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OZET
Doktora Tezi

KURAKLIK STRESI SIRASINDA UYARILAN NAC TRANSKRIPSiYON
FAKTORUNUN RANGPUR LAYM’DAN iZOLASYONU,
KARAKTERIZASYONU VE TURUNC ANACINA GENETIK
TRANSFORMASYONU

Emine Dogus SIVRI

Isparta Uygulamah Bilimler Universitesi
Lisansiistii Egitim Enstitiisii
Tarimsal Biyoteknoloji Anabilim Dah

Damisman: Dog. Dr. Mehtap SAHIN CEVIK

Cevresel stres faktorleri diinyadaki biitiin bitkilerin biiyiimesini, tretimini ve
dagilmasimi simirlayan en 6nemli faktorler olarak bilinmektedir. Abiyotik stres
faktorlerinden biri olan kuraklik ise dogal dengeyi olumsuz olarak etkilemektedir.
Diinya iizerinde giderek etkisini artiran kuraklik, {ilkemizde ve diinyada diger meyve
tiirlerinde oldugu gibi turunggil yetistiriciligini de olumsuz yonde etkilemektedir.
Tiirkiye’de ve Akdeniz kusaginda turunggil yetistiriciliginde yaygin olarak kullanilan
turung (Citrus aurantium) anaci kurakliga orta siddette tolerans gostermektedir. Bu
nedenle kurakliga dayanikli anag¢ gelistirilmesi ililkemizde turunggil islahinin ana
amaglarindan birini olusturmaktadir. Daha 6nce yapilan bir calismada Rangpur laym
(Citrus x limonia) bitkilerine kuraklik stresi uygulandiginda uyarilan genler arasinda
kuraklik dayaniminda etkili olan bir NAC geni bulunmustur. Bu ¢alismada kismi baz
dizilimi bilinen bu NAC geninin RACE yontemiyle 5’ ve 3’ uglar1 bulunarak bu
NAC geninin tamami elde edilmistir. Tiim gen olarak izole edilen NAC geni CINAC
olarak tanimlanmistir ve farkli turunggil anaglarinda kuraklik stresi sirasinda
ekspresyonu incelenmistir. Yapilan gen ekspresyon analizleri sonucunda 14 giinliik
kuraklik stresi uygulamasi sirasinda CINAC geninin ekspresyonu Rangpur laym
bitkilerinde artarken turun¢ anacinda herhangi bir artis gostermemistir. Bu nedenle
bu caligma kapsaminda turung anacinin kuraklik stresine karsi toleransini artirmak
amactyla CINAC geni Agrobacterium tumefaciens araciligt turung anacina
aktarilmaya caligilmistir. Bu amagla NAC geni RT-PCR yontemi ile tim gen olarak
cogalilarak Karnabahar mozaik viriisii (CaMV) 35S promotor ve terminator bolgeleri
arasina klonlanmistir. Elde edilen tiim gen daha sonra pCAMBIA-1304 binary
plazmitinin  T-DNA  bolgesine  klonlanarak ~ Agrobacterium  tumefaciens'e
aktarilmistir. Elde edilen tim NAC geni daha once gelistirilen ve turunggilerde
yaygin olarak kullanilan Agrobacterium araciligi ile gen transformasyon yontemi
kullanilarak tohumlardan yetistirilen turung epikotil parcalarina aktarilmistir.
Transformasyon yapilan epikotil pargalarindan dogrudan organogenez yoluyla
rejenerasyonu yapilarak potansiyel transgenik siirgiinler olusturulmustur. Elde edilen
stirgiinlerin transgenik olup olmadiklarini histokimyasal GUS boyamasi ve PCR
yontemiyle test edilmistir. Ancak yapilan GUS veya PCR testlemeleri sonucunda test
edilen siirglinlerin tamami negatif sonu¢ vermis olup elde edilen siirglinlerden
hi¢birinden transgenik bitki elde edilememistir. Calisma soncunda transgenik bitki



elde edilmemis olmasina ragmen kuraklik ile iliskili bir NAC geninin izolasyonu,
ekspresyon analizi ve gen aktarim vektoriine klonlamasi yapilarak, turung anacina
genetik trasformasyonun ve rejeneresyonunun optimizasyonu yapilmistir.

Anahtar Kelimeler: Abiyotik stres, kuraklik, RACE, transkripisiyon faktorii, NAC
tf, Agrobacterium gen transformasyonu, stres, turung

2019, 121 sayfa



ABSTRACT
Ph.D. Thesis

ISOLATION, CHARACTERIZATION OF NAC TRANSCRIPTION FACTOR
INDUCED, DURING DROUGHT STRESS FROM RANGPUR LIME AND
GENETiC TRANSFORMATION TO CITRUS AURANTIUM ROOTSROCK

Emine Dogus SIVRI

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

Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Mehtap SAHIN CEVIK

Environmental stress factors are known to be the most important factors limiting the
growth, production and distribution of all plants in the world. Drought, which is one
of the abiotic stress factors, adversely affects the natural balance. The drought, which
increases its effect on the world, negatively affects the citrus culivation as it is in
other fruit species in Turkey and in the world. Sour orange (Citrus aurantium)
rootstock is widely used rootstock in the culivation of citrus in Turkey and the
Mediterranean Basin and is only moderately tolerant to drought. Therefore, the
development of drought-resistant rootstock is one of the main aims of citrus breeding
in Turkey. A partial sequence of a NAC gene induced by drought stress was
previously identified form Rangpur lime (Citrus x limonia) rootstock. In this study,
the 5” and 3’ ends of this NAC gene were determined by RACE method and the full-
length gene was isolated from the leaves of drought treated Rangpur lime rootstock.
The full-length NAC gene was designated as CINAC and its expression in response
to drought was analyzed in different citrus rootstocks. The expression analysis
showed that while the expression of CINAC gene was increased in Rangpur lime, it
was not induced at all in sour orange during 14-day drought treatment. Therefore, the
CINAC gene was transferred to sour orange by Agrobacterium tumefaciens-mediated
genetic transformation method to improve drought tolerance of sour orange
rootstock. For this, the full-length CINAC gene was amplified by RT-PCR and
cloned between Cauliflower mosaic virus (CaMV) 35S promoter and terminator
regions. The gene casset was then cloned into the T-DNA region of pPCAMBIA-1304
binary plasmid and transferred to Agrobacterium tumefaciens. The CINAC gene was
transferred to the sour orange (C. aurantium) epicotyl segments grown from seeds
using the Agrobacterium-mediated transformation method previously developed and
commonly wused in citrus transformation. Potential transgenic shoots were
regenerated from transformed epicotyl segments by direct organogenesis. The
transgenic nature of regenerated shoots were tested by histochemical GUS staining
and PCR methods. However, all tested shoots were negative for GUS and PCR tests
indicating that no transgenic shoots were obtained. Alhough no transgenic plants
were obtained in this study, a drought induced NAC gene was isolated, its expression
was analyzed, and the gene was cloned into gene transformation vector. In addition,
genetic transformation and regeneration of transgenic sour orange was optimized in
this study.



Keywords: Abiotic stress, drought, RACE, transcription factor, NAC tf,
Agrobacterium gene transformation, stress, Citrus aurantium
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1. GIRIS

Canlilarin  bulunduklar1 yasam alanlarinda biiyime ve gelismesini etkileyen
smirlayict kosullar stres olarak tanimlanmaktadir. Bitkiler sesil yasam sartlarindan
dolay1 yasamlar1 boyunca bircok stres faktoriine maruz kalmaktadirlar. Cevresel stres
kosullar1 diinyadaki biitiin bitkilerin biiylimesini, liretimini ve dagilmasini sinirlayan
en Onemli faktorler olarak bilinmektedir. Stres faktorleri diinya tarim alanlarinin
cogunu tehdit etmektedir ve biyotik (patojen, mikroorganizmalar vb.) ve abiyotik
(kuraklik, soguk, tuzluluk, radyasyon) stres faktorleri olmak {izere iki gruba
ayrilmaktadir. Stres faktorleri verim kayiplarina neden olmaktadir. Ornegin; kuraklik
stresi stomalarda kapanma ve gaz degisiminde kisitlamaya neden olmaktadir.
Stomalarin  kapanmasma bagli olarak karbondioksit almi ve fotosentez
kisitlanmaktadir. Kuraklik stresinin ilerleyen asamalarinda ise asir1 su kaybinin
metabolizma ve hiicre yapisini tamamen bozdugunu ve enzimle Kkatalizlenen
reaksiyonlart durdurdugunu gdstermistir (Smirnoff, 1993; Kalefetoglu ve Ekmekgi,
2005). Bitkiler stres faktorleri ile basa ¢ikabilmek igin farkli yolaklarda gorevli
birgok genin aktivitesinin sonucunda biinyelerinde fizyolojik, biyokimyasal ve
molekiiler diizeylerde degisikliklere giderek farkli adaptasyon stratejileri
gelistirmislerdir. ~ Streslerde etkili olan genlerin ifadelerinin diizenlenmesi
transkripsiyon faktorleri (TF) araciligiyla gergeklesmektedir. Bitki TF’leri arasinda
yer alan NAC TF’lerinin streslere kars1 tepkiler sirasinda anahtar diizenleyicilerden
biri oldugu ortaya ¢ikmistir (Puranik vd., 2012; Nuruzzaman vd., 2013). NAC
proteinleri bitkiye 6zgii TF’lerinin en biiyiik ailelerinden birini olusturmaktadir ve
bitki gelisimi ve bitkilerin streslere olan tepkileri sirasinda 6nemli roller oynadig:
bilinmektedir (Olsen vd., 2005; Puranik vd., 2012; Nuruzzaman vd., 2013). Model
bitki Arabidopsis’de NAC TF’lerinin streslere karsi tepkilerinin diizenlenmesindeki
rolleriyle ilgili bugiine kadar ¢ok fazla ilerleme kaydedilmistir. Ornegin; kuraklik,
tuzluluk ve ABA tarafindan uyarilan 3 NAC geninin ANACO019, ANACO055 ve
ANACO072 nin (RD26) asir1 ifadesi ile transgenik Arabidopsis ze kuraklik stresine
kars1 daha fazla tolerans kazandirilmistir (Fujita vd., 2004; Tran vd., 2004). ANAC96
geninin ise absisik asit (ABA)’ya bagl streslere toleransta etkili genlerin promotor
bolgelerinde yer alan absisik asit tepkili elementlerine (ABRE) baglanarak kuraklik

stresine kars1 tepkinin diizenlenmesinde yer aldig: bildirilmistir (Xu vd., 2013).



NAC TF’lerinin ayrica ¢elikte (Oryza sativa) de abiyotik streslere karsi olan
tepkilerinin diizenlenmesinde rol aldig: tespit edilmistir. Ornegin; celikte OSNAC6 /
SNAC2 geni asir1 diizeyde ifade edildigi transgenik celik bitkilerinin kurakliga,
tuzluluga, soguk streslerine ve aymi zamanda hastaliklara karsi daha iyi tolerans
sagladigr gozlemlenmistir (Nakashima vd., 2007; Hu vd., 2008). Celikten izole
edilen bir diger NAC geni olan OsNAC10 geninin ¢elikte asirt ifadesi
gerceklestirildiginde ise tarla kosullarinda yapilan kuraklik uygulamalarinin ardindan
transgenik bitkilerin kontrol bitkilere gore kuraklik toleranslariin ve tane
verimlerinin daha iyi oldugu belirlenmistir (Jeong vd., 2010). Ayrica bugday, misir,
soya fasulyesi ve nohuttan izole edilen NAC TF’lerinin Arabidopsis bitkilerinde asirt
ifade edilmesi elde edilen transgenik Arabidopsis bitkilerin kuraklik ve tuzluluk
streslerine kars toleranslarinmn arttigi bildirilmistir. Ornegin; TaNAC2, TaNAC67 ve
TaNAC29 geninin agsir1 ifade edilmesi ile elde edilen transgenik Arabidopsis
bitkilerinin kuraklik ve tuzluluk streslerine karsi tolerans diizeylerinin arttigi
belirlenmistir (Xue vd., 2011; Mao vd., 2012; Mao vd., 2014). Yapilan bir baska
caligmada ise soya fasulyesinden izole edilen GmMNAC20 geninin asir1 ifade edildigi
transgenik Arabidopsis bitkilerinin tuzluluk ve soguga karsi tolerans diizeyleri
artarken, yine soya fasiilyesinden izole edilen bir bagka NAC geni olan, GmNAC11
geninin agir1 ifadesi ile transgenik Arabidopsis bitkilerinin yalnizca tuzluluga karsi
toleransinin arttigi belirlenmistir (Hao vd., 2011). Yapilan bu caligmalar NAC
TF’lerinin stres faktorlerine karsi dayaniklilikta ©Onemli rollerinin  oldugunu

gostermektedir.

Turunggiller diinyada en fazla {iretimi yapilan ve ekonomik agidan énemli bir meyve
grubunu olusturmaktadir. Insan beslenmesindeki dnemi, kendine has renk ve kokusu,
kozmetik sanayinin ham maddelerinden olusu bunun nedenlerinden bazilaridir.
Ulkemizde ve diinyada hastalik ve zararlilar gibi biyotik streslerin yan sira kuraklik,
soguk, tuzluluk gibi abiyotik stres faktorleri de diger bitki gruplarmin {iretiminde
oldugu gibi turunggil {iretimini de olumsuz yonde etkileyerek turunggil iiretimini ve
kalitesini smirlandirmaktadir. Turunggillerin de dahil oldugu ve tarimsal yonden
onemli bir¢ok iriinlin yetistiriciliginde ana¢ kullanilmaktadir. Yetistiricilikte
kullanilan bu anaglarin bitkilerin abiyotik ve biyotik stres kosullarina uyum
saglamalar1 yaninda agacin meyveye yatma siiresine ve Omriine, verim ve kalite

tizerine de etkileri bulunmaktadir. Tohum ve diger vejetatif yollarla da ¢ogalilabilen
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turunggiller hastaliklar, iklim ve toprak sartlar1 nedeniyle cogunlukla asi ile
cogalilmaktadirlar. 1920°1i yillardaki Tristeza (Gogiliren) salgmmi ve Florida’da
meydana gelen don olaylar1 nedeniyle diinyada turunggil anaglari tizerine ciddi
caligmalar yapilmaya baglanmis ve degisik iklim ve toprak kosullarina uyum

gosteren anaclar elde edilmistir.

Ulkemizde ise turunggil yetistiriciliginde ¢ogunlukla turung anaci kullanilmaktadir.
Turung anacinin iilkemizde kullanilmasinin nedeni agir ve kiregli topraklarda daha
iyi gelisim gostermesinden kaynaklanmaktadir. Ancak turung anaci orta derecede
kurakliga tolerans gostermektedir. Son yillarda cevresel bir sorun olan kiiresel
isinmanin  etkisiyle birlikte kuraklik, meyve yetistiriciligini olumsuz olarak
etkilemektedir. Diinya tlizerinde kuraklik etkisinin artarak devam etmesi nedeni ile
tilkemizde diger meyve tiirlerinde oldugu gibi turuncgil yetistiriciliginde de en ¢ok
kullanilan turun¢ anacinin kuraklia karsi olan tolerans diizeyinin arttirilmasi
gerekmektedir. Turunggil yetistiriciliginde kurakliga dayaniklilik 6zelliginden dolayi
kurak kosullarda ve ozellikle Brezilya’da Rangpur laym (Citrus limonia) anaci
kullanilmaktadir ve turunggil yetistiriciliginde Rangpur laym kurakliga dayaniklilikta
kullanilan en 6nemli anag¢ olarak bilinmektedir. Rangpur laym {iizerinde yapilan
caligmalar sonucunda kuraklik sirasinda aktif olan genler arasinda NAC geninin

varlig tespit edilmigtir.

Bu ¢alismada da daha 6nce Rangpur laymda kuraklik sirasinda ifade edilen ve kismi
baz dizilimi bilinen bir NAC geninin (Sahin Cevik vd., 2017) RACE yo6ntemi ile 5'
ve 3' bolgeleri elde edilerek Rangpur laym bitkisinden izolasyonu yapilarak
cogalilmigtir. Elde edilen bu gen CINAC geni olarak izimlendirilmistir. Sonra CINAC
geni Karnabahar mozaik viriisii (Cauliflower mosaic virus, CaMV) 35S promotdr ve
terminator bolgeleri arasina klonlanmistir. Daha sonra CINAC geni pCAMBIA-1304
binary plazmitinin T-DNA boélgesine klonlanarak Agrobacterium tumefaciens'e
LBA4404’e aktarilmistir. Yapilan bu tez calismasinin son asamasinda da CINAC
geninin Agrobacterium tumefaciens araciligi ile turung (Citrus aurantium) bitkisine

aktarilmasi amaciyla bazi ¢caligmalar yapilmstir.



2. KAYNAK OZETLERI
2.1. Turunggiller

Turunggiller, Geraniales takiminin Rutaceae familyasinda yer almaktadir (Gmitter ve
Hu, 1990). Turunggiller donma tehlikesinin olmadigi, meyve iiretimini saglamak i¢in
diinyada yeterli su ve uygun toprak kosullarinin bulundugu 40 ° kuzey ve 40 ° giiney
enlemleri arasinda kalan tropikal ve subtropikal bolgelerde yetistirilmektedir.
Diinyada en 6nemli turunggil iiretim alanlar1 Amerika, Akdeniz Havzasi, Giiney ve
Gilineydogu Asya bolgelerinde bulunmaktadir (FAO, 2003). Turunggillerin anavatani
tropik ve semitropik bolgeler olmasina ragmen yetistiriciligi subtropik bolgelerde
yogunlagsmis ve en kaliteli meyveler 6zellikle sofralik taze tiikketime uygun kaliteli
turunggil meyveleri bu bolgelerde yapilan yetistiricilikten saglanmaktadir. Tropik ve
semitropik bolgelerden elde edilen turunggillerde meyve i¢ ve dis renklenmesi ve

aroma iyi olmamaktadir (Yesiloglu vd., 2011).

FAO verilerine gore, 2016 yili itibariyla diinyada toplam 66,9 milyon ton portakal
(Citrus sinensis), 32,9 milyon ton mandarin (Citrus reticulata) ve satsuma mandarini
(Citrus unshiu), 15,9 milyon ton limon (Citrus limonia), 8,3 milyon ton alintop
(Citrus paradisi) olmak tizere toplam 124,2 milyon tonun tizerinde turunggil iretimi
gerceklesmistir. Portakal (Citrus sinensis), mandarin (Citrus reticulata), limon
(Citrus limonia), laym (Citrus aurantifolia) ve alintop (Citrus paradisi) gibi
ekonomik degere sahip ticari turunggil tiirlerinin iretiminin yani sira sadok (Citrus
maxima), aga¢ kavunu (Citrus medica) ve bergamot (Citrus bergamia) gibi diger
turunggil tiirlerinin de tiretimi gergeklestirilmektedir. Turunggil iiretiminde en biiyiik
tiretici lilke 32,9 milyon ton ile Cin olup onu sirasiyla Brezilya, Hindistan, USA,

Ispanya ve Meksika izlemektedir.

Turunggil yetistiriciliginde tilkemiz 6nemli bir konuma sahiptir. Akdeniz havzasinda
yer almasi nedeniyle iilkemiz, kaliteli sofralik iiretim agisindan oldukc¢a uygun
ekolojik kosullara sahiptir (Tuzcu, 1998). Bu havza igerisinde yer alan iilkeler
arasinda basta Ispanya olmak iizere, Tiirkiye, Italya, Yunanistan, Misir, Fas ve
Tunus’ta diinya pazarlarinda aranan Kkaliteli turunggil meyvelerinin tretimi

gerceklestirilmektedir. Tiirkiye’de toplam turunggil tiretim alan1 2007 yilinda 111 bin



hektar iken, %23 artisla 2016 yilinda 135 bin hektar alana ¢cikmistir (TUIK, 2017).
Tiirkiye toplam 3.652.1 ton turuncggil iiretimi ile diinyada dokuzuncu sirada yer
almaktadir ve Tirkiye'nin diinya toplam turunggil iiretimindeki pay1 ise yaklagik
olarak %2,94°diir (FAO, 2016). Ulkemizde turuncgil iiretimi Akdeniz ve Ege kiy1
seridinde yogun olarak, Dogu Karadeniz’de ise nispeten yapilmaktadir. Tim
diinyada oldugu gibi iilkemizde de en fazla portakal tiretimi gerceklestirilmektedir.
Tiirkiye turunggil tiretiminin ise %46,5’ini portakal olusturmaktadir. Ticari turunggil

tirleri arasinda tiretimi en az yapilan turunggil tiirii ise greyfurttur (FAO, 2016).

Tarimsal iiretimde meyve verim ve Kalitesi {izerinde genetik faktorlerin yaninda
cevresel faktorlerinde etkisi bulunmaktadir. Bitkiler yetistirildikleri ortamda siklikla
cevresel streslere maruz kalmaktadirlar (Tiirkan vd., 2005). Arastirmacilar, kiiresel
1sinma sebebiyle, Akdeniz havzasinin bazi bolgelerinde gelecek yillarda kisin daha
belirgin olmak iizere, yagis miktarlarinin %10-15 oranlarinda azalacagini, daha sicak
ve kurak iklim kosullarinin yasanacagini 6n gormektedirler (Tiirkes, 2007). Kiiresel
1sinma, atmosfere verilen gazlarin sera etkisi nedeniyle, diinya atmosferi ve
okyanuslarinin ortalama sicakliklarinda meydana gelen artisa verilen isimdir. Tim
diinyada oldugu gibi, Tirkiye’de de kiiresel isinmanin 6zellikle su kaynaklarinin
zayiflamasi, kuraklik ve ¢ollesme ile buna bagl olarak gelisen ekolojik bozulmalarla
kars1 karsiya olup, kiiresel 1sinmanin potansiyel etkileri agisindan risk grubu tilkeler
arasinda yer almaktadir (Kusvuran, 2010). Ornegin; Giineydogu, I¢ Anadolu,
Akdeniz ve Ege bolgeleri gibi yart kurak bolgeler kiiresel isinmanin etkisiyle
collesmeye dogru bir yol izlemektedir. Bu nedenle olumsuz ¢evre kosullarina neden
olan stres faktorlerine kars1 dayanikli bitki tiir ve cesitlerinin gelistirilmesi 6zellikle

son yillarda bir zorunluluk haline gelmektedir.

Turunggil yetistiriciliginde degisik iklim ve toprak kosullarina uygun olarak farkli
anaclar kullanilmaktadir. Yetistiricilikte ana¢ kullaniminin temelde iki nedeni
bulunmaktadir. Birincisi, toprak kdokenli hastaliklar, bocekle tasinan hastalik veya
zararhlar, ekstrem soguk veya sicakliklar, diisiik kaliteli topraklar, diisiik kaliteli
veya yetersiz su kosullarina dayaniklilik saglamak maciyla ana¢ kullanilmaktadir.
Ikinci amaci ise daha yiiksek verim ve Kaliteli iiriin elde etmektir (Ferguson vd.,
1990). Turunggiller genellikle tohum, celik ve oteki vegetatif yontemlerle kolaylikla

cogaltilabilirse de, Ozellikle hastaliklardan korunma, iklim ve toprak kosullarina
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uyum saglayabilme, verim ve kaliteyi arttirma ve bitki biyiimesini kontrol edebilme

gibi nedenlerden dolayi as1 ile cogalim tercih edilmektedir (Bigen, 2008).

Tiirkiye’de her bolgenin sahip oldugu farkli iklim, toprak ve yetistiricilik kosullari
nedeniyle belirli bir bolgede kullanilacak c¢esit veya ¢esidin anag ile uyumu,
kullanilacak anaci belirlemede Onemli bir faktér olarak karsimiza c¢ikmaktadir.
Bolgeye uyum saglayan bir anacin gesit ile iyl uyusmasi ve anacin dzellikle verim ve
meyve kalitesi bakimindan c¢esit iizerinde olumlu etki gostermesi gerekmektedir.
Anacin ¢esit ile uyusmazlik gostermesi veya anacin bdlgeye uygun olmamasi gibi
durumlar yetistiricilikte yeni anag gelistirilmesini bir zorunluluk haline getirmektedir
(Bigen, 2008).

Diinya lizerinde giderek etkisini artiran kuraklik iilkemizde ve diinyada diger meyve
tirlerinde oldugu gibi turunggil yetistiriciligini de olumsuz yonde etkilemektedir.
Tiirkiye’nin de iginde bulundugu Akdeniz kusaginda yiiksek toprak pH’sina orta
derecede dayanim gostermesi ve agir, drenaji zayif topraklara adaptasyon
gostermesinden dolayr turunggil yetistiriciliginde yaygin olarak turung anaci
kullanilmaktadir. Bununla birlikte turung anaci kurakliga orta derecede tolerans
gostermektedir. Bu nedenle de turung anacinin kurakliga toleransinin arttirilmasi
gerekmektedir. Turunggil yetistiriciliginde kurakliga dayaniklilik 6zelliginden dolay1
anag olarak Ozellikle Brezilya’da Rangpur laym kullanilmaktadir ve Rangpur laym
turunggil anaglar1 arasinda kurakliga dayaniklilikta en Onemli anag¢ olarak
bilinmektedir ve su tutma 6zelligi olmayan tinli veya kumlu-tinh topraklara daha iyi
uyum saglamaktadir. Ulkemizde ise kiregli toprak yaygindir ve Rangpur laym ise
kiregli topraklara orta derecede dayaniklilik gostermektedir. Bu nedenle de

ulkemizde kullanilamamaktadir.

2.2. Cevresel Stres Faktorleri

Tarimsal tiretimde ¢esitli biyotik ve abiyotik faktorler bitkilerde strese neden olarak
verim ve kaliteyi olumsuz yonde etkilemektedirler. Bitkilerde abiyotik strese fiziksel
ve kimyasal g¢evre faktorleri neden olurken, biyotik strese ise dogada yasayan
organizmalar, bakteriler, viriisler, bocekler ve nematodlar neden olmaktadirlar

(Mittler, 2006; Khraiwesh vd., 2012; Maheswari vd., 2012). Bitkisel iiretimde en



onemli abiyotik stres faktorleri ise kuraklik, tuzluluk, yiiksek sicaklik, diisiik

sicaklik, besin stresi ve agir metallerdir (Maheswari vd., 2012).

Abiyotik stres etmenlerinin, tarimsal {iretimi yaklasik olarak %50 oraninda azaltig
belirlenmistir (Wang vd., 2003, Grigorova vd., 2011). Verimin diigmesine neden olan
bu stres faktorlerinin gelecek yillarda da kiiresel mevsim degisiklikleri nedeniyle

daha ¢ok artacag diistiniilmektedir (Hirayama ve Shinozaki, 2010).

Bitkilerde abiyotik stres etmenleri, bitkinin biiylimesini ve verimliligini etkileyerek
bitki biinyesinde c¢esitli morfolojik, fizyolojik, biyokimyasal ve molekiiler
degisikliklere neden olmaktadirlar. Ornegin; kuraklik veya tuz stresi bitkide
oncelikle ozmotik stresi ortaya ¢ikararak hiicrenin homeostasisinin ve iyon
dengesinin bozulmasina neden olmaktadir. Yiiksek sicaklik, tuzluluk veya kuraklik
stresleri sonucunda ortaya ¢ikan oksidatif stres ise yapisal ve fonksiyonel proteinlerin
denatiirasyonuna neden olmaktadir (Wang vd., 2003). Bitkide yasanan bu
degisiklikler bitkinin oliimiine neden olabilmektedir. Ancak bitkiler streslerin
yaratmis oldugu bu olumsuz durumlardan kendilerini koruyabilmek amaciyla
biinyelerinde bir takim mekanizmalar gelistirmislerdir. Bitkide savunma amaciyla
gelistirilen bu mekanizmalar bitki tir ve c¢esidine gore biiyiikk farkliliklar
gostermektedir ve dolayisiyla da bu mekanizmalarin bitkileri stres faktorlerinin
yaratmis oldugu olumsuz durumlardan koruma derecelerinde de farklilar
bulunmaktadir (Redondo-Gomez, 2013).

Diinya tizerindeki kullanilabilir alanlar stres faktorlerine gore siniflandirildiginda
dogal bir stres faktorii olan kuraklik stresi %26’lik payla en biiyiik dilimi
icermektedir. Bunu %20 ile tuz stresi ve %15 ile soguk ve don stresi takip
etmektedir. Bunlarin diginda kalan diger tiim stresler %29’luk bir pay alirken,
yalnizca %10’luk bir alan herhangi bir stres faktoriine maruz kalmamaktadir (Blum,

1986).

2.3. Kuraklik Stresi

Kuraklik; yagis miktarindaki azalmadan ya da diizensizlikten dolayr meydana gelen

bir durumdur. Belli bir bélgedeki yagis ve buharlasma arasindaki dengenin
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bozulmast sonucunda kurakliktan bahsedilmektedir. Yiiksek sicaklik, yagis
miktarmdaki degisiklikler, yagis mevsiminin gecikmesi, siddetli riizgar ve disiik
nem miktar1 kurakligin olusmasinda rol alan 6nemli etkenler arasinda sayilmaktadir.
Kuraklik 6zellikle niifus artis1 ve kiiresel 1sinmayla birlikte etkisini daha da ¢ok
arttirarak son yillarda daha da 6nemli bir hale gelmistir. Tarimsal anlamda kuraklik,
toprakta bitkinin ihtiyacinin karsilanacagi miktarda su bulunmamasi olarak
tanimlanmaktadir. Kuraklik bitkilerin gelismesinde yavaslamaya ve iiriin miktarinda

azalmaya neden olmaktadir (Miyashita vd., 2005; Cirak ve Esendal, 2006).

Bitkiler kisithi su kosullarinda yasamlarini siirdiirebilmek amaciyla farkli adaptasyon
mekanizmalar1 gelistirmislerdir (Jenks ve Hasewaga, 2008). Kurak kosullarda
bitkinin hayatta kalmasini saglayan ve vejetatif dokularda su stresine karsi bitki
biinyesinde gelistirilen baslica iki mekanizma bulunmaktadir; stresten kaginma ve
strese karsi tolerans gosterme (Levitt, 1980; Laffray ve Louguet, 1990; De Carvalho
vd., 1998).

2.3.1. Kuraklik stresinden ka¢cinma

Kaginma, su stresi sirasinda hayatta kalmak ic¢in ¢ok Onemli bir adaptasyon
mekanizmasidir. Bu mekanizmanin olusmasi sirasinda bitkinin ¢evreyle temasta olan
yiizeylerinde birtakim morfolojik degisiklikler meydana gelmekte ve ayn1 zamanda
kimyasal yapisinda da degisiklikler gostermektedir. Bitkide meydana gelen bu
degisiklikler arasinda kitikulanin  gelismesi, Yyaprak yiizeylerinin tiylerle
kaplanmasi, stomalarin biyiikligiiniin, dagiliminin ve yerlesiminin degisimi, oransal
su igeriginin artisi, vejetatif ve vaskular dokularda meydana gelen degisiklikler,
cogalma ve dollenme stratejilerinin gelismesi ve ksilem kanallarinin ligninlesmesi
gibi degisiklikler sayilabilir. Bitkiler meydana gelen bu degisiklikler sayesinde kurak
kosullarda da biiylime ve gelismelerini siirdiirebilmektedirler (Jenks ve Hasegawa,
2008).

Bitkiler dokularindaki uygun su igerigini koruyabilmek ve su kaybini azalabilmek
amaciyla morfolojik olarak bazi degisikliklere gitmektedirler. Bitkilerde yaprak
yiizey genisligi ne kadar fazla ise, su kayb1 da o kadar ¢ok fazla olmaktadir.

Transpirasyonun azalilmasi, mevcut suyun korunmasina yardim etmektedir.
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Bitkilerde, kuraklik stresine karsi yaprak biiyiimesinin engellendigi ve yeni yaprak
olusumunun smirlandirildigi bilinmektedir (Mahajan ve Tuteja, 2005). Yaprak
alanmin kiiclilmesi, nemli toprak tabakalarina dogru derinlemesine kok gelisimi ve
stomalarin kapanmasi, kurakliga karsi savunmanin ilk adimlari olarak bitkide
goriilen degisimlerdir. Kurak kosullarda yapraklarda meydana gelen morfolojik
degisimler, genelde transpirasyonla kaybedilen su miktarini azalmaya, koklerde
olusan morfolojik degisimler ise topraktaki suyu daha yiiksek bir kuvvetle absorbe
etmeye yoneliktir (Cirak ve Esendal, 2006). Kuraklik stresine tepki olarak, bazi
bitkilerde yaprak yiizeylerinin sik tiiylerle kaplanmasi seklinde morfolojik degisimler
de goriilmektedir. Bu tiyler, altaki hiicrelerin sicakligimi 1-2 °C  disiirerek,
transpirasyon hizini1 azalmaktadir. Ayrica yaprak epidermal yiizeyi iizerinde olusan
kalin mumsu kiitikula tabakasi, giines 1sinlarin1 yansitarak sicakligin etkisini

azalmakta ve boylece transpirasyon hizini diisiirmektedir (Goksoy ve Turan, 1991).

2.3.2. Kuraklik stresine karsi tolerans mekanizmalari

Bitkiler kuraklik stresinin yaratmis oldugu olumsuz etkilerden kendilerini
koruyabilmek ve yasamlarmi devam ettirebilmek amaciyla bazi tolerans
mekanizmalar: gelistirmislerdir. Oncelikle su kaybinin azalilmasi icin stomalarini
kapatmaktadirlar (Muller ve Whitsitt, 1996; Kalefetoglu ve Ekmekci, 2005;
Redondo-Gomez, 2013; Verma vd., 2013). Stomalarin kapanmasi bir bitki hormonu
olan ABA absisik asit (ABA) tarafindan gergeklestirilmektedir ve ABA kuraklik
stresi  sirasinda  stomal davramigin @ ve  metabolizmanin  regiilasyonunda

gorevlendirilmistir (Sauter vd., 2002).

2.3.2.1. Kuraklik stresi ve stomalarin kapanmasi

Kuraklik, bitkiyi farkli seviyelerde, fizyolojik ve biyokimyasal olaylarda olumsuz
yonde etkilemektedir. Oncelikle kuraklik basladiginda hiicre genislemesi ve
biiylimesinde azalmalar goriilmektedir. Kuraklikta ilerleme devam ettigi takdirde
bitkide zararlanmalar meydana gelmekte ve ozellikle fotosentez bundan oldukca
fazla etkilenmektedir. Transpirasyon orani diismekte, dokularda ozmotik potansiyel
ve solunum aktivasyonu azalmaktadir. Hiicresel diizeyde ise reaktif oksijen tiirleri

(ROT) seviyesinde artislar meydana gelecek ve membranlar ve proteinler zarar



gorecektir. (Redondo-Gomez, 2013; Verma vd., 2013). Kuraklik stresi alinda turgor
kaybi nedeniyle hiicre biiyiimesi olumsuz olarak etkilenmekte ve hiicreler kiigiik
kalmaktadir. Kuraklik stresi ile tohumlarin ¢imlenme yeteneklerinde de azalmalar
meydana gelmektedir. Yeterli miktarda suyun olmamasi ksilem ve floem
aktivitelerini de olumsuz olarak etkilemekte ve meyveler kiigiik kalmakta ve
dolayisiyla da driin kalitesi diismektedir. Kuraklik boyunca fotosentez ve solunum

yavaslamakta, hatta durabilmektedir (Kalefetoglu ve Ekmekci, 2005).

Kuraklik devam ettigi siirece yapraklar su kaybetmeye devam eder ve boylece
yaprak dokularinda ki turgor basinci diiser ve yapraklar solmaya baslar. Bitki bu
durumla karsilastiginda giines 1sinlarindan korunabilmek amaciyla ilk olarak
fotosentetik mekanizmay1 koruma alina almaktadir. Kuraklik bitkilerde fotosentezin
azalmasma da neden olmaktadir. Kuraklik stresine giren bitkilerde yaprak alani
azalmakta ve fotosentez yavaglamaktadir. Fotosentezin kuraklik stresine bagli olarak
azalisinda kloroplastin da Onemli rolii oldugu disiinilmektedir. Fotosentez
kloroplastlarda meydana gelmektedir. Kloroplastlarin stoma bélgesinde CO2’yi
sabitleyen ve indirgeyerek organik bilesiklere doniismesini saglayan riibuloz bifosfat
karboksilaz gibi enzimlerin su kaybi ile aktiviteleri azalmakta, dolayisiyla CO2
fiksasyonu zarar gormektedir. Baslangigta fotosentez stomatal faktorler tarafindan
azahlmakta ise de, kuraklik stresinin devam etmesi ve siddetinin artmasiyla
kloroplast ve enzim aktivitesi zarar géormekte, bundan dolay1 da fotosentez stomalar
disindaki faktorler tarafindan azalilmaktadir. Ayrica kurakligin ileri safhalarinda
mezofil hicrelerinin hiicre duvarinin difiizyon direnci artmakta ve bdylece mezofil
hiicrelerine CO2 girisi 6nlenmektedir (Cirak ve Esendal, 2003). Kloroplastlarla
yapilan ¢aligmalar sonucunda iki fotosistemin 6zellikle de fotosistem II’nin kuraklik
stresinden olduk¢a fazla etkilendigi goriilmistiir. Fotosistem [I1’nin  reaksiyon
merkezinde yer alan ve fotoinhibisyonun en etkili oldugu bodlgeler olan D1 ve D2
proteinlerinin giiclii stres alinda degredasyonlar1 ger¢eklesmekte ve bunun
sonucunda tiim fotosistem II pargalanmaktadir. Bunun olmamasi i¢in kuraklik
stresinde stomal koruma gergeklestirilir, stomalar kapatilir ve CO3 akist sinirlandirilir

(Giardi vd., 1996; Lu ve Zhang, 1999; Redondo-Gomez, 2013).

Sicaklik artis1 veya nemin hizli bir sekilde diisiisii ile birlikte bitkilerde asir diizeyde

bir su kayb1 meydana gelmektedir. Ayrica ¢evreye dogru tasinan kuru hava kiitlesi
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bitkilerden hizli ve ayn1 zamanda asir1 diizeyde bir su kaybina neden olmaktadir.
Atmosferde meydana gelen degisiklikler yaprak ve c¢evre arasindaki buhar basinci
degisikliginde ©6nemli bir artisa neden olmaktadir. Bu durum terleme oranini
artirmakta ve ayni1 zamanda topraktan su kaybini1 da artirmaktadir. Asir1 su kaybinda
biitiin bitkilerin ilk tepkisi terleme ile su kaybinin engellenmesi i¢in stomalarin
kapanmasidir (Mansfield ve Atkinson, 1990). Son yillarda yapilan calismalarla
stoma kapanmasinin yapraktaki su potansiyelinden ¢ok, topragin su potansiyeline

bagli oldugu anlasilmistir (Muller ve Whitsitt, 1996; Kalefetoglu ve Ekmekgi, 2005).

Stomalarin kapanmasi herhangi bir metabolik iliskisi olmayan bekgi hiicrelerinden
suyun dogrudan buharlasmasindan kaynaklanmaktadir. Bu stomalarin kapanmasi
islemi hidropasif kapanma olarak adlandirilmaktadir. Diger stoma kapanmasi ise
transpirasyonla bekgi hiicrelerine tasinan absisik asit (ABA)’ nin bekgi hiicrelerindeki
ABA reseptoriine baglanmasiyla gerceklesen iyon akisinin ani degisikligi siirecini
icermektedir. Bu stoma kapanmasi slireci iyon ve metabolit gerektiren hidroaktif
kapanma olarak bilinmektedir. Bu siirecin ABA ile diizenlendigi bilinmektedir.
Bitkinin biiyiime ve stres kosullarina tepkisi biiylik 6l¢lide hormonlarin kontrolii
alindadir. Bu hormonlar arasinda sitokinin ve etilen ile birlikte dzellikle ABA’da
etkili olmaktadir ve koklerden salgilanan ABA'nin siirgiinlere dogru etkisi soz
konusudur. Bu uzun mesafeli sinyalleme sirasinda ABA ve reaktif oksijen tiirlerinin
birlikte etkisi bulunmaktadir (Lake vd., 2002). Yapilan bazi g¢alismalarda kok
ABA'nin tasiniminda ksilem pH’1 ve 1siklanma siiresi gibi diger ¢evresel faktorlerin
de etki ettigi belirlenmistir (Wilkinson ve Davies, 2002). Su kayb1 durumunda ksilem
O0zsuyu pH’min artmasi ile kok ksilemine ABA’nin yiiklenerek siirgiine dogru
taginimi tesvik edilmektedir (Hartung vd., 2002). Terleme oranini arttiran ¢evresel
kosullar ABA birikimini tesvik etmekte ve yaprak 6zsuyundaki pH artisi ile stoma
iletkenliginin azalmasina da neden olmaktadir (Wilkinson ve Davies, 2002; Davies

vd., 2002).

ABA, turgor basincinin kaybi ile bekgi hiicrelerinden K* iyonlarinin akisini tesvik
ederek stomalarin kapanmasina neden olmaktadir. Stoma kapanmasi her zaman artan
su kayb1 sinyallerinin algilanmasima bagli olmamaktadir. Stoma kapanmasi
yapraktaki mezofil turgor basincinda herhangi bir 6nemli azalma olmasindan daha

once toprak kurumasina da dogrudan tepki verebilmektedir. ABA, yaklasik 20 yildir
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stomanin kapanmasini tesvik ederek kok ve yapraklardaki su kaybi arasinda uzun
mesafeli iletisim sinyali olarak bilinmektedir (Blackman ve Davies, 1985). Bitkiler
stresler sirasinda geri doniisiimii olmayan zararlardan fotosentetik mekanizmalarini
korumak icin hizli tepki vermek zorundadirlar. Stoma kapanmasi fotosentez oraninin
azalmasima bagl olarak bitkilerde gelisen hizli ve ilk tepki mekanizmasi olarak

sayilabilir.

2.3.2.2. Kuraklik stresinin ozmotik diizenleme iizerine etKisi

Kuraklik stresine toleransta en onemli mekanizmalardan birisi de seker ve diger
¢ozlinen maddelerin kullanilmasini gerektiren osmotik diizenlemelerdir. Bitkiler
ozmotik ayar olarak bilinen bu siireg tarafindan su eksikligi ile miicadele
etmektedirler. Bu siiregte bitkiler soliitlerin birikmesi ile hiicredeki ozmotik
potansiyeli azalmaktadir. Belirli metabolik siiregler yapraktaki turgor artisi
sonucunda yapraga dogru suyun hareket etmesini saglayan hiicredeki net soliit
konsantrasyonunun artmasi ile strese karsi tepkiyi baslatmaktadir. Ozmotik dengeyi
ve membranlar1 korumak i¢in makromolekiillerle birlikte anahtar rol oynayan ¢ok
sayida bilesik sentezlenmektedir. Bu bilesikler prolin, glutamat, glisin-betain,
karnitin, mannitol, sorbitol, fruktan, poliyol, trihaloz, siikroz, oligosakkaritler ve K*
gibi inorganik iyonlar1 igermektedir. Seker alkollerin OH™ grubu membran lipitleri ve
proteinleri ile hidrofilik etkilesimi korumak igin sudaki OH™ grubu ile yer
degistirmektedir. Boylelikle bu molekiiller membranlarin yapisal biitiinligtlini
korumaya yardim etmektedirler. Sonu¢ olarak bu bilesikler kuraklik ve hiicre
dehidrasyonuna karst diren¢ saglamak icin islev gostermektedirler (Hoekstra vd.,

2001; Ramanjulu ve Bartels, 2002).

Aminoasitlerden prolinin kuraklik stresinde oldukga etkili bir ozmoregiilatér oldugu,
kuraklik siddeti arttik¢a prolin birikiminin de artis gosterdigi ifade edilmistir (Gusta
ve Chen, 1987). Ayrica prolinin ozmotik bir dengeleyici oldugu, hiicresel yapilarin
korunmasi ile serbest radikallerin uzaklastirilmasinda rol oynadigi belirlenmistir
(Mani vd., 2002). Prolinin yaninda betainin de kuraklik stresi kosullar1 alinda hasara
karst hiicre zar1 biitinligiiniin korunmasinda ve fotosentetik mekanizmanin ve
yapisinin stabilizasyonunda gorev aldigi bilinmektedir (Sakamoto ve Murata, 2002;
Ashraf ve Foolad, 2007).
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Kuraklik stresi sirasinda membrandan suyun uzaklagmasi ile hiicrenin cift tabakali
yapist bozulmaktadir. Stres sirasinda yag tabakast membran proteinlerinin yerini
almaktadir. Bdylece membran biitiinliiglinlin ve segiciliginin kaybi, hiicresel
kompartimanlasmanin bozulmasi1 ve oncelikle membrana bagli olan enzimlerin
aktivasyonunun kaybina neden olmaktadir (Liu ve Zhu, 1998). Kuraklik stresi
sirasinda hiicresel dengenin korunmasi igin hiicre iyon dengesi ve ozmotik denge
eski haline getirilmeye ¢alisilmaktadir. Daha sonra ise detoksifikasyon mekanizmasi

ile stres zarar1 onarilmakta ve kontrol edilmektedir.

Ayrica kuraklik stresinin iistesinden gelebilmek icin bazi genlerin kodladig
diizenleyici proteinler de bulunmaktadir. Bu proteinler, stres sinyalinin
transdiiksiyonunu regiile etmekte ve gen ekspresyonunu diizenleyerek ¢oziinen
maddelerin birikiminin yOnetilmesini, membranlar arasindaki pasif tasinmayi, su
tasinma sisteminde gerekli enerji ihtiyacinin diizenlenmesini ve hiicre yapisinin
korunmasini ve ani zamanda reaktif oksijen tiirlerinin yaratmis oldugu hasardan

hiicrenin korunmasini saglamaktadirlar (Redondo-Gomez, 2013).

2.3.2.3. Kuraklik stresi, reaktif oksijen tiirleri (ROT) ve detoksifikasyonlar:

Bitki biiylimesi ve gelisimi i¢in enerji saglayan aerobik metabolizma genellikle Oz,
H202, O, ve OH~ gibi yan iiriinler olan ROT’larin olusumunu beraberinde
getirmektedir. Normal kosullar alinda ROT un hiicre igi tiretimi ve uzaklastirilmasi
dinamik denge i¢indedir. Bitkiler kuraklik stres kosullarina maruz kaldiklarinda
dinamik denge bozulmaktadir. ROT’un asir1 miktarda birikimi hiicrelere zarar
vermekte ve oksidatif hasar sonucunda hiicre 6liimiine neden olabilmektedir (Cruz de
Carvalho, 2008). ROT’un asir1 birikimine duyarli olan zar fosfolipidleri ve yag
asitleri  bu durumda hasar gormekte ve bodylece membran lipidlerinin
peroksidasyonuna neden olmaktadir (Moller, 2001). Ayrica membran gecirgenliginin
ve iyon kagagmin artmasina neden olmaktadir. Daha sonra ise metabolizma tizerinde
bozulmalar ve bunun sonucunda da bitkilerde ciddi hasarlar veya 6liim meydana
gelmektedir (Gill ve Tuteja, 2010).

Siddetli kuraklik kosullar1 alinda Rubisco aktivitesinin azalmasi nedeniyle fotosentez

siirlandirilmaktadir (Bota vd., 2004). Kuraklik kosulu alinda fotosentetik elektron
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zinciri aktivitesi bitkideki CO2’in ve fotosistem II’'nin kullanilabilirliligini
siirlandirmaktadir (Loreto vd., 1995). Hiicre i¢i CO2 seviyesinin azalmasi, elektron
tasima zinciri i¢erisindeki bilesiklerin asir1 azalmasina neden olmaktadir. Daha sonra
elektronlar fotosistem I’de bulunan oksijene transfer edilmektedir. Bu durumda
stiperoksit (O2), hidrojen peroksit (H202) ve hidroksil (OH") radikallerini igine alan
ROT’lar meydana gelmektedir. ROT konsantrasyonunun artmasi ile bitkiler oksidatif
strese girerler. Boylece hiicre iginde ROT’larin artis1 lipitlerin peroksidasyonuna,
proteinlerin oksidasyonuna, niikleik asit hasarina, enzim inhibisyonuna ve hiicrelerin
Olimiine kadar bircok hasara yol ag¢maktadirlar. Bu nedenle ROT’lar
fotooksidasyona neden olduklart icin bitkiler tarafindan detoksifikasyonu
gerekmektedir. Bitki hiicreleri, asir1 ROT birikiminin zararli etkilerinden ve hiicre i¢i
homeostasini korumak i¢in enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidant koruma
mekanizmalart gelistirmislerdir (Ingram ve Bartels, 1996). Bunlardan enzimatik
antioksidanlar siiperoksit dismutaz (SOD), askorbat peroksidaz (APX) glutatyon
rediiktaz (GR), monodehidroaskorbat rediiktaz (MDHAR) glutatyon peroksidaz
(GPX) ve katalaz (CAT) olarak bilinmektedir. Enzimatik olmayan antioksidanlar ise
askorbik asit, tokoferoller (vitamin E), karotenoidler, glutatyon ve fenolik
bilesiklerdir (Bowler vd., 1992).

Askorbat ve glutatyonun yer aldig1 bitki detoksifikasyon sistemleri ROS’larin hiicre
i¢ci konsantrasyonlarini kontrol etmektedir. ROT’lar redoks sinyal iletiminde ikincil
mesajcilar olarak gorev almaktadirlar (Foyer ve Noctor, 2003). H2O. yapraklarda
stomalarin kapanmasi, fazla 1s1ikta yapragin ortama aligmasi ve 1s1 soku proteinlerinin
tesvik edilmesi i¢in sinyal olarak gorev almaktadirlar (Karpinska vd., 2000).
Arabidopsis’te bekg¢i hiicrelerine ABA uygulandiginda stomalarin kapanmasi ile
H202’nin pargalanmasinin tesvik edildigi gosterilmistir (Desikan vd., 2004). Cok
siddetli ve uzun siireli su eksikligi durumunda bitkiler solmaktadir ve hiicreler de
biizilme meydana gelmektedir. Bu nedenle hiicre membranlari lizerinde mekanik
baski olugsmaktadir. Membran {izerindeki basing kurakligin en 6énemli nedenlerinden
biri olmaktadir. Bu basing 6zellikle hem membran ile iliskili enzimlerin hem de
iyonlarin ve tastyicilarin islevlerini bozmaktadir. Kloroplast membranlart ROT’larin
asirt miktarinin olugmasina neden olan oksidasyon stresi zararina 6zellikle duyarlidir.
GR veya APX antioksidant genlerinin bazi transkriptlerinin su eksikligi periyodunun

diizelmesi stiresince yliksek oldugu ve ROT’larin neden oldugu fotooksidasyona
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kars1 hiicresel mekanizmanin korunmasinda rol oynadigi bilinmektedir (Ratnayaka
vd., 2003).

2.3.2.4. Bitkilerde abiyotik streslere dayanimin molekiiler mekanizmasi

Bitkilerde kuraklik, tuzluluk gibi ¢evresel kosullarda uyarilan farkli genler, bir sinyal
yolu tarafindan denetlenmektedir. Stres ilk olarak bitki hiicre membrani {lizerinde
bulunan membran reseptorler tarafindan algilanmaktadir ve ikincil haberciler olan
Ca*2, ROT ve inositol fosfataz gibi ikincil mesajcilara iletilmektedir. Daha sonra
hiicre icindeki Ca*? seviyesinde degisikler meydana gelmektedir. Sitozoldeki Ca*2
seviyesindeki degisiklik Ca*? sensorleri olarak bilinen Ca*? baglama proteinleri
tarafindan algilanmaktadir. Bu sensor proteinleri fosforilasyonla stres tepkilerinde
yer alan genlerin ifadelerini kontrol eden transkripsiyon faktorlerini (TF) aktif hale
getirmektedirler. Aktif hale gelen TF'leri ise stresler sirasinda etili olan genlerin
ekspresyonunu diizenlemektedirler. Bu siire¢ igerisinde TF'leri ifadelerinde rol
oynadiklar1 genlerin promotor bdlgelerindeki 06zel regiilator dizilere baglanip
genlerin aktif olmalarmi saglayarak bitkide streslere karsi dayaniklilik ve/veya
tolerans gelistirilmesini miimkiin kilmaktadir. Streslerle ilgili genlerin aktif olmas1
bitkinin uygun olmayan c¢evre kosullarina kars1 adaptasyonunu saglayarak bitkinin
hayatta kalma sansini artirmaktadir (Sekil 2.1). Boylece bitkilerin uygun olmayan
sartlar karsisinda yasamlarini siirdiirebilmeleri miimkiin olabilmektedir (Mahajan ve
Tuteja, 2005).
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Sekil 2.1. Stres sirasinda bitki hiicrelerinde sinyal iletim yolu (Huang vd., 2012)

Bitkilerde yukurida, Sekil 2.1°de yer alan stresle ilgili genler genel olarak 2 ana
grupta incelenmektedir. Birinci gruba giren genler arasinda abiyotik stresler sirasinda
sinyalleme yolaklarinda gorevli olan mitojenle aktive olmus protein kinazlar
(MAPK'lar), fosfolipazlar ve Ca'? baglama proteinleri ve gen ifadesinin
diizenlenmesinden sorumlu transkripsiyon faktorleri sayilabilmektedir. Bu genler
stresin algilanmasinin ilk asamalarinda yer alarak hiicreleri streslerin yaratmis
oldugu negatif etkilerden hiicrelerin korunmasi amaciyla fonksiyon gosteren ve geg
aktive olan proteinlerin ifadelerini diizenlemektedirler. Stresler sirasinda hiicrelerin
korunmasindan sorumlu olan bu proteinler fonksiyonel proteinler olarak
adlandirilmaktadir ve ayn1 zamanda bu grup proteinler streslerle ilgili genlerin ikinci
grubunu olusturmaktadirlar. Bu gruba giren proteinler arasinda 1s1 soku proteinleri
(HSPs) veya saperonlar, ge¢ embriyogenez bagimli (LEA) proteinleri ve su kanal
proteinleri sayilabilmektedir (Wang vd., 2003; Vinocur ve Alman, 2005; Bhatnagar-
Mathur vd., 2008; Hirayama vd., 2010; Cramer vd., 2011).
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Streslere dayaniklilik ve/veya tolerans sirasinda hiicrede meydana gelen ve/veya
gelebilecek olan herhangi bir zararlanmanin Oniline gegmek amaciyla aktif olan
fonksiyonel proteinlerin ifadelerinin diizenlenmesinde TF'leri etkili olmaktadirlar.
Transkripsiyon faktorleri stresler sirasinda etkili olan bircok genin promotor
bolgesine baglanarak streslere dayanimda yer alan bir¢ok genin aktivitesine etki
etmektedirler. Streslere kars1 dayanimda bir¢ok genin aktif bir sekilde rol aldig1 ve
TF'lerinin de ayn1 anda birgok gene etki ettigi diisiiniiliirse streslere dayanikli
ve/veya toleranshi bitki gelistirilmesinde TF'lerinin miikemmel adaylar oldugu
anlasilacaktir (Century vd., 2008). Ayrica stresler sirasinda etkili oldugu belirlenen
TF'lerinin genetik miihendisligi yontemleri kullanilarak streslere dayanikli ve/veya
toleransl bitkiler gelistirmek amaciyla kullanilmasi streslere karsi dayanikli ve/veya
toleransli  bitki iretilmesi i¢in kullanilabilecek alernatif bir yol olarak
disiiniilmektedir (Tran vd., 2010).

2.4. Transkripsiyon Faktorleri

Transkripsiyon faktorleri hedef genlerin transkripsiyonunu gercgeklestirmek veya
baskilamak i¢in genlerin promotdr bolgelerinde yer alan spesifik cis-etkili
elementlere baglanarak gen ifadesini diizenleyen proteinlerdir (Wray vd., 2003). Bu
olay gen aktivasyonu i¢in ilk adimdir ve genlerin transkripsiyonunda etkili olan RNA
polimeraz II ile dolayli veya dogrudan etkileserek transkripsiyonu etkilemektedirler.
Genel (bazal) ve spesifik olmak iizere iki transkripsiyon faktorii kategorisi vardir
(Yanik, 2012). Genel (bazal) transkripsiyon faktorleri, RNA polimeraz II tarafindan
kopyalanan biitiin genlerin tizerinde toplanan ve ¢ok sayida bulunan proteinlerdir. Bu
transkripsiyon faktorleri RNA polimeraz II’nin, protein kodlayan bir dizinin
baslangi¢ noktasina baglanip transkripsiyonu baglatmasi i¢in bu bdlgenin uygun hale
getirilmesi agisindan Onemlidirler (Yanik, 2012). Gen spesifik transkripsiyon
faktorleri ise hedef genin promotor bolgesindeki bazal transkripsiyonu etkinlestirerek
veya baskilayarak gen ifadesini diizenleyen proteinlerdir. igerdikleri DNA baglanma
domainlerine gore TF'leri farkli gruplara ayrilmaktadirlar (Luscombe ve Thornton,
2002). Bugiine kadar abiyotik streslerde etkili olan birgok TF'niin AP2/ERF
(apetella2/ethylene response factor, apetala2/etilen tepki faktorii), bZIP (basic
leucine zipper domain, bazik 16sin fermuar1), MYB (Myeloblastosis onkogen), MYC

(Myelocytomatosis onkogen), Csy2His ¢inko parmak, WRKY ve NAC gibi genis
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transkripsiyon faktor ailelerinin {iyesi oldugu belirlenmistir (Singh vd., 2002;
Umezawa vd., 2006; Rushton vd., 2010; Mizoi ve Yamaguchi-Shinozaki, 2012;
Nakashima vd., 2012). Abiyotik stres kosullar1 alinda gen ifadesi, ABA’ya bagiml
ve ABA’dan bagimsiz yollarla kontrol edilmektedir. Bu yollar ile aktive olan TF'leri
streslere dayaniklilikta ve/veya toleransta rol oynayan genlerin promotdr
bolgelerinde yer alan ABRE (ABA response element, ABA tepkili element) ve DRE
(drought response element, kuraklik tepkili element), CRT (C-repeat, C-tekrarli) gibi

cis-etkili elementlere baglanarak gen ifadesini diizenlemektedirler.

2.4.1. NAC transkripsiyon faktorleri

NAC (NAM, ATAFI1,2, CUC2) proteinleri bitkiye 6zel TF’lerinin en genis
ailelerinden birini olusturmaktadir. NAC ismi daha 6nce tanimlanmis olan NAM (no
apical meristem), ATAF1-2 (Arabidopsis transcription activation factor) ve CUC2
(cup-shaped cotyledon 2) genlerinden gelmektedir. NAM geni karakterize edilen ilk
NAC genidir. NAM geni yoniinden mutant olan birgok petunya (Petunia hybrida)
bitkisinde, siirgiin apikal meristemi (SAM) olusmadigi ve bu nedenle de fide
asamasinda birgok petunya bitkisinde olimler goézlemlenmistir. Ayni zamanda
gelisme gosteren birkag mutant fidelerde de ¢igek gelisiminin normal olmadigi
belirlenmistir. NAM geninin izolasyonu ve karakterizasyonundan sonra Arabidopsis
(Arabidopsis thaliana) CUC genleri izole edilerek karakterizasyonlari
gerceklestirilmistir. CUC1 ve CUC2 genleri yoniinden mutant bitkilerde de NAM
geni bakimindan mutant olan bitkilerde gozlemlenen bazi gelisim bozukluklar

gortilmistiir (Olsen vd., 2005).

NAC gen ailesinin birkag tiyesi model bitki Arabidopsis, ¢elik (Oryza sativa), soya
fasulyesi (Glycine max) ve bugday (Triticum aestivum) bitkilerinin yaninda kavak
(Populus trichocarpa) ve turunggil (Citrus sinensis) gibi bazi ¢ok yillik bitkilerde de
tanimlanmis ve kismen karakterize edilmislerdir (Riechmann vd., 2000; de Oliveira
vd., 2011). Yakin zamanda yapilan genom analizleri sonucunda Arabidopsis'te
(Arabidopsis thaliana) 117 (Nuruzzaman vd., 2010), celikte (Oryza sativa) 151
(Nuruzzaman vd., 2010), kavakta (Populus trichocarpa) 163 (Hu vd., 2010), tilki
kuyrugu darida (Setaria italica) 147 (Puranik vd., 2013), misirda (Zea mays) 152
(Shiriga vd., 2014), tiitiinde (Nicotiana tabacum) 152 (Rushton vd., 2008), asmada
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(Vitis vinifera) 74 (Wang vd., 2013), muzda (Musa acuminata) 167 (Cenci vd.,
2014), domateste (Solanum lycopersicum) 104 (Su vd., 2015) ve ¢in lahanasinda ise
(Brassica rapa) 188 (Ma vd., 2014) NAC geni tanimlanmistir (Wang vd., 2016).

2.4.1.1. NAC transkripsiyon faktorlerinin yapisi

Genel olarak NAC TF'leri iyi korunmus N terminal bolgesinde yer alan NAC
domaini ve farklilagsmig C terminal bdlgesinde yer alan transkripsiyonel diizenleyici
bolgeden olusmaktadir (Ernst vd., 2004). N terminal bolgesinde yer alan NAC

domaini yaklasik olarak 150 aminoasit uzunlugundadir ve 5 farkli al domainden

iAlcl c Nolllc EN

—-—— NAC domain ———————» —-«€———— TR domain ————————————>»

| A
r L1 1

N-torminal | LSRG [N lH o lE C-terminal

~€——— NAC domain —————» —€——— TR domain ————————»

Sekil 2.2. NAC domainin yapisi (Puranik vd., 2012)

(A-E) olusmaktadir (Olsen vd., 2005). Bu domainler NAC TF'lerinin spesifik
kosullarda farkli proteinlere baglanma fonksiyonlarinin gergeklesmesinde rol
oynamaktadirlar. C terminal bolgesinde bulunan transkripsiyon diizenleyici bolgeler
(TRR) ise transkripsiyonun aktivasyonu (Puranik vd., 2012) veya baskilanmasinda
(Yamaguchi vd., 2010) gorev almaktadirlar. Transkripsiyon diizenleyici bolgeler
tekrarli olarak yer alan serin-treonin, prolin-glutamin gibi aminoasitlerce zengin
spesifik motiflere sahip bolgelerden olusmaktadir. Ornegin celik NAC proteinlerinin
transkripsiyonel diizenleyici bolgelerinde 10 tane farkli motif belirlenmis ve bu
motiflerin farkli al familyalara gore degistigi belirlenmistir. Bu sonuglar NAC
proteinlerinin farkli al familyalara gore degisen farkli fonksiyonlariin

transkripsiyonel diizenleyici bdlgelerde goriilen farkliliklardan kaynaklandigini

aciklamaktadir (Puranik vd., 2012).

Stres ile uyarilan NAC genlerinin ifadesi promotor bolgelerinde bulunan strese
tepkide yer alan cis-etkili elementlerle diizenlenmektedir. Bu cis-etkili elementler

ABRE, DRE, LRE (Low-temperature responsive element, diisiik sicaklik cevap
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elementi), MYB, MYC, W-kutusu jasmonik asit ve salisilik asit gibi spesifik tepki
elementlerini igermektedir (Nakashima vd., 2012).

2.4.1.2. NAC transkripsiyon faktorlerinin fonksiyonlari

NAC TF’leri gesitli apikal meristemlerin olusmast ve muhafazasi (Takada vd.,
2001), cigek gelisimi ve morfogenesiz (Sablowski ve Meyerowitz, 1998), embriyo
gelisimi, senesens (Breeze vd., 2011) ve hormon sinyalini i¢eren birgok bitki
gelisiminde ve biyotik ve abiyotik stresler sirasinda (Olsen vd., 2005; Tran vd., 2010;
Nakashima vd., 2012) rol oynamaktadirlar (Puranik vd., 2012). Ayrica NAC
genlerinin 1518a karsi tepki, programlanmis hiicre oliimlerinde de rol oynadigi

belirlenmistir.

NAC TF'lerinin patojene karsi bitki savunma yanitinin nasil diizenlediginin
arastirildigi Collinge (2001) tarafindan yapilan bir ¢alismada Phytophthora infestans
ile enfekte olmus patates (Solanum tuberosum L.) bitkilerinde StNAC geninin aktive
oldugu belirlenmistir. Daha sonra biyotik streslere dayaniklilik alaninda yapilan
caligmalarda NAC genlerinin birka¢ fungal, bakteri ve virlis saldirilarima karsi
ekspresyon seviyelerinde artislar oldugu belirlenmistir (Ren vd., 2000; Xie vd., 2002;
Hegedus vd., 2003; Oh vd., 2005; Xia vd., 2010).

Oldukca genis bir grup olmalari nedeniyle, NAC proteinlerinin fonksiyonlarini
tanimlamak oldukga giictiir. Bunu anlamak i¢in NAC proteinlerinin baglandigi hedef
genlerin bilinmesi gerekmektedir. NAC genlerinin ifade diizeyinin arttirtlarak bunun
mikroarray teknigi ile birlikte kullanilmasi veya sadece mikroarray teknigi
kullanilarak NAC genlerinin spesifik kosullarda ifade diizeylerinin arastirilmasi

NAC genlerinin fonksiyonlarinin anlagilabilmesi agisindan oldukg¢a 6nemlidir.

Arabidopsis ve c¢elikte yapilan genom diizeyinde gen ekspresyonu belirleme
caligmalari, NAC genlerinin tuzluluk, kuraklik, soguk stresleri veya ABA hormon
uygulamalar1 sonrasinda aktive olduklar1 belirlenmistir (Fujita vd., 2004; Kawaura
vd., 2008; Fang vd., 2008). Jensen vd. (2010) tarafindan Arabidopsis’te bulunan
NAC genlerinin yiiksek sicaklik ve tuz stresine karsi tepkilerinin arastirildig: bir

caligmada ise incelenen birgok NAC geninin ekspresyon diizeylerinde artiglarin
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oldugu belirlenmigtir. Celik bitkisinde yapilan bir mikroarray c¢alismasinda ise
abiyotik stresler sirasinda 45’den fazla NAC geninin, biyotik stresler sirasinda ise 26

NAC geninin uyarildig1 belirlenmistir (Nuruzzaman vd., 2010).

Tran vd. (2004) tarafindan yapilan bir ¢calismada Arabidopsis NAC genleri arasinda
yer alan ANAC019, ANACO055 ve ANACO72 NAC genlerinin aktivitelerinin kuraklik
ve tuzluluk stresleri sirasinda ve ABA uygulamasindan sonra arttigi belirlenmistir.
Bu genler arasinda yer alan ANACO072 geninin (RD26) yeni bir ABA-bagimli stres
sinyalizasyon yolunda yer aldigi diisiiniilmistiir (Fujita vd., 2004). Baz tiirlerde
yapilan caligmalarda abiyotik stresler sirasinda etkili oldugu bilinen bazi NAC
genlerinin ayn1 zamanda jasmonik asit, salisilik asit ve etilen gibi fitohormonlarin
uygulanmasi sonucunda da tesvik olduklar1 belirlenmistir. Bu genler arasinda yer
alan RD26/ANACO72 geninin hem abiyotik streslerde hem de patojenlere karsi
savunma sirasinda fonksiyon gosterdigi bilinmektedir. Yine ANACO019 ve ANACO055
genlerinin de hem ABA aracili hem de jasmonik asit araciligi ile diizenlenen gen

ifadesinde yer aldiklar1 bilinmektedir.

Bircok streste etkili oldugu bilinen NAC genlerinin gen miihendisligi yontemleri
kullanilarak aktivitelerinin arttirilmas: hem elde edilen trangenik bitkilerin streslere
karsi dayaniklilik diizeylerinin belirlenebilmesi hem de NAC genlerinin stresler
sirasinda ifadelerini diizenledikleri yani hedeflemis olduklari streslerle ilgili genler
tespit edilebilmektedir. Hu vd. (2006) tarafindan yapilan bir ¢aligmada, SNAC1
(stress responsive NAC1, strese cevapta etkili NAC1) geninin celikte ifade diizeyi
arttirilarak elde edilen transgenik ¢elik bitkilerinin (Oryza sativa) kuraklik ve tuz
stresine kargt direnglerinin kontrol bitkilerine oranla daha fazla oldugu tespit
edilmistir. Ayn1 zamanda elde edilen transgenik bitkilerin ABA’ya daha duyarl
olduklart1 ve stomalarim1 daha c¢abuk kapatarak daha yavas su kaybettikleri

belirlenmistir.

Nakashima (2007)’nin ¢elikte yaptigi bir ¢alismada ise OSNAC6 geninin soguk,
kuraklik ve tuzluluk gibi abiyotik stresler sirasinda aktif oldugu belirlenmistir.
OsNACG6 geninin asir1 diizeyde ifade edildigi transgenik celik bitkilerinde yapilan
mikroarray analizleri sonucunda abiyotik ve biyotik streslerle uyarilan bir¢ok genin

aktif oldugu belirlenmistir. OSNAC6 geninin asir1 diizeyde ifade edildigi transgenik
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celik bitkilerinde genom diizeyinde yapilan gen ekspresyon analizleri sonucunda
genlerin yaklasik olarak %40'nin dehidrasyon, yiiksek tuzluluk veya soguk stresleri

sirasinda aktivitelerinde degisiklikler oldugu belirlenmistir.

Xue vd. (2011), bugday (Triticum aestivum) genom verileri ve kantitatif RT-PCR
kullanilarak ekmeklik bugdayda TaNAC69 geninin ifadesi analiz edilmistir.
TaNAC69 geninin ifadesinin abiyotik ve biyotik streslerle pozitif iliskili oldugu
gorilmiistlir ve ayn1 zamanda bu genin ifadesinin stresler sirasinda ifade diizeyi artan
genlerle de yakin iligkili oldugu goriilmiistiir. TaNACG69 geninin asir1 ifade edildigi
transgenik bugday hatlarinda yapilan analizler sonucunda tuz ve kuraklik stresi
sirasinda transgenik olmayanlara gore daha fazla siirglin meydana geldigi
belirlenlenmistir. Ayrica kuraklik stresi sirasinda incelenen transgenik bitkilerin kok

biiyiime oraninda da artislar meydana geldigi tespit edilmistir.

Hao vd. (2011), tarafindan soya fasulyesinde yiiksek tuzluluk, kuraklik ve soguk
streslerine ve ABA ve NAA uygulamalarina karst GmMNAC11 ve GmNAC20
genlerinin fonksiyonu arastirilmistir. Bu amagla GmNAC20 ve GmNAC11 genleri
Arabidopsis bitkilerinde ayri ayri1 olarak asir1 diizeyde ifade edilerek transgenik
bitkiler elde edilmistir. GMNAC20 geninin asir1 ifade edildigi trangenik Arabidopsis
bitkilerinin tuz ve don stresine karsi direncerinde artiglar oldugu goézlemlenmistir.
Ancak GmNAC11 geninin ile asir1 ifade edildildig transgenik Arabidopsis

bitkilerinin ise yalnizca tuz stresine karst direng gosterdigi belirlenmistir.

Liu vd. (2011), kuraklik sirasinda diger bitkilerde aktif oldugu bilinen NAC2 geninin
Arachis hypogaea’dan izolasyonu yapilarak (AhNAC2 geni) Arabidopsis bitkisine
aktarilmistir. Elde edilen transgenik bitkilerin yabani tiplere gore kok biliylime ve
tohum ¢imlenme oranlarinda ve ayni zamanda AhNAC2 geninin ifade diizeyinin

arttig1 gézlemlenmistir.

Tang vd. (2012) tarafindan bugdayda NAC TF’lerini kodlayan alti yeni gen
(TaNAC2a, TaNAC4a, TaNAC6, TaNAC7, TaNAC13 ve TaNTL5) belirlenmistir. Bu
genlerin ifade diizeyleri kuraklik, tuzluluk ve diisiik sicaklik stresleri sirasinda veya
bu streslerin kombine bir sekilde uygulandig: bitkilerde arastirilmis ve bu genlerin

ifadelerinin incelenen stresler sirasinda degisik diizeylerde artiglar gosterdikleri
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belirlenmistir. Aym1 zamanda TaNAC2a geninin asir1 diizeyde ifade edildigi
transgenik tiitiin bitkileri lizerinde yapilan analizler sonucunda kurak kosullar alinda
transgenik tiitlin bitkilerinin transgenik olmayan bitkilere gore daha taze ve kuru
agirhiga sahip oldugu ve ayn1 zamanda TaNac2a geninin ifade seviyesinin transgenik

tiitlin bitkilerinde transgenik olmayanlara gore daha fazla olarak belirlenmistir.

Lu vd. (2012), musir (Zea mays) bitkisinden NAC geninin (ZmSNAC1) izolasyonunu
yaparak karakterize etmislerdir. Diislik sicaklik, kuraklik ve tuz stresi sirasinda ve
ABA uygulamasi ile ZmSNAC1 geninin ifadesinin gii¢lii bir sekilde uyarildig
belirlenmistir. ZMSNAC1 geninin Arabidopsis’te asir1 diizeyde ifade edilmesi ile elde
edilen transgenik bitkilerin ise ¢imlenme asamasinda ozmotik strese karst ve genel

olarak da kuraklik stresine kars1 direnglerinin arttig1 belirlenmistir.

Liu vd. (2014) tarafindan yapilan bir ¢alismada ise gelikten izolasyonu yapilan
SNAC1 geni, Agrobacterium tumefaciens aracili yontemle YZ1 pamuk (Gossypium
hirsutum) cesidine aktarilmistir. Elde edilen transgenik pamuk bitkilerinin kuraklik
ve tuz stresleri sirasinda transpirasyon oraninin transgenik olmayanlara gére 6nemli
Olciide azaldigr belirlenmistir. Ayn1 zamanda elde edilen transgenik pamuk
bitkilerinin gelismis kok gelisimine de sahip olduklar1 gézlemlenmistir. Bu sonuglar,
SNAC1 geninin pamuk bitkisinde asir1 ekspresyonunun transgenik bitkilerde daha
gelismis kok gelisimine ve terlemenin azalmasima neden olarak transgenik pamuk
bitkilerinin kuraklik ve tuz stresine karsi daha fazla tolerans gelistirdikleri

belirlenmistir.

Huang vd. (2015), yeni bir transkripsiyon faktorii olan TaNAC29 genini ekmeklik
bugdaydan (Triticum aestivum) izole etmislerdir. TaNAC29 geninin yasli yapraklarda
ifade seviyesinin arttigt gozlemlenmistir ve bu nedenle de TaNAC29 geninin
yaslanma siirecinde rol oynadigi anlasilmistir. TaNAC29 geninin transkriptlerinin
tuzluluk, kuraklik, oksidatif stres ve ABA uygulamalari ile arttigi gosterilmistir.
TaNAC29 geninin tam olarak fonksiyonunu ortaya koymak amaciyla Arabidopsis
bitkisinde asir1 diizeyde ifade edilmistir. Serada yetistirilen TaNAC29 geninin asir
ifade edildigi transgenik Arabidopsis bitkilerinde yapilan analizler sonucunda

transgenik Arabidopsis bitkilerinin tuzluluk ve kuraklik stresine karsi transgenik
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olmayanlarla ayn1 sekilde diren¢ gostermelerine karsin transgenik bitkilerde SOD, ve
CAT gibi antioksidan enzmlerinin aktivitelerinde artislarin oldugu rapor edilmistir.

Zhang vd. (2016) tarafindan bugdaydan TaNAC47 geni izole edilerek karakterize
edilmeye ¢alisilmistir. TaNACA47 geninin tuzluluk, kuraklik, soguk stresleri sirasinda
ve ABA uygulamasi ile uyarildigi belirlenmistir. TaNAC47 geninin asirt ifade
edildigi transgenik Arabidopsis bitkilerinin ise kuraklik, tuzluluk ve soguk stresine

kars1 direnglerinin artti§1 gézlemlenmistir.

Zhao vd. (2016) tarafindan Miscanthus lutarioriparius bitkisinde abiyotik stresler
sirasinda  etkili  oldugu diisiiniilen MINAC9 geninin  fonksiyonel olarak
karakterizasyonu gergeklestirilmistir. Arabidopsis’te asir1 ifade edilen MINAC9
geninin tohum ¢imlenmesi ve kok uzamasi gibi siireclerde ABA’ya karsi oldukga
duyarli oldugu belirlenmistir. Bu sonuglara ek olarak MINAC9 geninin asir1 ifade
edildigi bitkilerde kuraklik ve soguk stresine karsi direncin arttig1 ortaya c¢ikmustir.
Elde edilen transgenik bitkiler transgenik olmayan bitkilerle karsilastirildiginda
kuraklik, tuzluluk ve soguk stresleri sirasinda ve ABA uygulamasi ile streslerde yer
alan genlerin ifadelerinde 6nemli bir sekilde artis oldugu belirlenmistir. Buna bagh
olarak kuraklik ve tuzluluk kosullart alinda SOD, POD ve CAT gibi antioksidan

enzimlerin aktivitelerinde de artislar meydana gelmistir.

Fang vd. (2016) tarafindan asmada yapilan bir ¢alismada (Vitis amurensis) NAC
transkripsiyon {yesi olan VaNAC26 geninin kuraklik, tuzluluk uygulamalar
sirasinda ifadesinin arttig1 belirlenmistir. VaNAC26 geninin asir1 ifade edildigi
transgenik Arabidopsis bitkilerinde kuraklik ve tuzluluk stresleri sirasinda yapilan
analizler sonucunda ise transgenik Arabidopsis bitkilerinin incelenen streslere karsi
direnglerinde artislar oldugu goézlemlenmistir. Kuraklik stresi alinda transgenik
Arabidopsis bitkileri yabani tiplerle karsilastirildiginda antioksidan enzimlerinin
aktivitelerinde de artislar oldugu rapor edilmistir. Bu sonuglarla baglantili olarak da
H.O2> ve O radikallerinin konsantrasyonlarinda da azalmalarin oldugu tespit

edilmistir.

Mao vd. (2016), misir bitkisinden NAC transkripsiyon faktorlerinden biri olan

ZMNACS55 genini izole etmisler ve kuraklik, tuz ve soguk stresleri sirasinda ve ABA
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uygulamasi ile ZMNAC55 geninin uyarildigi belirlenmistir. ZmMNACS55 geninin
promotdrii bolgesinde yapilan analizler sonucunda ¢oklu streslerle iligkili olan cis-
etkili elementlerin ZmNAC55 geninin promotor bolgesinde yer aldigi bulunmustur.
Arabidopsis’te asir1 ifade edilen ZMNACS5 geninin ¢imlenme siirecinde ABA’ya
oldukga fazla duyarli hale geldigi belirlenmistir. Transgenik Arabidopsis bitkilerinin
transgenik olmayanlara gore kuraklik stresine karsi daha toleransli olduklari
gbzlemlenmistir. Transgenik ve transgenik olmayan Arabidopsis bitkilerinde yapilan
transkriptom analizlerin sonucunda ise strese karsi tepkide yer alan birgok gen farkli
sekilde tanimlanmistir. Bunlardan 12 tanesinin kuraklik stresi sirasindaki ifade

diizeyleri real-time RT-PCR yontemi kullanilarak dogrulanmustir.

Yang vd. (2016) tarafindan krizantem (Dendranthema lavandulifolium) bitkisinden
NAC benzeri bir genin izolasyonu ve karakterizasyonu yapilmistir ve izole edilen bu
geni DINAC1 geni olarak adlandirmislardir. Yapilan filogenetik analizler sonucunda
DINACL geninin tipik bir NAC domaini i¢erdigini ve ONACO022 al grubuna ait
oldugunu belirlemislerdir. DINAC1 geninin transkripsiyon aktivasyon yetenegine
sahip oldugunu gostermek icin yapilan subselliiler lokalizasyon analizleri sonucunda
genin c¢ekirdekte lokalize oldugunu gostermislerdir. Ayrica, yapilan gRT-PCR
analizleri sonucunda da DINAC1 geninin diisiik sicaklik, yiiksek tuzluluk ve kuraklik
kosullar sirasinda uyarildigini ancak 1s1 soku stresi ve ABA uygulamalar1 sonucunda
uyartlmadigint belirlemislerdir. Sonra DINAC1 geninin abiyotik stresler sirasindaki
roliinii tam olarak aydinlatmak amaciyla DINAC1 genini tiitiin bitkisinde asir1
diizeyde ifade ederek transgenik tiitiin bitkileri elde etmislerdir. Elde edilen
transgenik tiitin  bitkilerinin  kuraklik ve tuzluluk sirasinda tepkilerinin
degerlendirilmesi sonucunda ise bitkilerin her iki strese karsi da tolerans
diizeylerinde artis oldugu belirlenmistir. Yapilan analizlerin hepsi birlikte
degerlendirildiginde ise krizantem bitkisinden izole edilen DINAC1 geninin, dzellikle
kuraklik ve tuz stresine karsi bitkilerde dayaniklilik ve/veya toleransta etkili olan

NAC TF'lerinden biri oldugu sonucuna varilmigtir.

Wang vd. (2016) tarafindan domates bitkisinde yapilan bir ¢alisma sonucunda ise
SINAC35 geni olarak isimlendiren bir NAC geni izole edilmistir. SINAC35 geninin
abiyotik ve biyotik stresler sirasinda roliinii aydinlatmak amaciyla SINAC35 genini

tiitlin bitkisinde asir1 diizeyde ifade ederek transgenik tiitiin bitkileri elde etmislerdir.
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Transgenik tiitiin bitkilerinde yapilan analizler sonucunda ise SINAC35 geninin
ifadesinin kuraklik, tuz stresi ve bakteriyel enfeksiyon sirasinda uyarildigin
belirlemislerdir. Ayrica transgenik tiitiin bitkilerinin transgenik olmayanlara gore
daha fazla sayida ve daha uzun bir kok yapisina sahip oldugunu gozlemlemislerdir.
Ayni zamanda SINAC35 geninin aktarildigi transgenik tiitiin bitkilerinde kuraklik ve
tuz stresleri sirasinda yapilan qRT-PCR analizleri sonucunda ise tiitinde oksin
sinyallemesinde etkili oldugu bilinen NtARF1, NtARF2 ve NtARF8 genlerinin
ekspreyon diizeylerinin fazla oldugu belirlenmistir. Sonug¢ olarak SINAC35 geninin
asir1 ekspresyonunun, kuraklik ve tuz stresleri sirasinda oksin sinyallemesinden
sorumlu NtARF genlerinin ekspresyonunu diizenleyerek kok biiylimesini ve
gelisimini tesvik ettigi ve boylece de transgenik bitkilerin streslere kars1 dayaniklilik
ve/veya tolerans diizeylerinin transgenik olmayan bitkilere gére arttigi sonucuna

varilmgtir.

Kabak bitkisinde (Cucurbita moschata) ise strese karsi dayaniklilikta etkisi oldugu
diistiniilen ve CmMNAC1 geni olarak adlandirilan bir NAC TF'niin rolii Cao vd. (2017)
tarafindan aragtirllmigtir. CmMNAC1 geninin green floressent proteini (GFP) ile
fiizyonu sonucunda elde edilen CmMNAC1-GFP fiizyon proteinin tiitiin yapraklarinda
gecici olarak ifade edilmesi ile genin hiicre igerisinde lokalizasyon analizi
gergeklestirilmistir. Yapilan lokalizasyon analizleri sonucunda CmNAC1 geninin
cekirdekte lokalize oldugu gosterilmistir. Boylece CmMNACL geninin transkripsiyon
sirasinda rol aldigr onaylanmistir. Sonra maya hiicrelerinde yapilan analizler
sonucunda ise genin C-terminal bdlgesinin transkripsiyon sirasinda aktivator olarak
gorev aldigi sonucuna varilmistir. Daha sonra CmNAC1 geninin farkli organlarda
ifadesi sonucunda elde edilen bitkilerde yapilan analizler sonucunda CmNAC1
geninin ifadesinin tuz, soguk ve kuraklik stresleri ile ve H.O> ve ABA uygulamalari

ile artt1g1 belirlenmistir.

NAC genleri ile yapilmis olan ¢alismalar daha ¢ok tek yillik bitkilerde ve 6zellikle de
Arabidopsis ve gelik gibi bitkilerde yapilirken, turunggiller gibi ¢ok yillik bitkilerde
ise NAC genleri ile yapilan ¢alismalar oldukga sinirli sayida kalmigtir. Turunggillerde
Fan vd. (2007) tarafindan ilk kez NAC-benzeri bir genin varligi hasat sonrasi
meyvelere uygulanan stresler sirasinda rapor edilmistir. Bu genin karakterizasyonu

ile ilgili olarak yapilan ¢alismalar sonucunda ise NAC-benzeri genin ifadesinin hasat
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sonrast uygulanan diisiik sicaklik, yaralama, anoksi, ve etilen dahil olmak {izere
birkag stres sirasinda uyarildigir belirlenmistir. Sonra Liu vd. (2009) tarafindan
turunggillerde meyve gelisimi ve yaslanma sirasinda etkili olan baska bir NAC-

benzeri bir gen izole edilmistir.

de Oliveira vd. (2011) tarafindan yapilan bir ¢alismada ise turunggillerde bulunan
NAC genleri daha kapsamli bir sekilde analiz edilmistir. Yapilan bu c¢alismada
oncelikle turuggil veritabani kullanilarak 45 NAC proteini tespit edilmistir.
Turunggillerden tespit edilen 45 NAC geninin filogenetik analizleri sonucunda bu
genlerin 13 farkli al familyaya ayrildigi belirlenmistir. Elde edilen bu sonug
turuncgillerde de farkli fonksiyonlara sahip NAC genlerinin oldugunu ortaya
koymustur. Ayn1 zamanda 45 NAC geni arasindan segilen CSNAC1 geninin ¢evresel
stresler sirasindaki ifadesi incelenmistir. Kuraklik stresi sirasinda mandarin (Citrus
reshni) ve Rangpur laym (Citrus limonia) yapraklarinda yapilan qRT-PCR analizleri
sonucunda CsNACL1 geninin kuraklik stresi sirasinda her iki bitkide de uyarildig:
tespit edilmistir. Ayrica CSNAC1 geninin mandarinde (C. reshni) tuz ve soguk stresi
sirasinda ve ABA uygulamasindan sonra da yapraklarda ve koklerde uyarildigi

belirlenmistir.

Yukarida Ozetlenen bazi calismalar incelendiginde NAC genlerinin tam olarak
fonksiyonunu belirlemek amaciyla bazi bitkilerden izole edilen genler tiitiin veya
Arabidopsis Dbitkilerinde asir1 diizeyde ifade edilmistir. Bu strateji tarimsal
biyoteknolojide genlerin fonksiyonlarmin tam olarak ortaya konmasi amaciyla
kullanilan yaygin bir stratejidir. Bu strateji kullanilarak genlerin fonksiyonlari tam
olarak ortaya konduktan sonra streslere dayanikli bitki gelistirmek amaciyla streslere
dayaniklilikta rolii olan genler istedigimiz bitkiye cesitli yontemler kullanilarak
aktarilmaktadir. Streslere dayanikli bitki gelistirmek amaciyla streslere dayaniklilikta
rol oynayan genler arasindan belirlenen TF'lerinin bitkilere aktarilmasi 6zellikle
abiyotik streslere dayanikli bitki gelistirmek agisindan 6nemlidir. Ciinkii bitkilerde
abiyotik streslerin de dahil oldugu bir¢cok strese dayanim muligeniktir yani
dayaniklikta ve/veya toleransta bir¢ok gen etkilidir (Tran vd., 2010).
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2.5. Gen Aktarim Yontemleri

Bitkilerde biyotik ve abiyotik stresler dahil olmak iizere verimi ve Xkaliteyi
etkileyecek cok sayida sinirlayici faktdor mevcuttur. Bu giicliiklere karsi binlerce
yildir 1slah ¢aligmalar1 yapiliyor ancak tarla bitkilerinin klasik 1slah ¢alismalarindan
elde edilen verimlilik artisi; ekilebilir alanlarin kritik degerlere gelmesi nedeniyle,
giderek artan diinya niifusunun temel gida ihtiyaglarimin karsilanmasina
yetmemektedir. Bu durum bitki 1slah c¢alismalarinda yeni teknolojilerin
kullanilmasimi giindeme getirmistir (Halford, 2012; Safitri vd., 2016). Etkili
transformasyon tekniklerinin uygulanmasi transgenik bitki iiretimindeki en zorlu
noktalardan biridir. Uygun transformasyon tekniginin segilmesi ve gelistirilmesi gibi
transgenik tarla bitkilerinin rejenerasyonu da otuz yillik teknolojik ilerlemeden sonra

bile hala agilmasi gereken bir gii¢liik olarak bilinmektedir (Alpeter vd., 2016).

Dolayli gen aktarim yoOntemlerinden biri olan Agrobacterium araciligiyla gen
transformasyonu basitligi ve etkinligi sayesinde, cok sayida kararli transformant
tiretmeyi miimkiin kilmaktadir (Michielse vd., 2005). Ayrica biiyiik, tek parca DNA
segmentlerinin aktarilabilmesi, diisiik kopya sayilarina sahip basit transgenlerin
sokulabilmesi, kararl1 entegrasyon ve aktarilan genlerin nesiller boyunca
kalitilabilmesi gibi sebeplerden dolayr dogrudan transformasyon tekniklerine gore

daha ¢ok tercih edilmektedir (Barampuram ve Zhang, 2011).
2.6. Turunggillerde Gen Aktarim Yoéntemlerinin Gelistirilmesi

Uzun yillardan beri turunggillerde etkin bir transformasyon yonteminin gelistirilmesi
icin farkli turunggil tiirleri tizerinde degisik transformasyon teknikleri kullanilarak
cok sayida arastirma yapilmistir ve bu caligmalar giinlimiizde de devam etmektedir.
Turunggillerde genetik transformasyon ilk defa polietilen glikol’le (polyethylene
glycol, PEG) dogrudan DNA aktarim1 (direkt DNA uptake) yontemi kullanilarak,
Trovita portakal (C. sinensis) c¢esidinin protoplastlart kullanilarak yapilmistir
(Kobayashi ve Uchimiya, 1989). Bu amagla Trovita portakalindan elde edilen
protoplastlar kanamisin dayaniklilik geni ve bakteriden izole edilen aminoglikozit
fosfotransferaz genini iceren DNA konstrakti ile transforme edilmis ve
transformasyon Southern blot hibridizasyonu ile dogrulanmistir (Kobayashi ve

Uchimiya, 1989; Cevik ve Sahin-Cevik, 2006).
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PEG ile dogrudan DNA aktarimi1 daha sonra Vardi vd. (1990) tarafindan yapilan bir
caligmada kaba limon (Citrus jambhiri Lush.) protoplastlar1 kullanilarak
gerceklestrilmistir. Daha sonra turunggillerde gen transformasyon c¢alismalarinda
Hidak.a ve Omura (1993) tarafindan mandarin (Citrus reticulata) protoplastlar1 ve
elektroporasyon (electroporation) yontemi bir arada kullanilarak, transformasyon

basarili bir sekilde gerceklestirilmistir.

Dogrudan DNA aktarimina alernatif transformasyon yontemleri gelistirmek amaciyla
Hidak.a vd. (1990) tarafindan gen transformasyonuna alernatif bir yontem olarak
Agrobacterium tumefaciens araciligi ile gen transformasyon yontemi turunggillerde
kullanilmaya baglanmistir (Cevik ve Sahin-Cevik, 2006). Hidak.a vd. (1990)
tarafindan portakal kallusundan elde edilen siispansiyon hiicre kiiliirleri kullanilarak

Agrobacterium tumefaciens araciligi ile gen transformasyonu gergeklestirilmistir.

Yapilan bu c¢alismalarin sonucunda turunggil protoplastlar1 ve embriyogenik
kalluslardan elde edilen hiicre kiiliirlerinde PEG ve elektroporasyona dayali
dogrudan DNA aktarim yoOntemleri yaninda, gen tabancasi ve Agrobacterium
kullanilarak da transgenik bitki iiretilebilecegi gosterilmistir. Ancak protoplast ve
hiicre siispansiyon kiiliirlerinin hazirlanmasinin zor olmasi (Gmitter vd., 1992) ve bu
yontemler kullanilarak elde edilen transgenik bitkilerin yetistirilmesi sirasinda daha
fazla giigliikklerle karsilagilmast ve daha uzun silire gerektirmesinden dolay1
gelistirilen bu yontemler turunggillerde rutin olarak gerceklestirilebilecek genetik

miihendisligi calismalari i¢in yetersiz kalmislardir.

Bu transformasyon yoOntemlerinin yetersizligini gidermek amaciyla, turuncggil
epikotil pargalarinin A. tumefaciens araciligi ile gen transformasyonunu saglayacak
olan bir gen transformasyonunun gelistirilmesi i¢in caligmalara baslanmistir.
Gelistirilen bu yontemde oncelikle Carrizo citrange ve Swingle citrumelo bitkilerinin
fidanlarindan epikotil parcalar1 elde edilmistir. Elde edilen bu epikotil pargalar1 A.
tumefaciens’le birlikte bekletilerek transformasyon saglanmis ve bu pargalardan
organagenik rejenerasyonla transgenik siirgiinler elde edilmistir. Sonra elde edilen bu
transgenik siirgiinlerin koklendirilmesi ile de transgenik olarak tam bir turunggil

bitkisinin elde edilmesi saglanmigtir (Moore vd., 1992, 1993).
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Yukarida Moore vd. (1992, 1993) tarafindan gelistirilen bu yontem Kaneyoshi vd.
(1994) tarafindan daha da gelistirilerek ii¢ yaprakli portakal (P. trifoliata) epikotil
pargalarinin daha etkin bir sekilde transformasyonu gergeklestirilmistir. Daha sonra
epikotil pargalarinin Agrobacterium’la transformasyonunu saglayan gelistirilen bu
yontem Gutierrez vd. (1997) tarafindan transformasyon ve rejenerasyonu etkileyen
biitiin faktdrler ayrintili olarak incelenmis ve yontem citranjlar, laym ve turung gibi

turunggil tiirleri i¢in optimize edilmeye caligilmistir.

Pena vd. (1995) tarafindan yapilan bir calismada ise pineapple portakal ¢esidinden
alinan epikotil parcalar1 kullanilarak transgenik stirgiinler elde edilmistir. Elde edilen
bu transgenik siirgiinler siirgiin ucu asilama teknigiyle in vitro kiiliirde yetistirilen
kaba limon (C. jambhiri) anaci lizerine asilanarak, transgenik bitkilerin elde edilmesi

saglanmustir.

Turunggillerde yapilan gen transformasyon calismalarinda daha sonra Yao (1996)
tarafindan tangelolardan elde edilen embriyogenik hiicreler ve gen tabancasi
kullanilarak transformasyobn gerceklestirilmistir. Yapilan bu ¢alismanin sonucunda

transgenik embriyolarin bagariyla iiretimi gergeklestirilmistir.

Cervera vd. (1998) tarafindan yapilan baska bir ¢calismada Pineapple portakal ¢esidi
transgenik bitki gelistirmek amaciyla kullanilmistir. Pineapple portakal cesidinin
agaclarindan alinan bogum arasi parcaciklari Agrobacterium araciligi ile yapilan gen
transformasyonunda kullanilmistir. Elde edilen transgenik siirgiinler, anaglar {izerine
mikro-asilama yontemiyle asilanarak birkac¢ transgenik bitkinin elde edilmesi
saglanmigtir. Elde edilen bu transgenik bitkiler 14 ayda meyve vermeye

baslamiglardir.

Bond ve Roose, (1998) tarafindan 7 turuncgil ¢esidine ve/veya anacina ait bitkilerde
(Washington Navel, Olinda Valencia, Lisbon Limon, Rio Red greyfurt, Carrizo,
mandarin ve Mexican laym) Agrobacterium aracilii ile gen transformasyonu ile
ilgili bir ¢alisma yapilmistir. Yapilan bu ¢aligmanin sonucunda sadece Washington
Navel ¢esidinde ve Carrizo anacinda GUS testi ile ilgili olarak pozitif siirgiinler elde
edilmistir. Alman bu sonuglar Washington Navel ve Olinda Valencia gibi iki

portakal c¢esidi arasinda c¢ok az farklihk olmasina ragmen bu farkliligin
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transformasyon verimliligini etkilemek icin yeterli oldugunu gostermistir. Sonug
olarak farkli turunggil tiirleri ve cesitleri icin farkli protokollerin gelistirilmesi
gerektigi bu ve turuncggiller i¢in yapilan diger ¢alismalarla da ortaya ¢ikmistir (Pena

vd., 1997; Bond ve Roose, 1998; Costa vd., 2002).

Gutierrez vd. (1997) tarafindan diger turuncgil tiirleri i¢in optimize edilmeye
calisilan ve epikotil parcalarinin kullanilarak Agrobacterium araciligi ile gen
transformasyonunun saglanmasini saglayan yontem Luth ve Moore (1999) tarafindan
daha da etkin hale getirilerek standardize edilmistir. Luth ve Moore (1999) tarafindan
gelistirilen bu yontemde T-DNA vektorii igerisinde transforme olmus bitkilerde
seciciligi saglayan NptIl geni ve genin anlatimimin olup olmadigimi saglayan -
glukuronidaz (GUS) geni yer almakta idi. Kanamisin (Nptll) varliginda nucellar
fidelerin epikotil segmentlerinden rejenere edilen siirgiinler histokimyasal boyama
yontemi kullanilarak rejenerasyonu gerceklestirilen siirgiinlerin %43,5'inin GUS
raportdr geni bakimindan pozitif oldugu belirlenmistir. Elde edilen transgenik
greyfurt bitkilerinin transgenik olup olmadiklar1 polimeraz zincir reaksiyonu
(Polymerase chain reaction, PCR) ve Southern blot hibridizasyonu ile
dogrulanmigtir. Luth ve Moore (1999) tarafindan Duncan greyfurt (C. paradisi)
kullanilarak gelistirilen bu yontem daha sonra Duncan greyfurt (C. paradisi) basta
olmak {izere bircok turunggil tiiriinde farklt amagclar i¢in gen aktariminda
kullanilmistir. Boylelikle farkli turunggil tiirlerinde ve akrabalarinda kullanilabilecek
bir transformasyon ve rejenerasyon yontemi olusturulmustur. Turuggillerde
gelistirilen bu protokol diger bitkilerde daha kaliteli ve ayn1 zamanda cevresel
streslere dayanikli bitki gelistirilmesi amaciyla yapilan gen transformasyon
calismalarinin  turunggillerde de yapilabilinmesinin onilinii a¢mistir. Ayrica
turuncgiller icerisinde greyfurtta gelistirilen bu protokol temel olarak alinarak istenen
ozellikte turuncggil bitkilerinin gelistirilmesi amaciyla modifiye edilerek umut verici
bir yontem olarak giiniimiizde de farkli turunggil tiirlerinde Agrobacterium aracilig
ile gen transformasyonunun yapilip transgenik bitkiler iiretmek amaciyla da

kullanilmaktadir.

Dominguez vd. (2000) tarafindan CTV’nin kilif protein geni (coat protein, CP geni)
pBI-121 ikili vektore aktarilmistir. pBI-121 ikili vektore klonlanan CP geninin
(CTV-CP geninin) Agrobacterium'un EHA-105 irki ve elektroporasyon yontemi
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kullanilarak Agrobacterium'a transformasyonu basarili bir sekilde
gerceklestirilmistir. Serada yetistirilen 6-12 aylik Mexican laym bitkilerine ait
parcaciklar gen transformasyonu i¢in pBI-121 ikili vektére klonlanan CP genini
tastyan Agrobacterium soliisyonunda 15-30 dak. bekletilmistir. Internodal govde
segmentleri Murashige Skoog (MS) + 0,2 mgl? thiamine hydrochloride, 1 mgl™
pyridoxine hydrochloride, 1 mgl? nicotinic asit, %3 siikroz ortamina alinmistir ve 3
giin ko-kiilivasyon ortaminda bekletilmistir. Daha sonra transgenik bitkilerin
rejenerasyonu i¢cin MS + 0,2 mgl? thiamine hydrochloride, 1 mgl? pyridoxine
hydrochloride, 1 mgl? nicotinic asit, %3 siikroz, 1 mglt BAP, 100 mgl* kanamisin,
250 mgl™t vancomycin, 500 mgl™ cefotaxime igeren ortam kullanilmistir. Transgenik
oldugu diisiiniilen rejenere olan filizlere GUS testi ve ardindan da PCR analizi
yapilmistir ve bu testler sonucunda transgenik oldugu diisiiniilen bitkilerin se¢imleri

yapilmustir.

Febres vd. (2002) tarafindan yapilan bir ¢alismada Florida T36 T30, B249 ve
DPI3800 CTV izolatlar1 Mexican lime iizerinde gogalilmis ve bu izolatlara ait kilif
protein (coat protein, CP) genleri PGA482GG, pMON10098 ve pCAMBIA 2201
vektorlerine aktarilmistir. Daha sonra ise Duncan greyfurt bitkilerinin tohumlarindan
gelistirilen etiole olmus epikotil pargalar1 ve Luth ve Moore (1999) tarafindan
gelistirilen A. tumefaciens araciligit ile gen protokolii kullanilarak gen

transformasyonlari basarili bir sekilde gerceklestirilmistir.

Boscariol vd. (2003) tarafindan gen transformasyonu sirasinda seleksiyon igin
antibiyotik ve herbisitlerin kullanilmasi yerine transforme olacak hiicreler i¢in
karbon kaynagi olan mannozun kullanilmasi1 gerektigi diisliniilmiistiir. Bu nedenle
alernaitf seleksiyon geni olarak ManA geninin transformasyonu yapilmistir.
Transformasyon i¢in Valencia, Natal, Hamlin ve Pera portakallarinin olgun
meyvelerinin tohumlar1 kullanilmistir. Tohumdan ¢ogahlan bitkiler 12-15 cm
oldugunda 10 giin 16/8 saat 151k periyoduna almmustir. [n vitro kosullarda
cimlendirilen Pera ve Natal bitkileri 1 cm uzunlugunda olacak sekilde epikotil
pargalar1 elde edilmis ve frikktoz, siikroz veya mannoz iceren EME besiyerine
alinmistir. ManA geni pNOV2116 plazmitine aktarilmigtir ve ManA genini tagiyan
bu plazmit Agrobacterium tumefaciens EHA-101 wkina transforme edilmistir.

Valencia, Natal, Hamlin ve Pera epikotil segmentleri ManA geninin Agrobacterium
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araciligi ile transformasyonu i¢in 20 dak. Agrobacterium igerisinde bekletilmistir.
Daha sonra EME + 1 mgl? BAP, 500 mgl*? cefotaxime igeren besi ortaminda 24
°C’de 3 giin ko-kiilivasyona alinmistir. Rejenerasyon siiresince segiciligi saglamak
lizere mannoz konsantrasyonu seleksiyon siiresince 73 uM ile 112.3 uM arasinda
kullanilmistir. Iyi gelisen siirgiinler ayrilarak Carrizo anaci iizerine mikro asilama

yontemi kullanilarak agilanmaistir.

Li vd. (2003) tarafindan Valencia portakalina (C. sinensis) ait kalluslar, turunggiller
icin Agrobacterium araciligi ile yeni bir transformasyon yonteminin gelistirilmesi
amaciyla kullanilmistir. Valencia'nmin embriyogenik kalluslart 25 dak. boyunca
pTA29-barnaz genini igeren Agrobacterium (A. tumefaciens EHAI105 susu)
stispansiyonuna daldirilarak steril filre kagidi tizerinde kurutulmustur. Daha sonra
100 uM asetosringongon (AS) iceren kati Murashige & Tucker (MT) besi ortamina
aktartlmistir. 19 °C'de karanlikta 3 giinliik bir inokiilasyondan sonra, kalluslar
higromisin (50 mgl™?) ve sefotaksim (400 mgl™) iceren MT ortamia aktarilmstir.
Transformasyon orani, ko-kiiliivasyonda 3 giin boyunca 19 °C'de tutulanlarda, 23 °C
veya 28 °C'ye kiyasla daha yiiksek oranda elde edilmistir. Ayrica ko-kiilivasyon
ortaminin asetosiringon (AS) icermedigi durumlarda herhangi bir pozitif sonu¢ veren
kallus elde edilememistir. Bu nedenle en uygun transformasyon kosullar1 daha sonra
transgenik Valencia bitkileri iiretmek i¢in kullanilmigtir. 3 giin siiren karanlik ko-
kiilivasyon sonrasinda, kalluslar glufosinat bazli herbisit Basta (50 mgl?) ve
sefotaksim (400 mgl™) iceren secici MT ortamina aktarilmistir. Gelisen embriyolar,
daha sonra benziladenin (BA) (0,5 mgl?), kinetin (KIN) (0,5 mgl) ve naftelen
asetik asit (NAA) (0,1 mgl?) ile takviye edilmis ortama aktarilmistir. Gelisen
siirglinler ii¢ yaprakli portakal (P. trifoliata) anaci tizerine asilanmigtir. pTA29-
barnaz genini igeren transgenik Valencia bitkileri PCR ve Southern blot analizleri ile

dogrulanmistir.

Ballester vd. (2008), Carrizo anacina ait tohumlar in vitro kosullarda yetistirmis ve
gelisen epikotil parcalar1 Agrobacterium araciligi ile yapilacak olan gen
transformasyonunda kullanilmistir. Ayni zamanda Agrobacterium araciligr ile
yapilacak olan gen transformasyonunda transformasyonda serada yetistirilmis olan
Pineapple portakallarinin internodal segmentleri kullanilmistir. Turunggil siirgiin

gelisim ortam1 (CRM) olarak MS sals + 30 gl siikroz, 100 mgl* myo-inositol, 0,2
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mgl™? thiamine-HCL, 1 mgl? pyrdoxine-HCL, 1 mgl? nicotinic asit, 3 mgl* BAP
kullanilmigtir. p35SGUSINT, pMATIMH ve pMOV2819 plazmitleri oncelikle A.
tumefaciens EHA-105 irkina aktarilmistir. Eksplantlar daha sonra bakteri
inokiilasyonunda 15 dak. bekletilmistir ve daha sonra IM+ 2 mgl* IAA, 1 mgl? 2
isopentenyl adenin, 2 mglt 2,4D igeren ko-kiilivasyon (CM) ortammda 3 giin
bekletilmistir. Daha sonra 500 mgl™ cefotaxime, 250 mgl** vancomycin ve 100 mgl*
kanamisin besi ortamina alinarak kanamisin antibiyotigine dayanikli olanlarin
gelismesi  saglanmustir.  Gelisen pozitif silirglinler ise Troyer anaci {izerine

astlanmustir.

Cervera vd. (2009) tarafindan yine Carizo anacina ait epikotil segmentleri
kullanilmistir. Transformasyonda oOncelikle optimizasyon ic¢in bazi c¢alismalar
yapilmigtir. Plazmitler Agrobacterium'a aktarildiktan sonra 3 giin kokiilivasyon
besiyerinde bekletilmistir. Daha sonra 0, 2, 5, 10 veya 20 mgl™* higromisin ve 0, 0.5,
2, 5, 10, 20 veya 50 mgl* bialaphos igeren siirgiin gelisim ortamina (SRM) 2-3 ay
stire ile gegirilmistir. Siirglinlerin uygun olarak gelisimi i¢in ortamda bulunan
higromisin i¢in 5 ya da 10 mgl! ve Bialaphos igin ise 5 mglt en uygun
konsantrasyonlar olarak belirlenmistir. Daha sonra AP1 geninin transformasyonu
icin AP1 geni Oncelikle pPCAMBIA 1302 ve pCAMBIA 3300/sgfp’ye aktarilmistir.
Daha sonra ise Agrobacterium'un EHA-105 irkina transforme edilmistir. Higromisin
degeri normal biiylimenin olmasi i¢in 5 mg/I’ye diislirilmistiir. Daha sonra gelisen
stirglinlerde GFP, PCR ve Southern blot analizleri ile gelisen siirgiinlerin transgenik

olup olmadiklari teyit edilmistir.

Lopez vd. (2010), CTV'ne karst dayaniklilik gelistirmek amaciyla CTV'nin p23
geninin sense, anti-sense ve intro-hairpin formlar1 Mexican laymi bitkilerinde asir
diizeyde ifade edilmistir ve elde edilen transgenik bitkiler CTV'ye dayaniklilik
bakimindan karsilastiriimigtir. Gen transformasyon calismalarinda CTV p23 genine
ait farkli formlar 35S promotérii igeren pMOG180 vektoriine daha sonra da pBIN-
19-sgfp vektoriine klonlanmistir. CTV p23 geninin farkli formlari tagryan pBIN-
19-sgfp vektorii ayr1 ayrt olarak Agrobacterium araciligi ile bitkiye
transformasyonunun gerceklestirilmesi igin dncelikle A. tumefaciens EHA-105 irkina
sonrada Mexican layma bitkisine transformasyonu gergeklestirilmistir. CTV p23

geninin sense, anti-sense, intro-hairpin formlarmin aktarildigi ve siirgiin gelismeleri
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gozlenen bitkiler troyer anaci iizerine asilanarak 24-26 °C’de %60-80 nem ortaminda
dogal 151k saglanan ortamda biiylimeleri saglanmigtir. Yapraklardak.i viriis varligini
dogrulamak i¢cin RT-PCR analizi yapilmigtir. Ayni zamanda transgenik bitkilerin

Southern ve Northern blot analizleri de gergeklestirilmistir.

Yang vd. (2011), enfekteli portakaldan (C. sinensis) Xanthomonas pv. Citri izole
edilmistir. PthA geni turuncgil kanserine kars1 dayaniklilik gelistirmek tizere Nptll
iceren pBI121 plazmit igerisine Klonlanmistir. Daha sonra bu vektoriin A.
tumefaciens EHA105 irkina transformasyonu gerceklestirilmistir. Succari ve
Bingtong portakal tohumlari sterilize edilerek 26°C’de karanhikta 3 hafta
¢imlenmeye birakilmigtir. Daha sonra 1 hafta da 16/8 saat 1s1k periyoduna alinmistir.
Internodal gdvde segmentleri pthA genini ve pBI121 plazmiti tasiyan Agrobacterium
icerisinde 15 dak. bekletilerek MS + 0,1 mgl? tiamin hidroklorit, 0,5 mgl™
pyridoxine hydroklorit, 0,5 mgl? nikotinik asit, 2 mgl? glisin, 100 mgl* inositol, 3
mgl™ BAP ve 30 gl siikroz igeren ko-kiilivasyon ortamina alinmstir. Siirgiin gelisim
ortami igin ise (SRM) MS + vitamins (White,1951), 1 mgl™t BAP, 30 gl siikroz, 75
mgl™ kanamisin ve 500 mgl™ cefotaxime igeren ortam kullanilarak 26°C’de 16 saat
151k periyodunda 4 veya 6 hafta bekletilmistir. Bu siirenin sonunda gelisen siirgiinler
Troyer anact {lizerine asilanmigtir. Elde edilen transgenik bitkilerde yapilan
analizlerde tekrarlanan inokiilasyonlarin ardindan iki transgenik bitkinin, turunggil

kanserine kars1 direngli oldugu belirlenmistir.

Dutt vd. (2011) tarafindan turunggillerde Agrobacterium araciligi ile gerceklestirilen
transforme olmus bitki elde etme oranini artirmak amaciyla ortamlara glisin betain,
glutatyon, lipoik asit ve polivinilpirrolidon igeren dort farkli antioksidanin eklenmesi
ile ilgili olarak bir ¢alisma yapmislardir. Caligmada kullanilan gus-egfp fiizyon geni
kullanilmistir. Ko-kiiliivasyon ortami (CM), 13.2 uM igin BAP, 0.5 uM NAA ve 4.5
1M 2,4-D, 30 gl! sukroz, 0.5 gl*! 2- (N-morfolino) etansiilfonik asit (MES) ile
takviye edilmis MS tuzlar1 ve vitaminlerden olugsmustur. Kesilmis eksplantlar, 6nce
stvi CM ortaminda inkiibe edilirken, daha sonraki inkiibasyon i¢in 100 mM
asetosyringon iceren katt CM ortamina aktarilmistir. Rejenerasyon ortami (RM),
13.2 uM BAP ve 2.5 uM NAA, 0.5 gt MES, 30 gl sakaroz ve 8 gl agar iceren MS
tuzlar1 ve vitaminlerden olusmustur. Ayrica transgenik siirgiinlerin segilmesi icin

kanamisin (70 mgl™) ve Agrobacterium biiyiimesinin 6nlenmesi igin ise timentin
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(400 mgl?) eklenmistir. Lipoik asitin, Meksika layminda kallus gelisiminde
verimliligi 6nemli Sl¢iide artirdigr belirlenmistir. Agrobacterium ile birlikte inokiile
edilmis epikotil segmentlerin u¢ kisimlarindan kesilerek siirglin biiyiimesi
gelistirilmis ve ortama cklenen glisin betain, glutatyon ve polivinilpirolidon
antioksidantlarinin ~ transformasyon  verimliligini  gelistirmede herhangi bir

katkilarinin olmadigi belirlenmistir.

Miyata vd. (2012) tarafindan turunggillerde phloeme spesifik olarak gergeklesen
Citrus phloem protein 2 (CsPP2) geninin ekspresyonunu incelemek igin CsPP2 geni
B glukuronidaz (GUS) ve se¢ici markor olarak kanamisin antibiyotigi iceren
pCAMBIA 2201 vektoriine klonlanmigtir. Ayni1 zamanda Arabidopsis thaliana
phloem protein 2 (AtPP2) ve Arabidopsis thaliana sukroz tasiyict 2 (AtSUC2)
genleri de farkli promotorler alinda GUS geni iceren pPCAMBIA 2201 vektoriine ayri
ayr1 klonlanmig ve farkli konstraktlari igeren vektorlerin Agrobacterium'a
transformasyonlar1 gerceklestirilmistir. Gelistirilen vektorlerin transformasyonda
kullanilmasi i¢in ¢alismada Hamlin, Valencia ve Pena portakal ¢esitlerinin tohumlari
kullanilmigtir. Epikotil pargalari Agrobacterium'la inokiile edildikten sonra BAP 1,0
mgl™ iceren MT (Murashige and Tucker) besiyerinde 2 giin 24 °C'de karanlikta ko-
kiilivasyona tabi tutulmustur. Sonra eksplantlar MT + 1,0 mgl BAP, 50 mgl™
kanamisin, 500 mgl cefotaxime igeren siirgiin gelisme ortamina alinarak 27 °C de 4
hafta karanlik ortamda daha sonra 16/8 saat 1s1k periyodunda tutulmuslardir. Gelisen
stirglinlerin Carrizo anaci tlizerine asilanmasi saglanmistir. Carrizo anaci tizerinde
gelisen bitkilerin yapraklarindan genomik DNA izolasyonu yapilarak transgenik olup
olmadiklari PCR analizi ile teyit edilmistir.

Marutani-Hert vd. (2012) tarafindan gen transformasyonu amaciyla turunggil tiirleri
arasinda yer alan greyfurt (C. paradisi), portakal (C. sinensis, Valencia) ve agag
kavunu (C. medica) ve US-942 anacina bogum aralar1 segmentleri bu bitkilere ait
serada yetistirilen bitkilerden alinmis ve alinan bu segmentler gen transformasyonu
amaciyla kullanilmistir. Gen transformasyonu amaciyla oncelikle p35SGUSINT
plazmitinin A. tumefaciens'in EHA-105 irkina transformasyonu gergeklestirilmistir.
Eksplantlar Agrobacterium’la inokiilasyona 15 dak. tabi tutulduktan sonra
kurutularak 40 puM asetosiringon igeren Sulfide Indole Motility (Siilfit Indol
Motilite) SIM besiyerine gegirilmistir ve burada 3 giin bekletilmistir. Eksplantlar
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daha sonra SIM+5 pM GA, 100 mgl? kanamisin, 250 mgl vancomisin ve 250 mgl
cefotaxime igeren ortamda 27 °C’de 2 hafta karanlikta daha sonra 16/8 saat 151k
periyodunda 30 giin siireyle tabi tutularak transgenik siirglinlerin gelismesi takip

edilmistir.

Cevik vd. (2012) tarafindan turunggil tristeza viriisiiniin (CTV) normal ve mutant
RNA-bagimli RNA polimerazini (RdRp) kodlayan genin farkli formlari Duncan
greyfurt (C. paradisi) ¢esidine Agrobacterium araciligi ile transforme edilerek
turunggillerde replikaza dayali etmenden elde edilen dayamiklilik arastirilmistir. Bu
amacla RdRp geni CTV genomundan ¢ogalilarak bitki transformasyonunda
kullanilmak tizere bir normal ve 2 mutant RdRp genleri olusturulmustur. Tohumdan
yetistirilen Duncan greyfurt bitkisinin etiole olmus epikotil pargalar1 hazirlanan bu
gen yapilart kullanilarak Agrobacterium araciligi ile transforme edilmistir. Etiole
edilmis fidelerin epikotil kisimlart 1 cm'lik kesitler halinde kesilmistir ve 1 dak. 100
mM asetosiringon igeren MS ortami i¢inde Agrobacterium ile inokule edilmistir.
Inokiile edilmis segmentler, petri plaka ortami (MS ortami art1 7 gl bacto agar ve
100 mM asetosiringon) iizerinde yatay olarak yerlestirilmistir ve 2-3 giin oda
sicakliginda karanlikta bekletilmistir. 2-3 giin siireyle ekim islemi yapildiktan sonra,
epikotil segmentler bir se¢im ortamina aktarilmistir. Se¢im ortaminda 0,5-2,0 mgl™
BA ile MS ortami, 500 mgl™? claforan ve 75 mgl? kanamisin ile 7 gl bacto agar
kullanilmigtir. Transformasyon yapilan 4540 epikotil parcasindan 1402 tane siirgiin
kanamisine dayanikli olarak elde edilmistir. Yesil floresan raportor geninin floresan
mikroskop ve B-glukuronidaz (GUS) raportér geninin ise histokimyasal boyama
yontemiyle test edilmesi sonucunda belirlenen 146 GFP ve GUS pozitif bitki,
koklendirilme ortamina alinmistir. Koklerin gelistirilmesi i¢in 3-5 hafta veya daha
uzun bir silire boyunca koklenme gelisimi i¢in 0,5 mg/l naftalen NAA igeren MS
ortamina alinmistir. Sonra koklenen ve canli kalan bitkilerden 97 tanesi topraklh
saksilara aktarilmistir. Daha sonra toplam 70 bitkinin raportér GUS geni ve CTV
RdRp transgenlerini igerip icermedikleri PCR yontemiyle test edilmistir. Bu testler
sonucunda toplam 51 bitkinin GUS ve CTV RdRp transgenler yoniinden pozitif
ozellikte olduklari tespit edilmistir.

Khan vd. (2012) tarafindan raportdr gen olarak GFP ve '"Valencia' portakalinin (C.

sinensis) yaprak segmentleri kullanilarak Agrobacterium araciligiyla yapilacak olan
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gen transformasyonu igin protokol gelistirmeye calismiglardir. Transgenik bitkilerin
se¢imi i¢in kullanilan kanamisin konsantrasyonunun 50 mg/l olmas test edilen diger
konsantrasyonlar arasinda en iyisi olarak degerlendirilmistir. Rejenerasyon i¢in de
MT bazal ortammna ek olarak 0,1 mglt NAA, 0,5 mgl BA ve 0,5 mgl? kinetin
eklenmesi daha uygun bulunmustur. Transformasyon i¢in kullanilacak
Agrobacterium konsantrasyonunun OD600'de 0.6'da olmasi ve 3 aylik in vitro
fidelerden elde edilen yaprak segmentlerinin Agrobacterium siispansiyon kiiliiriinde
10 dak. bekletilmesi uygun bulunmustur. Ko- kiilivasyon siiresinin de 3 giin olmasi
yiikksek oranda GFP ekspresyonunun belirlenmesi agisindan uygun bulunmustur.
Daha sonra GFP yoniinden pozitif olan siirgiinlerin nptll genine spesifik primerler

kullanilarak PCR analizi yapilmistir.

Furman vd. (2013) tarafindan 6 ve 12 aylik portakallarin bogum arasi segmentleri ve
kanamisin dayaniklilik geni igeren Pbinl9sgfp—Dervvektorii kullanilarak bir gen
transformasyon calismas1 yapilmistir. Transgenik olarak gelisen kalluslarin se¢imi
icin MS ortamu igerisinde 100 mgl? kanamisin kullanilmas1 uygun bulunmustur.
Gelisen siirgiinlerin 6ncelikle GFP yoniinden pozitif olup olmadiklar1 belirlenmis ve
daha sonra da pozitif olarak belirlenen troyer anaci lizerine asilanmasi yapilmistir.
Daha sonra da transgenik bitkilerin 3-4 hafta sonunda GFP genine spesifik primerler

kullanilarak PCR analizi yapilmustir.

Zou vd. (2013), jincheng portakal (C. sinensis) tohumlarin1 kullanarak epikotil
parcalar1 elde etmislerdir. Sonra pGLINC ve pGLI35SC plazmitleri kullanilarak
Agrobacterium aracihig1 ile EHA-105’e aktarilmistir. Epikotil parcalar1 2 mgl™t BA,
0,25 mglt 1AA, 1 mgl! 24D ve 100 uM asetosiringon iceren ko-kiilivasyon
besiyerine gegcirilmistir. Daha sonra 2 giin 26 °C’de %60 nem bulunan karanlik
ortamda muhafaza edilmistir. Daha sonra 2 mgl* BA, 0,25 mgl? IAA, 50 mgl*
kanamisin besi ortamina gecirilmistir. Gelisen siirgiinler citrange anaci tizerine

asilanmistir.

Turunggillerde yapilan gen transformasyon calismalar1 kullanilan ortamin ve eklenen
hormon ve antibiyotik oranlarmin turunggil tiir ve cesitlerinin transformasyon
verimliligini etkiledigini gosterilmistir. Genetik transformasyon yapilan ¢aligmalarda

kullanilan eksplant ve siispansiyonlarin hazirlanmasinin giigligii buna ek olarak elde
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edilen transgenik bitkilerin yetistirilmesinde zorluklar ve genel olarak turunggillerde
gelistirilen gen transformasyon protokoliiniin uzun silirmesi turunggillerde gen
transformasyonunun basar1 diizeyini etkilemektedir. Ayrica yukarida Ozetlenen
bircok calismada turunggillerde in vitro ortamda koklenme sirasinda karsilagilan
problemlerden dolay1 transgenik siirgiinlerin siirgiin ucu asilama teknigiyle in vitro

kiiliirde veya serada yetistirilen anaglar tizerine agilanmistir.

2.7. Turunggiller ve Kurakhk Stresi

Tek yillik bitkilerin kuraklik stresine karsi tepkilerinin molekiiler mekanizmasi genis
bir sekilde agiklanmis olmasina karsin turunggillerinde dahil oldugu bir¢ok bitki ¢cok
yillik bitki grubunun streslere dayanikliligin molekiiler mekanizmasi tam olarak
aciga cikarilamamistir ve bu konuda yapilan g¢alismalarda olduk¢a sinirli sayida
kalmistir. Ekonomik degeri yiiksek meyve tiirlerini olusturan turunggil meyve grubu
cevresel streslere tolerans bakimindan biiytlik farkliliklar gostermektedir. Ancak ticari
olarak Onemli olan turuncgil tiirleri soguk, kuraklik ve tuzluluk streslerine karsi
duyarhdirlar. Kuraklik, bir¢ok turuncgil yetistirme bolgesinde onemli bir sorun
olarak karsimiza c¢ikmaktadir. Turunggillerde kuraklik stresinin de aralarinda
bulundugu genel olarak abiyotik streslere olan tolerans c¢aligmalari 2000'li yillara
kadar turunggil tiir, cesit veya anaglarmin tarla kosullarinda performanslarinin
belirlenmesi ve performanslart iyl olan tiirlerin melezleme ¢alismalar1 ile sinirh
kalmistir (Davies ve Albrigo, 1994). yapilmis olan Yaklasik olarak son 20 yildir
yapilan calismalarla da turunggillerde abiyotik streslere dayanimin molekiiler
mekanizmas1 belirlenmeye calisilmis ve abiyotik streslere dayaniklilikta rol alan

genler belirlenmistir.

Naot vd. (1995) tarafindan yapilan bir ¢alismada, turuncggillerden izole edilen ve
pamuktaki Lea5 geni ile homoloji gosteren bir gen hiicre siispansiyonu kiiliiriinden
izole edilmistir. Yapilan arastirmalar sonucunda bu genin ekspresyonunun kuraklik,
tuzluluk ve yiiksek sicaklik stresleri sirasinda turuncgil yapraklarinda arttig

gozlemlenmistir.

Abiyotik streslerde etkili oldugu bilinen COR genlerinden biri olan CrCOR15

geninin mandarin (C. clementina) yapraklarinda kuraklik stresi sirasinda
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ekspresyonunda meydana gelen degisimler Sanchez-Ballesta vd. (2004) tarafindan
incelenmistir. Yapilan arastirmalar sonucunda kuraklik stresi sirasinda CrCOR15

geninin ekspresyonunun mandarin yapraklarinda arttigi belirlenmistir.

Abiyotik streslere toleransta 6nemli olan prolinin biyosentezinden sorumlu Prolin
biyosentetik yolunda yer alan ezimi kodlayan prolin-5-karboksilat sentaz geninin
carrizo sitranjlarinda asir1 diizeyde ekspresyon gostermesi saglanmistir. Elde edilen
transgenik carrizo sitranj bitkilerinin transgenik olmayanlara gore 15 giinliik kuraklik

stresi sirasinda daha iyi gelisme gosterdigi belirlenmistir (Molinaria vd., 2004).

ABA biyosentezinde kilit bir enzim olan 9-sis-epoksikrotenoid dioksigenazi
kodlayan bir cDNA, portakaldan (C. sinensis) izole edilmistir. Yapilan arastirmalar
sonucunda bu genin ifadesinin kuraklik stresi sirasinda portakal bitkisinin
yapraklarinda arttig1 belirlenmistir (Rodrigo vd., 2006). RING ¢inko parmak

proteini, Poncirus trifoliata’dan izole edilmistir.

Soguk stresi sirasinda etkili oldugu belirlenen ve ii¢ yaprakli portakaldan (P.
trifoliata) 2 giinliikk soguk stresi sirasinda Sahin-Cevik ve Moore (2006) tarafindan
izole edilen RING zinc finger proteininin ifadesi ii¢ yaprakli portakal ve sadok
bitkilerinde 15 glinliik kuraklik stresi sirasinda incelenmistir. Yapilan northern blot
analizleri sonucunda sadok (Citrus grandis) bitkilerinde kuraklik stresine karsi
herhangi bir yanit belirlenmemesine karsin {i¢ yaprakli portakal bitkilerinde RING

zinc finger geninin ifadesinde kuraklik stresi siiresince artig oldugu belirlenmistir.

Kuraklik stresi sirasinda mandarin (C. clementina) bitkilerinde kok ve yapraklarda
aktif olan ve aktiviteleri azalan genleri belirlemek i¢in Gimeno vd. (2009) tarafindan
6000 genin yer aldig1 bir mikroarray calismasi yapilmistir. Yapilan bu ¢alismanin
sonucunda mandarin yapraklarinda 573 ve koklerinde ise 488 genin
ekspresyonlarinda artiglar oldugu belirlenmistir. Aktiviteleri artan genler arasinda
NAM18 ve NAC18 NAC genleri de bulunmaktadir. Ayni1 zamanda yapraklarinda 488

ve koklerinde ise 289 genin aktivitelerinde de azalmalar belirlenmistir.

Uzun yillar siiren arastirmalar turunggil anaglar igerisinde Rangpur layminin (Citrus

X limonia) kurakliga en dayanikli anag oldugu belirlenmistir (Davies ve Albrigo,
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1994). Bu nedenle de diinyada kurakligin problem oldugu turunggil iiretim yerlerinde
0zellikle turunggil iiretiminde de 6nemli bir iilke olan Brezilya'da Rangpur laym anag
olarak kullanilmaktadir. Rangpur layminda kurakliga dayanimin molekiiler
mekanizmasii belirlemek amaciyla kuraklik stresi uygulanan Rangpur laym
bitkilerinin  kokleri kullanilarak c¢DNA  kiitiiphanesi  olusturulmus ve bu
kiitiphaneden elde edilen bir dizi genin DNA sekanslamalari yapilmistir (Boscariol-
Camargo vd., 2007).

Sahin-Cevik vd. (2010, 2017) ise Rangpur laymina kuraklik dayaniklilik &zelligini
veren genlerin neler oldugunu bulmak amaciyla bitkilere 14 giinliik kuraklik stresi
uygulanmistir. Bu bitkilerden alman yaprak oOrnekleri kullanilarak c¢ikarimli
hibridizasyon yontemiyle (supression substractive hybridization, SSH) kuraklik stresi
sirasinda aktiviteleri artan genleri igeren cDNA kiitiiphanesi olusturmustur. Yapilan
bu ¢alismanin sonucunda Rangpur laym bitkisinde 56 tane genin ekspresyonunun
kuraklik stresi sirasinda arttig1 belirlenmistir. Belirlenen bu genlerin arasinda NAC
TF'ni kodlayan iki farklit NAC geni de bulunmustur.

Yapilan bu tez caligmasi kapsaminda da Sahin-Cevik vd. (2010, 2017) tarafindan
Rangpur laym bitkisinden kuraklik stresi sirasinda arttifi ve kismi baz dizilimi
belirlenen iki NAC geninden birinin se¢imi yapilmis ve se¢ilmis olan bu genin
oncelikle tiim gen olarak izolasyonu ve karekterizasyonu yapilmistir. Sonra Akdeniz
Bolgesi iilkelerinde ve iilkemizde de turunggil yetistiriciliginde yaygin olarak
kullanilan turung anacinin kurakliga dayanimini artirmak amaciyla Rangpur laym
bitkisinden izolasyonu ve karekterizasyonu yapilan NAC geninin Luth ve Moore
(1999) tarafindan turunggillerde gelistirilen ve turunggil epikotil parcalarinin
Agrobacterium araciligi ile gen transformasyonunu saglayan yontem kullanilarak

turung anacina aktarilmasina yonelik olarak ¢aligmalar yapilmistir.

41



3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Kismi Baz DNA Dizilimi Bilinen NAC Geninin RACE Yontemiyle Tiim Gen
Olarak Elde Edilmesi

3.1.1. Bitki materyali

Kismi baz DNA dizilimi bilinen NAC geninin ¢ogalilmasi amaciyla dncelikli olarak

Rangpur laym anacina ait tohumlar Kaliforniya Turunggil Germplazm
Koleksiyonu’ndan temin edilmistir. Rangpur laym anacina ait tohumlarin ekimleri
1/3 oraninda perlit-torf karisimi hazirlanan saksilar icerisinde gerceklestirilmis ve
ekimi gergeklestirilen tohumlarin ¢imlenmeleri ve daha sonra da ¢imlenen
tohumlarin biiyiimeleri 28 °C sicaklik, %60 + 5 oransal nemde 16 saat aydinlik ve 8
saat karanlik silire ile aydinlatilan bitki biiyiitme kabinlerinde saglanmistir. Bu

calismada kullanilan Rangpur laym anacinin 6zellikleri asagida verilmistir.

Rangpur laym: Yapraklarinin renkleri mor bir renk tonu ile donuk yesil arasindadir.
Dikenlerinin sayis1 ve biiyiikliigii agactan agaca degismekte ve bazilar1 ise hemen
hemen dikensizdir. Tohumlarinin ¢ogunlukla poliembriyonik olmasi nedeniyle
genellikle tohumlar1 kullanilarak ¢ogalilmaktadir. Bu nedenle de bazen farkli
ozelliklerde bitkiler olusmaktadir. Ornegin meyve kabuklarmin rengi ve dokusunda,
tohum sayisinda, dikenlerinin sayisinda ve biiylikliiglinde ara sira farkliliklar
meydana gelmektedir. Meyveleri son derece asidik ve ¢ok suludur. Meyve kalitesi ve
dona dayaniklilik bakimindan Rangpur laym {izerine asili gesitler limon ve turung
anaglaria gore orta derecede bir 6zellik sergilemektedir. Bunun yaninda kuraklik ve
CTV'ye dayaniklilik bakimindan da en 6nemli anag¢ olarak bilinmektedir. Su tutma
0zelligi olmayan tinli veya kumlu-tinl topraklara daha iyi gelisim gostermektedir.
Bu o6zelligi nedeniyle de Rangpur laym kurak kosullarda o6zellikle Brezilya’da
turunggil yetistiriciliginde anag¢ olarak kullanilmaktadir. Ayrica ¢ok tuzlu ve kalkerli

toprak kosullarina toleranslari fazladir.
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3.1.2. 14 giinliik kuraklik stresi uygulamasi

Bitki biiyiitme kabininde yetistirilen Rangpur laym bitkilerinden 5 tanesi segilerek 14
giin boyunca bu bitkilere su verilmeyerek kuraklik stresi uygulanmistir. Sonra
kuraklik stresi uygulanan Rangpur laym bitkilerinden 14. giiniinde yaprak 6rnekleri
toplanmis ve her bitkiden alinan yaprak ornekleri karistirilarak sivi azot icerisinde
dondurulmustur. Sivi azot igerisinde dondurulan bu yaprak ornekleri bir sonraki

asamada mRNA izolasyonunda kullanilincaya kadar -80 “C’de muhafaza edilmistir.

3.1.3. mRNA izolasyonu

Kuraklik stresi uygulanan ve 14. giinde yaprak ornekleri toplanan Rangpur laym
bitkilerinden Fastract mRNA izolasyon kiti (Invitrogen, ABD) kullanilarak {iretici
firmanin 6nerileri dogrulusunda mRNA izolasyonu gergeklestirilmistir. Bu amagla
kuraklik stresi uygulanmis ve -80 °C'de saklanan Rangpur laym bitkilerinin yaprak
orneklerinden 100 mg alinarak sivi azot igerisinde un haline gelinceye kadar
ezilmistir. Ezilen ve un haline getirilen yaprak drnekleri 6ncelikle 65 °C’ de ii¢ saat
bekletilmistir. Sonra iizerine 3 pl Oligo-dt Prob ve 13 ul 20X SSC soliisyonlari
eklenip hafifce karistirilarak sogumaya birakilmistir. Ornek sogurken, kit icerisinden
¢ikan magnetik tiipler iyice karistirilarak standa yerlestirilmistir. Magnetik tiiplerin
icerisinde olusan siipernatant uzaklastirilmis ve tiipler 3 defa 0,5X SSC soliisyonu ile
yikanmistir. Her yikama sonunda tiip standa yerlestirilerek siipernatant
uzaklastirilmistir. En son yikamadan sonra tiiplerin igerisindeki 6rnek 100 pl 0,5X
SSC soliisyonunda ¢oziilmiistiir. Sogumaya birakilan toplam RNA manyetik tiiplerin
icerisine eklenmis ve 10 dak. oda sicakliginda bekletilmistir. Daha sonra 4 defa 0,1X
SSC soliisyonu ile yikanarak standa yerlestirilmis ve siipernatant uzaklastirilmistir.
Daha sonra ornek 100 pl su igerisinde ¢oziiliip standa yerlestirilerek siipernatant
dikkatli bir sekilde yeni tiiplere aktarilmistir. Son olarak 150 pl su ile tekrar
coziilerek tekrar standa yerlestirilmis ve silipernatant yeni tiiplere aktarilmistir. Elde
edilen mRNA konsantrasyonu spektrofotometre ile belirlenerek -80 °C’de muhafaza

edilmistir.
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3.1.4. RACE yontemi

3.1.4.1. 3’ ve 5’ RACE ready cDNA’larinin hazirlanmasi

Rangpur laym bitkilerinden elde edilen mRNA ve Smarter RACE kiti (Clontech,
ABD) kullanilarak NAC geninin tim gen olarak elde edilmesi saglanmistir. Bu
amagla oncelikle 14 giin kuraklik stresi uygulanmis Rangpur laym bitkilerinden elde

edilen mRNA'lar kullanilarak 3’ ve 5’ race ready cDNA’lar hazirlanmistir.

3’RACE ready cDNA hazirlamak igin 1.5 ul mRNA, 1ul 3°CDC primer A, 2.25 pl
steril saf su eklenerek pipetleme yardimiyla karigtirllmistir. Sonra 72 °C’de 3 dak. ve
sonra da 42 °C’de 5 dak. inkiibasyona tabi tutulmustur. Daha sonra 14.000 rpm’de
yapilan 10 sn'lik santrifiij sonunda Karigimin tizerine eklenmek tizere 2 pl 5X First
Strand Buffer, 1ul DTT (20mM), 1ul dNTPs (10 mM) karisimindan olusan Buffer
mix hazirlanmistir. Santriifiij isleminden sonra alinan 4.75 pl’lik karisimin tizerine
hazirlanan 4 pl Buffer mix, 0.25 pl RNase inhibitér, 1 pl Smart Scribe Reverse
Transcriptaz eklenerek toplam hacim 10 ul’ye ulagmis ve hazirlanan karigimin
pipetleme yardimiyla iyice karistirilmasi saglanmistir. Hazirlanan bu karisim 42
°C’de 90 dak. 70 °C’de 10 dak. olarak ayarlanmis polymeraz zincir reaksiyonu
(Polymerase Chain Reaction, PCR) cihazina (Bio-Rad, ABD) konulmustur. Bu
stirenin sonunda 50 pl Trisin-EDTA eklenerek reaksiyon sonlandirilmustir.
Hazirlanan bu 3’ race ready cDNA 3” RACE-PCR isleminde kullanilincaya kadar -

20 °C’de muhafaza edilmistir.

5’RACE ready cDNA hazirlamak igin 1.5 ul mRNA, 1ul 5°CDC primer A, 2.25 pl
steril saf su eklenerek pipetleme yardimiyla karigtirtlmistir. Sonra 72 °C’de 3 dak. 42
°C’de 5 dak. inkiibasyona tabi tutulmustur. Daha sonra 14.000 rpm’de 10 sn.
santriifiije tabi tuulduktan sonra {izerine 1pul Smarter II A Oligoniikleotit eklenmistir.
Karigimin iizerine eklenmek {izere 2 pl 5X First Strand Buffer, 1ul DTT (20mM),
1ul dNTPs (10 mM) igeren bir Buffer mix hazirlanmistir. Bir 6nceki asamada
hazirlanan toplam 4.75 ul’lik karisimin iizerine 4 pl Buffer mix, 0.25 pl RNase
inhibitor, 1 ul Smart Scribe Reverse Transcriptaz eklenerek hacim toplam olarak 10

ul’ye tamamlanarak pipetleme yardimiyla karistirtlmistir. Hazirlanan bu karigim 42
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°C’de 90 dak. ve ardindan 70 °C’de 10 dak. olarak hazirlanan polymeraz zincir
reaksiyonu (Polymerase Chain Reaction, PCR) cihazina (Bio-Rad, ABD)
konulmustur. Programin sonunda karigima 75 ul Trisin-EDTA eklenerek reaksiyon
sonlandirilmistir. Hazirlanan bu 5 RACE ready cDNA bir sonraki asamada RACE-
PCR'da kullanilincaya kadar -20 °C’de muhafaza edilmistir.

3.1.4.2. 3’ ve 5 RACE PCR'larmin yapilmasi

Bu asamada oncelikle 3 ve 5> RACE-PCR'larinin yapilmasi i¢in kismi baz dizilimi
daha oOnceki yapilan ¢alismada Sahin-Cevik ve ark. (2010, 2017) tarafindan elde
edilmis olan NAC geni kullanilarak 3* ve 5° RACE primerleri dizayn edilmistir
(Cizelge 3.1). 3’ ve 5 RACE'e hazir cDNA'lar (RACE ready cDNA’lar) ile 5° ve 3’
RACE primerleri kullanilarak 3* ve 5° RACE-PCR yapilmistir. Dizayn edilen 5’
RACE primeri ile yapilan 5° RACE-PCR'dan sonu¢ alinamamasi nedeniyle 5’
Nested RACE-PCR i¢in tekrar 5’ Nested RACE primer dizayn edilmis ve NAC
geninin 5° bolgesinin eldesi i¢cin Nested RACE PCR yapilmustir. 3’ ve 5 RACE’e
hazir cDNA’lar ve genlerin 5’ ve 3’ bolgelerine spesifik primerler ve SMARTER-
RACE cDNA ¢ogalim kiti (Clontech, ABD) igerisinde yer alan {iniversal primer
kullanilarak 3” ve 5> RACE-PCR'lar yapilmistir. Bu amagla 3° ve 5’RACE i¢in 3’ ve
5” RACE’e hazir cDNA, ve Advantage 1| DNA Polymeraz enzimi (Clontech, ABD)
buna spesifik tampon soliisyonu yaninda 0.2 mM dNTPs, 3° veya 5’ gen spesifik
primer ve tiniversal primerler kullanilarak RACE PCR karisimi hazirlanmistir.
Hazirlanan bu karistim MJ Mini Termal Cycler PTC1148 (Bio-Rad, ABD) marka
PCR cihazi, 5 defa tekrarlanmak tizere 94 °C’de 30 s ve 72 °C 3 dak. bunu takiben 5
defa tekrarlanmak tizere 94 °C’de 30's, 70 °C’de 30 s ve 72 °C 3 dak. ve son olarak
25-35 defa tekrarlanmak tzere 94 °C’de 30 s, 68 °C’de 30 s ve 72 °C 3 dak. olacak
sekilde programlanmistir. 3’ ve 5> RACE-PCR ile elde edilen iirtinler DNA biiyiikliik
markdrleriyle birlikte %1,5 agaroz jelinde 1X TAE buffer igerisinde elektroforez
yontemiyle ayristirtlip etidyum bromiir ile boyandiktan sonra ulraviyole 151k alinda
Mini BIS-Pro (DNR, Israil) goriintileme ve analiz sistemi kullanilarak analiz

edilmistir.
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Cizelge 3.1. Kismi baz dizilimi bilinen NAC geninin 3’ ve 5’ u¢ kisimlarini bulmak
i¢in tasarlanan 3’ ve 5° RACE Primerleri ve dizileri

Race Primer Adi Primer Dizisi
MSC152 (3’ Race) CCC AAC CGA ACT TCT GTA GCC CGG
MSC153 (5° Race) CCC AAT CAT CTA ACT TGG AGC TGC C

3.1.4.3. 3> ve 52 RACE-PCR sonucunda elde edilen PCR iiriinlerin DNA

dizilerinin analizi

3’ ve 5 RACE PCR sonrasinda elde edilen bantlar %1,5 agaroz jelinde 1X TAE
buffer igerisinde elektroforez yontemiyle ayristirilip etidyum bromiir ile boyanarak
ulraviyole 151k alinda Mini BIS-Pro (DNR, Israil) goriintileme ve analiz sistemi
kullanilarak goriintiilenmistir. Daha sonra RACE-PCR riinleri bir biistiirii
yardimiyla jel tizerinden Kesilerek ve ardindan jel ekstraksiyon kiti kullanilarak
(Qiagen, Almanya) DNA'larin saflastirilmasi yapilmistir. Saflastirilan DNA'larmn
dizisinin belirlenmesi amaciyla pGEMT-easy plazmiti (Promega, ABD) igerisine
klonlanmistir. Klonlama asamasinda ilk olarak ligasyon yapilmistir. Ligasyon
asamasinda 3> RACE PCR fiiriinii, pPGEMT-easy plazmiti ve T4 DNA ligaz enzimi
karistirilarak ligasyon 4 °C'de 16 saat siireyle gerceklestirilmistir. Daha sonra elde
edilen ligasyon iriinii kullanilarak Escherichia coli bakterisinin DH5@ 1rkina 1s1
soku yontemiyle aktarilip biiyiitiilmek {lizere ampisilin (Amp) antibiyotigi, 5-Bromo-
4-Chloro-3-Indolyl  B-D-Galactopyranoside  (X-gal) ve Isopropyl [-D-1-
thiogalactopyranoside (IPTG) igeren petri kaplarinda bulunan LB- Broth (Miller)
(LB) besi ortamlarina ekimleri gerceklestirilmistir. Bakterilerin ekimlerinin
gerceklestirildigi petri  kaplart 37°C’de bir gece bekletildikten sonra Amp
antibiyotigine dayanikli mavi ve beyaz koloniler elde edilmis ve mavi beyaz
seleksiyonu yapilmistir. Klonlanan DNA parcalarint igerdigi diisiiniilen koloniler
beyaz kolonilerdir. Bu nedenle beyaz koloniler segilerek hem koloni PCR yapilmis
hem de segilen koloniler ayr1 bir Amp antibiyotigi, X-gal ve IPTG iceren LB besi
ortamli petri kaplarina ¢izimleri gerceklestirilerek 37°C’de bir gece biiylimeleri
saglanmistir. Koloni PCR i¢in 10 pmole M13F ve M13R primerleri 1X PCR tampon
soliisyonu, 2,5 mM MgCl2, 0.2 mM dNTPs, 1.25 U Tag DNA polimeraz (Fermentas,
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Almanya) eklenerek PCR karisimi hazirlanmistir. Daha sonra petri kabinda
biiyiitiilen bakteri kolonilerinden bir pipet ucuyla alinarak hazirlanan bu karigima
eklenmistir. Bu karistm MJ Mini Termal Cycler PTC1148 (Bio-Rad, ABD) marka
PCR cihazinda 94 °C’de 5 dak. ilk denatiirasyondan sonra 35 defa tekrarlanmak
tizere 94 °C’de 30 s primer baglanmasi, 55 °C de 30 s ve primer baglanmasi, 72 °C 1
dak. primer uzamasi i¢in ve 72 °C’de 10 dak. son primer uzamasi olacak sekilde
programlanmistir. Koloni PCR sonucunda elde edilen PCR firiinleri %1 agaroz
jelinde 1X TAE buffer igerisinde elektroforez yontemiyle ayristirilip etidyum bromiir
ile boyandiktan sonra ulraviyole 151k alinda Mini BIS-Pro (DNR, Israil) goriintiilleme
ve analiz sistemi kullanilarak goriintiilenip analiz edilmistir. Analiz sonrasinda her
bir DNA parcast i¢in istenilen biiyiikliikte bantlar veren kolonilerden biri segilerek
ampisilin iceren sivi LB besi ortami igerisinde biiyiitiilmiislerdir. Daha sonra
miniprep kiti (Qiagen, Almanya) kullanilip plazmit izolasyonu yapilarak klonlanan
DNA parcalarint tasiyan plazmitler saflastirilmistir. Sonra bu plazmit DNA'lar
EcoRI (New England BioLab, ABD) enzimiyle kesilerek istenilen NAC genine ait
c¢DNA pargalarin1 igerip i¢ermedikleri onaylanmistir. ECORI enzimiyle Kkesilen
plazmit DNA'lar1 %1'lik agaroz jelinde elektroforez yontemiyle ayristirilip Mini BIS-
Pro (DNR, 1srail) goriintiileme ve analiz sisteminde goriintiilenerek istenilen NAC
genine ait DNA pargalarini igerip icermedikleri onaylanmigtir. NAC genine ait DNA
parcalarini tasiyan plazmitlerin M13F ve MI3R primerleri kullanilarak DNA
dizilimlerinin yapilmasi icin ODTU Teknokent biinyesi icerisinde yer alan RefGen
firmasina gonderilmistir. 3’ ve 5’ dizilimleri belirlenen NAC geninin DNA dizileri ve
daha Once belirlenmis olan kismi baz dizilimi Vector NTI programi (Invitrogen,
ABD) kullanilarak NAC geninin tiim gen (full-length) olarak DNA dizilimi elde

edilmistir.

3.1.4.4. Tiim gen olarak elde edilen NAC geninin dizi analizi ve diger bitkilerde

bulunan diger NAC genleri ile karsilastirilmasi
Elde edilen CINAC geninin DNA dizisi kullanilarak Gen Bankasi veri tabaninda

(www.ncbi.nlm.nih.gov) yer alan DNA dizileri ile benzerlikleri BLASTN, BLASTX
ve BLASTP analizleri yapilarak arastirilmistir.
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3.2. NAC Geninin Kurakhk Stresi Sirasinda Gen ifadesinin Rangpur laym ve

Turun¢ Anaclarinda incelenmesi

3.2.1. Bitki materyali

Gen ekspresyon kapsaminda turunggillerde yaygin olarak kullanilan anaglar arasinda
yer alan Rangpur laym ve turung anaclar1 kullanilmistir. Rangpur laym tohumlari
Kaliforniya Turunggil Germplazm Koleksiyonu’ndan turung¢ anacina ait tohumlar ise
Bati Akdeniz Tarimsal Arastirma Enstitiisiinden saglanmistir. Tohumlarin ekimleri
1/3 oraninda perlit-torf karigimi olarak hazirlanan saksilar igerisinde gergeklestirilmis
ve ekimi gerceklestirilen tohumlarin ¢imlenmeleri ve daha sonra da c¢imlenen
tohumlarin biiylimeleri 28 °C sicaklik, %60+5 oransal nemde 16 saat aydinlik ve 8
saat karanlik siire ile aydinlatilan bitki biiyiitme kabinlerinde gerceklestirilmistir.
Gen ekspreyon analizlerinde kullanilan Rangpur laym anacinin ozellikleri 3.1.1.
kisminda verilmistir. Gen ekspresyon analizlerinde kullanilan turun¢ anacinin

ozellikleri ise asagida verilmistir.

Turung: Turunggil yetistiriciliginde Diinyada en genis dikim alanina sahip bulunan
bir anagtir. Ulkemizde ise daha ¢ok Akdeniz bolgesinde yaygin olarak
kullanilmaktadir. Turunggil icerisindeki 6nemli tiir ve cesitlerle uyusma o6zelligi
bulunmaktadir ve ayn1 zamanda verim ve kalite yoniinden de herhangi bir sorunla
karsilasilmamaktadir. Turung anaci kazik kok yapisina sahip olup agir topraklarda
geligebilmekte, kiregli topraklara dayanikli ve tuzlu topraklara iyi adapte olmaktadir.
Turung iizerinde yetistirilen gesitlerin meyve kabuklar1 genellikle piiriizsiiz ve ince
olmaktadir. Turun¢ meyvesi genellikle kabuk receli, marmelat ve turun¢ kabuk yag1
tiretiminde kullanilmasindan dolayr olduk¢a 6nemli bir meyvedir. Ayn1 zamanda
turung meyvesi, yiiksek oranda asitlik Ozelliginden dolayr da limon yerine

kullanilmaktadir.

3.2.2. 14 giinliik kuraklik stresi uygulamasi

Rangpur laym ve turung¢ anaglarina 14 giinliik kuraklik stresi uygulanmistir. Bu
amagla 28°C’de sicaklik, 151k ve nem kontrollii bitki biiyiitme odasinda yetistirilen
her bir tiire ait bitkilerden yaklasik 10 tanesi kontrol ve yaklasik 10 tanesi de kuraklik
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stresi uygulamasi i¢in ayrilmistir. Bitkilere kuraklik stresi uygulamasina baslamadan
once sabah saatlerinde su verilmistir. Daha sonra ayni giiniin aksam saatlerinde
topraktaki nem TRIME-EZ TDR probe toprak nem oOl¢iim cihaziyla (IMKO,
Almanya) 6l¢iilerek kontrol ve stres gruplarindan yaprak érnekleri ayr1 ayr1 alinarak
her bir grup i¢in alinan yaprak ornekleri karigtirllmistir. Kontrol ve stres gruplari i¢in
alinan bu yaprak ornekleri stres uygulamasiin 0. giinii olarak kaydedilmis ve -80
°C'de saklanmistir. Daha sonra kontrol grubu bitkilere su verilerek diger stres
uygulamasi yapilan bitkiler ayn1 kosullarda birakilip hi¢ su verilmeyerek kuraklik
stresi uygulanmigtir. Kuraklik stresi uygulanan kontrol ve stres grubunu olusturan
bitkilerden ayr1 ayr1 yaprak onekleri 1. 7., 9., 11. ve 14. giinlerde toplanmis ve her bir
zaman araliginda alinan yaprak ornekleri alindiktan sonra kontrol ve stres grubunu
olusturmak tizere her bir grubu olusturan bitki 6rnekleri karistirilarak sivi azot
icerisinde dondurulmus ve -80 °C'de ayr1 ayr1 saklanmistir. Kuraklik stresi

uygulamasi iki farkli anaca da farkli zamanlarda ikiser defa uygulanmustir.

3.2.3. Toplam RNA izolasyonu

Kuraklik stresi uygulanan ve kontrol bitkilerinden ayr1 ayri olarak 0., 1., 7., 9., 11. ve
14. gilinlerde alinan ve karigtirilan yaprak orneklerinden Trizol RNA izolasyon
soliisyonu (Invitrogen, ABD) kullanilarak iiretici firmanin Onerileri dogrulusunda
toplam RNA izolasyonu gergeklestirilmistir. Sonra RNA igerisinde olabilecek
herhangi bir DNase kontaminasyonuna karsi DNase kiti (Qiagen, Almanya)
kullanilarak DNase uygulamasi yapilmis ve DNase uygulamasindan sonra da
RNA'nin saflagtirilmasi igin RNeasy MinElute Cleanup Kit (Qiagen, Almanya)
kullanilmistir. Elde edilen total RNA'larin konsantrasyonlart nanodropta (Termo,
ABD) olgiilerek konsantrasyonlar1 belirlenmis kaliteleri de %1'lik agaroz jelinde 1X
TAE buffer icerisinde elektroforez yontemiyle ayristirilip etidyum bromiir ile
boyandiktan sonra ulraviyole 11k alinda Mini BIS-Pro (DNR, Israil) goriintiileme ve
analiz sistemi kullanilarak analiz edilmistir. Toplam RNA izolasyonlar1 farkli bir
onceki asamada uygulanan her bir stresin ardindan toplanan RNA 6rnekleri i¢in ayri
ayr gergeklestirilmistir. Ve boylece her bir bitki grubunda her bir zaman aralig1 i¢in

ikiser farkl1 RNA izolasyonlar1 bulunmaktadir.
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3.2.4. Real-time RT-PCR analizi

Bir onceki asamada izole edilen toplam RNA'lardan 100 ng/ul olacak sekilde real-
time RT-PCR yonteminde kullanilmak iizere cDNA sentezi RevertAid First Strand
cDNA Synthesis Kiti (Thermo) ve kit igerisinde yer alan oligo (dT) primeri
kullanilarak iretici firmanin Onerileri dogrulusunda gergeklestirilmistir. Sonra
SyberGreen real-time RT-PCR yontemiyle NAC geninin farkli zamanlardaki ifadesi
sentezlenen bu c¢cDNA'lar kullanilarak gergeklestirilmistir. Real-time RT-PCR'da
kullanilacak olan karisim toplamda 20 ul’lik reaksiyon iginde 100 ng/ul cDNA, 0.5
mM dNTPs, 20 pmol NAC genine spesifik primerler (MSC 148 ve MSC 149) ve 10X
PCR EvaGreen Supermix (Biorad) kullanilarak iiretici firmanin protokollerine uygun
bir sekilde gergeklestirilmistir. Real-time PCR c¢alismasi CFX96-TouchTM Real-
Time Detection System (Bio-Rad) kullanilarak ve ilk denatiirasyon asamasinda 95
°C’de 30 sn, daha sonra 40 dongii olacak sekilde denatiirasyon 95 °C’de 30 sn,
baglanma 60 °C’de 30 sn, uzama 72 °C’de 30 sn olarak ayarlanmistir. Real-time
PCR c¢aligmalarinda referans gen olarak aktin ve ubikutin genleri kullanilmis ve
farkli zamanlarda uygulanan iki farkl kuraklik stresinden elde edilen farkli RNA'lar
kullanilarak her bir bitki grubu igin ikiser defa tekrar edilmistir. Ve boylece real-time
RT-PCR sonuglart iki farkli zamanda yapilan real-time PCR sonuglarinin ortalamasi
alinarak analiz edilmistir. Real-time RT-PCR sonuglari analiz edilirken ekspresyon
diizeyleri 2-AACt komperatif CT metodu (Livak & Schmittgen, 2001) kullanilarak
CFX ManagerTM programinda (Bio-Rad, USA) analiz edilmis ve gen ekspresyon
diizeyinde meydana gelen degisiklikler referans genlerin ekspresyon diizeyine gore

normalize edilerek kontrole orantili olarak hesaplanmstir.

3.3. Rangpur laym Anacindan izole Edilen NAC Geninin Turun¢ Anacina

Transformasyonu
3.3.1. NAC geninin ¢ogaltilmasi

Vector NTI programi (Invitrugen, ABD) kullanilarak tim gen DNA dizilimi
belirlenen NAC genininin Rangpur laym anacindan ¢ogalimi i¢in NAC geninin 5’ ve
3’ uglarma spesifik olarak primerler tasarlanmistir. Tasarlanan primerlerin uglarina

BamHI ve Hindlll restriksiyon enzimiyle kesim bdlgeleri de eklenmistir. Dizayn
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edilen ve sentezlemesi yapilan gen spesifik primerlerden sonra Rangpur laym
anacindan ¢ogalimi i¢in dncelikle Rangpur laym bitkilerinden izole edilen total RNA
ve ters transkripsiyon (reverse transcription, RT) kiti (Thermo, Almanya) igerisinde
yer alan oligo dT primeri ve revertaid revers transkriptaz enzimi kullanilarak
komplementer DNA (cDNA) sentezi sentezlenmistir. Daha sonra sentezlenen
cDNA'lardan RT-PCR yontemi ile NAC geninin Rangpur laym anacindan ¢ogalimi
gerceklestirilmistir. RT-PCR karisimmma 1X PCR tampon soliisyonu, 500 ng/ul
cDNA, 0.5 mM dNTPs, 20 pmol Hindlll ve BamHI restriksiyon enzim kesim
bolgelerini igeren MSC 229 ve MSC 230 primerleri, 0.25 {inite hata orani1 diisiik
(proofreading) Pfu DNA polimeraz enzimi (Thermo, ABD) ve steril saf su
eklenmistir. Hazirlanan bu karisim 6nce 94 °C’de 5 dak. bekletilmis ve daha sonra
94 °C 30's, 65 °C 30 s ve 72 °C 1 dak. siireyle 39 dongiiyii tamamladiktan sonra 72
°C 10 dak. bekletildikten sonra 4 °C siirekli kalacak sekilde programlanan MJ Mini
Termal Cycler PTC1148 PCR cihazina (Bio-Rad, ABD) konularak NAC geninin
cogalimi saglanmistir. Elde edilen RT-PCR iriinii DNA biiyiiklik markorleriyle
birlikte %1 agaroz jelinde 1X TAE buffer igerisinde elektroforez yontemiyle
ayristirilip etidyum bromiir ile boyandiktan sonra ulraviyole 1s1k alinda Mini BIS-Pro
(DNR, Israil) goriintiileme ve analiz sistemi kullanilarak analiz edilmistir. Rangpur
laym anacindan RT-PCR yontemiyle ¢ogalilmis olan NAC geni EZ Coloum PCR
saflastirma kiti (Bio Basic, ABD) kullamilarak iiretici firmanin Onerileri
dogrulusunda saflastirilmistir. Bu amagla, 45 ul'lik olan PCR {iriiniiniin igerisine 135
ul baglanma tampon soliisyonu eklenmistir. Sonra elde edilen karisim kolonlara
aktarilmis ve 2 dak. siireyle 10000 dev/dak. hizda santrifiij edilmistir. Santriifiij
sonrasinda kolondan gegen sivi kisim dokiilerek 500 pl daha once etil alkol eklenmis
olan yikama tampon soliisyonundan eklenmis ve 2 dak. 10000 dev/dak. hizda
santrifiij islemine tabi tutulmustur. Santriifiij sonrasinda kolondan gegen sivi kisim
dokiilmiis ve yikama asamasi bir kez daha tekrar edilmistir. Kolonlarda kalmis olan
etil alkoliin tamamen uzaklastirilmas: amaciyla da tiipler bir defa da bos olarak 1
dak. siire ile 10000 dev/dak. hizda santrifiij edilmistir. Santrifiij sonunda kolonlar
onceden etiketlenmis olan steril santrifiij tiiplerine aktarilmigtir. Daha sonra
kolonlara biraktirma tampon soliisyonundan 30 upl konularak 2 dak. siire ile
bekletilmistir. Son olarak tiipler icerisinde bekletilen kolonlar 2 dak. 10000
dev/dak.’da santrifiij yapilarak saflastiritlmis PCR iiriinlerini iceren ependorf tiipleri

kullanilincaya kadar -20 °C’de muhafaza edilmistir.
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3.3.2. pGEM-T Easy vektoriine klonlanmasi

Bir Onceki asamada Rangpur laym bitkisinden ¢ogalilan ve PCR saflastirilmasi
tamamlanan NAC geni oncelikle T-A klonlamasi yontemiyle pGEM-T easy
plazmitine klonlanmigtir. Bu amagla oncelikle saflastirilan NAC genine ait DNA'lar
PGEM-T vektoriiyle (Promega, ABD) karistirilmis ve T4 DNA ligaz enzimi
eklenerek NAC genine ait DNA pargalarinin vektor igerisine klonlanmasi
saglanmistir. Daha sonra DNA’lar1 igeren plazmit vektorii Escherichia coli
bakterisinin DH5-0 1rkina 1s1 soku yontemiyle aktarilip biyiitilmek tizere Amp
antibiyotigi, X-gal ve IPTG igceren LB besi ortamli petri kaplarina ekimi
gerceklestirilmistir. Bakterilerin ekimlerinin gerceklestirildigi petri kaplar1 37°C’de
bir gece biiyiitiildiikten sonra Amp antibiyotigine dayanikli mavi ve beyaz koloniler
elde edilmistir. Beyaz koloniler klonlanan NAC genine ait DNA pargalarini igerdigi
diistiniilen kolonilerdir ve bunlardan bazilarinin se¢imi yapilarak klonlanan DNA
pargalarini igerip icermediklerinin anlasilmasi i¢in koloni PCR yapilmistir. Koloni
PCR i¢in 10 pmole M13F ve M13R primerleri IXPCR tampon soliisyonu, 2,5 mM
MgCI2, 0.2 mM dNTPs, 1.25 U Tag DNA polimeraz (Fermentas, Almanya)
eklenerek PCR karigimi hazirlanmistir. Daha sonra petri kabinda biiyiitiilen bakteri
kolonilerinden bir pipet ucuyla alinarak hazirlanan bu karisima eklenmistir. Bu
karisim MJ Mini Termal Cycler PTC1148 (Bio-Rad, ABD) marka PCR cihazinda 94
°C’de 5 dak. ilk denatiirasyondan sonra 35 defa tekrarlanmak tizere 94 °C’de 30 s
primer baglanmasi, 55 °C de 30 s ve primer baglanmasi, 72 °C 1 dak. primer
uzamasi igin ve 72 °C’de 10 dak. son primer uzamasi igin olacak sekilde
programlanmistir. Koloni PCR sonucunda elde edilen PCR iiriinleri %1 agaroz
jelinde elektroforez yoluyla ayristirilarak Mini BIS-Pro (DNR, Israil) gériintiileme ve
analiz sistemi kullanilarak goriintiilenip analiz edilmistir. Koloni PCR sonucunda
NAC geninin pGEMT-Easy plazmitine klonlandigin1 gésteren koloni ampisilin igeren
stvi LB besi ortami igerisinde 37 °C’de bir gece calkalamali inkiibatorde 180 rpm'de
biiyiitiilmiistiir. Daha sonra biiyiitiilen bu bakterilerden plazmit DNA izolasyonu
miniprep kiti (Qiagen, Almanya) kullanilip plazmit DNA izolasyonu yapilarak

klonlanan DNA pargalarini tagiyan plazmit DNA'sinin saflastirilmasi yapilmistir.
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3.3.3. pJIT30 plazmiti icerisine klonlanmasi

Bu amagla bir Onceki asamada Rangpur laym bitkisinden ¢ogalilan ve PCR
saflagtirilmasi tamamlanan NAC geni ve pGEMT easy plazmit DNA'st BamHI ve
Hindll restriksiyon enzimleri ile kesim yapilmistir. Ayni1 sekilde Karnabahar mozaik
viriisii (Cauliflower mosaic virus, CaMV) 35S promotdr ve terminator bolgelerini ve
bu bolgelerin arasinda c¢oklu klonlama bolgesi igeren pJIT 30 plazmiti de aym
enzimlerle (Hindlll ve BamHI) kesilmistir. Kesim i¢in yapilan PCR
saflastirmalarindan 10 pl alinarak {izerine 10X NEB II tampon ¢ozelisinden 2 pl,
BamHI ve Hindlll enzimlerinden 1 pl, BSA’dan ise 0,2 ul eklenmistir. Karisim steril
saf ile 20 pl’ye tamamlanmistir. Hazirlan bu karisimlar 37 °C de 4 saat inkiibasyona
tabi tutulmuslardir. Kesim sonrasinda kullanilan plazmitin iki ucunun birlesmemesi
icin pJIT30 plazmit vektoriine alkalin fosfotaz uygulamasi yapilmistir. Alkalin
fosfataz uygulamasi i¢in pJIT 30 plazmitinin 4 saatlik kesim uygulamasindan sonra
tizerine 3 pl 10X alkalin fosfataz buffer, 1 pl alkalin fosfataz, 6 pl H2O eklenmistir
ve 37 °C'de 30 dak. inkiibasyona tabi tutulmustur. Daha sonra pJIT 30 plazmiti PCR
purifikasyon kiti kullanilarak (Bio Basic, ABD) saflagtirilmistir. NAC genini i¢eren
PGEM-T Easy plazmit DNA's1 restriksiyon enzimleri ile yapilan kesimin ardindan
%]1'lik agaroz jelinde elektroforez yontemiyle ayristirilarak Mini BIS-Pro (DNR,
Israil) gorlintiileme ve analiz sisteminde goriintiilenmistir. pGEM-T Easy plazmitine
aktarilan NAC geninin BamHI ve Hindlll restriksiyon enzimleri ile kesimi sonucunda
elde edilen bantlar jelden kesilerek ve sonrasinda jel ekstraksiyonu kiti (Qiagen,
Almanya) kullanilarak NAC genine ait DNA'nin saflagtirilmasi saglanmigtir. Daha
sonra NAC genine spesifik DNA'yt CaMV 35S promotor ve terminatdr bolgeleri
arasina klonlanmak i¢in kesim yapilip saflastirilan NAC genine spesifik DNA’dan
15ul ve pJIT30 plazmitinden 10 pl kullanilarak {izerine 1 pl T4 DNA ligaz enzimi, 3
pul 10X ligasyon tamponu ve 1 pl'de H20 kullanilarak ligasyon karigimi
hazirlanmistir. Hazirlanan bu karisim 16 saat siireyle 4 °C’de bekletilerek birlestirme
isleminin gerceklesmesi saglanmistir. Ligasyon tamamlandiktan sonra ligasyon
tirtinlerinin E. coli bakterisine transformasyonu gergeklestirilmistir. Transformasyon
yapilan bakteriler ampisilin antibiyotigi iceren LB besi ortamli petri kaplarinda
biiytitillerek  seleksiyon yapilmistir.  Transformasyon sonunda elde edilen
kolonilerden pozitif olan1 belirlemek i¢in kullandigimiz 35S promotor ve terminatdr

bolgelerini igeren pJIT 30 plazmitinin tizerinde yer alan primerler (BC200-201) ve
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NAC genine spesifik primerler kullanilarak koloni PCR koloni PCR yapilmistir. Bu
amagla 25 pl’lik PCR karistmma 1X PCR tampon soliisyonu, 0.5 mM dNTP, 20
pmol primer, 0.25 iinite Taqg DNA polimeraz ve steril saf su eklenmistir. PCR
karisiminin igerisine petri ortamlarinda meydana gelen kolonilerden pipet ucu ile
degdirilerek ornekler eklenmistir. Karisim 6nce 94 °C’de 5 dak. bekletilmis ve daha
sonra 94 °C 30 s, 55 °C 30 s ve 72 °C 1 dak. slireyle 39 dongiiyii tamamladiktan
sonra 72 °C 10 dak. bekletildikten sonra 4 °C siirekli kalacak sekilde programlanan
PCR makinesine konularak NAC geni ve 35S promot6r ve terminatdr bolgelerini
iceren pJIT 30 plazmitinin {izerinde bolgenin ¢ogalimi gerceklestirilmistir. Elde
edilen PCR iiriinii DNA biyiiklik markorleriyle birlikte %1,5 agaroz jelinde
elektroforez yontemiyle ayristirilarak etidyum bromiir ile boyandiktan sonra
ulraviyole 151tk alinda MiniBus Pro (DNR, Israil) jel goriintiileme sisteminde
goriintilenmistir. Koloni PCR sonucunda pozitif olarak belirlenen koloniler sivi LB
bakteriyel besi ortaminda biiyiitiilmiis ve mini prep DNA izolasyon (GeneJET
plazmid Miniprep) kiti kullanilarak plazmid DNA izolasyonlar1 gerceklestirilmistir.

3.3.4. pPCAMBIA 1304 ikili vektore klonlanmasi

Basmma CaMV 35S promotdr sonuna 35S terminator bolgesi eklenerek bitkide
fonksiyonel olacak hale getirilen NAC genine spesifik DNA'nin pJIT30 plazmitinden
binary bitki transformasyon vektorii icerisine klonlanmistir. Binary vektor olarak
yesil floresan protein (GFP) ve B-glukuronidaz (GUS) raportor genleri ve seciciligi
saglamak amaciyla bakteride kanamisin (Kan) ve bitkide higromisin (Hyg)
antibiyotik dayaniklilik genlerini iceren pCAMBIA 1304 ikili (binary) vektori
kullanilmistir. Klonlama i¢in bagina CaMV 35S promotor ve sonuna 35S terminator
bolgesi eklenerek bitkide fonksiyonel olacak hale getirilen NAC genine spesifik
DNA'dan olusan transformasyon kasetini iceren pJIT30 plazmiti ve pCAMBIA 1304
ikili (binary) vektorii Pstl enzimiyle kesilmistir. Bu amacgla PCR piirifikasyon Kkiti
(Bio Basic) ile saflagtirilan CaMV 35S promotoér ve 35S terminator bolgesini igeren
transformasyon kasetini iceren pJIT30 plazmiti ve pCAMBIA 1304 ikili (binary)
vektoriine Pstl enzimi ile kesim uygulanmigtir. Kesim i¢in yapilan PCR
saflastirmalarindan 10’ar pl ve iizerine 10X NEB 4 tampon ¢o6zelisinden 2 pl, Pstl
enziminden 1 ul, BSA’dan ise 0,2 pl eklenmistir. Karisim steril saf ile 20 ul’ye

tamamlanmistir. Hazirlan bu restriksiyon enzim karisimlart 37 °C'de 4 saat
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inkiibasyona tabi tutulmuslardir. Kesim sonrasinda kullanilan plazmitin iki ucunun
birlesmemesi i¢cin pCAMBIA 1304 plazmitine alkalin fosfotaz uygulamasi
yapilmistir. Alkalin fosfataz uygulamasi i¢in pCAMBIA 1304 plazmitinin 4 saatlik
kesim uygulamasindan sonra tizerine 3 pl 10X alkalin fosfataz buffer, 1 ul alkalin
fosfataz, 6 ul HoO eklenmistir ve 37 °C'de 30 dak. inkiibasyona tabi tutulmustur.
Daha sonra her iki o6rnek PCR pirifikasyon kiti (Bio Basic) kullanilarak
saflagtirilmistir. Daha sonra CaMV 35S promotér, NAC geni ve 35S terminator
bolgelerini igeren ve NAC gen kaseti olarak adlandirilan transformasyon kasetini
igeren pJIT30 plazmitinden ve pCAMBIA 1304 plazmitinden 10ul kullanilarak
tizerine 1ul T4 DNA ligaz enzimi, 3ul 10X ligasyon tamponu ve 1ul de H.O
kullanilarak ligasyon karisimi hazirlanmigtir. Hazirlanan karigim 16 saat siireyle 4
°C’de bekletilerek iki farkli DNA parcasinin ligaz enzimi yardimiyla birlestirme
isleminin, ligasyonun gergeklesmesi saglanmistir. Ligasyon tamamlandiktan sonra,
ligasyon karigiminin bir kismi, hiicre duvari kimyasal uygulamalarla (10 mM CaCly)
gecirgen hale getirilmis (competent) Escherichia coli bakterisinin DH5a. 1rkina
transformasyonu yapilarak aktarilmistir. Transformasyon yapilan bakteriler
kanamisin antibiyotigi i¢eren kat1 LB besi ortamli petri kaplarinda 37°C’de bir gece
biiyiitiilmiistiir. Transformasyon ile elde edilen bakteri kolonileri igerisinden koloni
segilerek istenilen NAC genine spesifik DNA kasetini igerip igerip i¢ermedikleri
CaMV promotor ve terminatdr bolgelerine spesifik pirimerler veya gen spesifik
primerler kullanilarak koloni PCR yontemi ile belirlenmistir. Koloni PCR'da pozitif
kolonilerin belirlenmesinde primer olarak CaMV promotor ve terminator bolgelerine
spesifik primerler ve gen spesifik primerler kullanilmistir. Bu amagla 25 ul’ lik PCR
karistmina 1X PCR tampon soliisyonu, 0.5 mM dNTP, 20 pmol primer, 0.25 {inite
Taq DNA polimeraz ve steril saf su eklenmistir. PCR karigiminin igerisine petri
ortamlarinda meydana gelen kolonilerden pipet ucu ile degdirilerek Ornekler
eklenmistir. Karisim once 94 °C’de 5 dak. bekletilmis ve daha sonra 94 °C 30 s, 55
°C 30 s ve 72 °C 1 dak. siireyle 39 dongiiyli tamamladiktan sonra 72 °C 10 dak.
bekletildikten sonra 4 °C siirekli kalacak sekilde programlanan PCR makinesine
konularak hedef bolgelerin ¢ogalilmalar1 saglanmistir. Koloni PCR sonucunda elde
edilen PCR fiiriinleri %1.5 agaroz jelinde 1X TAE buffer igerisinde elektroforez
yontemiyle ayristirilip etidyum bromiir ile boyandiktan sonra ulraviyole 151k alinda

Mini BIS-Pro (DNR, Israil) goriintiileme ve analiz sistemi kullanilarak goriintiilenip
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analiz edilmistir. Pozitif olarak belirlenmis olan koloniler bakteriyel besi ortaminda
biiyiitilmiis ve mini prep DNA izolasyon kiti (GeneJET plazmid Miniprep)
kullanilarak plazmid DNA izolasyonu gerc¢eklestirilmistir.

3.3.5. pCAMBIA 1304 ikili vektore klonlanan NAC geninin Agrobacterium

tumefaciens’e aktarilmasi

CaMV promotoér ve terminator bolgesi arasina yerlestirilerek pPCAMBIA 1304 ikili
vektoriiniin - T-DNA  bolgesine klonlanan fonksiyonel NAC geninin bitkiye
aktarilmas1 Agrobacterium tumefaciens araciligiyla gergeklestirilecegi i¢in oncelikle
NAC genini tasiyan pCAMBIA 1304 vektoriiniin A. tumefaciens'e aktarilmasi
gerekmektedir. Bu amagla bir 6nceki asamada pozitif olarak belirlenen kolonilerden,
NAC genine spesifik DNA bakimindan pozitif bulunan pCAMBIA 1304 ikili
vektoriiniin saflagtirmasi kullanilarak, elektroporasyon yontemiyle Agrobacterium
tumefaciens LBA4404 irkina transfer edilmistir. Bu amagla 6ncelikle 1 ul NAC
genine spesifik DNA yapist igeren pCAMBIA ikili vektorii ile 20 pul
elektroporasyona uygun hale getirilmis Agrobacterium tumefaciens LBA4404
karistirtlmis ve daha 6nce buz tizerinde sogutulmus olan 0.4 cm’lik elektroporasyon
kiivetlerine aktarilmistir. Kiivet elektoporasyon cihazina (Sekil 3.1) yerlestirildikten
sonra 50/1800 pF/V kapasitans, 150 Q yiikleme rezistansi, 4.5 kv/cm, 5.0 kv/cm, 5.5
kv/cm ve 6.0 kv/cm elektriksel alan secenekleri ile 25 mA degerleri kullanilarak
elektrik akimi verilmistir. Elektrik soku uygulanan kiivet igerisindeki 6rnek 1 ml
YEP siv1 (10 gl*t Baktopepton, 10 gl yeast ekstrakt ve 5 gl NaCl pH 7,0) igeren
siv1 besi ortamina eklenerek 30 °C'de ve 300 rpm’de 3 saat ¢alkalamali inkiibatore
konulmustur. Inkiibatdrden alinan 6rnekler 50 pg/ml kanamisin iceren YEP kat1 besi

ortama yayilmis ve 28 °C’de 48 saat inkiibasyona tabi tutulmustur.
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Sekil 3.1. NAC genine spesifik DNA'y1 igeren pCAMBIA 1304 ikili vektoriiniin
Agrobacterium  tumefaciens hiicrelerine aktarilmasinda kullanilan
elektroporatdr cihazi

3.3.6. NAC geninin turung¢ anacina transformasyonu

Bu tez kapsaminda NAC geninin bitkiye transformasyonunun gerceklestirilmesi
amaciyla yapilacak olan ¢alismalarda turunggillerde gen transformasyon protokoliinii
ilk olarak gelistiren Luth ve Moore (1999) c¢alismasi referans alinmistir. Luth ve
Moore (1999) tarafindan greyfurtta gelistirilen bu protokol bir¢ok arastirict
tarafindan bazi degisiklikler yapilarak Agrobacterium tumefaciens araciligiyla
bitkiye gen transformasyonu amaciyla kullanilmistir. Bu tez c¢alismasi kapsaminda
uygulanan genetik transformasyon asamalari ise daha once Cevik vd. (2006)

tarafindan rapor edildigi sekilde ve asagida agiklandig: gibi yapilmustir.

3.3.6.1. Tohum ¢imlendirme

Genetik transformasyonda kullanilan turung tohumlar1 Bati Akdeniz Tarimsal
Arastirma Enstiitiisinden (BATEM) temin edilmistir. Turung tohumlarinin dis
kabuklar1 soyulduktan sonra once %70’lik etil alkol ile 5 dak. daha sonra %0,525
NaOCl (Sodyum Hipoklorit) ve %0,05 Tween-20 karisimi igerisinde 10 dak.
bekletilerek yiizey sterilizasyonu uygulanmistir (Sekil 3.2). Daha sonra tohumlar
steril saf su igerisinde 5 defa S'er dak.. bekletilmistir. Yiizey sterilizasyonu yapilan
tohumlar MS ortam1 (Murashige & Skoog Medium - Murashige, 1962) (2.13 gl
MS, 50 mglt myo-inositol, gl siikroz, pH 5,7, 7 gl agar,) iceren 200 x 20 mm
tiiplere teker teker ekilmistir. Ekilen tohumlar 4-6 hafta siireyle 28 °C'de karanlikta
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tutulup c¢imlendirilerek uzun etiole olmus epikotilleri olan kiigiik bitkiler elde

edilmistir.

Sekil 3.2. Turung tohumlarinin ¢imlendirilerek epikotil olusturmasinin asamalari a)
Turung tohumlariin kabuklarmin soyulmasi b) Yiizey sterilizasyonu c)
Medya hazirlama d) Tohum ¢imlenmesi e) Epikotil gelisimi

3.3.6.2. NAC geninin turung epikotil parcalar1 kullamlarak turun¢ anacina

transformasyonu

NAC genine spesifik DNA'y1 igeren pCAMBIA 1304 ikili vektorii onceki asamalarda
Agrobacterium tumefaciens LBA4404 irkina aktarilmisti. Aktarilan A. tumefaciens
LBA4404 1rk1 uygun antibiyotik igeren YEP (10 gl Baktopepton, 10 gl yeast
ekstrakt ve 5 g™t NaCl pH 7,0) ortam igerisine inokiile edilip 180 rpm ve 28 °C'de
gece boyunca biyiitiilmistiir. Daha sonra bu kiilirler 4 °C 6000 rpm’de 5 dak..
santrifiij yapilip pelletler son konsantrasyon 5x10% cfu/ml olacak sekilde siispanse
edilerek 100 mM asetosiringon eklenmistir. Isiksiz ortamda yetisen fidelerin epikotil
kisimlarindan 1’er cm’lik kesitler alinarak bu ortamda bir dak.. inokiile edilmistir.
Inokiile edilen segmentler petri ortamina (7 gl Bacto agar ve 100 mM asetosiringon

eklenmis MS ortami) alinarak Agrobacterium ile karanlikta oda sicakliginda 2-3 giin
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ko-kiiliivasyona alinmistir. Ko-kiiliivasyondan sonra organagenez yoluyla siirgiin
gelisimini tesvik eden 50 pugml? higromisin ve 0,5-2,0 mgl™ benzyl adenine (BA)
iceren MS besi ortamina aktarilmistir. Daha sonra siirgiin gelisimi i¢in bitkiler bitki
biiylitme kabininde beyaz florosan 1s1k alinda ve 28 °C'de 16/8 saatlik saatlik
fotoperiyot uygulamasi ile 4-5 hafta siireyle muhafaza edilmistir. Siirglin gelisimi
gdsteren bitkilerin koklenmesi amaciyla gelisen siirgiinler 0,5 mgl™? naftalin asetik
asit (NAA) iceren MS ortamina 3-5 hafta siireyle aktarilmistir. Koklendirilmis
bitkiler daha sonra tekrar 2 hafta ara ile al kiilire alinmistir ve 28 °C'de

yetistirilmeye devem edilmistir.

Sekil 3.3. Turung epikotil pargalar1 kullanilarak yapilan genetik transformasyonun
asamalar1. A) Fidelerin epikotil kisimlarinin kesilmesi B) Agrobacterium
ile inokiilasyon C) Transformasyon yapilan segmentlerin ko-kiilivasyon
ortamina alinmast

3.3.6.3. Transgenik turung bitkilerinin analizi

3.3.6.3.1. p-glukronidaz (GUS) testi

Olusan transgenik siirgiinlerden dncelikle 5-10 mm uzunlugundak.i siirgiin pargalari
alinarak B-glukronidaz (GUS) enzim aktivitesi histokimyasal boyama islemiyle
incelenmis ve bitkilerin transgenik olup olmadiklar1 belirlenmistir. GUS testi i¢in
stirglinler koklendirme ortamina alinmadan 6nce ug¢ kisimlarindan 1-2 mm'lik kiigiik

parcalar kesilerek 96 ¢ukurlu plakalarin her bir ¢ukuruna bir 6rnek gelecek sekilde
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mikro plakalara aktarilmistir. 96 gukurlu bu plakalarda 50 mM NaPO4 pH 7.0 10
mM Na2EDTA and 5 mgml-1 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-p-D-glucuronide igeren
B-glukronidaz boyama soliisyon igerisine konularak 37 °C'de 1 gece boyunca
bekletilmistir. Boyamasi tamamlanan siirgiin pargalari %70 etil alkol ve %30 asetik
asit soliisyonu icerisinde bekletilip klorofil uzaklastirildiktan sonra GUS boyamasi

yapilan doku parcalarinda mavi renk olusumu incelenmistir.

3.3.6.4. PCR analizi

GUS testi sonucunda negatif sonug veren bitkilerin transgenik olup olmadiklari bitki
bliylitme kabininde biraz daha gelisme gosterdikten sonra PCR analizi ile
gerceklestirilmistir. Bu amacla 50-100 mg bitki doku drnekleri sivi azot igerisinde
havan ve havan eli kullanilarak ezildikten sonra CTAB DNA izolasyon yontemi
(Doyle & Doyle, 1986) kullanilarak DNA izolasyonu gergeklestirilmistir. Daha sonra
gen spesifik primerler kullanilarak PCR yontemi ile analiz edilmistir. Bu amacla
hazirlanan PCR karisimmnin igerisine 10 pmole gen spesifik primerler BC 200 ve
MSC 230) 1X PCR tampon soliisyonu, 2,5 mM MgClz, 0.2 mM dNTPs, 1.25 U Taq
DNA polimeraz (Fermentas, Almanya) eklenmistir. Daha sonra bu karisim MJ Mini
Termal Cycler PTC1148 (Bio-Rad, ABD) marka PCR cihazinda 94 °C’de 5 dak.. ilk
denatiirasyondan sonra 35 defa tekrarlanmak {izere 94 °C’de 30 s primer baglanmasi,
50-55 °C de 30 s ve primer baglanmasi, 72 °C 1 dak.. primer uzamasi igin ve 72
°C’de 10 dak.. son primer uzamasi olacak sekilde programlanmistir. PCR sonucunda
elde edilen PCR fiiriinleri %1.5 agaroz jelinde 1X TAE buffer icerisinde elektroforez
yontemiyle ayristirtlip etidyum bromiir ile boyandiktan sonra ulraviyole 151k alinda
Mini BIS-Pro (DNR, israil) goriintiileme ve analiz sistemi kullanilarak goriintiilenip

analiz edilmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI
4.1. NAC Geninin RACE Yontemiyle Tiim Gen Olarak Elde Edilmesi

NAC geninin 3’ ve 5° ¢DNA uglarmin bulunmasi igin Oncelikle Rangpur laym
tohumlar1 Kaliforniya Turunggil Germplazm Koleksiyonu’'ndan temin edilmis ve
tohumlarin ekimi gergeklestirilmistir. Ekimi gergeklestirilen tohumlarin  bitki
biiyiime kabinlerinde yetistirilmeleri saglandiktan sonra bitkilere 14 giinliik kuraklik
stresi uygulanmistir. 14 giinliik olarak uygulanan kuraklik stresinin sonunda Rangpur
laym  bitkilerinden yaprak Ornekleri toplanmis ve mRNA izolasyonu

gerceklestirilmistir.
4.1.1.3° RACE PCR

Kismi baz dizilimi bilinen NAC geninin tiim gen olarak izole edilmesi i¢in 3' ve 5'
uclarinin baz dizilimlerinin belirlenmesi gerekmektedir. Bu amagla Smarter RACE
kiti kullanilmistir. Kullanilan Smarter RACE yontemi ile kismi baz dizilimi bilinen
c¢DNA uglarmin hizli bir sekilde sentezlenmesi saglanarak RNA transkriptlerinin tam
uzunlukta dizilerinin elde edilmesi saglanmistir. 14 giinliik kuraklik stresi uygulanan
Rangpur laym bitkisinden elde edilen mRNA kullanilarak 6ncelikle 3' RACE ready
c¢DNA hazirlanmistir. Sonra 3' RACE ready cDNA ile NAC geninin 3' ucuna spesifik
olarak dizayn edilmis MSC 152 primeri kullanilarak 3' RACE-PCR yapilmustir.
Yapilan RACE-PCR'da ilk olarak baglanma sicakligi 78°C denenmistir. Denenen bu
baglanma sicakligt sonucunda elde edilen RACE-PCR %1’lik agaroz jelinde
elektroforez yontemiyle ayristirilmigtir ve herhangi bir biyiikliikte bant
goriilmemigtir. Yapilan denemeler sonucunda baglanma sicakligi 68°C olarak
belirlenmistir. Belirlenen bu baglanma sicakligi kullanilarak yapilan 3' RACE-PCR
sonucunda 300 bp uzunlugunda bir bant elde edilmistir (Sekil 4.1).
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Sekil 4.1. RACE-PCR jel gériintiisii

Daha sonra klonlama 6ncesinde 300 bp uzunlukta 3' RACE-PCR ile elde edilen PCR
ornegine EZ Column PCR saflagtirma kiti kullanilarak saflastrma yapilmistir.
Saflagtirma yapilan 3' RACE PCR o6rnegi pGEMT-easy plazmitine klonlamasi
yapilmistir. Klonlama asamasinda ilk olarak ligasyon yapilmistir. Ligasyon
asamasinda T4 DNA ligaz enzimi ile 3> RACE PCR saflastirma 6rnegi ve pGEMT-
easy plazmiti karigtirilarak +4°C de bir gece bekletilerek ligasyon
gerceklestirilmistir. Daha sonra bir gece inkiibasyona birakilan ligasyon {irlini 1s1
soku transformasyon yoluyla E. coli bakterisinin DH5c susuna aktarilmistir.
Transformasyonu yapilan E. coli bakterileri ampisilin ve X-gal igeren LB besi
ortamina ekilerek ampisilin antibiyotigine dayaniklilik ve mavi beyaz koloni se¢imi
yoluyla 3' RACE-PCR ile elde edilen PCR 6rnegini igeren plazmitleri tagiyan bakteri
kolonilerinin segilimi gergeklestirilmistir. Elde edilen mavi koloniler 3' RACE-PCR
ile elde edilen PCR Ornegini tasimayan pGEM-T Easy plazmitlerini igermekte ve
klonlamanin gergeklesmedigini gostermektedir. Elde edilen beyaz koloniler ise 300
bp uzunlukta 3' RACE-PCR ile elde edilen PCR Ornegini tasiyan pGEM-T Easy
plazmitlerini igermekte olup klonlanma isleminin basarili oldugunu gostermektedir.
3' RACE-PCR ile elde edilen PCR 06rneginin klonlanmasi sonucunda ¢ok sayida
mavi ve beyaz koloniler elde edilmistir. Meydana gelen beyaz kolonilerden 15 tane
koloni segilmistir. Segilen 15 koloni i¢in ise M13F ve M13R primerleri ile koloni

PCR yapilmistir (Sekil 4.2).
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Sekil 4.2. pGEMT-easy plazmitine klonlanan 3'RACE-PCR 6rneginin M13F ve
M13R primerleri ile yapilan koloni PCR goriintiisii. M: DNA biiyiikliik
markéri. 1-15: Koloni PCR iiriinleri

Yapilan koloni PCR sonrast sonuglar incelendiginde yaklagik 400 bp biiyiikliiglinde
pozitif bantlar elde edilmistir. Koloni PCR sonucunda pozitif ¢ikarak 3' RACE-PCR
ile elde edilen PCR 6rnegini igerdigi kesin olarak belirlenen beyaz kolonilerden iKi
tanesi secilerek Amp igeren LB sivi ortami igerisinde 37 °C’de ¢alkalamali
inkiibatorde 16 saat boyunca biyiitiilmistiir. Bu islemin sonunda 6rnekler i¢in ayri
ayr1 gliserol stoklari hazirlanmis ve daha sonra kullanilmak tizere -80 °C derin
dondurucuda saklanmistir. Gliserol stoklar1 hazirlanan bakteri kolonilerinden
MiniPrep plazmid DNA izolasyon kiti kullanilarak plazmit DNA izolasyonu
gerceklestirilmistir. Pozitif olarak belirlenen orneklerden bir tanesi segilerek mini
prep DNA izolasyon kiti (GeneJET plazmid Mini Prep) kullanilarak saflastirmasi
yapilmustir. Saflagtirmast yapilan DNA’larin DNA dizilimleri ODTU Teknokent
blinyesi icerisinde yer alan Refgen firmasina gonderilerek DNA dizilimi
gerceklestirilmistir. Gelen dizi Vector NTI programi kullanilarak analiz edildiginde
NAC geninin 3' ucunun DNA diziliminin elde edildigi belirlenmistir.

4.1.2.5° RACE PCR

Rangpur laym bitkisinden 14 giinliik kuraklik stresinden sonra elde edilen mRNA ve
Smarter RACE kiti kullanilarak 5' RACE ready cDNA hazirlanmistir. Hazirlanan 5'
RACE ready cDNA ve NAC geninin 5' ucuna spesifik olarak dizayn edilmis MSC
153 primeri kullanilarak 5' RACE-PCR yapilmistir. Yapilan 5° RACE-PCR
denemesinde 68 °C ve 67 °C baglanma sicakliklart ile RACE-PCR yapilmistir.
Yapilan RACE-PCR sonuglarinin analizlerinde %1°lik olarak agaroz jel
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goriintiilerinde siiriintii  seklinde parlakliklar goriilmiistiir. Daha sonra farkli
sicakliklart aym1 anda denemek i¢in radient PCR yapilmistir. Yapilan Gradient
PCR’da 70 °C, 67 °C, 64,3 °C, 61 °C, 58,2 °C ve 55 °C baglanma sicakliklari
denenmistir. Denenen Gradient PCR sonucunda da herhangi bir bant elde
edilememistir. Bu nedenle NAC geninin 5' ucunu bulmak i¢in Nested RACE PCR
yontemi uygulanmistir. Nested RACE-PCR yonteminde RACE-PCR yonteminde her
bir gen i¢in tasarlanan gen spesifik primerin ¢ogalim bolgesi igerisine yuvalanmis
(nested) primer olarak adlandirilan ikinci bir gen spesifik primer daha
tasarlanmaktadir ve Nested RACE-PCR'da bu tasarlanan 2. primer kullanilmaktadir.
Nested RACE-PCR yapmak igin Oncelikle normal olarak 1. olarak tasarlanan gen
spesifik primerle 5 RACE-PCR yapilmis ve daha sonra RACE-PCR iiriinleri belli
oranlarda seyrelilerek Nested RACE-PCR i¢in kalip olarak kullanilmistir. Seyrelilen
RACE-PCR firiinleri 2. olarak tasarlanan gen spesifik primer kullanilarak Nested
RACE-PCR yapilmistir. Yapilan Nested PCR'da ilk olarak 62 °C baglanma sicakligi
denenmistir ve %1’lik agaroz jel de goriintileme yapilmistir. Goriintiileme
sonrasinda jelde siiriintli seklinde net olmayan bantlar goriilmiistiir. Daha sonra ise
ikinci olarak 65 °C baglanma sicakligi denenmistir. 65 °C baglanma sicakligr ile
yapilan 5’RACE-PCR sonucunda ise %]1’lik agaroz jelde 500 bp biiyiikliiglinde bant
elde edilmistir (Sekil 4.3).

Sekil 4.3. Nested RACE-PCR jel goriintiisii. M: DNA biiyiiklik markorii

500 bp uzunlukta 5’RACE-PCR ile elde edilen PCR o6rnegine EZ Column PCR
saflastirma kiti kullanilarak saflagtirma yapilmistir. Yapilan saflastirma Ornegi

kullanilarak  yapilan E.coli DH5a transformasyon denemelerinde sonug
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almamamistir. Bu nedenle tekrar 65 °C baglanma sicakligi ile 5° Nested RACE-PCR
yapilmistir ve %1°lik agaroz jel tizerine yiikleme yapilmistir. Daha sonra elde edilen
500 bp uzunlugunda 5’ Nested RACE-PCR bant 6rnegi jelden kesilerek saflagtirmasi
jel ekstraksiyon kiti kullanilarak yapilmaistir.

Saflastirma yapilan 5' Nested RACE PCR o6rneginin pGEMT-Easy plazmitine
klonlamas1 yapilmistir. Klonlama asamasinda ilk olarak ligasyon yapilmistir.
Ligasyon agsamasinda T4 DNA ligaz enzimi ile 5’ Nested RACE PCR jel saflastirma
ornegi ve pGEMT-easy plazmiti karistirilarak +4 °C'de bir gece bekletilerek ligasyon
gerceklestirilmistir. Daha sonra bir gece inkiibasyona birakilan ligasyon {iriinii 1s1
soku transformasyon yoluyla E. coli bakterisinin DH5a 1irkina aktarilmistir.
Transformasyonu yapilan E. coli bakterileri Amp ve X-gal iceren kati LB besi
ortamina ekilerek Amp antibiyotigine dayaniklilik ve mavi beyaz koloni se¢imi
yoluyla 5' Nested RACE-PCR ile elde edilen PCR 6rnegini igeren plazmitleri tagiyan
bakteri kolonilerinin segilimi yapilmistir. Elde edilen mavi koloniler 5' Nested
RACE-PCR ile elde edilen PCR 6rnegini tasimayan pGEM-T Easy plazmitlerini
icermekte ve klonlamanin ger¢eklesmedigini gostermektedir. Elde edilen beyaz
koloniler ise 500 bp uzunlukta 5' Nested RACE-PCR ile elde edilen PCR &rnegini
tastyan pGEM-T Easy plazmidlerini igermekte olup klonlanma isleminin basarili
oldugunu gostermektedir. 5' Nested RACE-PCR ile elde edilen PCR 06rneginin
klonlanmas1 sonucunda c¢ok sayida mavi beyaz koloniler elde edilmistir.
Aktarildigini diistindiigiimiiz 5° Nested RACE-PCR 6rnegi i¢in meydana gelen beyaz
kolonilerden 15 tane koloni segilmistir. Segilen 15 koloni i¢in ise M13F ve M13R
primerleri ile koloni PCR yapilmistir (Sekil 4.4).
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Sekil 4.4. pGEMT-easy plazmitine klonlanan 5' Nested RACE-PCR 6rneginin M13F
ve MI13R primerleri ile yapilan koloni PCR goriintiisi. M: DNA
biiyiikliik markorii. 1-15: Koloni PCR fiiriinleri

Yapilan koloni PCR sonrasi sonuglar incelendiginde yaklasik 700 bp biiyiikliiglinde
pozitif bantlar elde edilmistir. Koloni PCR sonucunda pozitif ¢ikarak 5' Nested
RACE-PCR ile elde edilen PCR o6rnegini igerdigi kesin olarak belirlenen beyaz
kolonilerden iki tanesi segilerek Amp igeren LB sivi ortami igerisinde 37 °C’de
calkalamali inkiibatérde 16 saat boyunca biyiitilmistir. Bu islemin sonunda
ornekler i¢in ayr1 ayri gliserol stoklar1 hazirlanmis ve daha sonra kullanilmak tizere -
80 °C'de derin dondurucuda saklanmistir. Gliserol stoklar1 hazirlanan ve biiyiitiilen
bakteri kolonilerinden ikisi segilerek bunlardan MiniPrep plazmid DNA izolasyonu
gerceklestirilmigtir. Pozitif olarak belirlenen 6rneklerden bir tanesi segilerek DNA
dizilimi gerceklestirilmek iizere ODTU Teknokent biinyesi icerisinde yer alan
Refgen firmasina gonderilmistir. Gelen dizi Vector NTI programi kullanilarak analiz

edildiginde NAC geninin 5' DNA diziliminin elde edildigi belirlenmistir.

4.2. CINAC Geninin Dizi Analizi ve Karsilastirilmasi

RefGen firmasinda dizileme islemi sonucunda elde edilen DNA dizileri 6ncelikle
Vector NTI DNA dizi analiz programi kullanilarak o6nce vektor dizilerinden
temizlenmigtir. Sonra elde edilen bu diziler analiz edildiginde 3' RACE-PCR
tirtiniinden elde edilen kisim 480 bp ve 5 RACE-PCR iiriiniinden elde edilen kisim
485 bp olarak bulunmustur. Ardindan temizlenen dizilere BLAST analizi yapilarak
NAC genine ait olup olmadiklar1 belirlenmistir. NAC geninin 5' ve 3' uclarma ait
oldugu belirlenen 5' ve 3' cDNA dizileri ve daha once kiitiiphaneden elde edilen
kismi ¢cDNA dizisi Vector NTI Contig Express modiiliinde birlestirilerek NAC
geninin tiim gene ait cDNA dizisi (full-length DNA dizisi) elde edilmis ve CINAC
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geni olarak isimlendirilmistir. Elde edilen 3' ve 5' RACE-PCR firiinleri ve daha 6nce
cDNA Kkiitiiphanesinden elde edilen kismi NAC geninin birlestirilmesi Sekil 4.5'de
gosterilmektedir. CINAC geninin 1691 bp uzunlugunda cDNA'ya sahip oldugu ve
347 amino asitlik protein kodladig1 belirlenmistir. Ayrica genin 5° ucunda 168 bp 3’
ucunda ise 479 bp uzunlugunda protein kodlamayan bolgeler (Untranslated Region,

UTR) bulunmaktadir.

Rangpur laym
NAC 3° RACE

Rangpur laym 480 b
NAC kismi baz cDNAﬂ
1074 bp — |

Rangpur laym
5> RACE
485bp
Avdl (758)
Rangpur laym N Ec1I (917) Avdl (1318)
Hird 111 (159Ncol (335) Avd (1096) EcdRl (1411)
]| > (
H_/ \ . )
5’ UTR )
168bp CINACT2 7900

1691 bp

Sekil 4.5. RACE yontemi ile CINAC geninin tiim gen dizisinin elde edilmesi
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CTRATACGAC TCACTATAGG GCAAGCAGTG GTATCRACGC AGAGTACATG GGGAATAATA ATATTTCATA TTTTCCAATT TCCATTICTC CCTCTGCTTG TCCCCATAGC TTTAGCTCAG CATCTICATC
GATTATGCTG AGTGATATCC CGITCGTCAC CATAGTTGCG TCTCATGTAC CCCTTATTAT TATAAAGTAT AARRGGTTAR AGGTARAGAG GGAGRCGAAC AGGGGTATCG AARATCGAGTC GTAGAAGTAG
Hindlll

A
o1 Met Gy Wal Pro Gu Thr Asp Pro Leu Ser Gl Leu Asn Lew Pro Pro Gy Phe Arg Phe Ty Pro Thr Asn Gl G Leu Leu Wal Gin Ty

BRChR VUV o el N e YN W e Y W e Y Y YSAT GEECGTACCG GAGACCGACC CGCTCTCACA ATTGAACTTA CCTCCAGGIT TTCGGTTTTA CCCGACTAAT GAGGAACTIC TAGTTCAATA
pywiwpler vV ey Aclole gy v ey oy y wieger ¥ toa gy TA CCCGCATGGC CTCIGGCTGG GCGAGAGTGI TAACTTGAAT GGAGGICCAA AAGCCAAAAT GGGCTGATTA CTCCTITGAAG ATCAAGTTAT
Heal

Tylew Cig Mg Lys Vel Aa G Gin His Phe Su Lew Gin e le Gy G le Asp Leu T Lis Phe Asp Pro Trp ¥al Llew Pro Ser Lys Ala e Phe Gy G Lis G Tip Tw Phe Phe Ser
pI30 TCTCTGTCGC ABAGTTGCAG GGCAACATTT TTCGCIGCAA ATTATCGGTG AAATAGATTT GTACAAGTTT GACCCATEGG TTCTACCAAG CAAGGCAATT TTTGGAGAGA ARGAATGGIA CTTTTTCAGC
AGAGACAGCG TTTCRACETC CCGTTGTARA AAGCGACGIT TAATAGCCAC TTTATCTAAA CATGTTCARA CTGGGTACCC RAGATGGTTC GITCCGTTAA ARACCTCTCT TTCTTACCAT GAARRAGICG

W Pro fig Asp A0 Lys Twr Pro Asn Gy Ser Aig Pro Asn Arg Yel Ala Gy Ser G Tw Tp Lys Ala Tw G Th Asp Lis le le Th T Gu Gy Aig Lis Val Gl e Lis Lys Ala Leu Yal
kSN CCCAGGGATA GAARATATCC AAACGGGTCC CGACCCAACA GAGTAGCCGG GTCCGGETAT TGGAAGGCCA CAGGCACCGA CAAGATTATC ACAACTGAAG GICGTAAGGT TGGTATCARA AAGGCTCITG
GGGICCCTAT CTTTTATAGG TTTGCCCAGG GCTGGGITGT CTCATCGGCC CAGGCCCATA ACCTTCCGGT GICCGIGECT GITCTAATAG TGITGACTTC CAGCATTCCA ACCATAGTTT TTCCGAGRAC

q ValPhe Tw Yal Gy Lis Ala Pro Lys G Th Lys Thi A Tip le Mt Hs Gl Tw Arg Leu Phe Gl Pro Se Mg Lus Asn Gt Ser Ser Lys Leu Asp Asp Tip Val Leu Cis Mg le Tw Lys
[SM TTTTTTACGT AGGCARAGCT CCAABAGGCA CCAABACCAA TTGGATCATG CACGAATATC GACTCTTTGA ACCTTCTCGC AAARATGGCA GCICCRAGIT AGATGATIGG GITCTGIGCA GAATCTATAA|
BARRAATGCA TCCGTTTCGA GEITTTCCGT GGITTTGEIT AACCTAGTAC GIGCTTATAG CTGAGAAACT TGGARGAGCG TTTTTACCGT CGAGGITCAA TCTACTRACC CAAGACACGT CTTAGATATT

Aual
I

Lisls Hs S By Ser G Lis Pro Val S As Th Ser Vel 3w Ser Ser Lye G His Ser Aan Bl Ser Cys S 3w e 8w Ser His lew Asp Asp Yal Lew G Ser Lew Fio Gl e Asp
LR GAAGCATTCA GGTTCCCAAA AACCAGTGIC AGCAACAAGT GITTCTTCAA GCAAAGAACA CAGTAATGGT TCTTGITCAT CTTCATCTIC TCATCTTGAT GATGTGCICG AGTCTTTACC TGAAATTGAT
CTTCGTAAGT CCAAGGGITT TTGGTCACAG TCGITGITCA CAAAGAAGTT CGITTCITGT GTCATTACCA AGAACAAGTA GAAGTAGAAG AGTAGAACTA CTACACGAGC TCAGAAATGG ACTTTAACTA|
Asp Mig Fhe Fhe Ala Lew Fro A Met Asn Ser Lew Lys Thi Llew G Gin G Asp Asn Ly Val Asn Asn Lew Gin His Lew Giy Ser Gy Asn Phe Asp Tip Ala Ser Lew Ala Gly Leu Hi S Vil
ki:3NN GACCGATTTT TCGCTTTGCC ACGCATGAAC TCACTCAAGA CTTTACAGCA AGAAGACAAC AAGGTTAACA ATTTGCAGCA TCTGGGGICG GGTAATTTTG ACTGGGCGAG TCTTGCGGGT CTTCATICGG
CTGGCTAARA AGCGAAACGG TGCGTACTTG AGTGAGTTCT GRAATGTCGT TCTTCIGITG TTCCAATTGT TAAACGTCGT AGACCCCAGC CCATTAAAAC TGACCCGCTC AGAACGCCCA GAAGTAAGCC

EcoRl
s
+ ValPro Glu Phe Yal Ser Al Ala Gl The Gl The T The Gin Ser His Gly Val Ala Cys Ty Ala Asn Asn Asp Phe Tyr Yal Pro Ser Met Pro Gin Met Cys His  Val Asn Ser Gy Arg Val Gly
TCCCCGAATT CGTCTCCGCT GCACAGACAC AGACGRCGAC TCAGAGTCAT GGGGIGGCCT GTTATGCGRA CAATGACTTT TATGTCCCCT CGATGCCCCA RATGTGCCAC GTARATTCCG GAAGGGIGGG

AGGGGCTTAR GCAGAGGCGA CGIGTCTGIG TCTGCTGCTG AGTCTCAGTA CCCCACCGGA CRATACGCTT GTTACTGAAR ATACAGGGGA GCTACGGGGT TTACACGGIG CATTTAAGGC CTTCCCACCC
Aval

A GyAsn Ser Vsl BU G G Wal G Ser Gy Leu Arg Asn Gin Arg Vsl Asp A Ser Gy leu Phe Gn His Asn Ser Ala Vsl Leu Thr Gh Pro Asn Phe Cys Ser Pro Val Asp Pro Ty Gl Leu
UL CALCTCGGIG GAAGAGGAGG TTCAGAGIGG GCTTAGGAAT CAACGGGITG ATAACTCGGG GCICTTICAG CATAATTCGG CCGTATIGAC CCAACCGAAC TTCTGTAGCC CGGITGACCC GIATGGAITA
GITGAGCCAC CTTCICCTCC AAGTCTCACC CGAATCCTTA GITGCCCAAC TATIGAGCCC CGAGAAAGIC GTATTAAGCC GGCATAACTG GGITGGCITG ARGACATCGG GCCAACTGGG CATACCTRAAT

A A His Pro Thr Gin Ser Ser Gy Phe Gy Phe Arg His
1171 plecsdssser Nuse v iysrieNecelnyyicc el sy rlc e s e WATATGGE TARRRTGTCC GCGCATTIGA AATGATGCAT GATATTATGA AGRRAGGATA AGTGATIGAC GAATTGTARR CTCTAGAGGT
pisseaelelelmigcicley g ey g el slor v An s ol N e v SIS TATACCC ATTTTACAGG CGCGTAARACT TTACTACGTA CTATAATACT TCTTICCTAT TCACTAACTG CTTAACATIT GAGATICICCA

Sekil 4.6. CINAC geninin cDNA dizisi

Tiim gen olarak izolasyonu yapilan ve CINAC geninin DNA dizisi kullanilarak
BLASTN analizleri yapilmis ve gen bankasi veri tabaninda yer alan DNA dizileri ile
benzerlikleri arastirilmistir. Yapilan analizler sonucunda CINAC geninin DNA
dizisinin basta turuncggiller olmak iizere gen bankasinda yer alan farkli bitkilerden
NAC72 geni ile benzerlik gosterdigi tespit edilmistir (Sekil 4.7). Bu sonuglar elde
edilen CINAC geninin diger bitkilerde de bulunan NAC72 geni oldugunu
gostermistir. Elde edilen tiim CINAC geninde yapilan protein translasyon analizleri
bu cDNA'nin 347 amino asitlik protein dizisi kodladigin1 gostermistir. Bu amino asit
dizisi kullanilarak CINAC geninin kodlamis oldugu fonksiyonel domainleri
belirlemek {izere korunmus domain (Conserved Domain, CD) arastirmasi yapilmistir.
Yapilan CD aragtirmalar1 sonucunda bu proteinin sadece bitkilerde bulunan NAC
proteinlerine adimi veren domainlerden biri olan NAM (No Apikal Meristem)
domainine sahip oldugu tespit edilmistir. Ayrica CINAC geninin kodlamis oldugu
347 amino asitlik protein dizisi ile BLASTP analizleri yapilarak gen bankasi protein
veri tabanindaki diger proteinlerle benzerlikleri arastirilmistir (Sekil 4.8). Yapilan
analizler sonucunda CINAC geninin DNA dizisinde oldugu gibi basta portakal olmak
iizere turuncgillerden ve ¢ogunlukla ¢ok yillik olmak iizere diger bitkilerden elde

edilen NAC72 proteini ile benzerlik gosterdigi belirlenmistir. Bu sonuglar klonlanan
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CINAC geninin NAC domainine sahip oldugunu ve farkl bitkilerden NAC72 geninin
homologu oldugunu dogrulamistir (Sekil 4.8).

Tim gen olarak izolasyonu yapilan ve CINAC geninin kodladig1 proteinin amino asit
dizilerinin diger NAC genleriyle benzerliklerinin ¢ogu ¢ok yillik bitkilerden olmak
tizere CINAC geni ile homoloji gosteren 24 tane NAC proteininin amino asit dizileri
gen bankasi veri tabanindan alinarak CINAC proteinleriyle karsilagtirilmistir. Vector
NTI programinin AlignX modiiliinde ¢oklu dizi karsilastirmalar1 sonucunda CINAC
proteininin diger NAC proteinleriyle 6zellikle NAC domaininin bulundugu amino
terminal kisminda yiliksek oranda benzerlik gdsterdigi belirlenmistir. Bu sonuglar
CINAC geninin fonksiyonel NAC domaini igerdigini gostermistir. Tiim gen olarak
izolasyonu yapilan ve CINAC olarak isimlendirilen NAC geninin gen bankasinda yer
alan diger NAC genleriyle olan benzerliklerinin Vector NTI AlignX modiiliinde
analizi sonucunda elde edilen ¢oklu sekans Kkarsilastirmasi Sekil 4.9'da

gosterilmektedir.
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Description None Description Nucleotide collection (nt)
Molecule type nucdleic acid Program BLASTN 2.6.1+ P Citation

Query Length 1691

Other reports: B Search Summary [Taxonomy reports] [Distance tree of results] [MSA viewer

(& Graphic Summary

Distribution of the top 10 Blast Hits on 50 subject sequences &

Mouse over to see the title, click te show alignments

Color key for alignment scores
W <40 W 40-50 M 50-80 M 80-200 M ==200
1 300 600 Q00 1200 1500

Sequences producing significant alignments:
Select: All None Selected:0

It Alignments O

Description 5'2::; :-::e‘ S:fg V;ue Ident|  Accession

[] PREDICTED: NAC domain-containing protein 72 [Citrus sinensis] 721 721 100% 0.0 99% XP 0064847031
] protein CICLE v10008812mq [Citrus: 721 721 100% 0.0 99% XP 0064519401
] protein CISIN 19019011ma [Citrus sinensis] 596 596 84% 00 97% KDOT41511

[] NAG domain class transcription factor isoform 1 [Theobroma cacao 538 538 100% 00 77% EOY12853.1

[] NAG domain-containing protein 72 [Morus notabilis] 536 536 9%% 00 78% XP 010089503.1
[] PREDICTED: NAC domain-containing protein 72 [Theobroma cacao| 535 535 100% 00 76% XP 0070213282
[0 PREDICTED: NAC domain-containing protein 72-like raimondii] 529 529 100% 0.0 76% XP 012458602.1
[0 PREDICTED: NAC domain-containing protein 72-like arboreum] 526 526 100% 0.0 75% XP 0176052231
[] PREDICTED: NAC domain-containing protein 72-like hirsutum] 524 524 100% 0.0 75% XP 016732489.1
[ NAC domain-containing protein 72-like ium hirsutum] 516 516 100% 0.0 7% NP _001314060.1
[ putative NAC-1 protein [Rosa chinensis| 512 512 100% 1e-180 74% AKCces481.1

[] PREDICTED: NAC domain-containing protein 72-like [Fragaria vesca subsp. vescal 512 512 99% 2e-180 73% XP 004291667.1
O nac factors 22 [Manihot esculenta] 511 511 100% 3e-180 75% ALC78999.1

[0 NACA [Carica papaya 510 510 100% b5e-180 73% ANJS63T1.1

[0 PREDICTED: NAC domain-containing protein 72-like hirsutum] 509 509 100% 3e-179 73% XP 0166851181
[0 PREDICTED: NAC domain-containing protein 72-like arboreum] 508 508 100% b5e-179 75% XP 0176394991

PREDICTED: Citrus sinensis NAC domain-containing protein 72 (LOC102612201), mRNA

Sequence ID: XM 003454645.2 Length: 1605 Number of Matches: 1 e
Rela
Range 1: 610 1642 Garfanr Saics
Scors Expect Tasatities Gaps Strand
2906 bis(3222) 0.0 1626/1638(59%) 1/1638(0%) Plus/Fius
Query $4  RATARTARTATTTCATATITICCAATITCCR AGCTCAGCATCITCATCTATATCTTICATICECART GCTTG 6 C CCCGCTCTCACRATT 203
I\HIIH\IIHHIHHII\HIIHIIIHHIHIIII\IIHHIIIHIIH\IIHHIHHII\HIIHHI\ HIHIIII\IIIIHIHHIIHHIHHIHHIHHIH T
Sbjet € RATAATAATATTTCATATTTTCCAATTTCCATTTCTCCCTCTECTTETCC CCTCAECATCITCATCTATATCTTTTATTCCCAATTCATT TEARACCTTCARARATCECCETACCEEAGACEEACCEECTCTCACAATT 165
Query 204  CGARCTTACCTCCAGETTTTCGET CCEA TTCGCTCCARATTAT ANTACATTTCTACAACTTTGACCCATGECTTICTACCAACCAR 353
T \HIHIIII\IIHHIIIHIIH\IIHHIHHII\HII\HIIHHIHIIII\IIIIHIHHII\HIIH\IIHHIHHII\HIIHIIIHHIHII
Spjct 156  GAACTTACCTCCGGETTTTCEETTITACCCGACTER: TCTAGTTCARTATCICTETCECARAGTTEC TTTTCGCTGCARATTATCECTGRARTAGATITGTACRAGTTTCACCCATCGETICTACCAAGCRR 305
Query 354  GGCARTTTITGGAGAGARAGARTGETACTITTTCAGCCCCRGGSATAGARAATATCCARACGEETCODRACOCAR. T3ECCEEETCCEEETATTGERREECCAC CARGATTATCACARCTGE TRRGETIGE 503
LTI HHIHHII\HIIHIIIHHIHIIII\IIHHIIIHIIH\IIHHIHHII\HIIH\IIHHIHIIII\IIIIHIHHII\HIIH\IIHHIHHII\HIIHIIIHHIHII
Spjer 306  GECRATTTITGETGAGARAGARTGETACTITITCASCCC ATCCARAC GECTATTEEARGECC TTATCACAACTGA TAACETIGE 455
Query 504 TCARARACECTCTTGTTITTTACGTACCCA CCCACCARRACCARTTCCATCATECACCARTATCEACTCTTTCAACCT TCTCECARRA ATECCACCTCCARCTTACATCATTCEETTCTCTCCAGAATCTATARCAR 653
\II\HIIH\IIHHIHHII\HIIHIIIHHIHIIII\IIHHIIIHIIH\IIHHIHHII\HIIH\IIHHIHIIII\IIIIHIHHII\HIIH\IIHHIHHII\HIIHIIIHHIHII
Sbjct 456 TCARARAGECTC TTCAACCTTCTCCCARARATGECACCTCCARGT GTCCACARTCTATAAGAR 605
Query €54 GCATTCAGGITCCCRARRACCRGTGICAGCARCRM GCRARGARCACAGTRATGEITCTIGTTCRICTICATCTICTCRTCTIGE ICGAGTCTTTACCIGAARTTEATGACCGATTTITCACITTE0CACE 803
\II\HIIH\IIHHIHHII\HIIHIIIHHIHIIII\IIHHIIIHIIH\IIHHIHHII\HIIH\IIHHIHIIII\IIIIHIHHII\HIIH\IIHHIHHII\HIIHIIIHHIHII
Sojet 606 CCCRRARACCRS TGE TTCRIC T TGACCGATTTITCGCTITEOCECE 755
Query 804 CATGARCTCACTCARCACTTTACAGCAACKACACARCAACCTTARCAATTTCCACCATCICCGCTCCEETARTTTTEACT 553
\II\HIIH\IIHHIHHII\HIIHIIIHHIHIIII\IIHHIIIHIIH\IIHHIHHII\HIIH\IIHHIHIIII\IIIIHIHHII\HIIH\IIHHIHHII\HIIHIIIHHIHII
Sbjet 756 ARCTCACTCARGACTITACAGCARGARG CTCGEETARTT 205
Query 354 ATGCGARCARTGACTTTTATGTCCCCTCOATECCCCAARTGTECCACETARATTCCSE! ACTCEET! GAGTGEGCTTAGEAATCRACGEETTGATARCTCEEEECT 1103
\II\HIIH\IIHHIHHII\HIIHIIIHHIHIIII\IIHHIIIHIIH\IIHHIHHII\HIIH\IIHHIHIIII\IIIIHIHHII\HIIH\IIHHIHHII\HIIHIIIHHIHII
Shjet 206 ATCCCARCAATCACTTTTATCTCCCCT ATCTCCCACCTARMTT "TACGANTCAN TCCGEECT 1055
Query 1104 CTTICAGCATAATTCCECCGTATTCAC \CCCETATCEATT! CACCH CTTTACACATTCARATATCCGTARARTCTCCECECATTTGARATCATGCATCAT 1253
\II\HIIH\IIHHIHHII\HIIHIIIHHIHIIIIH HHIIIHIIH\IIHHIHHII\HIIH\IIHHIHIIII\IIIIHIHHIIHHIHHIHH DECULLLU LT EEEL L
Sbjet 1058 GCATAATTCEECCETATTE! CTTTAGACATTCARATATCECTARARTCCCCECECATTTGARATCATECATCAT 1208
Query 1254 ATTATGARGRARGGRTARGTGATTCACGRATIGTARACTCIAGAGGICTCGCETICEARICTCCT GARAT TARCARRRAATC TGEEECAGTTETCIAR 1403
\II\HIIH\IIHHIHHII\HIIHIIIHHIHIIII\IIHHIIIHIIH\IIHHIHHII\HIIH\IIHHIHIIII\IIIIHIHHII\HIIH\IIHHIHHII\HIIHIIIHHIHII
Spjer 1208 ATTRTGARGARAGGATA TEACGRATT CTAGAGETCT! TGEEECAGTTETCIAR 1355
Query 1404 ATATICGARTTCTTTGEGCTCACTITTTOCCTTCAGSTTCCAAAATATCCK CCTCCGCTTIT ACCCCCARAATTCCATTCCTCTTITICTCCTCETTAGCTCCTCCasaaza2222aaTTAACARAATARTCTA 1653
\II\HIIH\IIHHIHHII\HIIHIIIHHIHIIII\IIHHIIIHIIHHIHHIHHIIHH N SN N |
Sbjet 1356 ATATTCGRATTCTTTGEGCTEACTTTTTCCCTTCACGTT TCEATTGCTCTTTTTTTGCTCETTACCTEC- COARARRARARARATTAACARARTAATCTA 1504

Query 1554 GRAGCACGAATTATTCTACAATTAGATCTCACATITCAATTACCATGCARCCTCARCTARATTACETTTCTCGEGATTTCCACACATITCATCTTATTATT TACAGTCTCAATTATCGTTGTAGTGCTTCCATITITA 1651
\II\HIIH\IIHHIHHII\HIIHIIIHHIHIIII\IIHHIIIHIIH\IIHHIHHII\HIIH\IIHHIHIIII\IIIIHIHHII\HIIH\IIHHIHHII\HIIH
Sbjct 1505 GARGCACGARTTATTGTACAATTAGATCTCACATTTCAA! GTCARCTAR? RCACATTTCATETTATTATTTACAGTCTCARTTATCGTTGTAGTCCTTCCATITTTR 1642

Sekil 4.7. CINAC geninin tim c¢cDNA dizisi ile yapilan BLASTN analizlerinin
sonugclari
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fuery seq,
Specific hits

Superfanilies

NAM superfamnily

BLAST Results

Edit and Resubmit  Save Search Strategies b Formatting opfions b Download

Job title: Rangpur Lime NAC-aa

RID G31MN3AGEO14 (Expires on 04-28 13:50 pm)
Query ID Icl|Query_204233 Database Name nr
Description Non Description All nen-redundant GenBank CDS translations+PDB-+SwissProt
Molecule type =mino =cid projects
Query Length 347 Program BLASTP 2.6.1+ b Citation

Other reports: ¥ Search Summary [Taxonomy reporrs] [Distance tree of resuhts] [Multiple alignment] [MSA viewer
E® Analyze your guery with SmartBLAST
E)Graphic Summary

{©)Show Conserved Domains

Putative conserved domains have been detected, click on the image below for detailed results.

i = i [ 20 = a0 217
Query seq.
Specific hits -
superfanilies NAM superfamily
Distribution of the top 10 Blast Hits on 100 subject sequences @
Mousa over o see the titie, click to show alignments
Color key for alignment scores
W<s0 Ws0-50 Wso-80 Ws0-200 W>=200
| I | 1 | I
1 60 120 180 240 300
producing signi
Select: All None Selected:0
I Alignments o
M; Total Q E
Description e | fota ) Muery ldent  Accession
score score cover value
[0 PREDICTED: NAC domain-containing protein 72 [Citrus sinensis] 721721 100% 0.0 99% XP_006464708.1
] protein CICLE v10002812mg [Citrus 721 721 100% 0.0 99% XP 006451940.1
O protein CISIN 19019011mq [Citrus sinensis] 596 596 84% 0.0 97% KDO74151.1
[0 NAC domain class factor isoform 1 [Theobroma cacao] 538 538 100% 0.0 77% EOY12853.1
[0 NAC domain-containing protein 72 [Morus notabilis] 536 536 99% 0.0 78% XP_010089503.1
[] PREDICTED: NAG domain-containing protein 72 [Theobroma cacac] 535 535 100% 0.0 76% XP 0070213282
[0 PREDICTED: NAC demain-containing protein 72-like raimondii] 529 529 100% 00 6% XP_0124586021
[ PREDICTED: NAC domain-containing protein 72-like arboreum] 526 526 100% 0.0 T75% XP 017605223.1
[ PREDICTED: NAC domain-containing protein 72-like hirsutum] 524 524 100% 00 75% XP 0167324891
[ NAC domain-containing protein 72-iike hirsutum] 516 516 100% 00 77% NP_001314060.1
[ putafive NAC-1 protein [Rosa chinensis] 512 512 100% 1e-180 74% AKCS8481.1
[l PREDICTED: NAC domain-containing protein 72-like [Fragaria vesca subsp. vescal 512 512 99% 2e-180 73% XP 004201667.1
O nac factors 22 [Manihot esculenta] 511 511 100% 3e-180 75% ALC789991
[J NAC4 [Carica papayal 510 510 100% b5e-180 73% ANJE63TIT
[] PREDICTED: NAC domain-containing protein 72-like hirsutum] 509 509 100% 3e-179 73% XP 0166851181
[J PREDICTED: NAC demain-containing protein 72-like arboreum] 508 508 100% b5e-179 75% XP 017639499.1
PREDICTED: NAC domain-containing protein 72 [Citrus sinensis]
Sequence ID: XP_006464708.1 Length: 347 MNumber of Matches: 1
b See 1 more fitle(s)
Range 1: 1 to 347 GenPegt Graphics
Scora Expact Mathod Identities Positives Gaps
721 bits(1861) 0.0 Compositional matrix adjust. 345/347(99%) 346/347(99%) 0/347(0%)
Cuery 1 MGVPETDPLSOLNLPPGFRFYPTNEELLVOYLCREVAGOHFSLOIIGEIDLYRFDPWVLE (1]
MGVFPETDPLSOLNLPPGFRFYPT+EELLVOYLCREVAGOHFSLOIIGEIDLYRFDPWVLE
sbijct 1 MGVPETDPLSOLNLPPGFRFYPTDEELLVQYLCREVAGOHFSLOI IGEIDLYRFDPWVLE 60
Query el SFRAIFGERENY FFSPRDRRY PNGSRPNRVAGSGYWRATGTDRIITTEGREVGIREATVEY 120
SEAIFGERENY FFSPRDREY PNGSRPNRVAGSGYNWEATGTDEI ITTEGREVGIRRALVEY
sbijct 61 SEAIFGERENY FFSPRDREY PNGSRPNRVAGSGYWRATGTDREIITTEGREVGIRKEALVEY 120
Cuery 121 VGRAPRGTRTNWIMHEYRLFEPSRENGSSFLDDWVLCRIYREHSGSCOEPVSATSVSSSEE 180
VGFAPRGTETNWIMHEY RLFEPSRENGSSELDDWVLCRIYRRHSGSORPVSATSVSSSEE
Sbject 121 VGRAPRGTRTNWIMHEYRLFEPSRENGSSKLDDWVLCRIYREHSGSCEPVSATSVSSSKE 180
Cuery 181 HSNGSCSS8SSSHLDDVLESLPEIDDREFALPRMNSLETLOQEDNEVNNLOHLGSGNEFDWA 240
HSNGSCSS8SSSHLDDVLESLPEIDDRFFALPRMNSLETLOQEDNRVNNLOHLGSGNEFDWA
sbjct 181 HSNGSCSSSSSHLDDVLESLPEIDDRFFALPRMNSLETLOOEDNEVNNLOHLGSGNFDWAR 240
Cuery 241 SLAGLHSVPEFVSAAQOTOTTTOSHGVACYANNDFYVPSMPCOMCHVNSGRVGNSVEEEVOS 300
SLAGLHSVPEFVSAAOTOTTTOSHGVACYANNDFYVESMPOMCHVNSGRVGNSVEEEVOS
Skjct 241 SLAGLHSVPEFVSAAOTOTTTOSHGVACYANNDFYVPSMPOMCHVNSGRVGNSVEEEVOS 300
Cuery 301 GLRNORVDNSGLFCOHNSAVLTOPNFCSPVDPYGLRHPTOSSGFGEFRHE 347
GLRNORVDNSGLEFCOHNSAVLTOPNFCS VDPYGLRHPTOSSGFGFRH
Sbjct 301 GLRNORVDNSGLFOHNSAVLTOPNFCSLVDPYGLRHPTOSSGFGFRH 347

Sekil 4.8. CINAC geninin kodladig1 amino asit dizileri ile yapilan conserved domain
(CD) arastirmas1 ve BLASTP analizlerinin sonuglari
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MGVPETDPLSQLSLPPGFRFYPTDEELLVQYLCRKVA HFSLQIIGEIDLYKFDPWVLPSKATFGEKEWY FFSPRDRKY PNGSRPNRVAGSGYWKATGTDKVITTEGRKVGIKKALVFYVGKAP

SAARARAQKSWISVSGKE - HENG - 585 P CSS0LDDGLE WEPDIDDREE 1 LPRENSTK TEG00--|

SKLDEWVLCRIYKKSSSSAAAAAAAAQK]

QHEG
D KLNFONLG

CINAC geninin diger gen bankasinda yer alan diger NAC genleriyle olan
coklu sekans karsilastirmasi. ADL36797 Malus domestica, XP 008345087
Malus domestica, XP 008226676 Prunus mume, XP 020418173 Prunus
persica, XP 004291667 Fragaria vesca, KDO74151 Citrus sinensis, XP
006464708 Citrus sinensis, XP 006451940 Citrus clementina, EOY12853
Theobroma cacao, XP 007021328 Theobroma cacao, XP 016732489
Gossypium  hirsutum, XP 017605223 Gossypium arboreum, XP
012458602 Gossypium raimondii, XP 010089503 Morus notabilis, XP
015869180 Ziziphus jujuba, APA20125 Populus tomentosa, XP
011042499 Populus euphratica, XP 002316917 Populus trichocarpa, XP
011029436 Populus euphratica, XP 002533913 Ricinus communis, XP
002284668 Vitis vinifera, XP 018851445 Juglans regia, XP 009594219
Nicotiana tomentosiformis, XP 019451092 Lupinus angustifolius
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100

— XP 020418173 Prunus persica

99

XP 004291667 Fragaria vesca

37 KDQO74151 Citrus sinensis
64

03 XP 006464708 Citrus sinensis

1 Rangpur Lime NAC

XP 006451940 Citrus clementina

32 — EOY12853 Theobroma cacao
100
— XP 007021328 Theobroma cacao

— XP 016732489 Gossypium hirsutum
100

— XP 017605223 Gossypium arboreum

100

40 —— XP 012458602 Gossypium raimondii

— XP 010089503 Morus notabilis
—] 46 80
— XP 015869180 Ziziphus jujuba

— APA20125 Populus tomentosa
100
— XP 011042499 Populus euphratica

— 100

— XP 002316917 Populus trichocarpa
100
— XP 011029436 Populus euphratica

25 XP 002533913 Ricinus communis
XP 002284668 Vitis vinifera
4' 75
XP 018851445 Juglans regia

XP 009594219 Nicotiana tomentosiformis

XP 019451092 Lupinus angustifolius

Sekil 4.10. CINAC geninin diger gen bankasinda yer alan diger NAC genleriyle
filogenetik analizi. ADL36797 Malus domestica, XP 008345087 Malus
domestica, XP 008226676 Prunus mume, XP 020418173 Prunus persica,
XP 004291667 Fragaria vesca,KDO74151 Citrus sinensis, XP
006464708 Citrus sinensis, XP 006451940 Citrus clementina,
EOY12853 Theobroma cacao, XP 007021328 Theobroma cacao, XP
016732489 Gossypium hirsutum, XP 017605223 Gossypium arboreum,
XP 012458602 Gossypium raimondii, XP 010089503 Morus notabilis,
XP 015869180 Ziziphus jujuba, APA20125 Populus tomentosa, XP
011042499 Populus euphratica, XP 002316917 Populus trichocarpa, XP
011029436 Populus euphratica, XP 002533913 Ricinus communis, XP
002284668 Vitis vinifera, XP 018851445 Juglans regia, XP 009594219
Nicotiana tomentosiformis, XP 019451092 Lupinus angustifolius
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Tiim gen olarak izolasyonu yapilan ve CINAC geninin gen bankasinda yer alan diger
NAC genleri ile filogenetik iliskisini arastirmak icin ¢ogu ¢ok yillik bitkilerden
olmak tizere CINAC geni ile homoloji gosteren 24 tane NAC geni gen bankas1 veri
tabanindan alinarak protein dizileri karsilastirilmistir. Elde edilen c¢oklu dizi
karsilastirmalari ve neighbor joining yontemi kullanilarak NAC genlerinin filogenetik
analizi yapilmistir. Yapilan analizler sonucunda CINAC geninin farkli bitkilerden
NAC genleri ile filogenetik iliski gosterdigi ve turuncgillerden elde edilen NAC
genleri ile birlikte kiimelendigi belirlenmistir. Yapilan filogenetik analizlerinin

sonuclar1 Sekil 4.10'da gosterilmektedir.

4.3. CINAC Geninin Ekspresyonunun Rangpur laym ve Turun¢ Anaclarinda

Incelenmesi

RACE yontemiyle tamami elde edilen NAC geninin kuraklik stresi sirasindaki
ekspresyonu (ifadesi) Rangpur laym ve turun¢ anacglarinda kuraklik stressi
uygulamasindan o6nce (0. giin) ve kuraklik uygulamasinin 7., 9., 11. ve 14.
giinlerinde alinan yaprak orneklerinden elde edilen total RNA'lar kullanilarak syber
green real-time RT-PCR yontemiyle belirlenmistir (Sekil 4.11, 12). Real-time
ekspresyon analizi sonuglarina gore kurakliga dayanikli Rangpur laym anacinda
CINAC geninin ekspresyonunun kuraklik stresinin 9. gilinlinden itibaren artis
gosterdigi ve 14 giinliik kuraklik stresinin sonunda ise bu genin ekspresyonunun
maksimum diizeye wulastigt goriilmektedir. Buna karsin CINAC geninin
eksprasyonunun turun¢ anacinda 14 giinlilk kuraklik stresi boyunca onemli bir

degisiklik olmamustir.
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RINAC NAC Geninin Rangpur lime Anacinda Kuraklik Stresi Sirasinda Ekspresyonu
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Sekil 4.11. CINAC geninin ekspresyonunun Rangpur laym (C. limonia) 14 giinliik
kuraklik stresi sirasinda incelenmesi. KNT: Kontrol bitkileri. STR:
Kuraklik stresi uygulanmis bitkiler
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Sekil 4.12. CINAC geninin ekspresyonunun turung 14 giinliik kuraklik stresi
sirasinda incelenmesi. KNT: Kontrol bitkileri. STR: Kuraklik stresi
uygulanms bitkiler

4.4. CINAC Geninin Rangpur Laym’dan Tiim Gen Olarak Cogalilmas1 ve
cDNA Sentezi

NAC geninin ¢ogalilmasi i¢in 6ncelikle Rangpur laym bitkilerine 14 giinliik kuraklik
stresi uygulanmistir. 14 giinliik kuraklik stresi uygulanan Rangpur laym bitkilerinden
total RNA izolasyonu yapilmistir. Total RNA izolasyonu LiCl izolasyon yontemi
kullanilarak yapilmistir. Elde edilen toplam RNA’larin kalitesini ve miktarini
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belirlemek amaciyla RNA’larin bir kism1 %1 agaroz jelinde elektroforez yontemiyle
ayristirilarak goriintiileme yapilmigtir. Ayrica spektrofometrede RNA yogunlugu
Olgiilmiistiir. RNA yogunlugu 220 ug/ml olarak olgilmustiir. 500 ng/ul olacak
sekilde ayarlanarak RT-PCR reaksiyonunda kullanilmistir.

Total RNA izolasyonu sonucu elde edilen RNA’lardan iki asamali tersine
transkripsiyon-polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PCR) yontemi kullanilarak once
oligo dT primer ile tamamlayici (komplomenter) DNA (cDNA) sentezlenmistir.
Daha sonra NAC geninin 5 ve 3’ ucunda bulunan korunmus bolgelere spesifik MSC
229 ve MSC 230 primerleri kullanilarak Rangpur laym bitkilerinden elde edilen NAC
geni RT-PCR yo6ntemiyle ¢ogalilmistir. Gradient PCR yapilan ¢alismada kullanilan
MSC 229 ve MSC 230 primerlerinin en yiiksek verimde calistigi sicaklik degeri 65
°C olarak belirlenmistir. RT-PCR sonucunda elde edilen PCR f{iriinlerinin bir kismi1
100bp plus DNA biiyiikliik markériiyle birlikte %1°lik agaroz jelinde elektroforez
yontemiyle ayristirilarak analiz edilmistir. Yapilan analiz sonucunda elde edilen
toplam RNA’dan yaklasik 1074 bp biyiikligiinde bir bant elde edilmistir. Kuraklik
stresi uygulanan Rangpur laym bitkilerinden elde edilen RT-PCR yontemiyle
cogalilan CINAC geni (Sekil 4.13) ’de gosterilmektedir. RT-PCR yontemi ile
cogalilan CINAC genine PCR saflagtirmasi yapilmistir.

Sekil 4.13. 14 giin kuraklik stresi uygulanmis Rangpur laym bitkilerinden izole
edilen CINAC geninin MSC 229 ve MSC 230 primerleri ile yapilan RT-
PCR jel goriintiisii. M: DNA biiyiikliik markorii
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4.5. Tiim Gen Olarak Cogalilan CINAC geninin pCAMBIA 1304 Vektoriine

Klonlanmasi
4.5.1. CINAC genine promotor ve terminator bolgelerin eklenmesi

Saflastirilmasi yapilan CINAC geninin MSC 229-230 primerleri ile eklenen BamHI
ve Hindlll restriksiyon enzimleri ile kesimi yapilmistir. Restriksiyon enzimleri ile
yapilan kesimin ardindan PCR saflastirilmasi yapilmistir. Daha sonra ise ayn1 sekilde
Karnabahar mozaik viriisii (Cauliflower mosaic viriis, CAMV) 35S promotér ve
terminator bolgelerini igeren pJIT 30 plazmitinin de BamHI ve HindlIll restriksiyon
enzimleri ile kesimi yapilmigtir. Yapilan kesim sonunda pJIT 30 kesimine vektoriin
u¢ kisimlarinin ligasyon sirasinda birlesmemesi i¢in alkalin fosfataz uygulanmustir.
Ardindan her iki kesimi yapilan saflagtirma Ornekleri kullanilarak T4 DNA ligaz
enzimi ile 1 gece +4 °C’de bekletilmistir. Daha sonra elde edilen ligasyon iriini
E.coli DH5c irkina aktarimi i¢in 1s1  soku yontemiyle transformasyon
gerceklestirilmistir. Transformasyon sonrasinda elde edilen iriin Amp ve X-gal
iceren LB besi ortamina ekilerek biiyttiilmiistiir. Ancak meydana gelen kolonilerden
secilerek pJIT 30 plazmiti iizerinde bulunan primerler BC 200-201 kullanilarak
yapilan koloni PCR'lardan herhangi bir pozitif sonug elde edilememistir. Bu nedenle
RT-PCR ile ¢ogalilan CINAC geninin oncelikle pGEM-T Easy plazmitine

aktariminin gercgeklestirilmesine karar verilmistir.

Bu nedenle RT-PCR yontemi ile ¢ogalilan ve PCR saflastirmasi gergeklestirilen
CINAC geninin pGEMTY-Easy plazmitine klonlamas1 gergeklestirilmistir. Klonlama
asamasinda ilk olarak ligasyon yapilmistir. RT-PCR ile ¢ogalilan CINAC geninin
PCR saflastirma o6rnegi, pGEM-T Easy plazmiti ve T4 DNA ligaz enzimi
karistirilarak +4 °C'de bir gece bekletilmistir ve ligasyon gergeklestirilmistir. Daha
sonra bir gece inkiibasyona birakilan ligasyon {iriinii 1s1 soku transformasyon yoluyla
E. coli bakterisinin DH5a susuna aktarilmistir. Transformasyonu yapilan E. coli
bakterileri amp ve X-gal iceren LB besi ortamima ekilerek amp antibiyotigine
dayaniklilik ve mavi beyaz koloni se¢imi yoluyla RT-PCR ile ¢ogalilan CINAC
genini igeren plazmitleri tasiyan bakteri kolonilerinin segilimi yapilmistir. Elde
edilen beyaz kolonilerden 18 koloni seg¢ilmistir ve pGEM-T Easy plazmiti iizerinde
bulunan M13F ve M13R primerleri ile koloni PCR yapilmistir. Yapilan koloni PCR
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sonucunda bir tane pozitif bant elde edilmistir (Sekil 4.14). Elde edilen pozitif 6rnek
icin mini prep DNA izolasyon kiti kullanilarak saflastirma yapilmistir. Saflagtirilmasi
yapilan pGEM-T Easy plazmitine aktarilan CINAC geninin BamHI ve Hindlll
restriksiyon enzimleri kullanilarak kesimi yapilmistir ve %1°lik agaroz jelde yaklasik
1074 bp uzunlugunda bantlarin elde edildigi goriintiilenmistir (Sekil 4.15). Daha
sonra kesimi yapilan pGEM-T Easy plazmitine aktarilan CINAC geninin, plazmitten
ayr1 1074 bp biiylikliiglinde bulunan bantlara jel ekstraksiyonu yapilmastir.

8§ 9 10 11 12 1314 15 16 17 18 NK

Sekil 4.14. CINAC geninin pGEMT Easy plazmitine klonlanmasi sonucunda elde
edilen kolonilerin M13F-R primerleri ile yapilan PCR goriintiisii. M:
DNA biiytikliik markorii. 1-18: Koloni PCR iiriinleri. NK: Negatif
kontrol

Sekil 4.15. pGEM-T Easy plazmitine aktarilan CINAC geninin BamHI ve HindllI
restriksiyon enzimleri ile kesiminin ardindan elde edilen agaroz jel
elektroforez goriintiisii. M: DNA biiyiikliik markori

Ay zamanda Karnabahar mozaik virtisii (Cauliflower mosaic viriis, CAMYV) 35S

promotor ve terminator bolgelerini igeren pJIT 30 plazmitinin de BamHI ve Hindlll
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restriksiyon enzimleri ile kesimi yapilmistir (Sekil 4.16). Kesim sonrasinda pJIT 30
plazmitine alkalin fosfataz uygulanmistir. Alkalin fosfataz uygulamasi sonrasinda
PCR saflastirmas1 yapilmistir ve %1°lik agaroz jelde kosturularak UV 1sik alinda
goriintiilenmistir (Sekil 4.16).

3831bp

Sekil 4.16. pJIT 30 plazmitinin BamHI ve Hindlll restriksiyon enzimleri ile jel kesim
goriintlisii ve pJIT 30 plazmitinin gematik gorlintiisii. M: DNA biiyiiklik
markdri

BamHI ve Hindlll ile kesilerek jel ektraksiyonu yapilan yaklasik 1074 bp
uzunlugunda bulunan CINAC geni ve BamHI ve Hindlll ile kesilerek PCR
saflagtirmas1 yapilan pJIT 30 plazmiti tekrar %1°lik agaroz jelde goriintiilenmistir
(Sekil 4.17).

Sekil 4.17. CINAC geninin ve pJIT 30 plazmitinin BamHI ve Hindlll enzimleri ile
kesim sonrasinda sirasiyla jel ekstraksiyonu ve PCR saflastirmasinin jel
goriintlisii. M: DNA biiyiikliik markorii
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CINAC geninin jel ekstraksiyonu ve pJIT 30 plazmitinin PCR saflastirmasi
kullanilarak T4 DNA ligaz enzimi ile ligasyon yapilmistir. Daha sonra ligasyon
iriiniiniin 1s1 soku yolu ile E. coli bakterisinin DH5a susuna transformasyonu
gerceklestirilmistir. Transformasyon sonunda Amp ve X-gal i¢eren LB besi ortamina
ekilen kolonilerden tek bir koloni meydana gelmistir. pJIT 30 plazmit i¢erisinde 35S
promotor ve terminator bolgelerini iceren bolgeye spesifik olarak dizayn edilmis BC
200-201 ve BC 212-213 primerleri yer almaktadir. pJIT 30 plazmiti icerisinde
bulunan primer ¢iftlerine bagh olarak eger CINAC geni 35S promotor ve terminator
bolgelerini igeren bolgeye aktarildi ise BC 200-201 primerleri ile yapilan PCR
sonucunda yaklasik 1200 bp uzunlugunda bant goriilmesi beklenmektedir. BC 212-
213 primerleri ile yapilan PCR sonrasinda ise yaklagik 1800 bp uzunlugunda bant
goriilmesi beklenmektedir Meydana gelen tek koloni igin pJIT 30 iizerinde bulunan
BC 200-201 primerleri ile yapilan koloni PCR sonucunda 1200 bp uzunlugunda
beklenen pozitif bant goriilmiistiir (Sekil 4.18).

Sekil 4.18. CINAC geninin pJIT 30 plazmitine klonlanmasi sonucunda elde edilen
tek koloninin BC 200-201 primerleri ile yapilan PCR jel goriintiisii. M:
DNA biiyiikliik markorii

Koloni PCR sonucunda pozitif olarak belirlenen pJIT 30 plazmitine aktarilan CINAC
geninin sivi LB-Amp besiyerine ekimi yapilmistir. Ekim sonunda biiyliyen bakteri
kiiliriine plazmit saflagtirilmas: yapilmistir. Saflastirma yapilan 6rnekten gliserol
stok hazirlanarak -80 °C’de muhafaza edilmistir. Bunun sonucunda tim gen olarak

elde edilen NAC geninin karnabahar mozaik viriisii (Cauliflower mosaic viriis,
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CAMV) 35S promotdr ve terminatdr bolgelerini iceren pJIT 30 plazmiti igerisine

klonlamasi1 gerceklestirilmistir.

pJIT 30 plazmiti igerisine klonlanan CINAC geninin pCAMBIA 1304 vektoriine
klonlama asamasina gegmek icin ilk 6nce pJIT 30 plazmitine aktarilan NAC geninin
PCR saflagtirmast (NAC gen kaseti), pJIT 30 plazmitinin {izerinde yer alan primerler
(BC 212 ve BC 213) ve pfu enzimi kullanilarak PCR yapilmistir. PCR 6rnekleri
%1°lik agaroz jele yliklenmistir ve jel goriintiisiinde yaklasik 1800 bp uzunlugunda
bantlar elde edilmistir (Sekil 4.19).

Sekil 4.19. pJIT 30 plazmitine aktarilan CINAC geninin BC 212 ve BC 213
primerleri ile yapilan PCR jel goriintiisit M: DNA biiyiikliik markori.

4.5.2. CINAC geninin pCAMBIA 1304 vektoriine klonlanmasi

pJIT 30 plazmiti igerisine klonlanan CINAC geninin BC 212 ve BC 213 primerleri
ile yapilan PCR’lar birlestirilerek PCR saflastirmasi yapilmistir. Ayrica pPCAMBIA
1304 ikili transformasyon vektorii ise bakteride seciciligi kanamisin olan LB-
kanamisin besi yeri ortaminda biyiitiilmiistiir. Besi yeri ortaminda biiylitiilen
kiilirlerden plazmid DNA izolasyon kiti kullanilarak plazmid izolasyonu
gerceklestirilmistir. pPCAMBIA 1304 vektori igerisinde ¢oklu klonlama bolgesinde
ve pJIT 30 plazmitinden CINAC genini ¢ogaltigimiz BC 212 ve BC 213 primerleri
icerisinde Pstl restriksiyon enzim kesim bolgeleri de yer almaktadir. Bu nedenle
CINAC gen kaseti igeren saflastirllmis DNA ve pCAMBIA 1304 plazmit

saflagtirmasina ayr1 ayri Pstl enzim ile kesim uygulanmistir. Kesim sonunda
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pCAMBIA 1304 plazmitine alkalin fosfataz uygulanmigtir. Uygulama sonrasinda her
iki kesim orneklerine de PCR saflastirmasi yapilmistir. Saflastirma yapilan 6rnekler
%]1°lik agaroz jele yiliklenmistir. Agaroz jel iizerinde pCAMBIA 1304 plazmit
saflagtirmas1 ve yaklasik 1800 bp uzunlugunda bulunan CINAC gen kaseti igeren
saflagtirllmis DNA goriintiilenmistir (Sekil 4.20).

Sekil 4.20. pCAMBIA 1304 plazmiti ve CINAC gen kaseti igeren saflastirilmig
DNA'nin Pstl enzim ile kesim sonrasinda yapilan PCR saflastirma jel
goriintlisii. M: DNA biiyiiklilk markorii

CINAC gen kaseti igeren saflastirilmis DNA, pCAMBIA 1304 plazmit saflastirmasi
ve T4 DNA ligaz enzimi kullanilarak ligasyon yapilmistir. Daha sonra ligasyon
triiniiniin  E.coli bakterisi DH5c susuna transformasyonu gergeklestirilmistir.
Transformasyon sonucunda LB-Kanamisin besi ortaminda koloniler meydana
gelmistir. Meydana gelen kolonilerden 38 koloni segilerek tiimiine CINAC genine
spesifik primerler kullanilarak (MSC 229 ve MSC 230) koloni PCR yapilmistir.
Koloni PCR sonrasinda yaklasik 1074 bp uzunlugunda beklenen 2 pozitif koloni
belirlenmistir (Sekil 4.21).
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Sekil 4.21. CINAC gen kasetinin pPCAMBIA 1304 vektoriine klonlanmasi sonucunda
elde edilen kolonilerin MSC 229-230 primerleri ile yapilan PCR jel
goriintiisii. M: DNA biiytikliik markorii. 1-38: Koloni PCR tirtinleri

CINAC gen kasetinin pCAMBIA 1304 vektoriine klonlanmasi sonucunda belirlenen
pozitif kolonilerden 4. ve 7. koloniler i¢in plazmit saflastirmasi yapilmistir ve
gliserol stoklari hazirlanmistir. Jelde goriilen sira ile pozitif bulunan 4. ve 7.
kolonilerin ¢izimleri ve plazmit saflagtirmalar1 kullanilarak tekrar gen spesifik (MSC
229 ve MSC 230) primerler ile PCR yapilmistir. Ayrica pozitif olarak belirlenen 4.
ve 7. plazmit saflastirmalarina Pstl ile 1 gece 37 °C'de inkiibasyona birakilarak
kesim yapilmistir. 4. ve 7. Pozitif koloniler igin yapilan PCR 6rnekleri ve Pstl enzimi
ile yapilan kesimin ardindan %]1°lik agaroz jele yiiklenmistir. Jelde beklenen
yaklagik 1074 bp uzunlugunda bantlar goriilmistir. Kesimin ardindan ise jel
tizerinde plazmit ve CINAC gen kaseti ayr1 ayri iki bant seklinde goriilmiistiir (Sekil
4.22).
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Sekil 4.22. CINAC gen kasetinin pPCAMBIA 1304 vektoriine klonlanmasi sonucunda
elde edilen pozitif kolonilerin MSC229-230 primerleri ile yapilan PCR
jel goriintiisti ve Pstl ile kesim goriintiisii. M: DNA biiyiikliik markdorii

4.5.3. pPCAMBIA 1304 ikili transformasyon vektoriine klonlanan CINAC gen
kasetinin elektroporasyon yontemi ile Agrobacterium tumefaciens LBA4404’e

aktarmmi

CINAC gen kasetinin yer aldigt pCAMBIA 1304 ikili transformasyon vektoriiniin
gliserol stogu kullanilarak kati YM kanamisin besi ortamina ¢izimi yapilarak 1 giin
inkiibasyona tabi tutulmustur. Daha sonra {iremenin gerceklestigi kati besi
ortamindan sivi besi ortamina ekim yapilmis ve ¢alkalamali inkiibatorde 37 °C’de 1
gece iiremeye birakilmistir. Uremenin oldugu sivi ortamdan plazmit saflastirmasi
yapilmistir. CINAC gen kasetinin yer aldigit pCAMBIA 1304 ikili transformasyon
vektorii plazmit saflagtirmasindan 5 pl ve electrocompetent Agrobacterium
tumefaciens LB4404 saflagtirmasindan ise 20 pl kullanilarak buz iizerinde yer alan
elektroporasyon kiiveti icerisine aktarilmistir. Daha sonra ise cihaz {lizerinde yer alan
Agr secilerek elektroporasyon kiiveti cihaza yerlestirilmis ve Agrobacterium
elektrocompetent hiicrelerinin porlarinin agilmasi saglanarak NAC geninin yer aldigi
pCAMBIA 1304 plazmitinin hiicre igerisine girisi saglanmistir. Bu sekilde

elektroporasyon yontemi ile transformasyon gerceklestirilmistir.

Transformasyon sonrasinda elde edilen bakteri kiiliiriiniin kanamisin igeren YM besi
ortamina yaymast yapilmistir ve iki giin 28 °C’de inkiibasyona tabi tutulmustur.
Inkiibasyon sonrasinda ise koloniler meydana gelmistir (Sekil 4.23). Meydana gelen
kolonilerden 8 tane segilerek bir de negatif kontrol olarak su kullanilarak gen spesifik
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(MSC 229 ve MSC 230) primerleri ile koloni PCR yapilmigtir. Yapilan koloni PCR
sonrasinda yaklagik 1074 bp uzunlugunda beklenen bant biiyiikliigi 6 kolonide
pozitif olarak belirlenmistir (Sekil 4.24).

Sekil 4.23. CINAC gen kasetinin klonlandigi pCAMBIA 1304 ikili transformasyon
vektoriiniin Agrobacterium tumefaciens'e transformasyonu sonrasinda
olusan koloniler

Sekil 4.24. CINAC gen kasetinin klonlandigt pCAMBIA 1304 vektoriiniin
Agrobacterium tumefaciens'e transformasyonu sonrasinda olusan
kolonilere gen spesifik MSC 229-230 primerlerle yapilan koloni PCR
jel goriintiisi M: DNA biiyiikliik markorii. 1-8: PCR firtinleri. NK:
Negatif kontrol

Daha sonra pozitif olarak belirlenen orneklerden biri segilerek sivi YM kanamisin

besi ortamina ekimi yapilmis ve iki giin 28 °C’de inkiibasyona birakilmistir.

85



Inkiibasyon sonunda iireme meydana gelmistir. Sivi besi yeri ortaminda biiyiitiilen
kiilirden gliserol stogu hazirlanmistir ve -80 °C’de muhafaza edilmistir. Sonug
olarak NAC gen kaseti pCAMBIA 1304 vektoriine klonlanmistir ve ardindan

Agrobacterium tumefaciens’e de transformasyonu gergeklestirilmistir.

454. pCAMBIA 1304 ikili transformasyon vektoriine klonlanan ve
Agrobacterium tumefaciens LBA4404’e aktarim yapilan CINAC geninin turung

anacina transformasyonu

4.5.4.1. Tohum sterilizasyonu ve ekimi

Turung tohumlarmin dis kabuklar1 soyulduktan sonra yiizey sterilizasyonu
uygulanmistir. Yiizey sterilizasyonu gergeklestirilen tohumlarm 7 gl™ agar igeren MS
ortamina ekimleri gergeklestirilmistir. Ekimleri yapilan turung tohumlar1 5-6 hafta
karanlik ortamda yetistirilmistir. Yapilan denemelerde ekilen tohumlarin biiyiik
cogunlugununun ¢imlendigi ve yeterli diizeyde geliserek epikotil olusturdugu
belirlenmistir. Ancak ekilen tohumlarin bazilar1 hi¢ ¢imlenmezken bazilarinda da
¢imlen gerceklesmis ancak yeterli diizeyde geliserek siirgiin ve epikotil elde
edilememistir. Cimlenmeyen tohumlarda genellikle bulagsma goriilmiis olup bu
tohumlarin iizerinde ve besiyerlerinde fungal biiylime ve renk degisiklikleri
gozlemlenmistir. Ayrica ¢imlenen tohumlarin bazilarinda da ¢imlendikten sonra
stirgiin olusumu gozlemlenmis ancak siirgiin ucunda kararma ve geriye dogru 6liim
olusarak epikotil gelisimi gerceklesmemistir. Ancak ¢imlenen tohumlarin

stirgiinleriden genetik transformasyon igin yeterli epikotil elde edilmistir.

45.4.2. Turung¢ epikotil parcalarmmin transformasyonunda siirgiin gelisim

konsantrasyonunun belirlenmesi

Etiole olmus turung bitkiciklerine transformasyonun gergeklesmesi i¢in uygulanan
spesifik bir prosediir bulunmamaktadir. Bu nedenle siirgiin gelisim asamasi i¢in
uygun BAP konsantrasyonunun Dbelirlenmesi i¢in farkli diizeyde BAP
konsantrasyonlart denenmistir. Bunun i¢in kesilen turung govde segmentlerinin
Agrobacterium tumafaciens ile herhangi bir inokiilasyonu gergeklestirilmeden direk

siirglin gelisimi ortamlarina aktarimi yapilmistir. Bu deneme de siirgiin gelisim
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ortam1 i¢in MS igerisine yalnizca farkli BAP konsantrasyonlar1 kullanilmigtir. BAP

konsantrasyon miktarlar1 0,5 mgl?, 1 mgl?, 1,5 mgl™ ve 2 mgl-olarak belirlenmistir.

Yetistirilen turung bitkiciklerinin gdvde segmentleri her bir petri kabinda esit sayida
ve her bir konsantrasyon i¢in 3'er petri kab1 olacak sekilde belirlenerek 4 farkli BAP
konsantrasyonu (0,5 mgl?, 1 mgl?, 1,5 mgltve 2 mgl?t) olan MS besi ortamlaria
gecirilmistir ve 2 hafta araliklarla farkli BAP konsantrasyonu olan MS besi ortamlari
ile ayni sekilde tekrar al kiiliire alinmustir (Sekil 4.25, 4.26, 4.27).

Sekil 4.25. 0.5, 1, 1.5 ve 2 mgl? BAP konsantrasyonu iceren siirgiin gelisim
ortamlarinda bulunan turung segmentlerinin ikinci (iistte) ve dordiincii
haftalardak.i goriintiisii
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Sekil 4.26. 0.5 ve 1,5 mgl™t BAP konsantrasyonu iceren siirgiin gelisim ortamlarinda
bulunan turung segmentlerinin alinc1 (solda) ve sekizinci haftalardak.i
goruntusu

Sekil 4.27. 0,5 mgl™ BAP konsantrasyonu igeren siirgiin gelisim ortaminda bulunan
turung segmentlerinin onuncu haftadak.i goriintiisi

Yapilan bu deneme ile Agrobacterium tumefaciens ile gen aktarimi yapildiktan sonra
elde edilecek olan transgenik turung bitkilerinin siirglin gelisimi i¢in uygun BAP
konsantrasyonu belirlenmeye ¢alisilmistir. Sonuglara bakildiginda, turung bitkilerinin

siirgiin gelisim i¢in 0,5 mgl™* BAP konsantrasyonunun uygun oldugu belirlenmistir.

88



4.5.4.3. Epikotil parcalarimin transformasyonu

CINAC genini igeren pCAMBIA 1304 ikili vektoriinii tasiyan Agrobacterium
tumefaciens LBA4404 irki uygun antibiyotik igeren YEP ortami igerisinde
biiyiitiilmiistiir. Biiyiitiilen Agrobacterium son konsantrasyonu 5x108 cfu/ml olacak
sekilde MS ortami igerisinde sulandirilmis karisima 100 mM asetosiringon eklenerek
gen aktarimi ig¢in uyarilmis Agrobacterium siispansiyonu elde edilmistir. Isiksiz
ortamda yetisen fidelerin epikotil kisimlarindan 1’er cm’lik parcalara boliindiikten
sonra hazirlanan Agrobacterium siispansisyonu igerisinde bir dak.. inokiile edilmistir.
Inokiile edilen segmentler petri ortamina asetosiringon iceren MS ortamina alinarak
Agrobacterium ile karanlikta oda sicakliginda 2-3 giin ko-kiilivasyona tabi
tutulmustur. (Sekil 4.28).

4.5.4.4. Turunc epikotil parcalariin rejenerasyonu ve seleksiyonu

Ko-kiilivasyon yapilan epikotil segmentlerinin organogenez yoluyla siirgiin gelisimi
saglanmaya ¢alisilmustir. ilk olarak epikotil segmentlerinin siirgiin gelisiminin tesviki
icin daha once herhangi bir gen aktarimi yapilmadan gévde segmentlerinin siirgiin
gelisimi i¢in belirlenen 0,5 mgl BAP konsantrasyonu kullanilmistir. Bu nedenle
siirgiin gelisimini tesvik eden 0,5 mgl™ BAP ve ortamda kalan Agrobacterium’u
inhibe etmek icin (50 mgl? cefotaxime sodium sal) eklenmis MS besi ortamlar
kullanilmistir. Bu MS besi ortamlarina ek olarak higromisin antibiyotigi eklenmistir.
Bu sekilde gen aktarimi yapilan siirgiinlerin gen aktarimi yapilmayan siirgiinlerden
ayirt edilmesi saglanmigtir. Uygun higromisin konsantrasyonunun belirlenmesi igin
ilk olarak 2,5 mgl?, 5 mgl?, 7,5 mgl? ve 10 mgl? konsantrasyonlarinda farkl
konsantrasyonlarda siirgiin gelisiminin olup olmadigi gézlemlenmistir (Sekil 4.29).
Daha sonra bunlar bitki biiyiitme dolabinda beyaz florosan 151k alinda ve 28 °C'de 16
saatlik fotoperiyotta 4-5 hafta siireyle muhafaza edilmistir. Bu muhafaza siiresi
icerisinde siirgiinlerin bulundugu MS besi ortamlar1 2 haftada bir al kiiliire alinmistir.

Transformasyon i¢in toplam 360 epikotil parca kullanilmistir.
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Sekil 4.28. 2,5 mglt, 5 mgl?, 7,5 mglt ve 10 mgl? higromisin konsantrasyonlari
igeren slirglin gelisim ortamlarinda bulunan turung segmentlerinin ikinci
haftadaki goriintiisii

Sekil 4.29. 2,5 mgl*, 5 mgl?, 7,5 mgl?* ve 10 mgl? higromisin konsantrasyonlart
iceren siirgiin gelisim ortamlarinda bulunan turung segmentlerinin
dordiincii haftadaki gortintiisii
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Transgenik turung segmentleri i¢in deneme yapilan siirglin gelisim ortamindaki 5
mgl?, 7.5 mgl ve 10 mgl Higromisin konsantrasyonu igin segmentlerde kuruma
goriilmiistiir ancak 2.5 mgl? Higromisin konsantrasyonunda ise siirgiin gelisimi
gorilmistir. Bu nedenle siirgiin gelisim ortaminda kullanilacak Higromisin

konsantrasyonu 2.5 mgl™ olarak belirlenmistir.

4.6. Trasgenik Siirgiinleri Koklendirme

Secici besiyerinde gen akatrimi yapilan epikotil pargalarinin uglarinda gelisen
potansiyel transgenik silirgiinler teker teker kesilerek epikotil paragalrindan
ayrilmistir. Kesilen higromisin direngli 5-10 mm uzunlugundak.i siirgiiniinlerin 6nce
dip kismindan, histokimyasal GUS boyamasi igin kiiglik bir parcga kesilmistir. Geriye
kalan kisimlart koklendirme amaciyla NAA iceren kdklendirme ortamina alinmistir.
Koklendirme ortamina alinan siirgiinler koklenmesi i¢in periyodik araliklarla taze
koklendirme ortamina alinarak 8-24 hafta siireyle koklenmeleri beklenmistir. Bu siire
icerisinde siirglinlerin diplerinde kallus dokusu olusmasina ragmen hi¢ biri
koklenmemistir. Meydana gelen siirgiinler kullamlarak 0.5 mgl? NAA olan
koklendirme ortamlarina alinmistir ve denemelere devam edilmistir (Sekil 4.30, 4.31,

4.32).
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Sekil 4.30. Turung segmentlerinden gelisen siirgiinlerin 6. haftadak.i 0,5 mglt NAA
koklendirme ortamindak.i goriintiisii
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Sekil 4.31. Turung segmentlerinden gelisen siirgiinlerin 8. haftadak.i 0,5 mglt NAA
koklendirme ortamindak.i goriintiisii

Sekil 4.32. Turung segmentlerinden gelisen siirgiinlerin 10. haftadak.i 0,5 mgl* NAA
koklendirme ortamindak.i goriintiisii
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4.7. Glukuronidaz (GUS) testi

Epikotil parcalarinin uglarinda gelisen siirgiinler koklendirme ortamina alinmadan
once u¢ kisimlarindan 1-2 mm'lik kiigiik parcalar kesilerek 96 ¢ukurlu plakalarin her
bir ¢ukuruna bir 6rnek gelecek sekilde mikro plakalara aktarilmistir. Bu doku
parcalarina daha sonra glukuronidaz soliisyonu ekenerek materyel ve ydntem
kisminda belirtildigi gibi GUS boyamasi yapilmistir. Boyamasi tamamlanan siirgiin
parcaciklart armndirildiktan sonra gozle ve mikroskop alinda incelenerek GUS
boyama sonuglar1 sonuglari analiz edilmistir. Ciplak gozle veya steromikroskobu
alinda GUS boyamas1 yapilan doku parcalarinda mavi renk olusumu incelenmistir.
Bu amacla 43 adet siirgiine GUS testi yapilmis test edilen 6rneklerin hig¢ birinde GUS
raportOr gen aktivitesi goriilmemistir (Sekil 4.33).

Sekil 4.33. Transgenik olup olmadigi test edilen turung bitkilerinin GUS testi

4.8. PCR Testi

GUS testi sonucunda negatif sonug veren bitkilerin transgenik olup olmadiklar1 bitki
bliylitme kabininde biraz daha gelisme gosterdikten sonra PCR analizi ile
gergeklestirilmistir. Yapilan PCR analizleri sonucunda transgenik olarak elde edilen

herhangi bir bitkinin elde edilmedigi anlasilmistir (Sekil 4.34).
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Sekil 4.34. Transgenik olup olmadigi test edilen turung bitkilerinin PCR analizi
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5. TARTISMA VE SONUCLAR

Bu c¢alismada oOncelikle Sahin-Cevik vd. (2010; 2017) tarafindan kuraklikta aktif
oldugu bilinen NAC geninin kismi baz dizilimi kullanilarak RACE-PCR yo6ntemi ile
5’ ve 3’ u¢ kisimlarinin ¢cDNA dizileri elde edilerek tiim gen izolasyonu yapilmustir.
Rangpur laym bitkisinden tiim gen olarak izole edilen NAC geninin BLASTX ve
BLASTN analizleri sonucunda NAC geninin Gen Bankasinda bulunan ve streslerde
etkili oldugu bilinen diger NAC genleri ile benzer oldugu belirlenmistir. En fazla
benzer oldugu NAC genleri aralarinda portakal (Citrus sinensis) ve mandarin (Citrus
clementina) basta olmak tizere kakao (Theobroma cacao), pamuk (Gossypium
hirsutum ve G. raimondii), ¢ilek (Fragaria vesca) ve Cin giilii (Rosa chinensis)
bitkilerinde bulunan NAC DNA baglanma bolgesi iceren 72 geni ile benzerlik
gostermistir. NAC DNA baglanma bolgesi igeren 72 geninin diger isimleri
ANACO072, F27G19.10, NAC072 ve RD26'dir. NAC genleri arasinda yer alan ve
kuraklikta oldukga etkili olan RD26 geni Arabidopsis bitkisinden dehidrasyon
sonucu izole edilen ve abiyotik streslerde etkili olarak bulunan ilk NAC genidir
(Yamaguchi-Shinozaki vd., 1992).

Model bitki Arabidopsis bitkisinde yapilan ¢aligmalar Arabidopsis bitkisinden izole
edilen ANAC019, ANACO055 ve ANACO072 NAC genlerinin aktivitelerinin kuraklik ve
tuz stresleri sirasinda ve ABA ve metil jasmonat uygulamalar ile arttig1
belirlenmistir. Yine ayni c¢aligmada ANACO019, ANACO055 ve ANACO072 NAC
genlerinin Arabidopsis bitkisinde kuraklik stresi de dahil olmak tizere diger abiyotik
streslere dayanimda etkili olan dehidrasyona erken cevap veren (Early Responsive to
Dehydration 1), ERD1 geninin promotdr bdlgesine baglanarak ERD1 geninin
aktivitesini baslattiklar1 gosterilmistir (Tran vd., 2004). ERD1 geninin diger bir
ozelligi de Arabidopsis bitkisinden izole edilen ikinci NAC geni olmasidir (Kiyosue
vd., 1993). ERD1 geni ile daha sonra yapilan ¢aligmalar sonucunda ise ERD1 geninin
abiyotik streslere tolerans sirasinda yer almasinin yaninda ayni zamanda senesens ve
etiollesme sirasinda da rollerinin oldugu Nakashima vd. (1997) tarafindan

belirlenmistir.

Nuruzzanman vd. (2010) tarafindan yapilan bir calismada streslere cevapta rol

oynayan NAC genlerinin SNAC (strese cevap veren NAC grubu, stress-responsive
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NAC group) grubu igerisinde bulundugu gosterilmistir. SNAC grubuna dahil olan
NAC genleri bitkilerde savunma mekanizmasindan sorumlu genlerin aktivitelerini
diizenlemektedirler. Celikte yapilan bir ¢alismada SNAC-A grubunda yer alan
OsNAC3, OsNAC4, OsNACS5, OsNAC6 ve SNAC1 genlerinin ekspresyonlarinin
kuraklik, tuzluluk veya soguk stresleri sirasinda arttig1 belirlenmistir (Takasaki vd.,
2010). Arabidopsis bitkisinden izole edilen ANAC019, ANACO055 ve ANACO72 NAC
genlerinin de SNAC grubu igerisinde yer aldigi bildirilmistir (Tran vd., 2004).

Bu tez ¢alismasi kapsaminda izole edilen ve gen transformasyon g¢alismalarinda
kullanilan CINAC genine benzerlik gosteren ANACO72 geni diger bitkilerden de izole
edilerek abiyotik stresler sirasinda aktivitelerindeki degisimler gozlemlenmistir.
ANACO072 genine benzeyen ve ayn1 zamanda ANACO019 ve ANACO0S55 genlerine de
benzerlik gosteren bir NAC geni Ohnishi vd. (2005) tarafindan ¢elik bitkisinden
izole edilmis ve OsSNAC6 geni olarak adlandirilmistir. Yapilan analizler sonucunda
OsNAC6 geninin ekspresyonunun soguk, tuz ve kuraklik stresleriyle ve ABA ve

metil jasmonat uygulamalar ile arttig1 belirlenmistir.

Rangpur laymdan izole edilen NAC geninin NAC DNA baglanma bdlgesini tasiyip
tasimadigina belirlemek icin yapilan analizde (korunmus DNA baglanma bolgesi
aragtirmasi, conserved domain search, CD) diger bitkilerde yer alan NAC DNA
baglanma bolgesi ile benzerlikler gosterdigi belirlenmistir. Yapilan CD arastirmalari
sonucunda bu proteinin sadece bitkilerde bulunan NAC proteinlerine adin1 veren
domainlerden biri olan NAM (No Apikal Meristem) domainine sahip oldugu tespit
edilmisgtir. NAM (no apical meristem) ATAF (Arabidopsis transcription activation
factor) ve CUC (cup-shaped cotyledon) proteinlerinin igerdikleri ortak domain NAC
olarak adlandirilmaktadir. NAC TF'leri bitkilerde bulunan en biiyiik TF ailelerinden
birisini olusturmaktadir (Olsen vd., 2005).

CINAC geninin kodladigi proteinin amino asit dizilerinin diger bitkilerde yer alan ve
benzerlik gosterdigi 24 tane NAC geni ile yapilan ¢oklu dizi karsilastirmalari
sonucunda CINAC proteininin diger NAC proteinleriyle 6zellikle NAC domaininin
bulundugu amino terminal kisminda yiiksek oranda benzerlik gosterdigi
belirlenmistir. Benzerlik gosterdigi 24 NAC genleri aralarinda elma (Malus

domestica), seftali (Prunus persica), ¢ilek (Fragaria vesca), kakao (Theobroma
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cacao), pamuk (Gossypium hirsutum), kavak (Populus euphratica), asma (Vitis
vinifera) ve cevizin (Juglans regia) de yer aldigi farkli bitki gruplarindan

olusmaktadir.

Yapilan filogenetik analiz sonucunda ise CINAC geninin farkli bitkilerden NAC
genleri ile benzerlik gosterdigi bulunmustur. CINAC geninin en ¢ok benzerlik
gosterdigi NAC genleri portakal (Citrus sinensis) ve mandarin (Citrus clementina)
NAC genleridir. Cok benzerlik gosterdigi diger bir grup ise elma (Malus domestica),
seftali (Prunus persica) ve ¢ilek (Fragaria vesca) meyvelerinden izole edilen NAC
genlerinin olusturdugu gruptur. Bu gruplardan sonra benzerlik gosterdigi diger bir
grup ise (Theobroma cacao), pamuk (Gossypium hirsutum) ve kavak (Populus

euphratica) bitkilerinden izole edilen NAC genleri ile benzerlik gostermektedir.

Rangpur laym bitkisinden kuraklik stresi sirasinda aktivitesi artan genler arasinda yer
alan (Sahin-Cevik vd., 2010; Sahin-Cevik vd., 2017) ve daha sonra da tim gen
olarak izolasyonu gergeklestirilen ve CINAC geni olarak isimlendirilen bu genin
yapilan analizler sonucunda abiyotik streslerde etkili olabilecegi belirlenmistir.
Bugiine kadar farkli bitkilerde yapilan caligmalarda NAC TF'lerinin aralarinda
abiyotik ve biyotik streslere dayanikliliginda bulundugu bir¢ok fakli siiregte
rollerinin oldugu belirlenmistir (Nakashima vd., 2012; Puranik vd., 2012). CINAC
geninin Rangpur laym bitkisinde kuraklik stresine dayanimdaki roliinii tam olarak
belirlemek amaciyla CINAC geninin ifadesi 14 giinlik kuraklik stresi sirasinda
oncelikle Rangpur laymda daha sonra da Akdeniz iklim kusaginda yaygin olarak
kullanilan bir turunggil anaci olan turung anacinda 14 giinliik kuraklik stresi sirasinda
incelenmistir. Yapilan real-time PCR analizleri sonucunda turunggillerde kuraklik
stresine en dayanikli anaclardan biri olan Rangpur laym bitkisinde kuraklik stresi
sirasinda aktivitesi artis gosterirken kuraklik stresine dayaniksiz ve/veya orta
diizeyde tolerans gdOsteren turun¢ anacinin  aktivitesinde  degisiklikler
gozlemlenmemistir. Bu c¢alismada ve farkli bitkilerde yapilan birgok calismada
gozlemlendigi gibi NAC TF'nin abiyotik stresler sirasinda 6zellikle kuraklik stresine
dayanimda oldukg¢a etkili olduklar1 belirlenmistir (Pinheiro vd., 2009; Lv., 2016; Wu
vd., 2016; Gong vd., 2019).
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CINAC geninin kuraklik stresi sirasinda Rangpur laym bitkisinde aktivitesinin olup
turung anacinda olmamasi nedeniyle yapilan bu tez ¢aligmasi kapsaminda da CINAC
geninin turung anacinda asir1 diizeyde ifade edilerek kurakliga daha dayanikli turung
anaci gelistirilmeye calisilmistir. Bugiine kadar diger bitkilerde yapilan calismalarda
degisik NAC genlerinin bitkilerde asir1 diizeyde ifade edilmesi ile (ekspres edilmesi)
bitkilerin abiyotik streslere kars1 dayaniklilik diizeyleri arttirilmigtir.

Bir¢ok arastirma sonucunda NAC TF'nin kok gelisimi iizerinde etkili oldugu
bilinmektedir. Abiyotik streslere 6zellikle kuraklik stresine adaptasyonda bitkinin
kok gelisiminin biiylik etkisi bulunmaktadir (Tran vd., 2010). Arabidopsis
bitkisinden izole edilen AtNAC1 ve AtNAC2 NAC genlerinin asir1 diizeyde ifade
edildigi transgenik bitkilerin kok gelisimlerinin daha iyi oldugu belirlenmistir ve ayni1
zamanda bu bitkilerde abiyotik streslerde etkili oldugu bilinen bir¢ok genin de aktif
hale geldigi belirlenmistir (Xie vd., 2000; He vd., 2005). Yapilmis olan bu ¢aligma
ile NAC TF'lerinin bitkide kurakliga karsi tolerans saglamak amaciyla hem kok
gelisiminden sorumlu genlerin aktivitelerini artirdigt hem de kuraklik stresine
dayanimda rol oynayan fonksiyonel proteinlerin aktivitelerini artirdigt sonucuna

varilmistir.

Yine Arabidopsis bitkilerinden izolasyonlar1 yapilan ANAC019, ANACO055 ve
ANACO072 NAC genlerinin ayr1 ayri olarak asirt diizeyde ifade edilmeleri ile elde
edilen transgenik bitkilerle yapilan mikroarray analizleri sonucunda stresler sirasinda
aktif hale gelen bir¢ok genin transgenik bitkilerde de artmis olduklar
gozlemlenmistir. Ayn1 zamanda elde edilen transgenik bitkilerin kurakliga karsi
toleranslarinda da 6nemli derecede artiglar oldugu belirlenmistir (Tran vd., 2004).
Yapilan bu ¢aligmalar NAC genlerinin bitkilerin kuraklik stresine dayanimda 6nemli

rollerinin oldugunu bildiren ilk ¢aligmalardir.

Arabidopsis bitkisinde dehidrasyon sirasinda aktivitesi artan ve yapilan bu tez
calismasi kapsaminda da ¢alisilan CINAC genine benzerlik gosteren RD26 geninin
asirt ifade edildigi transgenik bitkilerde ise ABA tarafindan ve streslerle uyarilan
genlerin aktivitelerinde artis goriildiigi belirlenirken; inaktif edildigi transgenik

bitkilerde bu genlerin aktivitelerinde azalmalarin oldugu gézlemlenmistir (Fujita vd.,
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2004). Bu ¢alisma ayn1 zamanda RD26 geninin stresler sirasinda rol oynayan bir¢ok

genin aktivitelerinin diizenlenmesinde rol oynadigini géstermektedir.

Arabidopsis bitkisinde yapilan baska bir ¢alismada ise bu tez ¢alismasi1 kapsaminda
tim gen olarak izole edilen CINAC genine benzerlik gosteren ve abiyotik streslerde
etkili oldugu bilinen RD26 NAC geninin homologu olan ATAF1 geni asir1 diizeyde
ifade edilerek transgenik bitkiler elde edilmistir. Elde edilen transgenik bitkilerin
kuraklik stresi sirasindaki toleranslarinda artislar oldugu belirlenmistir (Wu vd.,
2009). Ayni1 zamanda bu calismayla RD26 NAC geninin homologu olan ATAF1
geninin de streslere toleransta etkili olan genlerin ekspresyonlarini diizenleyerek
hiicre ve organelleri kuraklik stresinin yaratmis olduklar1 zararli etkilerden

koruduklar diistiniilmektedir.

Celikte yapilan baska bir ¢aligmada ise SNAC-A grubunda yer alan SNAC1 geninin
asirt ifade edilmesi ile elde edilen transgenik c¢elik bitkilerinin kuraklik ve tuz
streslerine karst dayanikli olduklar1 gozlemlenmistir (Takasaki vd., 2010). Bitkilerde
yer alan SNAC grubu genler bitkilerin streslere dayaniminda rol oynayan genlerdir.
Rangpur laym bitkisinden izole edilen CINAC genine benzer oldugu BLAST

analizleri ile belirlenen genler ayn1 zamanda SNAC gruplarinin da tiyeleridir.

Yapilmis olan bu tez c¢alismasi kapsaminda da tiim gen olarak izolasyonu
gerceklestirilen CINAC geninin turung anacinda asir1 diizeyde ifade edilmesiyle
turung anaciin kuraklik stresine karsi tolerans diizeyinin de biiylik olasilikla
arttirilabilecegi diistiniilmiistiir. Bu amagla da bu ¢alisma kapsaminda CINAC geninin
turung anacina Agrobacterium araciligl ile transformasyonunun gergeklestirilmesine
calisgtlmistir. Ancak CINAC geninin turung anacina transformasyonu ile yapilan

caligmalarda pek ¢ok zorluklar ile karsilagilmistir.

Turunggillerde yaklasgitk 20 yildir transformasyon ¢aligmalart yapilmaktadir.
Turunggillerde basarili gen transformasyon caligmalar1 yapabilmek i¢in her bitki tiir
ve ¢esidinde oldugu gibi optimize edilmis in vitro rejenerasyon protokollerine ihtiyag
duyulmaktadir. Bu nedenle de arastirmacilar, gen transformasyon caligsmalarina
baslamadan once verimli rejenerasyon protokoliinii ¢alisilacak olan tiir ve/veya ¢esit

icin gelistirmelidir. Bugiine kadar turung bitkisi i¢in yapilmis olan gen
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transformasyon c¢aligmalar1 literatiirde fazla yer almamaktadir. Bu nedenle de
yapilmis olan bu tez ¢aligmasi kapsaminda Oncelikle bugiine kadar farkli tiir ve
cesitlerde basariyla uygulanmis protokoller gézden gegirilerek turung anaci igin

uygun bir protokol gelistirilmeye caligilmistir.

Gen transformasyon caligsmalarinda genin bitki icerisinde aktif hale gelebilmesi icin
uygun bir promotor alinda ¢alismasina ihtiya¢ bulunmaktadir. Bu nedenle de bu
calisma kapsaminda yapilan gen transformasyon ¢alismalarinda kurakliga dayanikli
Rangpur laymi bitkisinden izole edilen CINAC geni ve CaMV 35S promotoril ve
terminatorii arasinda klonlanarak aktif gen yapisi olusturulmustur. CaMV promotor
ve terminator bolgesi bitkilerde gen aktariminda en yaygin olarak kullanilan
diizenleyici elementlerdendir. Kullanildiklar1 genlerin bitki hiicresinde fazla miktarda
mRNA iiretilmesini saglayarak genlerin asir1 diizeyde ifade edilmelerine yol agan
giicli bir promotér oldugu i¢cin bu calismada diizenleyici element olarak
kullanilmistir. Turunggillerde daha oOnce yapilan gen aktarim c¢alismalarinda da

CaMV 35S promotorii kullanilmistir (Luth ve Moore, 1999; Cevik vd., 2012).

Olusturulan gen yapist daha sonra pCAMBIA 1304 binary vektoriine klonlanmistir.
Bitki transformasyonunda kullanilan ¢ok sayida binary plazmit olmasina ragmen gen
aktariminda yaygin olarak kullanilan ve standardize edilmis bir binary vektor seti
olan pCAMBIA (Febres vd., 2003) tercih edilmistir. Turuncgillerde daha Once
yapilan bir¢ok transformasyon calismasinda da pCAMBIA binary vektor serisi
basarili bir sekilde kullanilmistir (Cevik vd., 2012; Cervera vd., 2009; Miyata vd.,
2012). pPCAMBIA binary vektor serisi igerisinde ¢ok sayida plazmit vetdrii olmasina
ragmen bu calismada gene aktariminda kullanilacak NAC geni pCAMBIA 1304
plasmitine klonlanmistir. pPCAMBIA 1304'iin se¢ilmesinin en énemli nedeni raportor
gen olarak ise hem GUS hem de GFP geni icermesinden kaynaklanmaktadir.
Bununla birlikte pPCAMBIA 1304 plasmiti bitkilerde transformasyonda sikintilarin
yaganmasina neden olan ve transgenik bitkilerin sec¢ilmesinde kullanilan higromisin

antibiyotik dayaniklilik geni icermektedir.

Binary vektore klonlama yapildiktan sonra gen aktarim yontemi olarak daha once
truncgillerde basarili ve etkin bir sekilde kullanilan Agrobacterium tumefaciens

tercih edilmistir (Khan vd., 2012; Zou vd., 2013). Agrobacterium’un ¢ok sayida
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rekombinant 1rki bitkilere gen aktariminda kullanilmaktadir. Bu ¢aligmada ise ticari
olarak satilan ve hem eketroporasyon hem 1s1 soku transformasyonuna uygun olan
LBA4404 1rk1 kullanilmistir. Turunggillerde farkli gruplar tarafindan bugiine kadar
yapilan gen aktarim ¢alismalarinda aralarinda LBA105, Agll, EHA-105 ve
LBA4404"in de bulundugu farkli Agrobacterium irklar1 kullanilmigtir (Febres vd.,
2003; Ballester vd., 2008; Yang vd., 2011). Bu c¢alismada erisim kolaylig
bakimindan ve daha 6nce turunggil transformasyonunda etkin bir sekilde kullanilan

Agrobacterium irk1 LBA4404 kullanilmustir.

Rangpur laym bitkisinden izole dilen CINAC geni segilen promotor, terminator ve
binary vektor sistemleri kullanilarak ve yapilan calismanin amacina uygun
Agrobacterium’a dayali gen aktarim yontemi kullanilarak turun¢ anacina
aktartlmistir. Turunggillerde gen aktarimi asamalarinda bugiine kadar pek ¢ok farkli
bitki dokusu kullanilmistir. Ancak en yiiksek basari orani in vitro ortamda
¢imlendirilen tohumlardan elde edilen epikotil parcalarinin kullanilmasi ile elde
edilmistir (Gutierrez vd., 1997; Singh ve Rajam, 2009). Yapilan bu tez calismasi
kapsaminda da turung tohumlar1 in vitro kosullarda ¢imlendirilerek epikotil pargalari
elde edilmis ve gen transformasyonunda kullamilmistir. Ancak bugiine kadar
yapilmis olan c¢aligmalar incelendiginde 1 cm olarak kesilen epikotil pargalarindan
oldukea fazla sayida (7000-1000 adet) kullanilmasi transgenik bitki elde etme sansini
artirdig1 rapor edilmistir (Febres vd., 2003; Cevik vd., 2012).

Gen transformasyon asamalari arasinda en Onemli asamalardan birisi de
transformasyonda kullanilacak olan doku pargalarimin Agrobacterium soliisyonu
icerisinde ne kadar siire ile ve nasil bekletileceginin belirlenmesidir. Bazi
protokollerde bu siire 1 dak. iken baz1 protokollerde ise 30 dak.’ya kadar ¢ikmaktadir
(Luth ve Moore 1999; Dominguez vd., 2000). Yapilan bu tez ¢alismasi kapsaminda
transgenik turung bitkilerinin elde edilmesinde oncelikle 1 dak. daha sonra da siire
bir siire uzatilmistir. Ancak uygulanan siire transgenik bitki elde edilmesi agisindan
yeterli olmamistir. Diger bir ifade ile Agrobacterium soliisyonu igerisinde dokularin
ne kadar tutulmasinin yeterli oldugu tam olarak belirlenememistir. Ayni zamanda
Agrobacterium'un bitki dokularma tam olarak niifuz etmesi amaciyla bazi
protokollerde vacum infilrasyonu uygulanmaktadir (de Oliveira, 2009). Ancak

yapilmis olan bu tez projesi kapsaminda bu yontem uygulanmamaistir.
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Turunggillerde gen transformasyonunun basarisint etkileyen faktorlerden birisi de
ko-Kiiliivasyonun siiresidir. Baz1 ¢alismalarda bu siire 2 giin olurken (Cevik vd.,
2012) baz1 ¢caligmalarda ise bu siire 3 giin olarak uzatilmistir (Dominguez vd., 2000;
Boscariol vd., 2003; Khan vd., 2012). Ko-kiiliivasyon siiresinin uzatilmasi transgenik
bitki elde etme oranini da artirdig1 gézlemlenmistir. Yapilmis olan bu tez calismasi
kapsaminda ko-kiiliivasyon siiresi 2 giin olarak ayarlanmistir. Bu konuda yapilacak
olan ¢alismalar kapsaminda bu siirenin uzatilmasi transformasyon etkinligi ac¢isindan

olduk¢a onemlidir.

Yapilan bu tez calismast kapsaminda karsilasilan zorluklardan birisi de transgenik
bitkilerin se¢iminde kullanilan higromisin diren¢ geni i¢in ortamda bulunacak olan
konsantrasyonunun ayarlanmasi olmustur. Higromisin konsantrasyonu daha once Li
vd. (2003) tarafindan Valencia portakal ¢esidi ile yapilan gen transformasyonu
sonucunda 50 ugl? olarak kullanilmistir. Ve higromisin kullanilarak diger bircok
bitkide yapilan caligmalar incelendiginde konsantrasyonun genel olarak 25-50 ugl?
ve bazi ¢alismalarda da 3.5 ugl? (Khan vd., 2012) olarak kullanilmistir. Ancak
yapilmig olan bu tez calismasi kapsaminda turung bitkisinde genetik transformasyon
amaciyla yapilan ¢aligmalar sirasinda daha 6nce diger bitkilerde kullanilan oranlarda
higromisin konsantrasyonlar1 kullanilmig ancak siirgiin gelisimi elde edilememistir.
Yapilan birgcok deneme sonucunda turung bitkisi i¢in yapilacak olan gen
transformasyon calismalarinda higromisin konsantrasyonunun 2.5 ugl? olarak
ayarlanmasina karar verilmistir. Ancak higromisin konsantrasyonunun diisiik olarak
tutulmas1 transgenik olmayan siirgilinlerin de gelismesine yol agmis ve transgenik
bitki olarak elde edildigi diisiiniilen bir¢cok turung¢ bitkisinin aslinda transgenik
olmadig: yapilan analizler sonucunda belirlenmistir. Sonug¢ olarak gen turung bitkisi
icin yapilacak olan gen transformasyon calismalarinda higromisin antibiyotiginin

kullanilmasi 6nerilmemektedir.

Bu c¢alisma kapsaminda siirgiin gelisim ortaminda farkli konsantrasyonlar
denenmesine ragmen BAP konsantrasyonunun 0.5 mgl™ olmasina karar verilmis ve
calismalarda bu konsantrasyon kullanilmistir. Ancak c¢aligmada ¢ok fazla sayida
stirgiin elde edilmemesinden dolayi siirgilin gelistirme ortaminda bazi degisikliklerin

yapilmas1 bundan sonra yapilacak ¢alismalarin verimliligi agisindan 6nemlidir. Bu
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nedenle de turung bitkisi i¢in yapilacak olan gen transformasyon c¢aligmalarinda son
zamanlarda Ghaderi vd. (2018) tarafindan yapilan bazi uygulamalarin kullanilmasi

onerilmektedir.

Turunggillerde gen transformasyon g¢aligmalarinda karsilagilan diger bir sorun da
koklenme oraninin oldukga diisiik olmasidir ve bu ¢aligma kapsaminda kdklendirme
ortaminda ise 0.5 mgl® NAA kullanilmistir. Genel olarak bu asama calisma
acisindan basarili olsa da ¢ok fazla siirgiin elde edilmemesinden dolay1 transgenik
olarak disiiniilen ¢ok sayida kokli bitki elde edilememistir. Turunggillerde
koklenme ortaminda karsilagilan sorunlart gidermek amaciyla elde edilen transgenik
siirglinlerin, anaglar ilizerine mikro-asilama yontemiyle asilanmasi oldukca sik

kullanilan bir yontemdir.

Turunggillerde yapilan gen transformasyon caligsmalarinda kullanilan ortamin ve
eklenen hormon ve antibiyotik oranlarinin turunggil tiir ve c¢esitlerinin
transformasyon verimliligini etkiledigi yapilan bu ¢alisma ile gosterilmistir. Genetik
transformasyon yapilan ¢alismalarda kullanilan eksplant ve siispansiyonlarin
hazirlanmasimnin  giicliig§ii buna ek olarak elde edilen transgenik bitkilerin
yetistirilmesinde zorluklar ve genel olarak turuncgillerde gelistirilen gen
transformasyon protokoliiniin uzun silirmesi turuncgillerde gen transformasyonunun
basar1 diizeyini etkilemektedir. Ayrica turunggillerde in vitro ortamda koklenme
sirasinda karsilasilan problemlerden dolayr transgenik siirglinlerin siirgiin ucu
asilama teknigiyle in vitro ortamda veya serada yetistirilen anaglar {izerine

asilanmasi onerilmektedir.

Yapilan bu tez caligmasi kapsaminda da Sahin-Cevik vd. (2010, 2017) tarafindan
Rangpur laym bitkisinden kuraklik stresi sirasinda aktivitesinin arttig1 ve kismi baz
dizilimi belirlenen iki NAC geninden birinin se¢imi yapilmis ve se¢ilmis olan bu
genin Oncelikle tiim gen olarak izolasyonu ve ardindan da karekterizasyonu
yaptlmistir. Sonra Akdeniz Bolgesi iilkelerinde ve {ilkemizde de turuncgil
yetistiriciliinde yaygin olarak kullanilan turun¢ anacimin kuraklik stresine karsi
dayanimini arttirmak amaciyla Rangpur laym bitkisinden izolasyonu ve
karekterizasyonu yapilan CINAC geninin Luth ve Moore (1999) tarafindan

turunggillerde gelistirilen ve turunggil epikotil parcalarinin Agrobacterium aracilig
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ile gen transformasyonunu saglayan yontem kullanilarak turun¢ anacina
aktarilmasina yonelik olarak ¢aligmalar yapilmistir. Yapilmis olan bu g¢alismalar
sonucunda transformasyon sonrasinda elde edilen 43 adet siirgiine GUS ve PCR
tesitleri yapilmistir. Ancak GUS veya PCR pozitif olarak herhangi bir transgenik

bitki elde edilememistir.
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