen, farkli donemlerde hasat edilen 2 farklh ¢ilek
cesidinin (San andreas, Albion) meyve agirligi, geometrik ortalama cap, et sertligi ve
renk gibi kalite 6zelliklerinin yan1 sira suda ¢oziinebilir kuru madde (SCKM), pH, titre
edilebilir asitlik (TEA), toplam fenolik bilesikler, antioksidan aktivitesi ve toplam
flavonoid gibi biyokimyasal 6zelliklerini belirlemek amaci ile yliriitiilmiustiir. Her iki
cesit i¢in en yliksek meyve agirligi ve geometrik ortalama ¢ap 2. hasat doneminde

tespit edilmistir. Incelenen cesitlerde SCKM igerigi en yiiksek 2. hasatta San Andreas
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(%10.46) cesidinde, en diisiik ise 2. hasatta Albion (%4.32) ¢esidinde; TEA icerigi en
yiikksek 4. hasatta San Andreas (%1.07) gesidinde, en diisiikk ise 2. hasatta Albion
(%0.50) ¢esidinde ve pH degeri en yiiksek 2. hasatta Albion (3.46) cesidinde, en diisiik
ise 4. hasatta San Andreas (3.17) ¢esidinde tespit edilmistir. En yiiksek toplam fenolik
bilesikler, antioksidan aktivitesi ve toplam flavonoid igerigi 2. hasat doneminde San
Andreas ¢esidinden elde edilmistir. Sonug olarak 2. hasat doneminde derimi yapilan

cilek meyvelerinin daha iyi meyve kalitesine sahip oldugu ifade edilmistir (Karakaya
vd., 2015).

Cilek, hasat sonras1 kayiplara ¢ok duyarlidir. Bu amacla, hasat sonrasi metil jasmonat
ile muamelenin (0, 8 ve 16 umol L -1'de) bazi kalite ozellikleri iizerine etkileri
arastirilmistir. Sabrosa ¢ilek meyvesinin 1 £ 0.5 °© C'de ve % 90-95 nem igerigine sahip
bir ortamda saklanmasi sonrasinda 14 giin boyunca 24 saat 20 °C’de incelenmistir.
Metil jasmonat, her iki konsantrasyonda (0,8 ve 16 umol L -1'de) meyvelerin agirlik
kaybini azaltmistir. Metil jasmonat uygulanan meyvelerin katalaz aktivitesi ilk
giinlerde azalmis, ancak ikinci haftada 6nemli bir artis gostermistir. Metil jasmonat,
konsantrasyona paralel olarak, peroksidaz aktivitesi gelistirilmistir. Meyvenin toplam
antioksidan kapasitesi metil jasmonat uygulamasi ile artirilmistir. Sonug olarak, metil
jasmonatin streslere karsi direng olusturmasinda, meyve savunma sistemlerinin
gelistirilmesinde 6nemli bir rol oynadig: gosterilmistir. Bu fitokimyasal, Sabrosa ¢ilek
meyvesinin hasat sonrasi teknolojisinde kullanilmak ve meyve hasat sonrast yasamini
gelistirmek icin 1yi bir potansiyele sahip oldugu ortaya ¢ikmistir (Asghari vd.,2016).
Bir diger ¢caligmada, Mn-SOD, Cu/Zn-SOD ve CAT mRNA'larinin nispi ifadeleri ve
diisiik sicaklikta stres altinda asilanmis ve asisiz hiyar yapraklarinda SOD, Mn-SOD,
Cu/Zn-SOD ve CAT aktivitelerinin degisimi ve hiyarlarin soguk direnci ile iliskileri
incelenmistir. Hem asilanmis hem de kendi koklii salatalik yapraklar igin, diisiik
sicaklik uygulamasi altinda Mn-SOD ve Cu/Zn-SOD mRNA'larinin nispi ifadesi,
sirastyla Mn-SOD ve Cu/Zn-SOD aktivitelerinin degisimlerine uygun olurken; CAT
MRNA, CAT aktivitesinin degisimine uygun olmadigi, Mn-SOD ve Cu/Zn-SOD
mRNA'lariin goreceli ekspresyonu ve asilanmig hiyar yapraklarinda SOD, Mn-SOD
ve Cu/Zn-SOD aktiviteleri, asilanmamis hiyar yapraklarindakinden daha yiiksek
oldugu, MDA igerigi ve elektrolitik sizinti ters orantili oldugu belirtilmistir (Junlie vd.,
2009).



Bu ¢alismada Spermine sentaz (SPMS, EC 2.5.1.22), spermin (Spm) biyosentezinin
enziminin, stres yaniti ile iliskili oldugu gosterilmistir. Cay bitkisinden (Camellia
sinensis) SPMS kodlayan bir genin klonlanmasi ve Karakterizasyonu tizerinde
durulmustur. Diisiik sicaklik stresine maruz kalan C. sinensis'de eksojen Spm
uygulamasinin etkisi de arastirilmistir. 1113 bp'lik bir agik okuma cergevesine sahip
tam uzunlukta bir SPMS tamamlayici DNA (cCDNA) (CsSPMYS), ters transkripsiyon-
PCR ve "Yingshuang" ¢esidinin ¢cDNA uglarinin (RACE) hizli amplifikasyonu
kullanilarak klonlanmistir. 371bg¢’lik amino asit polipeptidini kodlayan CsSPMS
geninin homolog oldugu tespit edilmistir. Kantitatif gercek zamanli PCR, CsSPMS
geninin, esas olarak c¢ay bitkisinin yapragr ve kokiinde, dokuya ozgii ifadeyi
gostermistir. Ekspresyon analizi, CsSPMS geninin soguk stres ile hizli bir sekilde
indiiklendigini ve dort g¢esitte benzer egilimlere sahip oldugunu gdstermistir. Spm
destekli 6rneklerde peroksidaz (POD), siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT) ve
serbest prolin igerigi aktiviteleri, deney siiresince veya belirli bir zaman noktasinda
kontrolden daha yiiksek oldugu ortaya konulmustur. Spm, antioksidan sistemler
tizerinde olumlu bir etki yapmustir. Dahasi, tiitlin yapraklarinda CsSPMSnin
Agrobacterium araciligryla yapilan ekspresyon nispeten daha yiiksek soguk toleransi
gostemistir. Birlikte ele alindiginda, bu bulgular cay bitkilerinde CsSPMS gen
diizenleyicilerin, poliaminlerin birikimi ve soguga toleransin arasindaki iliskilerin

anlasilmasini artiracagi belirtilmistir (Zhu vd., 2015).

Calismada, deniz yosunu ekstrelerinin (SW) ve hiimik asidin, meyve verimi, kuru
agirlik, protein, prolin, lipit peroksidasyonu (LPO) ve biber bitkilerinin (Capsicum
annuum L.) antioksidatif enzim aktivitesi {izerindeki etkilerinin incelenmesi
amaglanmistir. Elde edilen sonuglar tuzluluk stresinin bitki gelisimini ve diger tiim
parametreleri olumsuz etkiledigini gostermistir. Ayrica, deniz yosunu (SW) ve hiimik
asit (HA) uygulamalari, bitkide tuzluluk kosullar1 altinda uygulanan tiim
konsantrasyon seviyelerinde vejetatif biiylimeyi iyilestirmistir. Taze yaprak ve kuru
agirhig, tuzluluk stresi altindaki bitkilerin tim SW ve HA uygulamalarinda kontrole
gore artmistir. Ayrica, SW ve HA uygulamalarinin tuz stresi altindaki siiperoksit
dismutaz (SOD), peroksidaz (POD), katalaz (CAT) aktiviteleri gibi antioksidan enzim
aktivitesinde olumlu etkileri oldugu bildirilmistir. Deniz yosunu ve hiimik asit

uygulamalarinin artmasinda tuz stres toleransini ve biber bitkisinin oksidatif strese
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kars1 korunmasinda 6nemli etkilere neden olduklar1 saptanmistir (Yildiztekin vd.,

2018).

Cabuk bozulan {iriinler olarak taze ¢ilek meyveleri, kisa bir muhafaza dmriine sahiptir
ve mantar ¢iirimelerine egilimlidirler. Bu ¢alismada, 0, 1, 10, 100 ve 1000 Imol/L
dozlarindaki melatonininlere fungal bozulmalar {izerindeki etkisi ve ¢ilek
meyvelerinin beslenme kalitesinin korunmasi tizerinde durulmustur. 100 Imol/L'deki
melatonin uygulamasi, disiik Kkatalaz (CAT) ve askorbat peroksidaz (APX)
aktivitelerine bagli daha yiiksek siiperoksit dismutaz (SOD) aktivitesinden
kaynaklanan ve daha diisiik oranlarda ciiriimelere neden olan H2O2 birikimini
tetiklemistir (Aghdam vd., 2017).

Hiicreler, reaktif oksijen tiirlerinin neden oldugu hasar1 6nlemek veya onarmak ve
ayrica redoks duyarli sinyal yollarini diizenlemek i¢in ¢ok sayida antioksidan igerir.
Genel protokoller, siiperoksitdismutaz (SOD), katalaz ve glutatyonperoksidazin
antioksidan enzim aktivitesini Olgmek i¢in tanimlanmistir. SOD'lar siiperoksit
radikalini hidrojen peroksite ve molekiiler oksijene dontstiiriirken, katalaz ve
peroksidazlar hidrojen peroksiti suya doniistiiriir. Bu sekilde, iki toksik tiir, stiperoksit
radikali ve hidrojen peroksit, zararsiz iiriin suyuna doniistiiriiliir. Western blot
analizleri, aktivite jelleri ve aktivite analizleri, her bir deney i¢in gerekli protein
miktarina bagl olarak, hem hiicrelerdeki hem de dokudaki protein ve aktiviteyi
belirlemek icin kullanilan gesitli ydéntemlerdir. Immiinhistokimya ve immiinogold
dahil diger teknikler, doku ve hiicrelerde ¢esitli antioksidan enzimlerin seviyelerini
daha fazla degerlendirebilir. Genel olarak, bu testlerin tamamlanmas1 24-48 saat

gerektirir (Weydert vd., 2010).

Baklagiller, fitokimyasal igeriklerinden dolayr saglik acgisindan faydalidirlar.
Polifenoller, antioksidan 6zellikleri i¢in yogun olarak ¢alisilan en 6nemli fitokimyasal
bilesiklerdir. Bu c¢alismada, gliclii antioksidan baklagil bitki ekstrelerinin ksantin
oksidaz (XO), katalaz (CAT) ve siiperoksit dismutaz (SOD) aktivitelerine olan etkisi
incelenmistir. XO, plazmadaki en giiclii antioksidan molekiil olan iirik asit iiretirken,
egzersiz sirasinda serbest radikallerin en 6nemli katkist oldugu igin ikili bir rol oynar.
CAT ve SOD, dokularin antioksidan savunmasinin ana enzimlerinden iki tanesidir.

Ekstraktlarin cogunun XO aktivitesini inhibe ettigini, ancak diislik konsantrasyonlarda
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kullanildiginda CAT inhibisyonu ve SOD indiiksiyonunu etkilemedigi goriilmiistiir.
Bu sonugclar, test edilen ekstrelerin olast yeni XO inhibitorleri kaynagi olarak
diisiiniilebilecegini gostermektedir. Bununla birlikte, egzersizden 6nce bilinen bir XO
inhibitorii olan allopurinol uygulamasinin, performansi diistirdiigiinii ve siganlarda

oksidatif stresi indiikledigi belirlenmistir (Spanou vd., 2012).

Polipropilen solucandan elde edilen Cu/Zn siiperoksitdismutaz (SOD) ve katalaz
(CAT) cDNA'lar1 klonlanmis ve bu solucandaki ham yag maruziyeti ile stres cevabi
arasindaki iliskiyi aragtirmak amaciyla klonlanmistir. PaSOD ve PaCAT genlerine ait
niikleotid uzunluklar sirasiyla; 870 bp ve 1967 bp oldugu ve 150 ve 506 amino asit
kodladiklar1 tespit edilmistir. Sonug olarak P. aibuhitensis'teki CAT geninin ve enzim
aktivitesinin ifadesinin, ham petrol konsantrasyonu ile pozitif bir sekilde korele
oldugunu ve 3000 mg/kg ham yaga 15 giin maruz kaldigi maksimum bir siireye
ulastigin1 gostermistir. SOD geninin ifadesi ve P. aibuhitensis iginde SOD'un enzim
aktivitesi de ham yaga maruz kalma sirasinda artmistir ve 3000 mg/kg ham yaga maruz
kaldiginda 10 giin boyunca maksimum bir degere ulasmistir. Bu sonuglar SOD ve
CAT'nin hiicresel metabolizma dengesini korumak ve P. aibuhitensis'i ham petrol

toksisitesinden korumak igin 6nemli oldugunu gostermistir (Zhao vd., 2017).
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. RNA izolasyonu

Bahge Bitkileri Boliimiine ait yetistirilen Kabarla ¢ilek cesidi toplanip -80C’ ye
calismada kullanilmak iizere kaldirildi. RNA’lar Karakurt ve Huber(2004) tarafindan
cilek icin kullanilan metotlardan yararlanilarak g¢ikarilmistir. Bu amacla 2gr cilek
plasenta dokusu aliarak sivi azot igerisinde ezilmis ve %0.5 sarcosyl-0.1M
mercaptoethanol, 4M guanidiniumisothiocyanate-25 mM sodyum sitrat (pH:7.0)’dan
olusan 10ml’lik ekstraksiyon tampon ¢dzeltisine konulmustur. Hazirlanan bu karigim
igcerisine 1ml 2M sodyumasetat (pH:4.0) ilave edilip 30 saniye vortekslenmistir. Bu
karisima 6ml kloroform:izoamilalkol (24:1v/v) ilave edilerek 30 saniye calkalanmistir.
Daha sonra 5000xg’de 10 dakika santrifiij edilmis ve iistte kalan faz baska bir tiipe
aktarilip esit hacimde kloroform:izoamilalkol ilave edilerek iyice karistirilip
5000xg’de 10 dakika tekrar santrifiij edilmistir. Ustte kalan faz baska bir tiipe alinarak
bunun iizerine esit hacimde izopropanol ilave edilerek karistirilmis ve -20°C’de bir
gece inkiibasyona tabii tutulmustur. Santrifiij islemi (4°C, 10000xg/30dakika)
yapildiktan sonra elde edilen pellet 500ul RNaz’ dan ari suda ¢oziindiiriilmiistiir. Bu
soliisyona 500 ul 4M LiCl eklenip 0°C’ de 3 saat siireyle inkiibasyona tabii tutularak
RNA c¢oktiiriilmiigtiir. Elde edilen 6rnekler santrifiij (15000 rpm/5 dakika) edildikten
sonra pelet %70’lik etanol ile 2 defa yikanip kurutulmustur. Elde edilen RNA 6rnekleri
200 ul DEPC (dietilpirokarbonat) uygulanmis saf su igerisinde ¢6ziilmiis ve -80°C’lik

dolapta muhafaza edilmistir.

3.1.1. Elekroforez yontemi

Elde edilen RNA o6rneklerindeki RNA’nin kalitesi %1°lik formaldehit-agaroz jel
elektroforezi ile teyit edilmistir. Bu amagla 1g agaroz 72 ml saf suda eritilip, sicakligi
60°C’ye getirildikten sonra 10ml 10X MOPS [0.4MMOPS(3-(N-morpholino)
propanesiilfonikasit), pH 7.0, 0.1 M sodyum asetat, 0.01 M EDTA (etilendiamin
tetraasetikasit)], 18 ml % 37’ lik formaldehit ve % 0.1 oraninda etidyum bromiir ilave
edilmistir. 2X oraninda formaldehit yiikleme soliisyonu (% 50 gliserol, ImM EDTA,
%0.25 bromofenol, %0.25 xylenecyanol) ve 2pg RNA ornegi karistirildiktan sonra
70°C sicaklikta 10 dakika boyunca denature edildikten sonra jele yiiklenmis ve 1X
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MOPS  soliisyonu igerisinde yiiriitiilmiistiir. Ornekler jel elektroforezinde
ayristirllmigtir.  Aragtirmada kullanilan RNA o6rneklerinde 28S rRNA bandinin
yogunlugu 18S rRNA’nin 2 kat1 olanlar ve jelin alt kisminda pargalanan RNA’larin

mevcut olmadigi 6rnekler kullanilmastir.

3.1.2. Spetrofotometrik yontem

Izole edilen RNA’nin konsantrasyonunu ve kalitesini belirlemek amaciyla Nanodrop
sonucuna gore konsantrasyonu 0.0431 pg/ul ve 260/280 degeri 1.95 olan ve
konsantrasyonu 0.0733 pug/uL ve 260/280 degeri 1.91 olan RNA’lar elde edilmistir.
Elektroforez sonucuna gére RNA’larin 1600 b¢ ve 1200 b¢ uzunlugunda iki alt {initeye
sahip oldugu tespit edilmistir.

3.1.3. DNAz uygulamasi

Elde edilen RNA oOrneklerine bu oOrnekler igerisinde olmasi muhtemel DNA
kontaminasyonunu ortadan kaldirmak amaciyla DNaz uygulamasi yapilmistir
(Ambion). Bu amagla kullanilan toplam RNA’nin 0.1 hacminde 10X DNazl tampon
cozeltisi (100 mM Tris, pH 7.5, 25 mM MgClz, 5mM CaClz ve 1.5 pl rDNazl) toplam
RNA’ya ilave edildikten sonra 37°C’de 30 dakika bekletilmistir. Bu karistma RNA nin
0.2 hacminde DNaz inaktivasyon soliisyonu ilave edilerek oda sicakliginda 2 dakika
inkiibe edilmistir. 10000xg’de 1.5 dakika santrifiij edildikten sonra siipernatant baska
bir tipe aktarilmis ve kontrol edilmek amaciyla %]1.2 agaroz jel iizerinde

ayristirilmistir.

3.1.4. cDNA sentezi

DNaz uygulamasi sonucu muhtemel DNA kontaminasyonundan temizlenen RNA
ornekleri, ‘Advantage RT-PCR’ kiti (Clontech) kullanilarak iiretici firmanin
protokolleri takip edilerek cDNA’ya doniistiiriilmiistiir. Bu amagla toplam hacim
12.5ul olacak sekilde 1ug toplam RNA’ya DEPC uygulanmis su ilave edilmigtir. 1pl
20 uM oligo(dT)1s primeri ilave edildikten sonra, RNA 70°C’ de 2 dakika 1sitilmis ve
hizl1 bir sekilde buza konulmustur. 4ul 5X reaksiyon tampon ¢ozeltisi (250mM Tris-
HCL, pH8.3, 375mM KCI, 15mM MgCl.), 1ul dNTPmix (her biri 10mM olan dATP,
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dCTP, dGTP ve dTTP), 0.5 pul rekombinant RNaz inhibitér, 1ul MMLV (Malooney
Murine Leukemia Virus) geriye transkriptaz enzimi ilave edilip karistirildiktan sonra
ornekler 42°C’ de 1 saat inkiibasyona tabii tutulmuslardir. Daha sonra 6rnekler 94°C’
de 5 dakika bekletilerek reaksiyon sonlandirilmistir. Her bir reaksiyona toplam hacim
100ul olacak sekilde DEPC uygulanmis su ilave edilerek cDNA hazir hale
getirilmistir. cDNA sentezinin kontrolii i¢in 1 pg/pul kontrol RNA kullanilarak
Advantage RT-PCR kitinde belirtilen asamalar takip edilmistir.

3.1.5. Dejenere primer sentezi

Katalaz ve siiperoksitdismutaz genlerinde dejenere primer dizayn edilmistir.

Cizelge 3. 1. CAT ve SOD genlerine ait sentezlenen dejenere primerler

Katalaz 5’GAGAGGGTTGTGCAT | 3’ACATGGGGCCATCDCK
GCTA CTG

Stiperoksit 5’CATGGHTTYCATGTT | 3’ CCCYTKCCAAGRTCATC

Dismutaz CATGC AGG

3.2. PCR Analizleri

3.2.1. CAT PCR analizi

PCR 6rnekleri 5 uL cDNA, 3 pL dejenere ileri primer, 3 uL dejenere geri primer, SuL
10X PCR tamponu, 1 uL dNTP karigim1 (10mM), 1.2 pL Taq polimeraz, 31.8 pL saf
su ile toplam 50 pL PCR reaksiyon karigimi hazirlanmigtir. PCR 6rnegi 95 °C’de 10
dk 6n denaturasyon, 95 °C’de 15 sn denatiirasyon (DNA c¢ift iplik¢iginin ayrilmast),
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 tekrarlanmastir.

3.2.2. SOD PCR analizi

PCR o6rnekleri 6 uL cDNA, 3.5 pL dejenere ileri primer, 3.5 uL dejenere geri primer,
SuL 10X PCR tamponu, 2 pLL ANTP karigimi (10mM), 1.5 pL. Taq polimeraz, 28.5 uL
saf su ile toplam 50 pL PCR reaksiyon karigimi hazirlanmigtir. PCR 6rnegi 95 °C’de
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5 dk 6n denaturasyon, 95 °C’de 45 sn denaturasyon (DNA ¢ift iplik¢iginin ayrilmasi),
35-50 °C’de 45 sn anneling (primerin baglanmasi), 72 °C’de 1 dk extension (yeni
iplik¢igin sentezlenmesi), 72 °C’de 7 dk son yazilim olacak sekilde ayarlandi ve dongii

denaturasyon-extension arasinda 35 defa tekrarlanmastir.

3.2.3. PCRiiriinlerinin jelden ¢ikarilmasi

PCR iirlinlerinin gorsellestirilmesi i¢in, 300 ml 1X TBE tamponu i¢inde % 2 agaroz
jelleri lizerinde elektroforeze tabi tutuldu; bunlar daha sonra etidyum bromiir ile
boyandi ve UV 15181 altinda incelenmistir. Elektroforez sonucunda katalazdan 800bp
ve 600bp biiyiikliigiinde iki bant elde edilmistir. Siiperoksit Dismutazdan 300bp’lik
bant elde edilmistir. Bantlar UV altinda kesilip agirliklari tartilip (CAT 800bp=0.34gr,
CAT 600bp=0.41gr, SOD 300bp 0.55gr) Thermo Scientific Gene JET Gel Extraction

Kiti ile saflagtirilmugtur.

3.2.4. PCR iiriinlerinin saflastirilmasi

Thermo Scientific Gene JET Gel Extraction Kiti kullanilarak jelden kesilen iiriinlerin
agirligina gore 1 mg i¢inde 1 ul Binding Buffer ilave edilmistir. Her bir uzunluktaki
bant tek tek saflastirilmistir. 60 °C’de 10 dk jel eriyene kadar ara ara ters diiz edilerek
bekletilmistir. Ardindan 20 sn vortex yapilmistir. 12000xg’de 1 dk santrifiy
yapilmustir. Altta kalan sivi dokiiliip 700 pul Wash Buffer eklenip tekrar 12000xg’de
1dk santrifiij yapilmistir. Alltaki siv1 tekrar bosaltilip ve herhangi bir soliisyon ilave
edilmeden bos bir sekilde 12000xg’de 1 dk santrifiij yapilmistir. Mor renkteki tiipler
temiz bir ependorf tiipiine yerlestirildi ve lizerine 10 ul Elution Buffer eklendikten
sonra oda sicakliginda 10 dk bekletilip 12000xg’de 1 dk santrifiij yapilmigtir.

Saflastirilan {irtinler bir sonraki asamaya kadar -20’ye kaldirilmistir.

3.3. RACE Analizleri

3.3.1. RACE Ready cDNA sentezi (Tam uzunluktaki genlerin izolasyonu)

Ilgili genin kodlama yapan dizisinin tamamini elde edebilmek, genin dncesinde ve

sonrasinda bulunan kontrol bolgelerinin dizisine ulasabilmek adina RACE (Rapid
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Amplification of cDNA Ends) analizine bagvurulmustur. Bunun i¢in FirstChoise

RLM-RACE Kkiti (invitrogen) ve kite ait protokol izlenerek ¢alisma yiiriitilmustiir.

Protokole gore; 5> RLM-RACE cDNA i¢in 1 ug DNaz uygulanmis RNA, 2 uL10X
CIP buffer, 2 uL CIP (calfintestine alkaline phosphatase), toplam hacmi 20 pL olacak
sekilde niikleaz igermeyen su ile tamamlanmistir. Karsim 10 sn santrifiij yapildiktan
sonra 37 °C’de 1 saat bekletilmistir. Karisima 15 pL amonyum asetat soliisyonu, 115
uL niikleaz igermeyen su ve 150 uL fenol:kloroform eklenip kisaca vorteks yapildi
ve maximum hizda santrifiij yapilarak iki fazli sividan {istte olan sivi yeni steril
ependorfa aktarilmigtir. Daha sonra, 150 pL kloroform konularak oda sicakliginda 5
dk maximum hizda santrifiij yapilarak yine iistte olan sivi kisim yeni ependorfa
aktarilmistir.  Ornegin iizerine 150 pL izopropanol eklenerek 10 dk buzda
bekletildikten sonra 20 dk maximum hizda santrifiij yapilarak peletin ¢okmesi
saglanmigtir. Siipernatant kisim uzaklastirildiktan sonra 0.5 mL %70’lik etanol ile
pelet yikanmustir. Daha sonra alkol uzaklastirilarak pelet kurutulmustur. Kuruyan pelet
4 pL 1X TAP cozeltisi ile ¢ozdiiriiliip, lizerine 1pL tobacco acid pyrophosphate
eklenip 37 °C’de 1 saat inkiibe edilmistir. 5> RACE adaptorii takmak i¢in 5 uL
CIP/TAP-treated RNA’ya 1 uL 5 RACE adaptor, 1pL 10X RNA ligaz tamponu, 2 pL
T4 RNA ligaz (2.5 U/uL), 1 pL niikleaz icermeyen su hafifge karistirilip 37 °C’de 1
saat inkiibe edilmistir. Ters transkripsiyon i¢in 2 pL 5°‘RACE adaptorii takilan RNA,
4 pL ANTP karigimi, 2 pL randomdekamers, 2 pL 10X RT tampon ¢ozeltisi, 1 pL
RNase inhibitor, 1 uL MMLYV ters transcriptaz, 8 pL su hafifce karistirilarak 1 saat 42
°C’de bekletilmistir.

3’ RLM-RACE cDNA i¢in 2 pL DNaz uygulanmis RNA, 4 pLL ANTP karigimi, 2 pL
3’ adaptor, 2 uL 10X RT tampon ¢ozeltisi, 1 pL RNaz inhibitér, 1 pL MMLYV ters
transkriptaz, 8 pL saf su hafifge karistirilip 42 °C’de 1 saat inkiibe edilmistir.

3.3.2. RACE PCR analizi

Outer 5 RLM-RACE PCR ig¢in toplam hacim 50 pL olacak sekilde daha dnceki
asamalarda elde ettigimiz RT reaksiyonundan 1 pL, 10X PCR tampon ¢6zeltisinden 5
uL, dNTP karisimindan 4 pL, 10 uM gene 6zel dizayn edilen primer (forward)’den 2
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uL, 5 RACE outer primer’den 2 puL, Taq polimerazdan 0.2 pL, saf sudan 33.8 pL
hafifce karistirtlarak PCR yapilmustir.

Cizelge 3. 2. 5’RACE PCR Dongii programi

islem Siire Sicakhik Dongii
Denatiirasyon 3 dk 94 °C

Denatiirasyon 30 sn 94 °C

Baglanma 30sn 60 °C 35
Uzama 30 sn 72 °C

Son uzama 7 dk 79 °C

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

Outer 3° RLM-RACE PCR ig¢in 1 pL ters transkriptaz reaksiyonu, 5 pL 10X PCR
tampon c¢ozeltisi, 2 uL gene 6zel dizayn edilen primer (reverse), 2 pL 3> RACE
outerprimer, 0.2 pL Taq polimeraz ve 35.8 pL saf su hafif¢e karistirilarak PCR

yapilmustir.

Cizelge 3. 3. 3’ RACE PCR Dongii programi
islem Siire Sicaklik Dongii
Denatiirasyon 3dk 94 °C
Denatiirasyon 30sn 94 °C
Baglanma 30sn 60 °C 35
Uzama 30 sn 72 °C
Son uzama 7 dk 72 °C

Inner 3> RLM-RACE PCR i¢in outer 3° RACE PCR iiriinlinden 1 pL, 10X PCR
tampon ¢ozeltisinden 5 pL, ANTP karisimindan 4 pL, gene 6zel dizayn edilen primer
(forward)’den 2 pL, 3> RACE iner primerden 2 pL, Taq polimerazdan 0.2 pL ve saf
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sudan 35.8 puL alinarak yapilan karisim outer 3> RLM-RACE PCR ile ayn1 dongiiler
uygulanarak PCR yapilmustir.

Elde edilen RACE PCR firiinlerinin 10 pL’si 1X’lik TBE ile hazirlanan %2’lik jelde
2 saat 40 dk kosturulup ayrigan bantlar UV 15181 altinda steril bistiirii ile kesilip GeneJet
PCR saflastirma kiti (Thermo) ile saflastirilmistir. Saflastirilan 6rnekler sekans analizi

icin Atlas Biyoteknoloji laboratuvarina génderilmistir.

3.4. Southern Blot Analizi

Katalaz ve Siiperoksit Dismutaz genlerinin kag¢ kopya ile temsil edildigini belirlemek
icin Southern Blot yontemi kullanilmistir. Southern blot analizi Sambrook vd.

(1989)’a gore yapilmustir.

3.4.1. Genomik DNA izolasyonu

Kabarla cilek ¢esidinin yaprak dokularindan genomik DNA’lar CTAB metodu (Doyle
ve Doyle, 1990) kullanilarak ¢ikarilmistir. Bu amagla, -80 °C’de saklanan 300 mg bitki
dokusu sogutulmus steril havana alinarak sivi azotla toz haline gelinceye kadar
ogiitiilmiistiir. Ornege 1 mL CTAB tamponu eklendikten sonra dziit 60°C’de 1 saat
bekletilmistir. 12000 rpm’de 5 dk santriflij edildikten sonra steril tiipe aktarilmis
slipernatanta esit hacimde kloroform:izoamilalkol (24:1 v/v) eklenmistir. Tiipler 5
dakika ters-diiz edilerek karistirildiktan sonra, 20000 rpm'de santrifiij edilmis ve
siipernatant temiz tlipe aktarilmistir. Bu asama en az iki kez tekrarlanmistir. RNaz
uygulamasi sonrasi izopropanol ile ¢oktiiriilen genomik DNA peleti, %70 etanol ile
yikandiktan sonra oda sicakliginda kurutulmus ve TE tamponunda ¢oziilmiistiir.
Genomik DNA’nin miktar ve kalitesi spektrofotometre ve %]1°lik agaroz jel

elektroforezi ile teyit edilmistir.

3.4.2. Genomik DNA’nin restriksiyon enzimleriyle kesilmesi

Southern blot ¢alismasi i¢in EcoRI, Hindlll, BamHI restriksiyon enzimleri kullanilarak

genomik DNA’nin kesim islemi yapilmistir (Cizelge 3.4).
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Cizelge 3. 4. Kesim reaksiyonunda kullanilan bilesenler ve miktarlari

Reaksiyon Bileseni Miktar
Genomik DNA(10-20 pg) 10 wl
Restriksiyon Enzimi(5 U/pl) Sul
10X Restriksiyon Enzim Tamponu 2ul
ddH20 3ul
Toplam Hacim 20 ul

Restriksiyon enzimleriyle gece boyu 37 °C’de kesime birakilan genomik DNA’nin
inkiibasyon sonrasit kesim iirlinleri %0.8’lik agaroz jelde elektroforez islemiyle

ayristirtlmistir.

3.4.3. Naylon membrana DNA aktarimi

Elektroforez isleminden sonra jel plastik bir kabin i¢ine yerlestirilip 0.25 N HCI
icerisinde 15 dakika bekletilmesinin ardindan denatiirasyon ¢6zeltisinde (0.5 M NaOH
ve 1 M NaCl) 2 kere 15’er dakika bekleme islemine birakilmistir. Denatiirasyon
sonrast jel 0.5 M Tris-HCI (pH 7.0) ve 3.0 M NacCl ile 2 kere 15’er dakika yikanmig
ve kisa siire distile su ile yikanarak baslangi¢ kismini belirlemek iizere jelin bir kosesi
isaretleme islemi yapilmistir. Jelin membrana kapiler transferi islemi temiz bir kapta
“sandvi¢ sistemi” kurularak saglanmistir. Transfer sonrast membran dikkatle ¢ikarilip
yapisan agaroz parcalarini uzaklastirmak icin 5 X SSC ile kisa siireli yikama iglemi
yapilmstir. UV Capraz baglayict cihaz (Stratalinker) kullanilarak DNA o6rnekleri

membrana sabitlenmistir.

3.4.4. DNA’nin isaretlenmesi ve hibridizasyon

Ilgili genlerden elde edilmis olan cDNA pargalart RT-PCR ile amplifiye edilmis ve jel
blot analizi i¢in prob olarak kullanilmistir. DNA probu DIG DNA isaretleme kiti ile
isaretlenmistir (Roche, Katalog no: 634858). Membran 6nceden belirlenmis olan Topt
sicakligina (Optimal sicaklik=Top=Tm-20-25 °C) getirilmis (42 °C), 10 ml
“Melezleme Tamponu” (Roche, DIG EasyHyb) igerisinde 30 dakika 6n melezlemeye
alinmistir. On melezlemenin bitmesine 10 dakika kala DIG ile isaretlenmis olan prob

kaynayan suda 5 dakika denatiire edilip buz lizerine alinmistir. Prob soguduktan sonra,
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onceden 42 °C ‘ye 1sitilan 3.5 ml Melezleme Tamponu eklenerek gece boyunca
melezleme firninda melezlemeye birakilmistir. Melezleme sonrasi, membran oda
sicakligindaki %0.1 SDS iceren 2X SSC ig¢inde 2 kez 5’er dakika yikama islemi
yapilmistir. % 0.1 SDS igeren 0.5X SSC iginde 50-52 °C’de 2 kez 15’er dakika yikama
isleminden sonra 1-5 dakika ’Yikama Tamponu”nda (Cizelge 3.5) calkalanmistir. 100
ml “1X Bloklama Cozeltisi’nde hafifce calkalanarak 30 dakika bekletilmistir. 20 ml
antikor ¢ozeltisinde 30 dakika calkalanarak inkiibe edilen membran 2 kez 15’er dakika
100 ml yikama tamponu ile yikandiktan sonra, 20 ml “Belirleme Tamponu”nda 2-5
dakika dengelenmistir. Membran 10 ml taze hazirlanmis renk-substrat ¢ozeltisinde
karanlikta renk olusumu goézleninceye kadar (30 dakika-16 saat) sabit bir zemin
tizerinde calkalamadan bekletilmis veya hibridizasyon sinyali kimyasal aydinlatma ile

belirlenerek ve jel goriintiileme sisteminde (Kodak GL1500) analiz edilmistir.

Cizelge 3.5. DIG isaretlemesi, melezleme ve goriintiilemede kullanilan ¢oézeltiler ve

tamponlar
Cozelti/Tampon Icerik Derisim
Maleik Asit 0.1M
Maleik Asit Tamponu pH:7.5
NaCl 0.15M
10 X Bloklama Stok Kit iginde yer alan %210 (w/v) Maleik asit
Tamponu bloklama tozu tamponu iginde
Maleik asit 0.1M
Yikama Tamponu pH: 7.5 NaCl 0.15M
Tween 20 % 0.3 (v/v)
1 X Bloklama Tamponu* 10X Bloklama Maleik  asitle  1X’e
Tamponu indirgendi
Tris-HCI 0.1M
Belirleme Tamponu pH: 9.5 NaCl 01M
NBT/BCIP stok 200 pl
Renk-Substrat Cozeltisi** cozeltisi belirleme
tamponuna 10 ml
Anti-digoksigenin-AP  1:5000 seklinde (150
konjugat1  (Anti-DIG-
Antikor Cozeltisi*** AP) muU/ml)
(750 {inite/ml)
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Cizelge 3. 5. DIG isaretlemesi, melezleme ve goriintiilemede kullanilan ¢ozeltiler
ve tamponlar( Devami)

NaCl 200mM
20X SSC pH: 7.0
Sodyum sitrat 300mM
SSC 2X
2XSSC Yikama Cozeltisi
SDS %0.1 (w/v)
SSC 0.1X
0.5XSSC Yikama Cozeltisi
SDS %0.1 (w/v)
BSA 2.5 g/250 ml
EDTA 0.939/250 ml
Melezleme Tamponu SDS 17.5 g/250 ml
NazHPO4 (pH:7.2) 1.5 M 125 ml

*10 X bloklama ¢ozeltisi maleik asit tamponuyla 1X’e sulandirilir.

**Daima taze hazirlanan bu ¢6zelti 1siktan korunmalidir.

***Anti-DIG-AP orjinal sisesi i¢inde her kullanimdan 6nce 10000 rpm’de 5 dakika
santrifiij edilir. Gereken miktar pipetle dikkatle iist kisitmdan alinarak kullanilir. Anti-

DIG-AP bloklama ¢6zeltisinde sulandirilir.

3.4.5. Dizileme ve biyoinformatik analizler

PCR sonucu elde edilen ve klonlanan DNA parcalart firmaya gonderilip
sekanslanmustir (Iontek, Istanbul). Niikleotid dizilemeleri enzimatik Sanger's dideoksi
yontemi temelinde yapilmistir. Diziler BioEdit (Hall, 2004) programlarinda agilarak,
okuma kalitesi kontrol edilmistir. Niikleotid dizilerin protein dizine
dontistiirilmesinde  http://www.fr33.net/translator.php kullanilmistir. NCBI  veri
bankasinda bulunan ve diger bitki tiirlerinden elde edilmis benzer dizilerin
karsilastirilmasinda BLASTn ve BLASTp (Altschul vd., 1997) programlar
(http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi)  kullanilmistir.  Niikleotid ve protein
dizilerinin hizalanmasinda BioEdit (Hall, 2004) ve ClustalW (2.1) (Thompson, 1994;
Jeanmougin vd., 1998) programlarindan yararlanilmistir. Dizi analizlerinde EXPASy
Tools (http://www.expasy.org/tools/), Conserved Domain Search
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/wrpsb.cgi) ve 3D SWISS MODEL
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(http://swissmodel.expasy.org/) programlarindan yararlanilmistir. Protein dizileri ile
gen bankasindan secilmis yakin protein dizileri arasi filogenetik iliskiler MEGA6
(Tamura vd., 2013) paket programi kullanilarak gosterilmistir. Ayrica ORF dizisinin
dogrulugunu kanitlamak adina "Sequence Manipulation Suite"
(http://www.bioinformatics.org/) veri tabaninda ORF Finder (Stothard, 2000)
programi kullanilmis ve genin agik okuma gergevesi belirlenmistir. Tahmini protein
sekanslariin dizi analizi ve karsilastirilmasi Clustal X (Jeanmougin vd., 1998) ve

GeneDoc (Nicholas ve Nicholas, 1997) programlari ile gergeklestirilmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

Bu arastirmada, Kabarla ¢ilek ¢esidinde bulunan antioksidanca zengin genlerin kismi
sekanslanmas1 ve karakterizasyonundan yola ¢ikilarak katalaz ve siiperoksitdismutaz
genlerinin niikkleotid ve amino asit dizilerinin biyoinformatik araglarla belirlenmesi
hedeflenmistir. Ayrica, bu genlerin Kabarla genomundaki muhtemel kopya sayisi

Southern Blot yontemi ile analiz edilmistir.

4.1. RNA izolasyonu

Total RNA Kabarla ¢ilek ¢esidinin yapraklarindan guanidyum izotiyasanat metodu
(Strommer vd., 1993) ile izole edilmistir. Elde edilen total RNA’larin konsantrasyonu
ve safligi (OD260/OD2g0) spektrofotometrede yapilan dlgiimlerle kontrol edilmis ve
kullanilacak 6rneklerin safliklarinin 1.80 ile 2.10 arasinda olmasina dikkat edilmistir.
Total RNA’larin konsantrasyon ve safliklarinin kontrolii icin formaldehitli agaroz
jelde ayrigmalar1 saglanmistir. Nanodrop sonucuna gére konsantrasyonu 0.0431 pg/puLL
ve 260/280 degeri 1.95 olan ve konsantrasyonu 0.0733 pg/uL ve 260/280 degeri 1.91
olan RNA’lar elde edilmistir. Elektroforez sonucuna gére RNA’larin 1600 bg ve 1200
b¢ uzunlugunda iki alt {initeye sahip oldugu tespit edilmistir.

Sekil 4. 1. Guanidyum izotiyasanat metoduyle elde edilen 28S ve 18 S biiyiikliigiindeki
RNA jel goriintiisti
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Total RNA’ya DNaz I enzimi uygulanarak genomik DNA’nin uzaklagtirilmasi
saglanmis ve RNA Ornekleri geriye transkriptaz yardimiyla cDNA’ya
dontistiiriilmiistiir. Bugiine kadar, Kabarla ¢esidinde hedef genlerle ilgili herhangi bir
molekiiler biyoloji ¢aligma olmamasindan dolay1 dejenere primerler kullanilarak PCR
uygulamalar1 yapilmistir. Dejenere oligoniikletidler ve cDNA kullanilarak yapilan
PCR amplifikasyonlar1 sonucunda, beklenen boyutlarda kismi cDNA’lar (SOD 300bg,
CAT 600bg, CAT 800bg) olarak elde edilmistir.

Sekil 4. 2. RT PCR sonucu katalaz genine ait 800bp ve 600bp biiyiikliigiindeki
elektroforez goriintiisii

Sekil 4. 3. RT PCR sonucu Siiperoksit Dismutaz genine ait 300bp biiytikliigiindeki
elektroforez goriintiisii
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4.2. RACE Analizleri

Genin varlig1 belirlendikten sonra genin molekiiler karakterizasyonuna yonelik
analizler icin 5° ve 3° RACE (Rapid Amplification Of cDNAEnds) sistemi
kullanilmistir. Elde edilen kismi cDNA’lara 3’ ve 5° RACE analizi uygulanarak tam
uzunluktaki cDNA klonlar1 elde edilmistir. 5’ ve 3° RACE PCR sonucunda; 5° CAT
1300bp, 5S’CAT 500bp, 5°’SOD 1000 bp 3°’CAT 4000 bp, 3°’CAT 1000bp, 3°SOD 7000
bp olarak tespit edilmistir.

Tam uzunluktaki bu genler sekanslandiktan sonra elde edilen dizilerin dogrulugu
biyoinformatik analizlerle kanitlanmistir. Bu analizler sonucunda 5’- ve 3’- dizileri
birlestirilerek hedef genlere ait tam uzunlukta cDNA dizileri elde edilmistir. Kabarla
cilek cesidinden CAT ve SOD geni ile ilgili elde edilen dizi sonuglart Gen Bankasinda
BLASTn programinda taranmistir.

Sekil 4. 4. 5'RACE sonucunda Kontrol, CAT ve SOD genine ait PRC goriintiisii
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Sekil 4. 5. 3'RACE sonucunda CAT ve SOD genlerine ait PCR goriintiisii

4.3. Southern Blot Analizi

Tez ¢aligmas1 kapsaminda izolasyonu ve karakterizasyonu hedeflenmis olan CAT ve
SOD geninin Kabarla genomunda kag¢ kopya ile temsil edildigini belirleyebilmek i¢in
Southern Blot yontemi kullanilmistir. Bu amagla, Kabarla yaprak dokularindan
genomik DNA’lar klasik CTAB metodu ile ¢ikarilmis ve genomik DNAnin miktar ve
kalitesi spektrofotometre ile belirlenmistir. Sirayla konsantrasyonlari; 65.5 ng/pL ile
60.5 ng/uL ve 260/280 degeri ise sirastyla 2.09 ve 2.03 olarak 6l¢iilmiistiir. Southern
Blot analizi i¢in 30 pg genomik DNA ¢ farkli restriksiyon enzimi ile ayr
reaksiyonlarda kesilmis ve DNA pargalar1 %]1’°lik agaroz jel elektroforezi ile

ayristirtlmistir.
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Sekil 4. 6. Cilek Genomik DNA 'lar1

Hedef genlerin her biri cDNA'dan RT-PCR ile ¢ogaltilmis ve prob olarak
kullanilmistir. DNA probu DIG DNA isaretleme kiti ile isaretlendikten sonra
hibridizasyon sinyali kimyasal aydinlatma ile belirlenmis ve jel goriintiileme
sisteminde (Kodak GL1500) analiz edilmistir. Tez kapsaminda calisilan CAT genin
Southern blot analizleri sonuglar1 Sekil 4.7°da verilmistir. CAT geninin ii¢ farkli
enzimle kesimi sonucunda DNA bantlart irettigi goriilmiistir. E ve H kesimi
sonucunda tek DNA bandi iretilirken BamHI kesimi sonucu ¢ift DNA bandi
iretilmistir. CAT geni i¢in yalnizca BamHI enzimiyle kesim sonucunda ¢ift bant (6.4
ve 2.5 kb) gozlenmistir. Elde edilen bu bulgular CAT geninin Kabarla genomunda 2

kopya ile temsil edildigini gostermistir.

SOD genin Southern blot analizleri sonuglar1 Sekil 4.8'de verilmistir. SOD geninin ii¢
farkli enzimle kesimi sonucunda DNA bantlar1 {irettigi goriilmiistiir. B ve H kesimi
sonucunda tek DNA bandi tretilirken ECORI kesimi sonucu ¢ift DNA bandi
tiretilmistir. SOD geni i¢in yalnizca ECORI enzimiyle kesim sonucunda cift bant (7.6
ve 4.9 kb) gozlenmistir. Elde edilen bu bulgular SOD geninin Kabarla genomunda 2

kopya ile temsil edildigini gostermistir.
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6. 4kb= -
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2.5kb= —

Sekil 4. 7. CAT geninin Kabarla genomundaki Southern Blot analizleri. Hedef gen
CAT, restriksiyon enzimleri (E=EcoRIl, B=BamHI ve H=HindlIll) ve
blotlanmis olan DNA parca biiyiikliikleri

B E H
7.6kb= S L | <6.9kDb
6.1kb=' e
4_9kb= -

Sekil 4. 8.SOD geninin Kabarla genomundaki Southern Blot analizleri. Hedef gen
SOD, restriksiyon enzimleri (E=EcoRIl, B=BamHI ve H=HindlIl) ve
blotlanmis olan DNA parca biiytikliikleri

4.4. CAT Geninin Molekiiler Karekterizasyonu

4.4.1. CAT genine ait niikleotid analizleri

3’-5’ RACE reaksiyonlar1 sonucunda CAT genine ait tam uzunluk ¢cDNA niikleotit
uzunlugu 676 niikleotid olarak belirlenmistir. Niikleotid dizisinde Metionin baslama
kodonunu ve ona benzer diger isaretli kisimlar stop kodonunu gostermektedir. Kirmizi
renk ile isaretli bolge agik okuma cergevesini gostermektedir. Bu dizide 5'-UTR
(translasyona ugramayan bolge) 119 baz ¢ifti (bg), protein kodlama bolgesi 496 bg, 3'-
UTR bolgesi 61 baz ciftinden olusmustur.
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Cizelge 4. 1. CAT genine ait tam uzunluktaki protein dizisi

FFIGHWTRVSPGWKSELKIQKAFPCCFPRWTLSNREL
ARIADSRHPKLAMLCLLPAStopPRSVCAHKITCSRPVI
CTARRAPSTPQKCLStopLDHFISSNSGAPVWNNPTFEA
PSSAPSPSYQAHEVFLPIFLCMDPYKSRPSSAFNSPFW
TTNSGAPVWNNNSSLTVGSRDPVLVEDYHLAEKLTNS
DREGYPELVLHARGATAKELSGVPPDMEQHTPPWPR
WTQRSSYHTGSFAVHHCYQQGWKPWNLEVSLWLWR
GVVLERGEISLGWKQVPPPFPPWWNEVPGHGLCFGAE
AAGKHSGGLRIHWLPTHHPAMLLKFTFMTQLSGIPTR
LQAHGWFRCQYIHVDQQSWQSSLREVPLETNLWSQV
SFGRRCNSSWRNQPQSCDSRLVWLYSSWHPRRLEPPH
ADEGSGVHTYTLVFEPLAGTVTWRQDIIPLAPHLRRA
LAEYRNGRRFYWKWTLCVGTWISCHSCMTFKCWVTS
KSKVMYLCYSESPSCSKLLGAPSEWTHRISQFQYSSLI
HEFQCIRDEDYLLCCQICSWISSQALPISCRCAKCKRW
KKDVCLGEQLYATWKDFFIFVIIQARAIYPPIVECPIR
PTCHPCYSQHLNVIRTPGVYMSMSNAANSLRCYNKH
PStop AVSSKLLRStopGQEIKVAIIQSSSCEDLLCStoplVY
NStopYLFKDQNWRKPLStopHVVAMStop ALVVCAERQN
SSQNNIDTAFMVKKKK

Kabarla cilek ¢esidinden CAT geni ile ilgili elde edilen dizi sonuglar1 GenBankasinda
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov) BLASTn programinda taranmistir. Niikleotid
seviyesinde yapilan homoloji arastirmasina gore CAT geni farkl: tiirlerde ve genlerde

yiiksek oranda benzerlik gostermistir (Cizelge 4.2)
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https://web.expasy.org/cgi-bin/translate/dna_sequences?/work/expasy/tmp/http/seqdna.190679,2,628
https://web.expasy.org/cgi-bin/translate/dna_sequences?/work/expasy/tmp/http/seqdna.190679,2,637
https://web.expasy.org/cgi-bin/translate/dna_sequences?/work/expasy/tmp/http/seqdna.190679,2,657
https://web.expasy.org/cgi-bin/translate/dna_sequences?/work/expasy/tmp/http/seqdna.190679,2,662
https://web.expasy.org/cgi-bin/translate/dna_sequences?/work/expasy/tmp/http/seqdna.190679,2,674
https://web.expasy.org/cgi-bin/translate/dna_sequences?/work/expasy/tmp/http/seqdna.190679,2,678
https://web.expasy.org/cgi-bin/translate/dna_sequences?/work/expasy/tmp/http/seqdna.190679,2,680
https://web.expasy.org/cgi-bin/translate/dna_sequences?/work/expasy/tmp/http/seqdna.190679,2,701

Cizelge 4. 2. Kabarla’dan elde edilen CAT geninin diger tiirlerden izole edilen CAT
genlerinin niikleotid ve amino asit sekanslarinin karsilastirilmasi

Gen
(Niikleotid) Benzerlik(%)
chromosome 4 (Arabidopsis thaliana) 98%
PC0104975 (Zea mays ) 98%
94%

catalase-2-like
(LOC104716627)(Camelina sativa)

88%

Brassica oleracea

[0)
catalase-2-like (LOC108840848) 7%
(Raphanus sativus)

[0)
Linumusita tissimum 87%
Malus x domestica 85%

catalase 1 (CAT1)(Dendrobium officinale) | 80%

Cucumis melo 78%
CAT3 (CAT3) gene(Kernera saxatilis) 78%
catalaseisozyme 1 70%

(LOC113346811)(Papaver somniferum

Gen

(Amino asit) Benzerlik(%)
catalase isozyme 1 [Prunus avium] 47%
catalase-2 [Rhinolophussinicus] 47%
Arabidopsis thaliana 46%
catalase-2 [Camelinasativa] 45%
catalase isozyme 1 [Quercus suber] 44%
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https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_189468608
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1370764229
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https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_700212729
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_733581963
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_745627878
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1220081859
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1344073115

4.4.2. CAT geninin tam niikleotid sekansi

Cizelge 4. 3. CAT genine ait tam niikleotid sekans bilgileri
Atttttcatagggcattggaccegtgtcagtccagggtggaaaagegaatta
aagattcaaaaggcattcccatgcetgttttccgegatggaccttgagcaacagggaatt
ggcgagaatcgcecgattctcgecaccctaagttggecatgcetetgtcttttgecegcettg
accccgeagtgtgtgtgcccacaagataacctgetcgagaccggtaatttgcaccgeecy
tcgagcgecttcaacgccccagaagtgtttataactggaccatttcatatcctccaactc
cggcgcccccgtgtggaacaacccaacctttgaggcgceccagctcagctccctcaccgte
atatcaggcgcacgaggtctttcttcccatcttcctctgeatggatccttacaagtcecg
cccttcaagegctttcaattctectttctggactacgaactccggtgctectgtttggaa
taataactcttccctaaccgttggatctcgagatccagttctagttgaggactatcatct
ggcggagaaacttaccaactctgatagagaaggttacccagagttggttcttcatgetag
gggcgccaccgcaaaggaactctctggtgtecctectgatatggaacaacatactcctce
Atggcctegttggacccagaggtctagttaccacaccgggtcatttgcggtacaccacty
ttatcaacaaggctggaagccgtggaaccttgaggtategetgtggttatggagaggagt
Tgtgctcgagagaggggaaatttcacttggttggaagcaagttccaccteectttectee
gtggtggaatgaagttcceggacatggtctatgetttggagcggaagecgcaggcaaaca
ttcaggtggcttgaggatccattggettectactcaccatccagecatgetactaaagt
tcacctttatgactcaattatcgggtattcccacaagattacaggcacatggatggttca
ggtgtcaatacatacatgttgatcaacaaagctggcaaagctcactacgtgaagttccat
tggaaaccaacttgtggagtcaagtctcttttggaagaagatgcaattcgtcttggagga
accaaccacagtcatgcgactcaagacttgtatggctctatagcagctggeatcecegee
gactggaaccgccacatgccgacgagggatccggggtgcacacgtacacgctcgtetttg
agccgcttgccggceaccgtcacctggegtcaagatattattccactggegecccacctge
ggcgtgcgcetcgetgaatatagaaatggacgacgtttttactggaaatggacattatgeg
ttggaacctggataagttgtcacagttgtatgactttcaaatgttgggtcacttcaaaat
ctaaagttatgtatttatgttactcagagtcaccgtcttgttcgaaacttttgggtgctc
ccagtgaatggacacacagaatctcacaatttcaatattcatcactgattcatgaatttc
agtgcatcagggatgaggattatttactttgttgccaaatatgttcgtggatctcateg
caagcgcttcccatttcctgcagatgtgcaaaatgtaagegttggaaaaaggatgtttgt
ttaggagaacaactttatgcaacttggaaagactttttcatttttgttataatacaggca
agagcgatttatccgecgatcgttgaatgecctatcagacccacgtgtcacccatgttat
tcgcagcatctgaatgtcatacggactccaggegtgtatatgtctatgtcgaatgeegec
aactcgttgagatgttacaataagcatccgtaggcagtgtccagcaaactcttgaggtag
ggacaagagatcaaagttgcgataatacaatcttcatcatgtgaggatcttctgtgctaa
attgtttataattagtatctgtttaaagaccaaaattggaageccttgtgacatgttgtt
gccatgtaataagcetctegttgtatgtgcagaaagacagaactcgtctcaaaacaacatc
gacactgcattcatggttaaaaaaaaaaaa

4.4.3. CAT domeyn organizasyonu

Korunmus domeyn analizine gére CAT geninin kodladig1 tahmini proteininde katalaz

gen ailesine ait olan iki farkli okuma ¢ercevesi bulunmustur.
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Sekil 4. 9. CAT genine ait Domeyn Organizasyonu

4.4.4. CAT protein parametreleri

Niikleotid diizeyinde genin karakterizasyonuna yonelik analizlere ek olarak genin
amino asit dizisi ise ExXPASy Tools veritabani yardimiyla saptanmistir. A¢ik okuma
gergevesindeki niikleotid dizilerinin amino asit dizisine doniistiiriilmesi sonucunda
496 amino asit uzunlugunda amino asit zinciri belirlenmis ve c¢izelge 4.4 de

gosterilmistir.

Cizelge 4. 4. Kabarla ¢ilek ¢esidinden izole edilen CAT geninin niikleotid ve tahmini
aminoasit sekanslari

10 20 30 40 50 60
MDPYKSRPSS AFNSPFWTTN SGAPVWNNNS SLTVGSRDPV LVEDYHLAEK
LTNSDREGYP

70 80 90 100 110 120
ELVLHARGAT AKELSGVPPD MEQHTPPWPR WTQRSSYHTG SFAVHHCYQQ
GWKPWNLEVS

130 140 150 160 170 180
LWLWRGVVLE RGEISLGWKQ VPPPFPPWWN EVPGHGLCFG AEAAGKHSGG
LRIHWLPTHH

190 200 210 220 230 240
PAMLLKFTFM TQLSGIPTRL QAHGWFRCQY IHVDQQSWQS SLREVPLETN
LWSQVSFGRR

250 260 270 280 290 300
CNSSWRNQPQ SCDSRLVWLY SSWHPRRLEP PHADEGSGVH TYTLVFEPLA
GTVTWRQDII

310 320 330 340 350 360
PLAPHLRRAL AEYRNGRRFY WKWTLCVGTW ISCHSCMTFK CWVTSKSKVM
YLCYSESPSC
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Cizelge 4.4. Kabarla c¢ilek ¢esidinden izole edilen CAT geninin niikleotid ve tahmini

aminoasit sekanslari (Devami)
370 380 390 400 410 420

SKLLGAPSEW THRISQFQYS SLIHEFQCIR DEDYLLCCQI CSWISSQALP ISCRCAKCKR

430 440 450 460 470 480
WKKDVCLGEQ LYATWKDFFI FVIIQARAIY PPIVECPIRP TCHPCYSQHL NVIRTPGVYM

490
SMSNAANSLR CYNKHP

CAT geninin tam uzunluktaki tahmini protein dizisinde kodlanan amino asitlerin
sayist ve yiizdesi Cizelge 4.5°de verilmistir. En yliksek oranda bulunan aminoasitlerin
serin, 16sin, prolin, arginin, oldugu ve sirasiyla 9.9%, 8.5%, 7.9%, 6.5% oranlarinda
bulundugu belirlenmistir. CATgeninin kodladigi proteinde en az oranda temsil edilen

amino asit ise pyroldsin ve selenosistein olup temsil oran1 %0 olarak hesaplanmuistir.

Cizelge 4. 5. CAT geninin tam uzunluktaki tahmini protein dizisinde kodlanan amino
asitlerin sayis1 ve yiizdesi

Amino asit Zincirde bulunma sayisi Bulunma yiizdesi
Ala (A) 25 5.0%
Arg (R) 32 6.5%
Asn (N) 16 3.2%
Asp (D) 13 2.6%
Cys (C) 23 4.6%
GIn (Q) 23 4.6%
Glu (E) 23 4.6%
Gly (G) 27 5.4%
His (H) 23 4.6%

e (1) 20 4.0%
Leu (L) 42 8.5%
Lys (K) 18 3.6%
Met (M) 8 1.6%
Phe (F) 17 3.4%
Pro (P) 39 7.9%
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Cizelge 4.5. CAT geninin tam uzunluktaki tahmini protein dizisinde kodlanan amino
asitlerin sayis1 ve yiizdesi (Devami)

Ser (S) 49 9.9%
Thr (T) 25 5.0%
Trp (W) 27 5.4%
Tyr (Y) 19 3.8%
Val (V) 27 5.4%
Pyl (O) 0 0.0%
Sec 0 0.0%

CAT geni 496 amino asitlik bir proteinin kodlayan bir ORF’den (open reading frame)
olustugu ortaya konulmustur. Bu gene ait 5’ ve 3’ kodlamayan sekanslarinin sirastyla
119 ve 61 niikleotidden meydana geldigi belirlenmistir (Cizelge 4.5.). CAT teorik
olarak yaklasik 57359.55 kDa molekiiler agirliga ve 8.91 pl degerine sahiptir. Ayrica
CAT 36 adet negatif yiiklii ve 50 adet pozitif ytliklii amino asitten olusan hidrofobik
bir proteindir. Proteinin GRAVY (Grand average of hydropathicityindex) degeri-
0.405 olarak hesaplanmustir.

4.4.5. Katalaz geninin filogenetik iliskisi

Kabarla’dan izole edilen CAT geninin filogenetik agacini olusturmak i¢in yaklasik
100 farkli CAT geni gen bankasinin veri tabaninda karsilastirilmis ve %98-70
benzerlik oranlari saptanmistir. Neighbor-Joining (N-J) temelinde gerceklestirdigimiz
filogenetik analizlere gore 13 dizi iki ana gruptan olusmustur ve bu ana gruplarda
kendi aralarinda alt gruplara ayrilmistir. Ik ana grupta Triticum aestivum, Cucurbita
pepo, Prunus avium, Oryza sativa, Fragaria ananassa, Solanum lycopersicum ve
Prunus persica bulunurken, diger ana grupta Zea mays, Secale cereale, Camelina
sativa, Arabidopsis thaliana, Viccia faba ve Pisum sativum yer almistir. Fragaria
ananassa ile en yiiksek benzerligi gosteren Solanum Lycopersicum ve Prunus persica

olmustur ve bu ¢esitler ayn1 alt grup igerisinde yer almislardir.

35



54 Triticum aestivum

16 —|: Cucurbita pepo

Prunus avium

ik —1?|: COryza sativa

Fragaria ananassa

7 —|: Solanum lycopersicum
70 Prunus persica
] Zea mays

15 —|: Secale cereale

Camelina sativa

Arabidopsis thaliana

93 Pisum sativum

Sekil 4. 10. CAT Geninin Filogenetik Haritasi

4.5. SOD Geninin Molekiiler Karekterizasyonu

4.5.1. SOD genine ait niikleotid analizleri

3’-5 RACE reaksiyonlar1 sonucunda SOD genine ait tam uzunluk cDNA niikleotit
uzunlugu 381 niikleotid olarak belirlenmistir. Niikleotid dizisinde Metionin ve ona
benzer isaretli kisimlar baslama kodonunu géstermektedir. Kirmizi renk ile isaretli
bolge agik okuma cergevesini gostermektedir. Bu dizide 5'-UTR (translasyona
ugramayan bolge) 21 baz cifti (bg), protein kodlama bolgesi 317 bg, 3'-UTR bolgesi
43 baz ciftinden olusmustur.

Cizelge 4. 6. SOD genine ait tam uzunluktaki protein dizisi
EFStopSFSRICIIFLSLCFLIEAREKMQGRNSLYFDFCD
LVYKNPCWKVKKKEEIKTRIGKPYQISFWISLFTTERG
RHSVAAKLCEGCCIYSNVCWEITYLEFVLVLPPREFSY
TWSLLALLLVSIFQLRICMGDFYDSMKEAQFDLFYFLF
LILVMYYVFFDRSSETAIESFYSELIIYRMCFVTMLSY
LINSFLLYWFSGPTNGLHVHACDRKHYWPQAWASWEF
RHVHVHAIAWIHYAWCLLICCSWSTKTVIFWQCVLD
YKYGLLTKTYWRSLWEQACFTIVATFGGFWFLEIFQL
RMLIESRRFGHFGLLLHGFYDLGTQLEFAIGPTDQRMC
FVTRTEStopl IHLAIPIYLANKStopSLLTDV StoplStopDLV
QEHYSAVStopLFDSNVCSCYWYSFVEKK

Kabarla ¢ilek ¢esidinden SOD geni ile ilgili elde edilen dizi sonuglari Gen Bankasinda
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov) BLASTn programinda taranmistir. Niikleotid
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https://web.expasy.org/cgi-bin/translate/dna_sequences?/work/expasy/tmp/http/seqdna.130488,1,4
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https://web.expasy.org/cgi-bin/translate/dna_sequences?/work/expasy/tmp/http/seqdna.130488,1,138
https://web.expasy.org/cgi-bin/translate/dna_sequences?/work/expasy/tmp/http/seqdna.130488,1,155
https://web.expasy.org/cgi-bin/translate/dna_sequences?/work/expasy/tmp/http/seqdna.130488,1,180
https://web.expasy.org/cgi-bin/translate/dna_sequences?/work/expasy/tmp/http/seqdna.130488,1,185
https://web.expasy.org/cgi-bin/translate/dna_sequences?/work/expasy/tmp/http/seqdna.130488,1,299
https://web.expasy.org/cgi-bin/translate/dna_sequences?/work/expasy/tmp/http/seqdna.130488,1,334
https://web.expasy.org/cgi-bin/translate/dna_sequences?/work/expasy/tmp/http/seqdna.130488,1,343
https://web.expasy.org/cgi-bin/translate/dna_sequences?/work/expasy/tmp/http/seqdna.130488,1,357
https://web.expasy.org/cgi-bin/translate/dna_sequences?/work/expasy/tmp/http/seqdna.130488,1,364
https://web.expasy.org/cgi-bin/translate/dna_sequences?/work/expasy/tmp/http/seqdna.130488,1,366
https://web.expasy.org/cgi-bin/translate/dna_sequences?/work/expasy/tmp/http/seqdna.130488,1,377

seviyesinde yapilan homoloji arastirmasina gére SOD geni farkl tiirlerde ve genlerde

yiiksek oranda benzerlik gostermistir (Cizelge 4.7).

Cizelge 4. 7. SOD geninin diger genlere olan benzerlik yilizdesi
Benzerlik(%)

Gen

(Niikleotid)
Fragaria vesca subsp. Vesca superoxidedismutase [Cu-Zn] 4AP | 98%
(LOC101312093), Mrna
Fragaria vesca subsp. Vesca superoxidedismutase [Cu-Zn] |97%
(LOC101307336), Mrna
Fragaria vesca subsp. Vescasu peroxidedismutase [Mn], | 96%
mitochondrial (LOC101302593), mRNA
Camellia sinensis Cu/Zn superoxide dismutase mMRNA, partialcds | 93%
Rosa chinensis superoxide dismutase [Cu-Zn] (LOC112191514), | 90%
Mrna
Prunus avium superoxide dismutase [Cu-Zn] 1 (LOC110759755), | 88%
Mrna
Prunus persica superoxidedismutase [Cu-Zn] (LOC18772363), | 88%
transcriptvariant X3, misc_ RNA

4.5.2. SOD geninin tam niikleotid sekansi

Cizelge 4. 8. SOD genine ait tam niikleotid sekans bilgileri

Gaattctagagtttttccagaatctgcattatttttctatctctgtgttttttgatcgaagctagagaaaaaatgcagggaag
gaattcattgtatttcgatttttgtgatcttgtgtac
aagaacccatgctggaaagtaaaaaagaaagaagaaataaaaacccggattggeaage
ttaccagattagcttctggatttctctttttactacggagcegtgggaggeattcagtage
ggctaaactatgtgagggttgttgtatctattccaatgtttgctgggaaataacttatct
tgagtttgtcttggtcctecctececgcttttcatacacctggagtttgttggegttgct
tttggtttctattttccaattgagaatctgtatgggtgatttttatgatagtatgaa
agaggcacagtttgatttgttttactttttatttttaattttggttatgtactatgtgtt
ttttgatcgaagtagtgaaaccgcaattgaatctttttactctgaactgatcatttaca
ggatgtgttttgttactatgctgtcgtatttgattaactegtttttgctttattggtttt
caggcccaactaatgggttacatgttcatgcctgtgaccggaaacattactggectcaag
cctgggcttcatggtttcgacatgttcatgttcatgctattgcttggattcattatgctt
ggtgtctgctaatctgttgttcttggagtaccaaaacggtaattttttggeaatgegttt
tggattataaatatgggctcttgacaaagacttactggagaagcttgtgggaacaggctt
gcttcacaattgttgctacatttggeggcttttggtttctggaaattttccaattgagaa
tgttaattgaaagtcgtcgttttggtcactttgggttgettttgcacggtttttatgate
tggggacacagctggaatttgcaataggtectactgatcaaaggatgtg
ttttgttactagaacggaataaataatacatttggcaatacccatatacttgg
ctaacaaatgaagccttctcactgatgtatgaatatgagacttagtacaagagcattatt
ccgctgtgtagttgtttgacagtaatgtgtgttcatgctattggtactcttttgtty aaaaaaaaaa
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4.5.3. SOD geninin protein parametreleri

Niikleotid diizeyinde genin karakterizasyonuna yonelik analizlere ek olarak genin
amino asit dizisi ise EXPASy Tools veritaban1 yardimiyla saptanmistir. A¢ik okuma
cercevesindeki niikleotid dizilerinin aminoasit dizisine doniistiiriilmesi sonucunda 317

aminoasit uzunlugunda amino asit zinciri belirlenmis ve cizelge 4.9’ de verilmistir.

Cizelge 4. 9. Kabarla’dan izole edilen SOD genine ait amino asit sekansi
10 20 30 40 50 60
MQGRNSLYFD FCDLVYKNPC WKVKKKEEIK TRIGKPYQIS FWISLFTTER
GRHSVAAKLC

70 80 90 100 110 120
EGCCIYSNVC WEITYLEFVL VLPPRFSYTW SLLALLLVSI FQLRICMGDF YDSMKEAQFD

130 140 150 160 170 180
LFYFLFLILV MYYVFFDRSS ETAIESFYSE LI'YRMCFVT MLSYLINSFL LYWFSGPTNG

190 200 210 220 230 240
LHVHACDRKH YWPQAWASWF RHVHVHAIAW IHYAWCLLIC CSWSTKTVIF
WQCVLDYKYG

250 260 270 280 290 300
LLTKTYWRSL WEQACFTIVA TFGGFWFLEI FQLRMLIESR RFGHFGLLLH
GFYDLGTQLE

310
FAIGPTDQRM CFVTRTE

SOD geninin tam uzunluktaki tahmini protein dizisinde kodlanan amino asitlerin
sayist ve yiizdesi Cizelge 4.10’de verilmistir. En yiiksek oranda bulunan
aminoasitlerin 16sin, fenilalanin, izolosin, serinoldugu ve sirasiyla 11.7%, 9.5%, 6.6%,
6.6% oranlarinda bulundugu belirlenmistir. SOD geninin kodladig1 proteinde en az
oranda temsil edilen amino asit ise pyroldsin ve selenosisteinolup temsil oran1 %0

olarak hesaplanmustir.
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Cizelge 4. 10. SOD geninin tam uzunluktaki tahmini protein dizisinde kodlanan amino
asitlerin say1s1 ve yiizdesi

Amino asit Zincirde Bulunma
bulunma
sayisl

Ala (A) 14 4.4%
Arg (R) 16 5.0%
Asn (N) 5 1.6%
Asp (D) 10 3.2%
Cys (C) 15 4.7%
GIn (Q) 10 3.2%
Glu (E) 15 4.7%
Gly (G) 15 4.7%
His (H) 10 3.2%

le (1) 21 6.6%
Leu (L) 37 11.7%
Lys (K) 13 4.1%
Met(M) 8 2.5%
Phe (F) 30 9.5%
Pro (P) 7 2.2%
Ser (S) 21 6.6%
Thr (T) 18 5.7%
Trp(W) 15 4.7%
Tyr (Y) 20 6.3%
Val (V) 17 5.4%
Pyl (O) 0 0.0%
Sec (U) 0 0.0%

SOD 317 amino asitlik ORF’ yi (openreadingframe) kodlayan bir proteinden olustugu
ortaya konulmugstur. Bu gene ait 5’ ve 3’ kodlamayan sekanslarinin sirasiyla 21 ve 43
niikleotidden meydana geldigi belirlenmistir. SOD teorik olarak yaklasik 37990.50
kDa molekiiler agirliga ve 8.29 pI degerine sahiptir. Ayrica SOD 25 adet negatif yiikli
ve 29 adet pozitif yiiklii amino asitten olusan hidrofobik bir proteindir. Proteinin
GRAVY (Grand average of hydropathicityindex) degeri 0.276 olarak hesaplanmistir.
GRAVY degeri sifirdan kii¢iik olmadigi i¢in proteinin genel olarak hidrofilik

karakterde bir protein olmadigi belirlenmistir.

4.5.4. SOD geninin filogenetik iliskisi

Kabarla’dan izole edilen SOD geninin diger tiirlerden izole edilen SOD genleri ile filogenetik
iligkisini olusturabilmek i¢in gen bankasinin veri tabaninda bulunan yaklasik 100 farkli SOD

geni gen bankasinin veri tabaninda karsilastirilmis %98-88 benzerlik orani vardir. Neighbor-
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Joining (N-J) temelinde gerceklestirdigimiz filogenetik analizlere gore 11 dizi iki ayna
grupta toplanmigtir ve Fragaria ananassa ile en yiiksek benzerligi gosteren Prunus
persica olurken onu takip eden pisum sativum, triticum aestivum, pinus sylvestris,
Prunus avium, oryza sativa, vicia sativa olmustur. Diger alt kiimede bulunan;

fragariavesca, rosa chinensis, gycine max. daha az benzerlik gostermistir.

40— Vicia sativa
|— .
2 Oryza sativa

[ Prunus avium
. .
23 Pinus sylvestris

L —— Triticum aestivum
. .
Pisum sativum

2 [ Prunus persica
|— .
28 Fragaria ananassa

Fragaria vesca

Sekil 4. 11. SOD Geninin Filogenetik Haritas:
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5. TARTISMA VE SONUC

Oksidatif hasar1 engellemek i¢in Okaryotik hiicreler sitoplazma, mitokondri ve
kloraplastta dagilmais ¢esitli antioksidan ajanlar bulunmaktadir. CAT ve SOD hiicreleri
oksidatif strese kars1 koruyan birer antioksidan enzimdir (Nishiyama vd., 2017). CAT,
hidrojen peroksidi oksijene ve suya indirgeyerek aerobik organizmalar1 oksidatif
hasara kars1 koruyan, atmosfere maruz kalan hemen hemen tiim canli organizmalarda
bulunan 6nemli bir antioksidan enzimdir. CAT mRNA'lar1 bir¢ok tiirden klonlanmis
ve oksidatif stresin yararli biyo belirtegleri olarak kullanilmistir (Zhang vd., 2018).
Antioksidan savunma sisteminin bir yan {riinii olan SOD siiperoksitin hidrojen
peroksit ve oksijene ayrigsmasini katalize ederek aerobik organizmalar1 oksidatif
hasardan koruyabilir. SOD asir1 reaktif oksijen tiirlerini (ROS) elimine etmek ve
bagisiklik sisteminin redoks dengesini korumak i¢in organizmalar1 koruma
yetenegindedir (Wu vd., 2017). Bu ¢asilmada Kabarla ¢ilek ¢esidindeki antioksidan
acisindan zengin CAT ve SOD genlerinden izolasyon ve karakterizasyonlarini

yapilmasi amag¢lanmaistir.

Katalaz (CAT), hidrojen peroksitin oksijene ve suya indirgenmesiyle oksidatif hasara
kars1 hiicresel korumada 6nemli rol oynayan antioksidan enzimidir. Yapilan bir
caligmada; Chilo suppressalis'den (CsCAT) tam uzunlukta bir CAT c¢DNA'sin
klonlanmis, karakterize edilmis ve ¢evresel streslerin CsCAT ekspresyonu ve enzim
aktivitesi lizerindeki etkisi incelenmistir. 553 amino asitlik bir agik okuma ¢ergevesi
bulundugu ve polipeptidini kodlayan 1659-bp'lik bir uzunluga sahip oldugu tespit
edilmistir (Bai v., 2017).

CAT"'n Heortia vitessoides Moore da roliinii agiklamak i¢in Aquilariasinensis
(Loureiro) sprenger ormanlarinda en yikici zararlilardan biri olan yetiskin H.
vitessoides'in transkriptomunda bir CAT geni (HvCAT) tanimlanmistir. Dizi analizleri

sonucunda HvCAT'n, 507 amino asit iceren bir proteini kodladig1 tespit edilmistir

(Cheng vd., 2018).

Bir bagka ¢alismada, CAT geninin ¢cDNA sekansini, RACE metodu ile tath su

planaryas1 Dugesia japonica'dan (DjCAT olarak adlandirilmistir) klonlanmistir. Dizi
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analizi sonucunda tam uzunlukta cDNA dizisinin, 506 amino asidi kodlayan 1734

niikleotitten olustugu tespit edilmistir (Zhang vd., 2018)

Zosteramarina’da CAT geni cDNA dizilimi, EST analizi ve RACE ile tanimlanmustir.
ZmCATgeninin niikleotit sekansi, bilinen diger bitki CAT'lerine 6nemli homolojiye
sahip 477 amino asit kodlayan agik okuma gergevesi (ORF), 1.434 bp ile 1.816 bp'den
olustugu tespit edilmistir (Zang vd., 2018).

Locusta migratoria kaynakli katalaz genini (LmCAT) kodlayan tam uzunlukta bir
cDNA (1524bp) klonlanmistir. LmCAT geninin 507 amino asidi kodlayan agik okuma
cercevesi, ve diger bocek CAT'leriyle %57.8-%97.8 benzerlik oldugunu tespit
edilmistir (Zhang vd.,2016).

Onemli bir antioksidan enzim olan siiperoksit dismutaz (SOD), siiperoksitin hidrojen
peroksit ve oksijene ayrismasini katalize ederek aerobik organizmalar1 oksidatif
hasardan koruyabilir. SOD'ler bazi tiirlerde klonlanmis ve ¢evresel strese karsi tepki
olarak dinamik ekspresyonu veya enzimatik aktiviteleri incelenmistir. Yapilan
calismada tatli su planaryan Dugesia japonica ‘dan iki SOD'min tam uzunlukta
cDNA's1 ilk once klonlanmistir (sirastyla DjCuZnSOD ve DjMnSOD olarak
adlandirilmistir). DjCuZnSOD'un cDNA's1 186 amino asidi kodlayan 661 niikleotitten,
bpDjMnSOD geninin 226 amino asidi kodlayan ve 765 niikleotidden olusan kalintinin
bir polipeptidini kodladig1 belirtilmistir (Zhang vd., 2019).

CpMnSOD olarak belirtilen C. plicatanin MnSOD c¢DNA'st hemositlerden
klonlanmigtir. MnSOD'un tam uzunlukta cDNA's1 223 amino asidi kodlayan 672 bp
ile 1096 bp bir agik okuma gergevesi oldugu tespit edilmistir. CpMnSOD geninin dizi
benzerligi gosterdigi tespit edilmistir (Yang vd., 2019).

Apostichopus japonicus (AjSODI1) ile yapilan; Cu/Zn SOD dagilim1 ve biyolojik islevi
ilk olarak tanimlanmistir. AJSOD1 ¢cDNA'nin uzunlugu 1219 bp oldugu ve molekiil
agirligi 15.47kDa olan ve tahmini bir izoelektrik noktasi 5.65 olan ve 152 amino asitlik
bir proteini kodlayan 459 bp'lik bir agik okuma gercevesi (ORF) icerdigi tespit
edilmistir (Wang vd., 2019).
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Mytilus coruscus'tan Cu / Zn-SOD ve Mn-SOD'un biitiin agik okuma gerceveleri
(ORF'ler) (McSOD ve MnSOD olarak adlandirilmigtir) homolog klonlama ile
tanimlanmistir. Dizi uzunluklar sirasiyla 157 ve 228 amino asidi kodlayan 474bp ve

687bp oldugu belirtilmistir (Wu vd., 2017).

Bir baska c¢alismada dinoflagellate Prorocentrum'dan yeni bir SOD geni
(PmCuzZnSOD) tanimlanmis ve yapisal ozelliklerini, varsayilan kokenini ve gen
ekspresyonu incelenmistir. Dinoflagellate SOD geninin, 714-bp ORF (237 aa) dizisi
ve 895bp uzunlugu poli (A) kuyrugu igerdigi belirtilmistir (Abassi vd., 2019).

Zencefil (Zingiber officinale), antioksidan ozellikleri ile bilinir, ancak, zencefil
rizomlarindan SOD geni hakkinda c¢aligsmalar mevcut olmadigi ve bu ¢alisma ile Z.
officinale (Zo-SOD) rizomundan SOD geni saflastirilmis ve N terminal dizilimi,
amino asit analizi ve spektrometrisi ile ve ayrica de novo dizileme yontemleri
kullanarak tam amino asit dizisini belirlenmistir. .Zo-SOD geni; Cu/Zn-SOD motifine
sahip 151 amino asitten olustugu ve diger Cu/Zn-SOD bitkileri ile yiiksek benzerlige
sahip oldugu tespit edilmistir (Ishiyama vd., 2017).

Bazi ¢esitlerde CAT ve SOD genlerinin izolasyonu ve karakterizasyonu yapilmis olsa
da bircok cesitte bu genler arastirilmamistir. Yapilan arastirmalar sonucunda CAT ve
SOD genlerinin bitkilerin abiyotik ve biyotik streslerle basa ¢ikmasi agisindan oldukta
onemlidir. Bu tez calismasinda da ilk defa Kabarla c¢ilek ¢esidinden izole edilen ve
antioksidan acgisindan zengin, molekiiler olarak karakterize edilen CAT ve SOD
genleri izole edilmistir. Bu sayede CAT ve SOD genlerine ait tiim niikleotid ve sekans
bilgilerine ulagilmistir Elde edilen genlerin sekanslari gen bankasinda yer almasi

arastiricilar tarafindan farkli amaglar i¢in kullanilanimi s6z konusu olabilecektir.
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