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OZET

ARABIDOPSIS THALIANA L. (HEYNH) TURUNDE TUZ STRESININ GEN
ANLATIMI UZERINDEKI ETKIiSI

Oznur TANRIVERDI
Canakkale Onsekiz Mart Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dal1 Yiiksek Lisans Tezi
Danisman: Dog. Dr. Ciineyt Aki
08.02.2010, 48

Bu calismada bir model organizma olan Arabidopsis thaliana (L.) Heynh bitkisinde
sgf29a, ada2b-1, sgf29a;ada2b-1 mutantlarinin tuza tolerans yanitlarinin anlasilmasi ve
gen ekspresyonlarindaki rollerinin arastirilmasi amaglanmastir.

Calismada Oncelikle, T-DNA mutantt olan sgf29%a, ada2b-1, ¢ift mutant
sgf29a;ada2b-1 tohumlart kullanilmistir. Kontrol olarak yabani form olan Wasilewskia
(Ws) ekotipi kullanilmistir. Calismada gen ifade analizleri i¢in, in vitro bitkilere 100 mM
NaCl uygulanmistir. Tuz stresinin ardindan, RNA izolasyon kiti kullanilarak sgf29a, ada2b
ve sgf29a;ada?b-1 mutantlarindan RNA ekstrakte edilmistir. PCR reaksiyonlar1 RD29B,
RD22, COR47, COR78, COR6.6, CORI5A, RABIS, GOLS3 ve XERICO spesifik
primerleri kullanilarak uygulanmistir. Boylece mutantlarda bu genlerin ifade oluslar
Gelpro32 programi kullanilarak degerlendirilmistir. Gen ekspresyon analizlerine ek olarak,
0mM, 50mM, 75mM, 100mM NaCl uygulamalar1 sonucunda mutant bitkilerin kok
gelisimlerinin kontrol bitki ile karsilastirilmalar1 gerceklestirilmistir. 4 giin boyunca kok
uzamalar1 ImageJ programi ile dl¢iilmiis ve kayit edilmistir.

Sonuglar ada2b-1 mutantinin tuz toleransina hassas oldugunu gosterirken, sgf29a
bitkisinin yabani tip bitkiden direnc¢li oldugu gézlenmistir. Kok gelisim analizlerinde ¢ift
mutant sgf29a;ada2b-1 tuz stresine ada2b-1 mutantindan daha az hassasiyet gdstermistir..
Tuz yanit genlerinin PCR sonuglarina gore, COR154, RABI8 ve RD29B gen ifadesinde
ada2b-1 transkript seviyesinin yabanil tip bitki ile karsilastinildiginda azaldigi
gozlenmistir. Aksine XERICO gen ifadesinde ada2b-1 transkript seviyesi artmistir
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Anahtar soézciikler: Arabidopsis thaliana, sgf29a, ada2b-1, gen ekspresyonu, SAGA
kompleksi
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ABSTRACT

THE EFFECT OF SALT STRESS CONDITIONS ON THE GENE EXPRESSION
IN ARABIDOPSIS THALIANA L. HEYNH)

Oznur TANRIVERDI
Canakkale Onsekiz Mart University
Gradutate School of Science and Engineering
Chair for Biology Thesis of Master of Science
Advisor: Assoc. Prof. Dr. Ciineyt AKI
08.02.2010, 48

In this study, it is aimed to understand salt tolerance respond of sgf29a, adalb-1,
sgf29a;ada2b-1 mutants and investigate roles of these genes on gene expressions in
Arabidopsis thaliana as a modal organism.

In this study Arabidopsis thaliana (L.) Heynh, T-DNA mutant lines sgf29a, ada2b-1,
sgf29a;ada2b-1 seeds were used. Wasilewskia (Ws) seeds were used as control plant. In
this study, 100 mM NaCl was treated on in vitro plants. Then, total RNA was extracted
from sgf29a, ada2b-1, sgf29a;ada?b-1 seedlings according to manufacturer’s instruction
using Nucleospin kit. PCR reactions were performed by using the gene specific primers
such as RD29B, RD22, COR47, COR78, COR6.6, COR15A, RABIS, GOLS3, XERICO.
Thus, these gene expressions in mutants were evaluated. In addition to gene expression
analyzes, root development analyzes of ws, sgf29a, ada2b-1, sgf29a; ada?b-1 were carried
out under the different NaCl concentrations (0, 50, 75 ve 100 mM). During 4 days, root
length was measured and recorded with Gelpro32 programme. Root development and gene
expression analyzes were compared for understand salt tolerance of mutants and their roles
in gene expression.

Our results indicated that ada2b-1 mutant is more sensitive to salt treatment, (Most
notably in 50 mM NaCl) whereas the root growth of sgf29a plants was more resistant than
wild type plants. Double mutants sgf29a;ada2b-1 displayed lower sensitivity to salt stress

than ada2b-1 in root growth assays.

X



In PCR results of salt-responsive genes, CORI5A, RD29B and RABIS gene
expression, ada2b transcript level was reduced as compared wild type transcript level. On
the contrary, ada2b transcript level was increased in XERICO gene expression as

compared wild type.

Keywords: Arabidopsis thaliana, sgf29a, ada2b-1, gene expression, SAGA complex
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BOLUM 1- GIRiS Oznur TANRIVERDI

BOLUM 1
GIRIS

1.1.  Model Organizmalar ve Genetik Arastirmalardaki Onemi

Molekiiler biyoloji ve genetik bilimi, tiim diinyada oldugu gibi iilkemizde de son
yillarda o6n plana ¢ikmis ve bu alana biiylik kaynaklarin aktarilmasiyla genetik
miithendisligi ve biyoteknoloji gibi hayat standartlarimizi ve hayat kalitemizi yiikseltmeye
yonelik uygulamalarda yeni ufuklar agmistir. Bunun sonucu olarak Molekiiler biyoloji ve
genetik uygulamalart tip, ilag, gida, tarim, biyomedikal gibi sektorlerden adli bilimlere
kadar ¢ok genis bir alana yayilmistir. Molekiiler biyoloji ve genetik alaninda yapilan
arastirmalar ve sonuglarmin toplum ftizerindeki etkileri son 15 yilda toplum yasantisina
bicim vermeye baglamistir ve bunun kaginilmaz bir sonucu olarak diinya genelinde bu
bilim dalinda biiyilk gelismeler olmustur. Molekiiler biyoloji ve genetik temel olarak
hiicreleri olusturan sistemleri, sistemler arasi etkilesimleri ve bu etkilesimlerde rol oynayan
molekiilleri, bunlarin bir sonraki kusaga ne sekilde aktarildigini arastirir.

Son 20 yilda pek cok organizmanin genomu hakkinda ayrintili bilgiler elde
edilmistir. Bu bilgiler 1s1ginda canlilarin molekiiler filogenetik agidan karsilagtirilmalari,
kokenleri, genetik tedavi yontemleri, birbirleri arasinda gen aktarilarak islah amaci ile
kullanilabilmeleri hususunda pek c¢ok bilimsel arastirmaya imza atilmistir. Ozellikle bazi
canli gruplart molekiiler karakterizasyon ve genetik caligmalar i¢in olduk¢a avantajli bir
durum olusturmaktadir. Bu gruptaki canlilar genomlarinin kiiglik olmasi, kolay
yetistirilebilmesi, fazla sayida nesil olusturmasi, mutantlarinin fenotipik olarak rahatlikla
ayrilabilmesi nedeni ile model organizma olarak sec¢ilmektedir. Arastirmamizda kullanilan
model organizma ise Arabidopsis thaliana (L.) Heynh. tiriidiir. 4. thaliana ilk kez on
altinc1 yiizyilda Johannes Thal tarafindan tarif edilmistir. Bu bitkiyi Almanya'da Harz
Siradaglart bolgesinde bularak "Pilosella siliquosa" adin1 vermistir. O zamandan bu yana
bitkinin ad1 ¢ok kez degismistir. Son olarak Carl von Linne'nin verdigi su anki adi ile
kullanilmaktadir (http://tr.wikipedia.org/wiki/Arabidopsis_thaliana).

A. thaliana Brassicaceae familyasinda, ticari 6nemi olmayan bir bitkidir, fakat
uzun yillardan bu yana genetik caligsmalar i¢in avantajli bir model bitki olarak secilmistir.
Model bitki olarak secilmesindeki onemli 6zellikleri arasinda, bitki boyunun 20-25 cm
uzunlugunda olmasi, yasam dongiisiiniin hizli olmasi, tohumdan tohuma yasam
dongiisiiniin sadece 6 hafta slirmesi, otogam bir bitki olmasi, bitki bagina 10.000 ile 50.000

tohum {iretmesi, yetistiriciliginin kolay olmas1 gelmektedir. Genomik olarak ise toplam 5
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kromozomunda 25000 geni bulunan, 125 Mb’lik kiigiik bir genoma sahiptir. A4.thaliana
(thale cress) 2000 yilinin sonunda genom sekansi belirlenen ilk bitkidir (Theologis ve ark.,
2000).

Dogal kosullar altinda strese adaptasyon bazi ekolojik avantajlara sahip olmasina
ragmen, iriinde kayiplar nedeni ile tarimsal agidan bazi sinirlamalar getirmektedir. Bu
nedenle, tarimsal bitkilerde abiyotik stres toleransinin gelistirilmesi geleneksel ve

molekiiler 1slah ¢alismalarinin birlestirilmesi ile gergeklestirilebilir (Wang ve ark., 2001).

1.2. Bitkilerde Stres Faktorleri Tarafindan Gen Ifadesinin Diizenlenmesi

Bitkiler yasamlar1 siirecinde bir¢ok stres faktorii ile karsilasmaktadirlar. Bitki
tizerinde ender olarak tek baslarina etki yapabilen bu stres faktorleri, genellikle etkilerini es
zamanl olarak gerceklestirmektedirler. Biyotik (patojen, diger organizmalarla rekabet vb.)
ve abiyotik (kuraklik, tuzluluk, radyasyon, yiiksek sicaklik veya don vb.) stresler ekonomik
Oonemi olan iiriinler dahil, tiim bitkilerin normal fizyolojik islevlerinde degisikliklere yol
agmaktadir. Tim bu stresler bitkilerin biyosentetik kapasitelerini azaltir, normal
fonksiyonlarii degistirir ve bitkinin 6liimiine yol agabilecek zararlara neden olabilir
(Lichtenhaler, 1996).

Arabidopsis thaliana’da tuz ve osmotik stres indiikleyici genlerin diizenlenmesinde
en az dort diizenleyici sistem bulunmaktadir. Bunlardan ikisi ABA’ya bagli yolda
diizenleyici olarak gorev alirken, diger ikisi ise ABA’dan bagimsiz olarak gorev almaktadir
(Sekil 1.1.). (Shinozaki ve Yamaguchi-Shinozaki, 1997, 2000). Tuzluluk indiikleyici
genlerin ¢ogu absisik asite bagli pathway icerisinde diizenlenmesine ragmen, bazilari
sinyalizasyon i¢in ABA’ya bagl degildir (Shinozaki ve ark., 2003).

DRE/CRT olarak adlandirilmis cis-acting elementi, ABA’dan bagimsiz stres
indiikleyici gen ifadesinde islevini yerine getirmektedir (Yamaguchi-Shinozaki ve
Shinozaki, 1994).

ABA’ya bagli pathway’de, ABRE (ABA-yanit elementi) strese bagl gen ifadesinde
onemli bir cis-elementidir (Bonetta ve McCourt, 1998; Grill ve Himmelbach, 1998;
Shinozaki ve ark., 2003).

MYB ve MYC transkripsiyon faktorleri de ABA’ya bagl stres indiikleyici gen

ifadesinde islevini yerine getirmektedir (Iwasaki ve ark., 1995).
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Sekil 1.1. Gen ifadesi ve su stres sinyali arasindaki iligkinin sinyal iletim yolu (Shinozaki

ve Yamaguchi Shinozaki, 1997’den uyarlanmistir).

1.2.1. Bitkilerde Transkripsiyon Faktorleri

Gen ifadesinin transkripsiyon faktorleri araciligiyla diizenlenmesi organizmalar
arasinda oldukca yaygin bir mekanizma olup sekans (dizi)-spesifik olarak DNA’ya
baglanan proteinler ile ilgili genlerin promotdér ve etki artirici (enhansir) bolgelerinde
yerlesmis sis-elementler (ayni etkili elementler) arasindaki etkilesimlere dayanmaktadir.
Bitkiler; diisiik sicaklik, yliksek tuz konsantrasyonlar1 ve kuraklik gibi olumsuz cevre
kosullarina, strese adaptasyonda rol oynayan c¢esitli genlerin indiiklenmesi de dahil olmak
lizere bir¢ok biyokimyasal ve fizyolojik degisiklikler yoluyla tepki vermektedirler (Busk
ve Pages, 1998).

Bircok gen, daha sonra strese cevapta yer alan genlerin ifadesini diizenleyecek olan
bZIP ve AP2/EREBP regiilator faktor iiyelerini kodlamaktadir. Bitkilerdeki bir¢ok
transkripsiyon faktor ailesi i¢inde AP2/EREBP ailesi olduk¢a yeni ve yalnizca bitkilere

3
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Ozgidiir (Thomashow, 1994). Bu proteinlerin yaygin 6zelligi, DNA’ya baglanan bdlge
olarak fonksiyon yapan ve AP2 bolgesi olarak adlandirilan yaklasik 70 amino asitten
olusmus korunmus bélgelerdir (Okamura ve ark., 1997). bZIP (basic leucine zipper) ailesi
ise yedi siral1 bir 19sin tekrari ile takip edilen, temel amino asitler bakimindan zengin bir
bolge ile karakterize edilir. Losin tekrarlart bZIP faktorlerinin dimerizasyonunu ve DNA
ile etkilesimlerini saglarken, temel bolge sekans-spesifik olarak DNA’ya baglanir (Vinson

ve ark., 1989).

1.2.2. Epigenetik Modifikasyonlar

Genomun bilgi icerigi (DNA sekansi) ve ifadesi strese yanit da genotipe uyumu igin
¢ok onemlidir. Genomun ifadesi epigenetik diizenlenme ile iliskisi olan siirecler ile (histon
degiskenleri, histon translasyonel sonrasi degisimler ve DNA metilasyonu gibi) kontrol
edilen kromatin yapisindan etkilenmektedir. Gelisimsel ve g¢evresel sinyaller genomda
epigenetik modifikasyonlar1 tesvik edebilir. Boylece bitki hiicrelerinde tek genom
gelisimsel ve ¢evresel isaretlere yanitda coklu epigenomlara yol acabilmektedir (Zhu JK,
2008).

Ik olarak, 1950’lerde Conrad Waddington tarafindan onerilen Epigenetik terimi
giiniimiizde “DNA dizisindeki degisimlerle a¢iklanamayan, mitoz ve/veya mayoz bdliinme
ile kalitilabilinen, gen fonksiyonundaki degisiklikler” olarak tanimlanmaktadir. Son on
yilda yapilan arastirmalar sonucu, epigenetik olaylarin, 6zellikle yiiksek organizasyonlu
canlilarda olduk¢a oOnemli etkileri oldugu anlasilmistir. Epigenetik fenomen, &zellikle
canlilarin embriyodan yetiskin bireye dogru ilerleyen gelisim siirecinde gozlemlenen,
hiicre farklilagmalar1 sirasinda ortaya ¢ikan gen ifadesindeki degisikliklerde onemli rol
oynamaktadir. Gen ifadesinde goriilen bu degisiklikler, DNA’nin segici olarak, farkli
epigenetik durumlarda bulunan farkli kromatin yapilarina paketlenmesiyle ortaya
cikmaktadir. Epigenetik fenomenin iizerinde en ¢ok ¢aligma yapilmis olan iki tipi, DNA
metillenmesi ve histon modifikasyonlar: olmustur. Bu iki olayin birbiriyle bagh ve geri
dontistimlii oldugu diisiiniilmektedir. Yapilan arastirmalar sonucunda, gelisim siirecinde
cekirdegin epigenetik Ozelliklerinde bir dizi degisimin gergeklestigi ve hiicresel
potansiyelin kaybi ile geri doniislimsiiz gen (6r: embriyonik) susturulmasinin arasinda
onemli bir iligkinin varlig1 saptanmistir ( Jenuwein ve ark., 2001)

Insan genomunda bulunan yaklasik 23.000 gen, belirli hiicrelerde ve belirli zamanlarda
ifade edilmektedir. Hiicreler gen ifadesindeki bu kontrolii saglayabilmek i¢in DNA’larin1

globiiler histon protein oktomerleri etrafina sararak olusturduklari niikleozom yapilarini
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kullanirlar. DNA ve histon proteinlerinden olusan bu niikleozomlar kromatin olarak
organize edilirler. Kromatin yapisindaki degisikler gen ifadesini kontrol eder: kromatin
yapt sikilasip yogunlastiginda (sessiz) genler inaktive olur, kromatin yapis1 gevseyerek
acildiginda (aktif) ise genler aktive olarak ifade edilir. Kromatin yapisindaki bu dinamik
durum ise, geri doniistiiriilebilir olan ve DNA metilasyonu ya da histon modifikasyonlari
ile saglanan epigenetik paternler ile gerceklestirilir. Bu islemlerde gorevli alan enzimler
arasinda, DNA metiltransferazlar (DNMT), histon deasetilazlar (HDAC), histon asetilazlar,
histon metiltransferazlar ve methyl-binding protein MECP2 sayilabilir (Berger, 2002).

Bir gen lokusunun epigenetik durumunun belirlenmesinde (1) gen ifadesinin dl¢iimii, (2)
histon modifikasyonlarinin ve histon bilesiminin belirlenmesi, (3) promotér DNA
metilasyonunun incelenmesi, olmak iizere {i¢ temel yaklasim uygulanmaktadir. Bu
yontemler arasinda en giivenilir olarak goriileni CpG adaciklarindaki hipermetilasyonun

Olclilmesidir (Rodenhiser ve ark., 2006).

1.3. SAGA Faktori SGF29 ve ADA2B Geni

Saccoromyces cerevisea proteini  SAGA  (Spt-Ada-GcenS-Acetyletransferaz)
kompleksi promotodrler’de RNA polimeraz II’ye bagl transkripsiyon diizenlenmesinde rol
almaktadir (Grant ve ark., 1998b, Lee ve ark., 2000). SAGA, bazal transkripsiyon
mekanizmasinin iyilestirilmesi i¢in gereklidir. SAGA transkripsiyon faktorlerinin birkag
farklt sinifin1 igerir. Bu siniflar igerisinde bulunan Spt proteinlerinin alt kiimesi, Ada
proteinleri, GCN5 ve histon asetiltransferaz (HAT), TAF faktorleri ile ortak TATA
baglayict proteinin alt kiimesi ve TRA1 proteini aracilifi ile RNA polimeraz II
transkripsiyonel aktivitesini etkiler (Roth ve ark., 2001).

Arabidopsis genomu, % 91 amino asit sekans benzerligi gosteren SGF29un iki
ortologunu (SGF29a ve SGF29b) sifreler (Vlachonasios ve ark., 2008). Sgf29 (SAGA-
associated factor 29) transkripsiyon diizenleyici histon asetilasyon (HAT) kompleksleri
SAGA ve SLIK’in bileseni olarak islevini yerine getirmektedir.

Calismamizda sgf29a icin T-DNA hattit FLAG 351H10 kullanilmistir. Bu gene ait
kullanilmis primerler; KB93 (Forward): agg caa cga aca gaa gag aaa g

KB94 (Reverse): gaa tgg cac tgt tct ttg agg
Bu primerler kullanilarak genomik DNA PCR iiriinlerinin uzunlugu 1100 baz cifti olarak
elde edilmistir. mRNA uzunlugu ise 480 baz ciftidir.
Ayni1 zamanda ¢alismamizda A. thaliana bitkisinde ada2b-1 mutantinin tuz stresi altinda

belirli genler ile gen ekspresyon analizleri ve fizyolojik karakterizasyonu arastirilmistir.
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Saccoromyces cerevisea’da bulunan transkripsiyonel koaktivator ada2b-1 geninin oksin ve
sitokin konsantrasyonlarinda degisimlere yanit da hiicre ¢ogalmasindan hiicre
farklilasmasina kadar olan gelisimsel rollere sahip oldugu tanimlanmistir
(http://www.arabidopsis.org/tair).

Calismamizin amaci, genetik caligmalarda avantajli bir model organizma olan
Arabidopsis thaliana bitkisine uygulanacak olan farkli oranlarda tuz uygulamalarinin,
yabani tip ve mutant tiplerin (sgf29a, ada2b, sgf29a;ada2b-1) , kok olusumuna etkisini
arastirmaktir. Calismada ayrica bu mutant tiplerin olusumuna yol agan genetik diizeydeki
degisikliklerin PCR sonucunda elde edilen veriler yolu ile gen ekspresyonu diizeyindeki

etkilerini baz1 gen gruplari i¢inde degerlendirmektir.
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BOLUM 2
ONCEKI CALISMALAR

Horiuchi ve ark. (1997) tarafindan yapilmis arastirmada, 4DA1 geni ve ADA/GCNS
kompleksinin rolleri iizerinde durulmustur. ADA genlerinin transkripsiyonel koaktivatorler
olarak islevini yerine getiren Ogeleri sifreledigi belirtilmistir. Arastirmada orijinal 4DA
geni, ADAI’in baglama karakterizasyonunu, dizilime ve klonlamasin1 tanimlamislardir
Onceden izole edilmis ada mutantlarina benzer olarak, adal mutantlarinin gesitli reporter
bolgelerden dolayi transkripsiyonda azalmalar gosterdigi tespit edilmistir. Ayrica, ADAI
geni immunoprecipitation deneyleri ve kompleksin kismi purifikasyon analizlerinde
1spatlandigi gibi ADA/GCNS kompleksinin diger ADA genleri ile etkilesim igerisinde
oldugu bildirilmistir. Inositol auxotrophy ve Spt fenotipleri tesiri altinda kalmis
promotorlere gore, adal mutantlarinin ada5 mutantlarina benzer sekilde kusurlar
gosterdigi ve ada2, ada3 ve gcn5 mutantlarindan ise farklt kusurlar gosterdigi
belirlenmistir. Southern blot analizleri ile sonuglar dogrulanmistir. Sonug¢ olarak
ADA/GCNS5 kompleksi igerisinde iki ayri isleve sahip, ADA genlerinin ADAI ve ADAS
siifi, ADA2, ADA3 ve GCNS sinifi seklinde iki sinifa ayrildig diistiniilmiistiir. Ek olarak
Marcus ve ark., 1996 tarafindan yapilmis olan ¢alismada, ada5 mutantlarinin diger ada gen

mutantlarindan daha siddetli fenotipik kusurlar gosterdigi ispatlanmastir.

Sterner ve ark. (2002), Maya SAGA kompleksi vasitasiyla histonlarin normal
asetilasyonu icin gerekli olan SANT domaini ada2’nin iizerinde durmuslardir. SANT
domainin DNA baglayici domain c-myb’nin homolojisine dayandirilarak tespit edilmis
Okaryatik transkripsiyonel diizenleyici proteinlerin miktarinda yeni bulunmus motif oldugu
bildirilmistir. Histon asetil transferaz Gcen5’i igeren maya SAGA (Spt-Ada-Gen5
acetyltransferase) kompleksi icerisinde iki ek domainin benzer isleve sahip oldugunu
bulmuslardir ve SAGA igerisinde birbiri ile etkilesim i¢inde olan protein Ada2 ve Gcend
igerisinde ekleme ve c¢ikarma mutasyonlar1 ile analiz etmislerdir. Ayrica kendi katalitik
islevinden ayr1 olarak Gcn5’in histon asetil transferaz domain bolgeleri ve ada? SANT

domaini igerisinde substrat tanima islevlerini belirlemislerdir.

Vlachonasios ve ark., (2003), tarafindan yapilmis calismada Arabidopsis cinsine ait
bitkide ADA2b ve GCNJ5 mutasyonlariin bitki gelisim ve biiylimesi iizerindeki ve gen

ifadesi iizerindeki etkileri aragtirllmigtir. T-DNA insersiyon mutantt Ada2b ve Gcen5’de
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bitki bliylimesi ve gelisimi iizerinde, bodur bitki, anormal kok gelisimi ve ¢iceklerde kisa
stamen ve petalleri iceren pleiotropik etkilere sahip oldugu belirlenmistir. 4ADA2B ve
GCN5-1'm gen ifadesi ve ayr1 biyolojik aktiviteler ile hem ortak hem de ayr
komplekslerin bileseni olabildigini belirtmislerdir. Ayrica ada2b-1, gcn5-1 ve yabanil tip
bitkilere diisiik sicaklik muamelesinde COR gen ifadesinin indiiksiyonunu
karsilastirmiglardir. Bu durumda ada?2-1 ve gen5-1 bitkilerinde COR gene transkriptlerinin
diisiik sicakliga yanmitinda biriktigini, fakat indiiklenme oraninin daha yavas ve
transkriptlerin final safhalarinin yabanil tip bitkilerden daha az oldugunu belirtmislerdir.
CORO0.6 trasnskript diizeyleri yaklasik ii¢c kat azalirken, COR15a, COR47 ve COR7S8 igin
transkript diizeyleri yaklasik iki kat azaldigini gdstermislerdir. Sonug olarak ADA2b ve
GCNS5’in soguk iklime alistirma siiresince COR gen indiiklemesi i¢in gerekli olmadigini
bildirmislerdir. Fakat COR ifadesinin diizeyini artiran yardimci role sahip oldugunu 6ne
stirmiislerdir. Arastirmada gosterilen CBF geninin transkript diizey sonuglarinda ise,
yabanil tip ve mutant bitkilerde soguk muamelesinin ilk saatinde uyarildigin
gozlemlemislerdir. Yabanil tip bitkilerde CBF transkript diizeylerinin, 12 ve 24 saat
araliginda azalana kadar degismeden kaldigini gozlemlemislerdir. Tam zitt1 olarak ada2b-1
ve gen5-1 mutant bitkilerinde CBF ifadesi, 8. saate ulagsana kadar ¢ok hizli azaldigini
gozlemlemislerdir. Bu durum dogrultusunda, ilk CBF transkripsiyonunun ada2b-1 ve gcns

mutantlarinda zarar gérmemesine yol agan sinyal iletim pathway’i sonucuna varmislardir.

Pandey ve ark. (2005), A. thaliana tiriinde ABA yanitinin baskilayicisi olarak islev
goren APETELA2-Domain transkripsiyon faktorii ABRI geni iizerinde yapilan ¢alismada,
ABA diizenlenmis gen ifadesinin ¢alismasi boyunca ABA yanitinin negatif diizenleyicisi
olarak islev goren ve ABA’ya giiclii yanit olan ABA repressor 1 (ABR1), AP2 domain
proteini ortaya koyulmustur. ABRI geninin ABA sinyal yolu aras1 CBL9-CIPK3 tarafindan
diizenlenmis olabileceginden siiphelenmislerdir. Onceki ¢alismalarda calcineurin B-like
protein (CBL9) ve calcineurin interacting kinase (CIPK3) ABA yanitlarinin diizenleyicileri
olarak belirlenmistir. Calismada yapilan analizler ABRI geninin biitiin bitki organlarinda
muamele edilip ve biitiin gelisimsel sathalarinda ifade edilmistir. ABA muamelesinden
sonra, ABRI transkriptinin en gii¢lii birikiminin {iglincli saatten sonra gergeklestigini RT-
PCR analizi ile gozlemlemislerdir. RT-PCR olusumu sonuglarinda ABA tarafindan
olusumun diger stres kosullari ile karsilastirildiginda daha hizli oldugunu gostermislerdir.
ABRI geninin abiyotik stres sinyalleri ve ABA tarafindan diizenlenmis olabildigi gibi

ABRI’in bitki ve strese yanitta bitkininde islevi olabilecegi lizerinde durmuslardir.
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Boylece yapilan analizlerde, uygun abiyotik stres kosullart altinda ¢imlenme deneylerinde
mutant tohumlarin, yabanil tip tohumlarla karsilagtirildiginda ABA’ ya hassas oldugunu
belirtmislerdir. Bu sonu¢ dogrultusunda tohum c¢imlenmesinin ABA baskilanmasinda
ABRI i¢in negatif roliiniin, bu yanitta CBL9 ve CIPK3 tarafindan oynanmis islevsel rol ile

iligkili olabilecegini ortaya koymuslardir.

Tiryaki (2007), 4. thaliana tirtinde yaptig1 ¢calismada oksin sinyal geni axr/’in tuz
stresi ve jasmonik asit ile uyarilabilen gen ekspresyonundaki roliinii aragtirmiglardir. Temel
kok gelisiminde tuz stresi lizerinde ax/-24 oksin diren¢ mutantinin yanitt tuz
konsantrasyonunun ¢esitliligi iizerinde test edilmistir ve sonuglar yabanil tiple
karsilastirilmistir. ax/-24’tiin 128mM NaCl disinda tuz konsantrasyonlarin herhangi
baskilayici etkisine yabanil tipten daha direngli oldugunu belirtmislerdir. Oksin duyarsiz
mutant ax/-24lin tuz stresine olan tepkisi farkli konsantrasyonlarda NaCl iceren kok
bliylime ortamlarinda test ederek sonuglart yabanil form olan kontrol bitkileri ile
karsilastirmislardir. Sonug olarak ax1-24’tin 128 mM NaCl tuz konsantrasyonu hari¢ kok
bliylimesini engelleyen diger NaCl konsantrasyonlarina karsi ¢ok daha dayanikli oldugunu
gostermislerdir. 64 mM NaCl iceren kok biiylime ortaminda kok biiylime uzunlugunda
meydana gelen toplam engelleme oraninin ax/-24 ve yabanil tip i¢in sirastyla %62 ve %70
seviyesinde oldugunu belirtmislerdir. Disaridan uygulanan salisilik asit ve 1-
aminosiklopropan-1-karboksik asit, jasmonik asit ile uyarilabilen allene oksin sentez
(AOS) enzimini kodlayan genin ifadesinde Onemli artisa neden oldugunu, ax/-24
fidelerinde SA muamelesinden 24 saat sonra biiylik bir azalma meydana geldigini
gostermislerdir. Bu sonuglar dogrultusunda oksin ile tuz stresi ve SA ile JA sinyalizasyonu

arasinda AXR1 aracilig1 ile meydana gelen bir iligskinin oldugunu ortaya koymuslardir.

Chinnusamy ve Zhu (2009), bitkilerde stres yanitlarinin epigenetik diizenlenmesi
aragtirmasinda stres altinda bitki gelisimi ve gen ifadesinde DNA ve histon
modifikasyonlarinin anahtar rol oynadigim1 gostermislerdir. Stres yanit epigenomlari
tizerinde karsilagtirmali calismalar ve transkriptomlar bitkilerin stres adaptasyonlarinin
anlagilmasini kolaylastirdigini bildirmislerdir. Genomun ifadesinin DNA metilasyonu,
histon translasyonel sonrasi1 degisimler, histon varyantlar1 gibi epigenetik diizenlemeler ile
iliskili olan siirecler tarafindan kontrol edilen kromatin yapisi ile etkilendigi belirtilmistir.
Stres diizenleyen siRNA’larin DNA metilasyonlarinda ve histon degisimlerinde

degisikliklere yol agmis olabilecegini de One siirmiislerdir. Histon asetil transferazlarin
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(HATs) transkripsiyon faktorleri ile ilgili oldugunu bildirmislerdir ve GCNS5’in
transkripsiyonel adaptor ADA ve Spt-Ada-Gcen5 asetiltransferaz SAGA’ nin katalitik alt

tinitesi oldugunu belirtmislerdir.

Doherty ve ark. (2009), soguk toleransi ve buna uygun olan diizenlenmis gen
ifadesinde 4. thaliana CAMTA transkripsiyon faktorlerinin rolleri {izerinde durmuslardir.
CBF (C-Repeat/Dre Binding Factor 1) soguk yanit yolunun soguk ortama alistirmada en
iyi diizenleyici yolu kapsadigimi bildirmislerdir.  A4.thaliana tiriinde bulunan CBF
genlerinden sirasiyla DREB1b, DREBIc ve DREBIla transkripsiyon faktorleri olarak
bilinen CBF1, CBF2 ve CBF3’iin diisiik sicaklik uygulamasi yapilan bitkilerde 15 dakika
igerinde indiiklendigi belirtilmistir.

CBF2 promotdrlarinda mevcut olan CM1’den CM7’ye kadar yedi korunmus DNA motifini
belirlemislerdir. CBF2 promotoérunda CM4 ve CM6’nin negatif diizenleyici etkilere sahip
oldugu, CM2’nin ise hem negatif hem de pozitif aktiviteye sahip oldugunu gostermislerdir.
Soguk ortama alistirma denemesinde hedef olarak, soguk toleransi artan bitkilerin diisiik
sicakliga tepkisinin nasil oldugunu ve gen ifadesindeki degisiklikler sirasinda bu siirecin
nasil ortaya kondugunu gostermislerdir. Calismada, upstream (yukarigiden) CBF2’nin
islevini yerine getiren transkripsiyon faktorleri ve DNA diizenleyici elementlerin
belirlenmesi  iizerine odaklanmiglardir. Bu sonuglardan yola ¢ikarak CAMTA
proteinlerinin stres yanitlarinin yaygin tamamlayicist olabildigini belirtmislerdir. Soguk
toleransinda azaltilmig camtal-camta3 c¢ift mutant bitkileri ve CBF2 ifadesinin pozitif
diizenleyicisi olan CAMTA3’lin, CM2 motifine bagl transkripsiyon faktdrlerinin
transkripsiyon aktivator ailesine (CAMTAZ3) bagli olan calmodulin’in tiyeleri oldugunu

belirtmislerdir.

Kamei ve ark. (2005), A. thaliana tiriinde tuz stresine asir1 hassas sos-2 ve sos-3
mutantlarinin gen ifade profillerini incelemislerdir. Caligmada transkriptleri sos (salt overly
sensitive) sinyal yollar tarafindan diizenlenen tuz stres yanit1 genlerinin analizi i¢in, 22K
agilent oligoarray ve kantitatif RT-PCR yontemi kullanilmigtir. Tuz stres yanit genleri
analizi i¢in transkriptler sos sinyal yolu tarafindan diizenlenmistir. Yapilan g¢aligmalar
sonucunda SOS3/SOS2 sinyalizasyon yollarmin MYC/MYB ve DRE/CRT, ABRE
yollarindan bagimsiz oldugunu ortaya cikarmistir. RD29A4/COR78 ve RDI17/COR47
benzeri baslica stres tetikleyebilen genlerin up-regiilasyonu sos-2 ve sos-3 mutantlarinda

giiclii bicimde etkileyici olmadigin1 belirlemislerdir. Tuz stresi muamelesi altinda, sos2
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mutantinin gen ifade profilleri yabani tip ile farklilik gosterirken sos3 mutant1 gen ifade
profili yabani tip ile benzerlik gosterdigini belirlemislerdir. Bu gozlemlerin asagi akis
(downstream) SOS2’nin yukar1 akis (upstream) SOS3’den daha giiclii olarak stres yanit
genlerinin diizenlemesini etkiledigini bildirmislerdir. Bu sonuglara gore sos-2’yi aktif hale
getiren ve stres uyarict genlerin transkript diizeylerini etkileyen sos-3 bagimsiz diizenleme

faktorlerinin varligini ileri siirmislerdir.

Hark ve ark. (2008), A. thaliana tiirtinde transkripsiyonel koaktivator ADA2’nin iki 4.
thaliana ortologunun ayr1 biyolojik islevlere sahip oldugunu bildirmislerdir.
A. thaliana tiriinde yaklasik olarak %45 aminoasit dizi benzerligini paylasan ve maya
ADA2’ye benzeyen proteinleri sifreledigini belirtmislerdir. Arastirmada adala ve
ada2b’nin hiicresel rollerinin arastirmasini ilerletmek ig¢in, abiyotik stres’e gore
transkripsiyonel kofaktoriin yaniti iizerinde durmuslardir. ada2b fideciklerinin absisik asit,
tuza kars1 ve degisen diisiik sicaklik yanitlarina karsi asir1 hassasiyet gdstermesine karsin,
ada2a fideciklerinin abiyotik strese karsi yanitlar1 genellikle yabanil tip bitkiler ile paralel
oldugu sonucuna varmiglardir. adala;ada2b c¢ift mutant bitkileri, A.thaliana tiriinde
genom islevini etkilemesine karsin, ada2a ve ada2b genlerinin her birinin GCNS ile
bagimsiz olarak calistigini ileri sliren genS benzeri fenotip ile ortaklik yaptigim
gostermislerdir. Sonug¢ olarak genellikle ada2a mutantlar biitlin durumlarda yabanil tip
bitkilerle karsilastirilabilir yanit gosterirken, ada2b-1’in degisken yanitlar gosterdigini
belirlemislerdir. Boyutsal ve gegici gen ifadeleri disinda, ada?2 proteinlerinin biyokimyasal

aktivitelerinde de dogal olarak farklilik gosterdigi sonucuna varmislardir.

Vlachonasios ve ark. (2008), tarafindan A. thaliana tirinde SAGA faktér 29
(SGF29) mutasyonlarinin molekiiler karakterizasyonu calisilmistir. A. thaliana tiiriinde
onlarin biyolojik rollerini incelemek icin, SALK koleksiyonundan T-DNA ilaveli
mutantlarin izole edildigini bildirmislerdir. Homozigot mutasyonlarinin her iki gende de
belirlendigini, T-DNA insersiyonu ile birinin SGF29a’nin 7.ekzonunda, digeri ise
SGF29b’nin 5’UTR’sinde oldugunu belirtmislerdir. Homozigot SGF29a bitkilerinin RT-
PCR analizi ile tam boy SGF29a transkriptinin varligint dogrularken, sgf29b transkriptinin
azalan miktarinin sgf29h mutantlarinda gézlemlendigini belirtmislerdir. SGF29b bitkileri
yabanil tip bitkilerden ayirt edilememesine karsin, sgf29a bitkilerinin kisa giinde geg
cigeklenme, daha az ve daha kii¢iik rozet yapraklar gosterdigini bildirmislerdir. Ayrica

calismada sgf29a mutantlarinin tohum ¢imlenmesi ve kok gelisim analizlerinde direncli
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oldugunu belirtmiglerdir. Bu sebeple SGF29%a’nin tuz stresine yanit ve kisa giinde
cigeklenme zamaninin diizenlenmesini kapsayabilecegini diistinmiislerdir. Cift mutant
sgf29a;ada?b-1’in sentetik Oldiiriictiligii olmadigim1 isaret eden adalb-1 fenotipini
gosterdigini bildirmiglerdir. Cift mutant sgf29a;ada2b-1 (-/+) hattinda kisa stamenler,
kiictik silikua ve artan ¢igeklenme miktar1 gozlemislerdir. Bu dogrultuda ADA2B geninin

SGF29 geninin islevini gerektirdigi diistiniilmiistiir.

Wu ve ark. (2004), Saccharomyces cerevisea SAGA kompleksinin molekiiler yapisi
tizerinde caligmiglardir. Calismada Saccharomyces cerevisea SAGA kompleksinin RNA
polimeraz II ile transkripsiyonu diizenleyen ¢oklu islevsel koaktivator oldugu belirtilmistir.
Elektron mikroskobu ile yapilan gozlemde SAGA’nin {i¢ boyutlu yapisinin 5 modiiler
domain ve onlarin alt birim bilesenlerinden olustugu gosterilmistir. SAGA alt biriminin
bazilarinin pozisyonunun mutant komplekslerinin analizi i¢in immiin isaretleme yontemi
kullanilmistir. TFII ile paylasilmig Taf alt birimleri (TBP birlesmis faktor) SAGA’da
merkezi bolge isgal ettigini ve her ikisinin de kompleks de benzer yap1 sekillendirdigini
bildirmislerdir. Ayrica S.cerevisea TFIID nin yapisinin 3 ana lobtan meydana geldigi ve
bir molekiiler kiimeye benzedigini belirtmislerdir. Immiin etiketleme deneylerinden
TAF’larin histon katlanma bolgelerinin 2 farkli konumu igerdigi ve birincil karakterize
edilmis heterodimer c¢iftlerininin dogal yapida olduklarini dogrulamislardir. SAGA’nin
birgok Taf icerdigini gbéz Oniine alinarak, alt {initelerinin sitokiometrilerinin korunup
korunmadigin1i ve TFIID ve SAGA’nin belli basli organizasyonunun paylasilip

paylasilmadigini, Tafs alt yapisina dayandirilarak belirlenmesi gerektigini diistinmiislerdir.

Qieng ve ark. (2000), bitkilerde nem, tuz ve soguk toleransinda DREB transkripsiyon
faktorlerinin diizenleyici roliinii arastirmislardir. Nem, yiiksek sicaklik ve stres altinda
reporter genin ifadesini kontrol eden ve belirli bicimde DRE elementine bagli DREB
transkripsiyon faktorlerini sifreleyen 5cDNAs (DREBIA C ve DREB2A B) RD294
promotor bolgesinin DRE elementi ve tek hibrit goriintiilleme metodu ile izole edildigini
bildirmislerdir. DREB transkripsiyon faktorleri ve DRE elementinin nem, yiiksek sicaklik
ve soguk stresinin sinyal iletiminde gorev aldiklarini bildirmislerdir. Yapilan ¢alismada
Arabidopsis sp. tiirliniin transgenik bitkileri icinde DREB1A genini kullanmak icin giiclii
35S karnabahar mozaik viriisiinii teskil eden promotor’u kullanmiglardir. Gosterilen analiz
sonuglarinda DREBIA, rd29a, rdl7, kinl, cor6.6 ve corl5a genlerinin normal sartlar
altinda yabanil tipte ifade edilmedigini belirtmislerdir. Buna ragmen DREB1A transgenik
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bitkilerinde DREB1A’nin asir1 ifadesi normal kosullar altinda sadece rd29a, kinlA, cor6.6,
corl54 ve erdl0 genlerinin ifadesini aktive etmeyip, ilaveten yabanil tip ile
karsilastirildiginda soguk ve nem sartlar1 altinda rd29a, rd17, kinl, cor6.6, corl5A ve
erdl0’nun ifadesini artirdigini gostermislerdir. Bu sonuclar dogrultusunda, transgenik
bitkilerin DREB1A transkripsiyon faktoriiniin belirli bicimde DRE elementleri ile isbirligi
altinda oldugunu ve bu stres tolerans genlerinin ifadesini indiikledigini ileri stirmiislerdir.
Deneylerin karsitliginda ise promotor bolgelerinde DRE elementini igermeyen bazi nem
indiikleyebilir genlerin (P5C5, erdl0, rd22 ve rd29A4) transgenik bitkilerinde DREB1A
asir1 ekspresyonu ile indiikklenmedigini gostermistir. Kasuga ve ark., 1999, tarafindan
yapilan bir ¢calismada transkripsiyon faktorii (DREB1A)’nin indiiklenebilir ifadesi nem, tuz

ve soguk kapsayan birgok stres sartlarina karsi gelismis toleransla sonu¢lanmistir.
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BOLUM 3
MATERYAL VE METOD

3.1. Bitkisel Materyal ve Tohumlarin Petrilere aktarilmasi

Calismada Arabidopsis thaliana tiiriine ait T-DNA mutant1 sgf29a (-/-), ada2b-1 (-/+)
ve ¢ift mutant sgf29a (-/-) ;ada2b (-/+) olarak elde edilmis tohumlar kullanilmistir. Yabani
tip olarak A. thaliana ekotipi wassilewskija (Ws) kullanilmistir. Tohumlar mutant olarak
(Salk Enstitii, Kaliforniya)’dan temin edilmistir.

Tohumlarin sterilizasyon islemi i¢in ependorf tiipleri icerisinde bulunan tohumlara
%30’luk sodyum hipoklorit ilave edilerek 13,2 rpm’de 1,5 dakika santrifiij edilmistir. Siire
sonunda tohumlarin dibe ¢okmesi saglanmistir. Siipernatant kisim mikropipet yardimi ile
alinmistir. Daha sonra tohumlar saf steril su ilave edilerek yikanmistir.

Tohumlarin petrilere ekilmesi i¢in % 0,8 agar ve % 1 siikroz iceren Murashige
Skoog (1962) ortami hazirlanmistir. Steril sartlar altinda Laminar kabin igerisinde MS besi
ortam1 igeren petrilere kapak kismi kenardan hafifce agilarak epondorf tiiplinden ¢ekilen
tohumlar diizenli ve siral1 bigimde petri kaplarina ekilmistir. Petri kaplar1 iizerinde karanlik
ortamin saglanmasi i¢in aliiminyum folyo ile kaplanmig ve 2 giin siiresince +4°C’ de
bekletilmistir. Bu siirecte tohumlarin dormansisi ortadan kaldirilarak ¢imlenmeye tesvik
edilmistir. Steril Ws (yabani tip) ve sgf29a (-/-) mutantina ait tohumlar 6 petri kabina
ekilmistir. Her bir petriye 10 adet Ws tohumu ve 10 adet sgf29a (-/-) tohumu ekilmistir.
ada2b mutant1 ve sgf29a;ada?b ¢ift mutant bitkilerine ait tohumlardan ise 10 adet olacak
sekilde 4 petriye aktarimi gergeklestirilmistir. Ekim isleminden 5-10 dk sonra petrilerin
kenarlar1 parafilm ile kontaminasyonun dnlenmesi i¢in kapatilmistir. Petriler iki boliimli
olarak kullanilmistir (Sekil 3.1.). Heterezigot ve homozigot tohumlar1 bir arada igeren
ada2b (-/+) ve sgf29a (-/-); ada2b (-/+) tohumlarina ait petri kaplar1 ise oncelikle yatay
olarak bitki biiylime odasina yerlestirilmistir. Ardindan bitki bliylime ortaminda ¢imlenen
ve ardindan biiyliyen fideciklerden kdk boylar1 uzun ve yaprak renkleri koyu yesil olan
homozigot fidecikler sec¢ilmistir. Homozigot tohumlar1 iceren petri kaplar1 koklerin

kolaylikla uzamasi i¢in dikey olarak bitki biiylime odasina yerlestirilmistir (Sekil 3.1).

Petri kaplar1 uzun giin kosullarinin saglandig1 (16 saat 151k + 8 saat karanlik), 25+2°C,

28.080 lux floresan 1s1k siddetine ayarlanmis bitki biiyiime odasina yerlestirilmistir.
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Sekil 3.1. Bitki bliylime odasina birakilan petriler. A) Yatay ve dikey olarak yetistirmeye

birakilan petriler, B) Petriler iki kisiml1 olarak kullanilmistir.

3.2. Tuz Stresi Uygulamasi

Murashige Skoog (MS) ortaminda 14 giinliik siire sonunda yetisen ws, sgf29%,
ada2b-1 ve sgf29a;ada2b-1 fidecikleri MS besi ortamindan dikkatlice alinarak yalnizca
icerisinde 25 ml 100 mM NaCl bulunan petri kaplarma 0, 3, 12 saat araliklari ile
aktarilmistir (Cizelge 3.1.). Her tuz soliisyonu bulunan petriye 8-10’ar tane fidecik, kokleri
ile birlikte yaprakli sekilde aktarilmistir. 0, 3 ve 12 saat araliklar1 sonunda her fidecik
strastyla tuz soliisyonlarinin igerisinden alinarak ependorf tiipii igerisine birakilmig ve bitki
dokusunun korunmasi icin tiipler hizli bir sekilde sivi nitrojen igerisine yerlestirilmistir.
S1v1 nitrojen igine alinan ependorflar, sonra poset icine koyularak -20°C’de saklanmak

tizere kaldirilmastir.
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Cizelge 3.1. Bitki 6rneklerinin genotipleri ve tuz soliisyonuna maruz birakilma siiresi

Ornek Genotip (NaCl Uygulamasi)

numarasi Saat
1 Ws 0
2 Ws 3
3 Ws 12
4 Sgf29a(-/-) 0
5 Sgf29a(-/-) 3
6 Sgf29a(-/-) 12
7 Ada2b-1(-/-) 0
8 Ada2b-1(-/-) 3
9 Ada2b-1(-/-) 12
10 Sgf29a(-/-)/ ada2b-1 (-/-) 0
11 Sgf29a(-/-)/ ada2b-1 (-/-) 3
12 Sgf29a(-/-) / ada2b-1 (-/-) 12

3.3. RNA lzolasyonu

-20°C’den alman ependorf tiipleri icerisinde bulunan bitki kisimlarinin parcalanmasi
icin mikropastle’lar kullanilmistir. Daha sonra bu dokulardan RNA ekstraksiyonu
Nucleospin RNA plant (Macherey-Nagel) izolasyon kit prosediirii kullanilarak
gergeklestirilmistir.

3.4. RT-PCR uygulamasi ve kullanilan bilesenler

cDNA sentezi Nucleospin Reverse Transcription kit ile yapilmigtir. Reaksiyon
bilesenleri ve kullanilan miktarlar Cizelge 3.2’de gosterilmistir. Reaksiyon filtreli pipet
uclar1 (RNase-DNase free) ve ince cidarli 200 pl’lik PCR tiiplerinde kurulmustur. Kalip
RNA’lardaki ikincil dereceden katlanma, reaksiyon dncesinde 5 dakika 70°C’de denatiire
edilerek agilmistir. Tiipler, 37°C’de 60 dakika siireye ayarli Thermal cycler cihazinda
(BIO-RAD) inkiibe edilmistir.

Cizelge 3.2. cDNA reaksiyonu karisim 1 bilesenleri ve konsantrasyonlari

Bilesen (Karisim 1) Miktar (ul) Final (14 tiip)
10 mM dNTP mix 4 56 ul
10 uM Oligo-Dt primer 1 14 pul
RRNAsin 0,5 7 ul
RNase-free H,O 4,5 63 ul
Toplam 10 140
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Her yeni ependorf tiipii (12 adet) igerisine 10 pl karigim 1°den PCR tiiplerine eklenmistir,
ardindan sulandirilmis stok RNA oOrneklerinden 10 pl eklenmistir. Programin ilk
basamaginda PCR ornekleri 70°C’de 5' lik PCR islemi ile yogun yapidaki mRNA acilmis
ve 4°C’de 5' buza birakilarak bu yapiin agik kalmasi saglanmistir. Ardindan Karigim
2’den epondorf tiipleri igerisine eklenmistir (Cizelge 3.3.). Programin bu basamaginda ise;
20°C’de Oligo dt’ler poli A ve poli T’leri birbirine baglayacak, 37°°de AMV RT enzimi
aktif hale gecerek uzatacak ve cDNA zincirini olusturmustur. Programin ilk basamaginda
Oligo_dt’ler primer olarak gorev yapmaktadir. PCR programi tamamlaninca PCR tiiplerine
40 pl H,0 ilave edilmistir. Toplamda her PCR tiipii 80 pl RT-PCR iirlinii i¢cermistir. RT

reaksiyon triinleri PCR’da kullanilmak iizere -20°C’ye kaldirilmistir.

Cizelge 3.3. Karisim 2 (HOT MIX)’in bilesenleri ve final konsantrasyonlari

Bilesen Miktar (ul) Final (14 tiip)
MgCl, 8,0 112 pl
10X buffer 4,0 56 ul
AMV rev. Transcriptase 0,2 2,8 ul
RNase-free H,O 7,8 109,2 ul
Toplam 20 280

3.5. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

PCR Takara firmasina ait PCR kitiyle (Katalog numarasi: RRO01A)
gergeklestirilmistir. Reaksiyon bilesenleri Cizelge 3.4’de gosterilmistir. PCR bilesenleri
kullanilarak elde edilen karisimdan her PCR tiipii i¢in 10 pl eklenmistir. 2,5 ul cDNA
iriiniinden her tiip igerisine eklenmistir. Tiim reaksiyonlar, enzimin 3’— 5’ ekzoniikleaz
proofreading aktivesi nedeni ile primer degredasyonuna sebep olmamasi i¢in buz iizerinde
gergeklestirilmistir. PCR uygulamalarinda 11 gene ait primer kullanilmistir. Tuz stresi
uygulanmis sgf2%a, ada?b, sgf29a;ada2b mutantlarinda Ref2, Cor6.6, CorlSa, Cord7,
Cor78, RABI8, RD22, RD29b, GolS, Xerico, Rubisco primerleri kullanilarak bu genlerin
tuz stresi altinda ifadeleri incelenmistir. Bu genlere ait primerlerin baz dizilisleri Cizelge
3.5’de verilmistir.

RT-PCR analizlerinde kontrol olarak Ref2-spesifik primerleri kullanilmigtir. Gen

ekspresyon seviyelerinin ve oranlarinin belirlenmesinde "Gelpro" adli bilgisayar programi
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kullanilmigtir. Oranlar Gen/REF2 seklinde hesaplanarak elde edilmistir ve grafik

olusturulmustur.

Cizelge 3.4. PCR bilesenleri ve konsantrasyonlari

Bilesen Miktar (ul) Final Konsantrasyon(ul)
10X Ex Taq PCR Buffer 1,25 17,5
2,5mM dNTP mix 1,00 14,0
Ex Taq enzyme 0,05 0,70
10pmol/pl reverse primer 0,50 7,00
10pmol/pl forward primer 0,50 7,00
Nuclease-free H,O 6,70 93,8
Toplam hacim 140

Cizelge 3.5. PCR’da kullanilan primerlerin baz dizilisleri

Gene Primer Baz Dizilisi (5° to 37) Uriinlerin Annealing Dongii
Uzunlugu sicaklig1
COR78 KB39 F- gaa tgg tgc gac taa gat gtt tag gaa 280 bg 55°C 28
KB40 R- gta cag att cag tgg gtt tgg tgt aat
RD29b KB41 F- gtg aag atg act atc tcg gtg gtc 350 be 51°C 29
KB194 R- tcc atc cca get ttt gat tc
RABIS KB45 F- atg acg agt acg gaa atc cga tgg 520 be 51°C 30
KB46 R- tat gta tac acg att gtt cga agc
COR47 KB47 F- atg gct gag gag tac aag aac aac gtt 390 be 55°C 25
KB48 R- tct tet tet tet tet cet tet ttt cct
CORG6.6 KB101 F- gct ggc aaa get gag gag aa 104 bg 55°C 28
KB102 R- ttc ccg cct gtt geg cgg
GolS3 KB248 F- gga gtg gtt ggt ctg gct aa 160 be 53°C 29
KB249 R- ttg gtt atc cgg tgg gta aa
CORI5a KB250 F- atg gct tct tct ttc cac agc 170 be 53°C 30
KB251 R- gaa gct ttc ttt gtg gece tc
RD22 KB43 F- gtg gct aag aag aac gca ccg atge 550 be 55°C 32
KB44 R- gtt ttg caa aaa cct ata ata aaa tta gag
XERICO KB366 F- atg ggt cta tca agt ctt cc 470 bg 48 °C 30
KB367 R- gat ggt ctt ctg gca ca

F: forward primer, R:reverse primer
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3.6. Agaroz Jel Elektroforezi

PCR iirlinleri %0,8’lik Agaroz jel (Sigma) elektroforezi ile ayrilmis ve ethidium
bromiir ile ultraviyole transilluminator tablasinda (UV) goriintiilenmistir (Agaroz jel 0,4
ul/100ml Ethidium Bromiir igermektedir). Agaroz 1XTAE tampon igerisinde 120°C’de
eritilmistir. Ardindan, oda sicakligina gelene kadar sogutulan jel katilasmadan hemen 6nce
igerisinde tarak bulunan jel tepsisine dokiilmiistiir. Jel katilastiktan sonra tarak c¢ikartilmis
ve elektroforez tankina yerlestirilmistir. 7 pl her PCR {iriini 6X ylikleme tamponu
(Bromophenol Blue) ile karigtirilarak kuyucuklara yiiklenmistir. 6X tamponunun

hazirlanis1 Ek 2°de verilmistir.

3.6.1. Elektroforezde Kullanilan Tamponlarin Hazirlanmasi

IXTAE tamponu: 20 ml S0XTAE tamponu 980 ml dH,O ile 11’ye tamamlanmuistir.
Ethidium bromide stok ¢ozeltisi: 0,1 g ethidium bromide 10 ml dH,O i¢inde karigtirilarak
¢Ozdiiriilmiis ve 10 mg/ml’lik stok ¢ozelti elde edilmistir. Sisenin etrafi aliiminyum folyo
ile kaplanip karanlikta saklanmaistir.
6X yiikleme tamponu: 12,1 mg tris base (10mM), 223,3 mg EDTA (60 mM) ve 3 mg
bromophenol blue (%0,3), 4 ml DNase RNase free dH,O i¢inde ¢ozdiiriilmiistiir. Ardindan
6ml glycerol (%60) eklenmistir ve 1 mI’lik hacimlere ayrilip -20°C’de saklanmustir.
Jel 100 Volt 95 miliamper akimda 40 dakika boyunca yiiriitiilmiistiir ve yiiriitme islemi

bittikten sonra UV 1s181inda gozlenmis, fotograflar: ¢ekilmistir.

3.7. sgf29a, ada2b, sgf29a;ada2b Tohumlarinmin Fizyolojik Karakterizasyonu

3.7.1. Ws (yabani tip) ve sgf29a, ada2b, sgf29a;ada2b Mutant Tohumlarinin
Petrilere Aktarilmasi

Oncelikle Ws, sgf29a (-/-), ada2b (-/+) ve ¢ift mutant sgf29a (-/-);ada2b(-/+)
tohumlarinin sterilizasyon islemleri yapildiktan sonra %! siikroz igeren Gamborg B5
ortami ile ¢imlendirilmistir. Yabani tip tohumlar i¢in 4 petri kullanilmistir ve her petriye
150 adet yabani tip tohum ekilmistir. sgf29a tohumlar1 i¢in 2 petri kullanilmistir ve ayni
sekilde her petriye 150 adet tohum ekilmistir. ada2b-1 ve sgf29a;ada2b-1 tohumlar igin
ayr1 ayr1 8 petri kullanilmistir ve her petriye 150 adet tohum ekilmistir. Ekimi yapilan

petriler ¢cimlendirilmek {izere (16 saat 151k + 8 saat karanlik), 25+2°C, 28.080 lux floresan

151k siddetine ayarlanmis bitki biiylime odasina yerlestirilmistir.
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5 giinliik siire sonunda gelisen fidecikler farkli tuz konsantrasyonlari (0, 50, 75, 100 mM)
iceren % 0,8 agar ve % 3 siikroz iceren Gamborg B5 ortamina aktarilmistir. Her fidecik
dikkatli bir bicimde kokleri diiz gelecek sekilde ortamlara aktarilmistir. Heterozigot
tohumlar1 icerisinde bulunduran ada2b (-/+) ve ¢ift mutant sgf29a (-/-);ada2b (-/+)
fideciklerinin arasindan, yaprak durumlarina ve kok yapilarina bakilarak homozigot yapida
olanlar se¢ilmeye calisilmigtir. Gamborg B5 ortami bilesenleri Ek 1°de verilmistir. Petri
kaplar1 kalemle cizilerek iki es bolmeye ayrilmistir. Boylece her petrinin bir bélmesi
yabani tip fidecigi igermistir. Her petriye 5 adet yabani tip ve 5 adet ada2b-1, 5 adet
sgf29a, 5 adet sgf29a;ada2b-1 fidecikleri aktarilmistir. Fideciklerin petrilere aktarimi
yapilirken, bitki yapraklarinin agara batmasinin Onlenmesi agisindan, yapraklarin
bulundugu besi ortami kesilerek atilmistir. Boylece, koklerin uygun sartlar altinda
uzamasi saglanmistir.

Her NaCl konsantrasyonu (0, 50, 75, 100 mM) icin ws:sgf29a ws:adalb-1,
ws:sgf29a;ada2b-1 seklinde yabanil tip ve mutant fidecikler yan yana diisecek sekilde
ortamlara aktarilmistir. Her muamale 3 tekrarli olarak uygulanmistir. Toplamda 36 petri
kullanilmistir. Petriler dikey olarak bitki biiylime odasina (22-23°C, 16/8 fotoperiyod)
yerlestirilmistir ve koklerin en alt u¢ kismi isaretlenmistir. K6k uzamasi her giin
gozlenmistir ve bu siireclerin goriintiisii fotograflandirilmistir. 5 giin boyunca, her giin i¢in
koklerin son uzama noktalarina kadar petri yiizeylerine isaret koyulmustur. 5 giiniin
sonunda her petrinin fotografi ¢ekilerek, ImageJ programi ile kdk uzama boylari
Ol¢iilmiistiir. 1.giin, 2.giin, 3.giin ve 4.glin i¢in hesaplanan kdk uzama degerlerinin
toplamdaki bitki i¢in ortalamalari, standart sapmalar1 alinarak, grafikler iizerinde kok

uzama farkliliklar1 analiz edilmistir.
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BOLUM 4
ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4.1. Arastirma Bulgular:

4.1.1. Bitkisel Materyal ile Tlgili Bulgular

Bu calismada, 4. thaliana tirinde SAGA faktor 29 (SGF29A4) ve ADA2b’nin
biyolojik rollerinin incelenmesi i¢in, SALK koleksiyonundan T-DNA ilaveli mutant hatlar
olarak kullanilmistir. SAGA protein kompleksi iiyesi oldugu bilinen sgf29a geninin
molekiiler islevi tam olarak belirlenememistir (Sanders ve ark., 2002; Rodriguez-Novarro
ve ark., 2004). Bu sebeple bu ¢alismada sgf29a geninin mutantlarinda, belirlenen genlerin
ekspresyon analizlerine bakilmistir.
Heterozigot ve homozigot tohumlarin bir arada bulundugu ada2b(-/+) ve sgf29a(-/-);
ada?b(-/+) c¢ift mutant tohumlarmi iceren petriler yatay olarak bitki biiylime odasina
yerlestirilmistir. 10 giin siire sonunda yetisen tohumlar arasinda homozigot goriiniimlii
fidecikler yaprak durumlar ve dikotillerinin durumlarina bakilarak secilmistir ve yeni
petrilere aktarilmistir. Homozigot bitkiciklerin se¢imlerinin ardindan petriler kok
uzamalar i¢in dikey olarak bitki biiylime odasina yerlestirilmistir.
Caligmamizda homozigot yapida olan fidecikler kullanilmistir. Ciinkii homozigot
fidecikler kullanildiginda sgf29a, ada2b-1 ve sgf29a;ada2b-1’in her iki allelide mutant
olacagi i¢in fonksiyonunu yerine getiremeyecek, boylece yabanil tipe goére mutantlarda
nasil bir farklilik olacagi ortaya ¢ikacaktir.
Arabidopsis genomu SGF29’un iki ortologunu sifrelemektedir. Amino asit sekansinda %
91 benzerlik gosteren SGF29a ve SGF29b olarak dizayn edildigi bildirilmistir.

(Vlachonasios ve ark., 2008). Calismamizda sgf29a mutant geni lizerinde durulmustur.

4.1.2. Tuz Stres Uygulamasina Ait Bulgular

Calismada tuz stresi uygulanarak bitkilerde tuz tesvikini saglayan bazi genlerin
mutantlarda farkli saat araliklarinda (0, 3, 12) NaCl uygulamasi sonunda tuz indiikleyici
genlerin mutantlarda ifade olusunun arastirilmasi amaglanmistir.

Yaptigimiz arastirmada tuz stresi uygulamasi i¢in, petrilerden kokleri ile birlikte
yaprakli fidecikler alinmistir. Aliman kontrol, sgf29a, ada2b-1 ve ¢ift mutant
sgf29a;ada2b-1 bitkileri 0, 3 ve 12 saat araliklar1 ile 100 mM NaCl konsantrasyonunda

muamele edilmistir.
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Sonugta 3 saatlik siirede tuz indiiksiyonu (tesviki) belirlenecek, sayet boyle bir
durum s6z konusu ise 3 saatlik siiredeki gen ekspresyon seviyeleri 0 saatlik siiredeki gen
ekspresyon seviyelerinden fazla olacaktir.

Abiyotik stres yanitinin anlagilmasit ve kontrolii ile ilgili olarak pek cok farkl
arastirma grubu ¢aligmalar yapmislardir (Cushman and Bohnert, 2000; Hasegawa ve ark.,
2000; Knight, 2000; Schroeder ve ark., 2001; Serrano and Rodriguez-Navarro, 2001;
Thomashow, 2001; Zhu, 2001b, 2001a).

4.1.3. RT-PCR’da Kullamlmak Uzere Hesaplanmis RNA Konsantrasyonu
Analiz Bulgular:

Bu calismada kullanilan A4. thaliana’da SAGA faktor 29 (sgf29a), ada2b-1 ve gift
mutant olarak elde edilmis sgf29a, ada2b-1 bitkilerinden RNA 6ziitii eldesinden sonra,
RT-PCR analizinde kullanilacak olan RNA konsantrasyonlarmin miktarlar1 "optikal
densitometre" kullanilarak belirlenmistir (Sekil 4.1).

a. Optical Density

Her bir RNA 6rneginin 25 kez dillisyonu:

Yani epondorf tiiplerinde; 20 ul RNA 6rnegi + 480 pl H,0 ( Optical densitometrede 260
nm’de 6lgiilen optikal density)

Her bir RNA 6rneginin konsantrasyonu ise su sekilde hesaplanmaistir;

C=0.D760nm. 40. Diliisyon (seyreltme) faktorii (ng/ml)

C= 0.D260nm. 40. 25= O.D26pnm. 1000 (ng/ml)

C= 0O.Dasonm. 1(png/ pl)
b. RNA o6rneklerinin diliisyonu

CixV=CyxV,

Vo=CxV,/C,
Her bir RNA 6rneginden 10’ar pl alinmigtir. Boylelikle V=10 pl,
Ornegin konsantrasyonu C;, optical denstiy’e gore belirlenmistir. Tiim 6rnekler icin final
(C,) konsantrasyonu ise 0.0025 pg/ pl olmasi istenmistir. (RNA’nin kisa olmasi ¢ok
miktarda c-DNA eldesine sebep olmaktadir) ve buradan

V,=C,.400 (ul) ifadesi bulunmustur.

Boylece her bir RNA 6rneginden alinmis olan 10’ar pl’yi V; final hacmine esitlemek
icin eklememiz gereken "RNAse free H,O" miktar1 bulunmustur (Sekil 4.2). Boylelikle
RNA orneklerinin reverse transkriptaz reaksiyonunda kullanimi igin RNAse-free H,O ile

seyreltilmistir
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Cizelge 4.1. Total RNA konsantrasyonlari

Absorbans

C=0.Dy x 40 x seyreltme

C1xV1=C2xV2

(260nm) faktorii (ng/ml) (seyreltme | C1x 10=0.025x V2
fakt6rii=25) V2-C1400
C=0.Dygonm.1 (pg/pul)
Ws Oh 0,346 0,346x1 (ug/pl) 138,4ul
Ws 3h 0,144 0,144x 1 (ug/nl) | 57,6 pl
Ws 12h 0,258 0,258x 1(ng/pl) 103,21
Sgf29a Oh 0,236 0,236x 1(ng/pl) 94 pl
Se¢f29a 3h 0,285 0,285% 1(ng/nl) 114 pl
Sef29a 12 h 0,158 0,158x1 (ng/nl) 63,2 pl
ada2b-1 Oh 0,202 0,202x1 (pg/pl) 80,8 pl
ada2b-1 3h 0,328 0,328x1 (ng/nl) 131,2 pl
ada2b-1 12 h 0,237 0,237x1 (ng/nl) 94,8 ul
Sef29a/ada2b-1 Oh 0,131 0,131x1 (ng/ul) 52,4 ul
Sef29a/ada2b-1 3h 0,186 0,186x1 (ng/pl) 74,4 pl
Sef29a/ada2b-1 12h 0,133 0,133x1 (pg/pl) 53,2 ul
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Cizelge 4.2. Final Hacime’e gore RT-PCR’da kullanilmis H>O miktarlari

Va(uh) HO(ul) | RNA(ul)
Ws 0Oh 138,4ul 128,4 10
Ws 3h 57,6 ul 47,6 10
Ws 12h 103,2ul 93,3 10
Sgf29a 0Oh 94 ul 84 10
Sgf29a 3h 114 pl 104 10
Sgf29a 12 h 63,2 ul 53 10
AdaZ2b-1 0h 80,8 ul 70,8 10
Ada2b-1 3h 131,2 ul 121,2 10
Ada2b-112h 94,8 ul 84,8 10
Sgf29a/ada2b-10h 52,4 ul 42,4 10
Sgf29a/ada2b-13h 74,4 ul 64,4 10
Sgf29a/ada2b-1 12h 53,2 ul 43,2 10

4.1.4. RT-PCR Analiz Bulgulan

Bu calismada A. thaliana bitkisine ait sgf29a, ada2b-1 ve ¢ift mutant sgf29a; ada2b-
I mutant dokularindan izole edilen RNA’lardan cDNA sentezi gerceklestirilmistir.
cDNA’lar Nucleospin Reverse Transcription kit ile sentezlenmistir. Total RNA
orneklerindeki rRNA’ lar1 elemine etmek icin ozellikle poly- A kuyruklu mRNA’ lara
baglanan oligo-dT primerler tercih edilmistir. Ardindan sgf29a, ada2b-1, sgf29a;ada2b-1
mutant hatlarindan elde edilen ¢cDNA’lar kullanilarak REF2, RD29B, RD22, CORI154,
COR47, COR78, COR6.6, XERICO, RAB18, GOLS3 genleri ile bu genlere ait primerlerle
RT-PCR gerg¢eklestirilmistir. Boylece mutantlarin tuz stresi altinda bu genler iizerinde
ifade oluslar1 degerlendirilmistir. Mutantlarin belirttigimiz genler iizerinde acik¢a ifade
oldugu gozlenmistir. Bu genlere ait bilgi TAIR (The Arabidopsis Information Resource)
web sayfasindan elde edilmistir (http://www.arabidopsis.org) (Cizelge 4. 3).
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Cizelge 4.3. RT-PCR’da primer olarak kullanilmis gen adlar1 ve tanimlari

GEN ADI

GEN TANIMI

REF2

(Reduced Epidermal Fluorescence 2)

Oksin dengesinin saglanmasinda gorev alir.

RD29B

(Responsive to dessication 29B)

Soguk, yiiksek tuz ve kuraklik benzeri su
yoksunluguna karsilik olarak ekspresyonda
uyarilmig proteini gifreler. Yanit absisik asit

yolu ile gergeklesir.

RD22

(Responsive to dessication 22)

ABA tarafindan aracilik yapan kuraklik 22°ye
duyarlidir.

COR154
(Cold Regulated 15A)

Soguk diizenlenmis gen (COR15A) in vivo
kloroplastlarda ve in vitro protoplastlarda
soguk toleransini artirir.

Soguk diizenlenmis gen, amino asit sekansi

COR47 Lo o
(Cold Regulated 47) Grup II Lea proteinleri ile 6zdeslik gosterir.
COR78 Cor78’in 5” bolgesi soguk diizenlenmis gen
(Cold Regulated 78) ifadesini aciklayabilen cis-acting diizenleyici
elementlerini igerir.
CORG6.6 Absisik asit ve soguk tarafindan uyarilabilen

(Cold-Responsive 6.6)

geni sifreler. Soguk iklime alistirma ve tuz
toleransinda gorev almaktadir.

Gen ifadesi tuz ve osmotik stres ile

XERICO indiiklenmistir. ABA metabolizmasi ile
iligkilidir.
RABI8 RABI18 fosfolipid diagliserol pirofosfatin
(Responsive to ABA 18) olusumuna karsilik olarak ifade edilmistir.
GOLS3 A. thaliana galactinol sentetaz 3 transferaz

(Galactinol synthase 3)

aktivitesi ve glikozil grup transferinde gorev
alir. Kok ve hipokotilde ifade olmustur.
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Sekil 4.1. Dongii sayis1 32 olan REF2 geni PCR sonucu.
(a: ws, b: sgf29a, c: ada?b, d: sgf29a; ada2b-1)

REF2 geni i¢in gen ekspresyon diizeyi sgf29a, ada2b-1 ve sgf29a;adalb-1
mutantlarinda sabit oldugundan kontrol olarak kullamilmistir (Sekil 4.1). REF2
(At4G26410) spesifik primerleri RT-PCR analizlerinde kullanilmigtir. REF2 geni 81 baz

cifti olarak belirlenmistir.

A B ,
18
o 16
E 14
8 12 ——Ws
RD298 ) 3 T

T D e e é 08 sgf29a/ adazb
0 31axz20 312035 12 S0
x 04
a b c o 02
0

Sekil 4.2. Dongii says1 28 olan RD29B geni PCR sonucu.

(A) NaCl muamelesinden sonra Ws (a) ve sgf29a (b), ada2b-1 (c), sgf29a,;ada2b-1 (d)
mutantlarinda RD29B geninin ifadesi
(B) RD29B gen ifadesine ait nicel degerler Gelpro32 programi ile hesaplanarak

olusturulmustur.

NaCl muamalesi altinda, RD29B geninde hem yabani tip hem de sgf29a, ada2b-1,
sgf29a;ada2b-1 mutant fidecikleri ifade olmustur (Sekil 4.2). RD29B geninin
ekspresyonunda, tuz stresine maruz birakilmayan sgf29a mutantinda yabanil tipe kiyasla
ifadenin fazla degismedigi goriilmiistiir. Tuz stresine maruz birakilmayan ada2b-1
mutantinda ise yabanil tipe gore gen ifadesinde 5 kat azalma gdzlenmistir. Ayni sekilde

tuz stresine maruz birakilmayan sgf2%a;ada2b-1 ¢ift mutantinda, ada2b-I mutantina
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benzer sekilde gen ifadesinin yabani tipe kiyasla yaklasik olarak 5 kat azaldigi
gozlenmistir. Tuz stresinin 3. saatinde, sgf29a mutantinda, yabani tipe kiyasla RD29B gen
ifadesinin yaklasik olarak 1,5 kat azaldig1 gozlenmistir. Ayni sekilde ada2b-1 mutantinda
ise yabani tipe gore gen ifadesinin yaklasik 2 kat azaldigi goriilmiistiir. Fakat PCR jel
goriintiisiine bakildiginda ada2b-1 mutantinda tuz stresinin 3. saatinde yabani tipe kiyasla
ifadenin daha diisiik oldugu goriilmiistiir. sgf29a,;ada2b-1 mutantinda ise yabani tip bitkiye
gore gen ifadesinin yaklasik olarak 9 kat azaldig1 gozlenmistir. Tuz stresinin 12. saatinde
sgf29a mutantinda yabani tipe gore gen ifadesinin 2 kat azaldig belirtilmistir. ada2b-1
mutantinda ise yabani tipe gore gen ifadesinin diismeye devam ettigi gézlenmistir. Tuz
stresinin 12. saatinde sgf29a;ada2b-1 ¢ift mutantinda ise yabanil tipe gore gen ifadesinin
yaklagsik olarak 17 kat azaldig1 grafikte gézlenmistir.

Tuz stresinin 3. saatinde genin daha iyi ifade oldugunu géz oniinde bulundurarak, 3.
saatte RD29B geninin sgf29a mutantinda yabanil tip bitkiye kiyasla hemen hemen ayni
seviyede ifadeye sahip oldugu goézlenirken, RD29B geni ada2b-1 mutantinda yabanil tip
bitkiye kiyasla daha diisiik ifade oldugu belirlenmistir.

Sonu¢ olarak tuz stresi altinda, ada2b-I mutantinin RD29b  geninin
transkripsiyonunda pozitif diizenleyici role sahip oldugu diisiiniilmistiir. Ayn1 zamanda
genin yabani tip bitkiye gore sgf29a,;ada2b-1 ¢ift mutantinda, ada2b-1 mutantina kiyasla
cok daha diistik ifade oldugu gézlenmistir.

——Ws
—=—SqR%

ada2b

sgf29a / ada2b

RD22 &

P32 0312 032 0 312 saar

Ps ] € d

Sekil 4.3. Dongii sayis1 30 olan RD22 geni PCR sonucu.

(A) NaCl muamelesinden sonra Ws (a) ve sgf29a (b), ada2b-1 (c), sgf29a;ada2b-1 (d)
mutantlarinda RD22 geninin ifadesi.
(B)RD22 gen ifadesine ait nicel degerler Gelpro32 programi ile hesaplanarak

olusturulmustur.
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Sekil 4.3” de goriildiigii gibi, RD22 geninin NaCl uygulamasinin 3. saatinde ada2b-1
mutantinda belirgin sekilde ifade olmadigi gozlenmistir. Ayni sekilde tuz stresi
uygulanmamis sgf29a;ada?b-1 ¢ift mutantinda da genin ifade olmadigi goriilmiistiir.
sgf29a mutantinda yabani tipe kiyasla genin yiiksek ifade oldugu gozlenmistir. ada2b- 1
mutantinda ise yabani tipe kiyasla 5 kat fazla ifade oldugu gozlenmistir. Cift mutant
sgf29a;ada2b-1'de ise genin ifade olmadig1 gozlenmistir. RD22 geninin ekspresyonunda,
tuz stresinin 3. saatinde sgf29a mutantinda yabani tip bitkiye kiyasla ayni seviyede ifade
oldugu gozlenmistir. sgf29a,;ada2b-1 ¢ift mutantinda ise yabani tipe kiyasla diigiik ifadeye
sahip oldugu goézlenmistir. Tuz stresinin 12. saatinde ise genin ifadesine bakildiginda,
sgf29a ve ada2b-1 mutantinda yabani tipe kiyasla gen ifadesinin azaldigi gézlenmistir.
sgf29a;ada2b-1 ¢ift mutantinda ise yabani tipe kiyasla RD22 geninin yiiksek seviyede
ifade oldugu gozlenmistir.

Tuz tesvikinin saglandigi 3. saatte, yapilan degerlendirmelere gére RD22 geninin
ifadesinde mutantlarin rolii olmadig1 distiniilmiistiir. sgf29a;ada2b-1 ¢ift mutantinda
yabani tipe gore genin ifadesi azalmistir. Fakat tuz stresinin 12.saatinde yabani tip bitkiye

gore gen ifadesi artis gostermistir.

~

o

o

——Ws
—8—Sgf29a

ada2b

sgf29a / ada2b
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Sekil 4.4. Dongii sayis1 30 olan COR154 geni PCR sonucu.

(A) NaCl muamelesinden sonra Ws (a) ve sgf29a (b), ada2b-1 (c), sgf29a;ada2b-1 (d)
mutantlarinda COR15A4 geninin ifadesi
(B) CORI5A gen ifadesine ait nicel degerler Gelpro32 programi ile hesaplanarak

olusturulmustur
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Sekil 4.4.°de gorildigi gibi, CORI5a gen ifadesinin, tuz stresine maruz birakilmayan
sgf29a ve ¢ift mutant sgf29a,;ada2b-1 mutantinda yabani tipe kiyasla yaklasik iki kat fazla
oldugu gozlenmistir. ada2b-1 mutantinda ise yabani tipe kiyasla gen ifadesinin diistiigii
gbzlenmistir. Tuz stresinin 3. saatinde, COR15a gen ifadesinin sgf29a mutantinda yabani
tip bitki ile ayn1 seviyede oldugu gozlenmistir. ada2b-1 mutantinda ise yabani tip bitkiye
kiyasla gen ifadesinin 2 kat azaldigi gozlenmistir. Bununla birlikte sgf29a;ada2b-1 ¢ift
mutantinda yabani tipe kiyasla gen ifadesinin 1,5 kat azaldig1 gézlenmistir. Tuz stresinin
12. saatinde sgf29a mutantinda yabani tipe gore gen ifadesinin 1,5 kat azaldigi
gozlenirken, ada2b-1 mutantinda yabani tipe gore gen ifadesinin yaklasik 9 kat azaldig
gozlenmistir. sgf29a;ada2b-1 ¢ift mutantinda ise gen ifadesinin yabani tip bitkiye kiyasla 3
kat azaldig1 goézlenmistir.

Corl5a geninin ekspresyonunda, tuz stresinin 3. saatinde en diisiik ifade seviyesinin
ada2b-1 mutantinda oldugu gézlenmistir. Bu durumda ada2b-1 mutantinin Corl5a geninin

transkripsiyonunda pozitif diizenleyici role sahip oldugu diistiniilmiistir.

N
3,

N

——Ws

3

—a—5gf29a
ada2b-1
sgf29a;ada2b-1

b
0 3 20 % 42 0 342 0 3 1] saar
i ] e d

CORA47/ Atdg6410
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Sekil 4.5. Dongii sayis1 25 olan COR47 geni PCR sonucu.

(A) NaCl muamelesinden sonra Ws (a) ve sgf29a (b), ada2b-1 (c), sgf29a,;ada2b-1 (d)

mutantlarinda COR47 geninin ifadesi

(B) COR47 gen ifadesine ait nicel degerler Gelpro32 programi ile hesaplanarak
olusturulmustur.

Sekil 4.5 da gorildiigi gibi, mutantlarda COR47 geninin ifade oldugu gozlenmistir.
COR47 geninin ifadesine bakildiginda, yabani tipe kiyasla tuz stresinin 3. saatinden
itibaren sgf29a, ada2b-I mutantlarinda devamlilik gOsteren azalma veya artma
gozlenmemistir. Sonug olarak COR47 geninin sgf29a, ada2b-1 mutant genleri tarafindan

diizenlenmedigi diistiniilmiistiir.
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Sekil 4.6. Dongii sayis1 28 olan COR78 geni PCR sonucu.

(A) NaCl muamelesinden sonra Ws (a) ve sgf29%a (b), ada2b-1 (c), sgf29a;ada2b-1 (d)
mutantlarinda COR78 geninin ifadesi
(B) COR78 gen ifadesine ait nicel degerler Gelpro32 programi ile hesaplanarak
olusturulmustur

Sekil 4.6’de gosterildigi gibi COR78 geninin ifadesinde, tuz stresinin 3. saatinden
sonra ada2b-1 mutantinda yabani tipe kiyasla ifadenin yaklasik 2 kat arttig1 gézlenmistir.
Tuz stresinin 12. saatinden sonra ise ada2b-1 mutantinda gen ifadesinin diistigl
gozlenmistir. sgf29a mutantinda ise yabani tipe kiyasla gen ifadesinin degismedigi
gozlenmistir. Yabani tipe kiyasla mutantlarda tuz stresinin 3. saatinden itibaren, gen
ifadesinde devamlilik gdsteren bir azalma veya artma gergeklesmediginden, COR78
geninin  sgf29a, ada2b-1, sgf29a;ada?b-1 mutantlar1 tarafindan diizenlenmedigi

distintilmiistiir.
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Sekil 4.7. Dongii sayis1 30 olan COR6.6 geni PCR sonucu.
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(A) NaCl muamelesinden sonra Ws (a) ve sgf29%a (b), ada2b-1 (c), sgf29a;ada2b-1 (d)
mutantlarinda COR6.6 geninin ifadesi
(B) COR6.6 gen ifadesine ait nicel degerler Gelpro32 programi ile hesaplanarak

olusturulmustur
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Sekil 4.8. Dongii sayis1 30 olan XERICO geni PCR sonucu.

(A) NaCl muamelesinden sonra Ws (a) ve sgf2%a (b), ada2b-1 (¢), sgf29a;ada2b-1 (d)
mutantlarinda XERICO geninin ifadesi.
B) XERICO gen ifadesine ait nicel degerler Gelpro32 programi ile hesaplanarak

olusturulmustur.

Sekil 4.8’da goriildiigii gibi sgf29a mutantinda yabani tip bitkiye kiyasla tuz stresinin
3. saatinden sonra gen ifadesi azalmaya baslamistir. Fakat tuz stresinin 12. saatinden sonra
sgf29a mutant1 ile yabani tip bitkinin gen ifade seviyesinin hemen hemen benzer oldugu
gozlenmistir. XERICO gen ifadesi ada2b-1 mutantinda tuz stresinin 3. saatinden sonra
yabani tipe gore artig gostermistir. Tuz stresinin 12. saatinden sonra ise gen ifadesi artmaya
devam etmistir. Tuz stresinin 3. saatinden sonra sgf29a;ada2b-1 ¢ift mutantinda gen
ekspresyon seviyesi yabani tipe gore 2 kat fazladir. Tuz stresinin 12. saatinden sonra ise
gen ekspresyon seviyesi ayni sekilde yabani tip bitkiden fazla olup, ada2b-1 mutantindan
diisiik ifade seviyesine sahip oldugu go6zlenmistir. Diger gen ekspresyonlar1 ile
karsilagtirildiginda yalnmizca COR154 ifade seviyesinin tuz stresinin 3. saatinden sonra ve
12. saatinden sonra ada2b-I mutantinda yabani tipe kiyasla daha fazla oldugu

gozlenmistir.
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Sekil 4.9. Dongii sayis1 30 olan RAB18 geni PCR sonucu.

(A) NaCl muamelesinden sonra Ws (a) ve sgf2%a (b), ada2b-1 (c), sgf29a;ada2b-1 (d)
mutantlarinda RAB18 geninin ifadesi.
B) RABI8 gen ifadesine ait nicel degerler Gelpro32 programi ile hesaplanarak

olusturulmustur.

Sekil 4.9°da RAB18 geninin ifade seviyesinin tuz stresinin 3. saatinden sonra yabani
tip bitkiye kiyasla ada2b-1 mutantinda azaldig1 gozlenmistir. sgf29a;ada2b-1 mutantinda
ise gen ifade seviyesinin ada2b-1 mutantindan daha diisiik oldugu ortaya ¢ikmistir. Ayni
durum RD29B geninin ekspresyonunda da gozlenmistir. Tuz stresinin 3. saatinden sonra
sgf29a mutantinda yabani tip bitkiden daha yliksek gen ifadesi gerceklesirken, tuz stresinin
12. saatinden sonra sgf29a mutantinda gen ifade seviyesinin yabani tip bitki ile benzer
oldugu gozlenmistir.

Tuz stresinin 3. saatinden sonra ada2b-1 mutantinda gen ifadesinin azaldigi

gozlenmistir. Benzer sonu¢ RD29B ve COR15A gen ifadesindede gézlenmistir.
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Sekil 4.10. Dongii sayis1 29 olan GOLS3 geni PCR sonucu.
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(A) NaCl muamelesinden sonra Ws (a) ve sgf2%a (b), ada2b-1 (c), sgf29a;ada2b-1 (d)
mutantlarinda GOLS3 geninin ifadesi.

(B) GOLS3 gen ifadesine ait nicel degerler Gelpro32 programi ile hesaplanarak
olusturulmustur.

Sekil 4.10°da goriildiigii gibi tuz stresine maruz birakilmayan sgf29a mutantinda
yabani tipe gore gen ifadesinin fazla oldugu gozlenmistir. Tuz stresinin 3. saatinden sonra
ise yabani tipe kiyasla, sgf29a mutantinda GOLS3 gen ifadesinin azaldig1 gozlenmistir.
Gols3 geninin ada2b-1 mutantinda ifade olmadigi goézlenmistir. Tuz stresine maruz
birakilmayan sgf29a;ada2b-1 ¢ift mutantinda ise genin ifade olmadig1r gozlenirken, tuz
stresinin 3. saatinden sonra ¢ift mutantda yabani tipe gore gen ifadesinin azaldigi
gozlenmistir. Dongii sayisinin 27’ ye diisiiriilerek PCR sonucunun degerlendirilmesi

gerektigi diisliniilm{istiir.

4.1.5. Fizyolojik Karakterizasyon Bulgulari

Farkli konsantrasyonlarda (OmM, 50mM, 75mM, 100mM) uygulanan NaCl
muamalesi ile yabanil tip, sgf29a, ada2b-1 ve sgf29a;ada2b-1 mutantlarinda kok uzama
farkliliklar1 tespit edilmistir. Her NaCl konsantrasyonu 3 tekrarli gerceklestirilmistir.
Mutantlarin kok boylar1 yabanil tip bitki ile karsilastirilmistir ve 4 giinliik siire sonunda her
giin i¢in her fidecigin kok uzama boylar1 Image] programi ile Olciilerek degerler

bulunmustur ve ortalamalar1 ve standart hatalar1 hesaplanmustir.
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Sekil 4.11. Farkli NaCl konsantrasyonlarinda yabanil tip ve sgf29a mutant bitkilerinde kok

uzama farkliliklar:
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Sekil 4.12. Farkli NaCl konsantrasyonlarinda yabani tip ve ada2b-1 mutant bitkilerinde

kok uzama farklari
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Sekil 4.13. Farkli NaCl konsantrasyonlarinda yabani tip ve sgf29a;ada2b-1 mutant
bitkilerinde kdk uzama farkliliklar.

Kok gelisim analizleri ile transkripsiyonel koaktivator mutantlarin tuz toleransi
incelenmistir. Farkli NaCl konsantrasyonlarina maruz birakilmis mutantlarin 1. giiniin
sonunda elde edilen kok uzama degerlerine ait grafik Sekil 4.15’de verilmistir. Elde edilen
her bir veri 3 tekrarin ortalamasi olarak verilmistir ve standart hata hesaplanmistir (Cizelge
4.4). 1. glniin sonunda sgf29a kok uzamasmin 0 mM, 50 mM ve 75 mM NaCl

konsantrasyonlarinda yabani tip bitkiye gore daha fazla direng gosterdigi gézlenmistir.
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Sekil 4.14. Transkripsiyonel koaktivatdr mutantlarin 1.glinlin sonunda tuz stresine yaniti.

Cizelge 4.4. Farkli NaCl konsantrasyonlarinda gelisen Ws, s2f29a, adalb-1,

sgf29a;ada2b-1 mutant bitkilerinin 1.giinlin sonunda elde edilen kok uzunluklari

Ws sgf29a ada2b-1 sgf29a ; ada2b-1
0 mM 6,43+0,16 6,86+0,31 2,61+0,15 1,56+0,09
50 mM 5,15+0,13 5,98+0,37 2,14+0,16 1,45+0,07
75 mM 4,17+0,13 4,61+0,35 1,75+0,08 1,53+0,09
100 mM  2,76+0,13 2,49+0,16 1,61+£0,06 1,67+0,13

Cizelgedeki her bir veri {i¢ tekrarin ortalamasi + standart hata olarak verilmistir.

Artan NaCl konsantrasyonlarina gore degerlendirildiginde 2. giinlin sonunda sgf29%a
mutantinin kok boyu uzamasinin yabani tip bitkiye gore daha yavas azaldig1 gézlenmistir.
50 mM NaCl konsantrasyonu uygulanmis ada2b-1 bitkisinin kdk uzamasinda azalma
gerceklesmistir. sgf29a,;ada2b-1 mutantinda ise 50 mM NaCl uygulamasina karsin kok
uzamasinda artis gozlenmistir. Farkli NaCl konsantrasyonlarina maruz birakilan mutant

bitkilerin tuza toleranslarin1 anlamak amaciyla kok gelisim degerleri incelenmistir (Sekil
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4.16). 0 mM, 50 mM, 75 mM ve 100 mM NaCl konsantrasyonlarinda yabani tip bitki ve
sgf29a, ada2b-1 ve sgf29a;ada2b-1 mutantlarinin 2. giiniin sonunda kok uzunluklarina ait

ortalama degerleri Cizelge 4.5°de verilmistir.

2. giin
20
3
£ 15 - mws
2 m sgf29a
£ 10 ?
s 0O ada2b-1
3 5 “'_’,‘ 0O sgf29a;ada2b-1
Hel
X
0 |
OmM 50mM 75mM 100mM
NaCl Konsantrasyonu

Sekil 4.15. Transkripsiyonel koaktivator mutantlarin 2. gliniin sonunda tuz stresine yaniti.

Cizelge 4.5. Farkli NaCl konsantrasyonlarinda gelisen Ws, sgf29%a, ada2b-1,

sgf29a,ada2b-1 mutant bitkilerinin 2. giiniin sonunda elde edilen kok uzunluklari

Ws sgf29a ada2b-1 sgf29a ;ada2b-1
0 mM 15,34+0,26 16,73+£0,45 4,82+0,22 2,94+0,13
50 mM 12,89+0,22 14,09+0,63 3,93+0,25 2,98+0,14
75 mM 4,17+0,13 11,96+0,65 2,88+0,12 2,83+0,14
100 mM 2,76+0,13 5,48+0,37 2,91+0,11 2,49+0,13

Cizelgedeki her bir veri li¢ tekrarin ortalamasi + standart hata olarak verilmistir.

Farklt konsantrasyonlarda NaCl wuygulanan sgf29a, ada2b-1, sgf29a;ada2b-1
mutantlarinda kok uzamasi yabani tip bitki ile karsilastirildiginda 3. giliniin sonunda sgf29a
mutantinin tuz stresine karsi direng gosterdigi goézlenmistir. Bu durum 100 mM NaCl
konsantrasyonunda degisklik gostermistir. 50 mM, 75 mM NaCl konsantrasyonu dikkate

alindiginda sgf29a mutantinin tuz stresine direngli oldugu sonucu ortaya ¢ikmistir. Bu
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durum Sekil 4.17°de gosterilmistir. Her mutantin farkli konsantrasyonlarda kok
uzunluklarinin ortalamasi ve standart hata degerleri Cizelge 4.6’da verilmistir. Her bir veri
3 tekrarin ortalamasi seklindedir. ada2b-1 mutantina dikkat edildiginde 50 mM NaCl
konsantrasyonu uygulandiginda kok uzamasinda azalma gozlenmistir. Bu durum 75 mM
ve 100 mM NaCl konsantrasyonundada devam etmistir. sgf29a,;ada2b-1 mutantinda artan

NaCl konsantrasyonlarina oranla kok uzamasinda fazla miktarda azalma gézlenmemistir.

3.glin

30
T 25 1
% 20 1| o ws
@ m sgf29a
£ 15 g
« 0O ada2b-1
5 10 |
3 0O sgf29a;ada2b-1
g s

0 ]

OmM 50mM 75mM 100mM

NaCl Konsantrasyonu

Sekil 4.16. Transkripsiyonel koaktivator mutantlarin 3. gliniin sonunda tuz stresine yaniti.

Cizelge 4.6. Farkli NaCl konsantrasyonlarinda gelisen Ws, ada2b-1,

sgf29a,

sgf29a;ada2b- 1 mutant bitkilerinin 3. giliniin sonunda elde edilen kdk uzunluklari

Ws sgf29a ada2b-1 sgf29a; ada2b-1
0 mM 25,19+0,52 27,15+0,68 7,05+0,28 4,47+0,21
50 mM 22,05+0,30 22,17+0,93 5,68+0,28 4,37+£0,21
75 mM 18,24+0,31 19,96+0,98 4,73+0,24 4,21+0,14
100 Mm 10,73+0,26 10,01+0,74 4,3+0,14 3,68+0,14

Cizelgedeki her bir veri {i¢ tekrarin ortalamasi + standart hata olarak verilmistir.

39



BOLUM -4 ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA Oznur TANRIVERDI

Sekil 4.18’de goriildigii gibi sgf29a kok gelisimi yabani tip bitkiye kiyasla tuz
stresine daha fazla diren¢ gostermistir. 50 mM NaCl konsantrasyonunda belirgin olarak
ada2b-1 mutantinin tuz stresine hassas oldugu gozlenmistir. sgf29a;ada2b-1 c¢ift
mutantinin ise tuz stresine karsi ada2b-I mutantindan daha az hassaslik gosterdigi
gozlenmistir. Farkli konsantrasyonlarda (0 mM, 50 mM, 75 mM, 100 mM) uygulanan
NaCl uygulamasi ile yabanil tip, sgf29a, ada2b-1 ve sgf29a;ada2b-1 mutantlarinda kok
uzama farkliliklar tespit edilmistir (Sekil 4.18). Kok gelisimine ait ortalama degerler ve

standart hata degerleri Cizelge 4.7’ de verilmistir

4.gun

40
35

30 +— O ws
25 +—

| sgf29a
20
15 | O ada2b-1
10 1 O sgf29a;ada2b-1

Kok Uzamasi (mm)

OmM 50mM 75mM 100mM

NaCl Konsantrasyonu

Sekil 4.17. Transkripsiyonel koaktivatorlerin 4. giiniin sonunda tuz stresine yaniti.

Cizelge 4.7. Farkli NaCl konsantrasyonlarinda gelisen Ws, s2f29a, adalb-1,

sgf29a,ada2b-1 mutant bitkilerinin 4. giiniin sonunda elde edilen kok uzunluklari

Ws Sgf29a ada2b-1 sgf29a; ada2b-1
0 mM 33,11+0,69 35,6=1,27 10,15+0,43 6,57+0,27
50 mM 31,54+0,41 31,57+1,38 7,45+0,37 5,96+0,23
75 mM 26,95+0,43 27,07+£1,36 6,47+0,28 5,60+0,22
100 mM 16,07+0,32 15,33+1,1 5,71+£0,20 4,88+0,18

Cizelgedeki her bir veri {i¢ tekrarin ortalamasi + standart hata olarak verilmistir
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4.2. Tartisma

Bitki tuz toleransi c¢alismalari ile A. thaliana genetigi uygulamalart bitkilerde yeni
tolerans mekanizmalarininin ortaya ¢ikmasina 1sik tutmaktadir (Hasegewa ve ark., 1994).
Bu bilgi dogrultusunda ¢alismamizda kok gelisim analizlerinde transkripsiyonel
aktivatorlerin tuz toleranslarina iliskin verileri incelenmistir. 4. giiniin sonunda farkl
konsantrasyonlarda (0 mM, 50 mM, 75 mM, 100 mM) NaCl iceren kok biiylime
ortamlarinda test edilen sgf29a, adalb-1 ve sgf29a;ada2b-1 bitkileri yabani form ile
karsilastirildiginda, ada2b-1 mutant bitkisinin tuz stresine hassas oldugu acikca
gozlenmistir. Calismamiza paralel olarak, Hark ve ark. (2009) Arabidopsis cinsine ait
bitkide, 4DA2B geninin mutasyonlarmin NaCl ve ABA stresine karst hassasiyet
gosterdigini ve pleitropik gelisimsel kusurlar gosterdigini bildirmislerdir.

SGF29 geni Okaryatik organizmalarda GCN5 kompleksinin yeni bileseni olarak
belirlenmistir.

Vlachonasios ve ark. (2008), tarafindan A. thaliana tirinde SAGA faktor 29
(SGF29) mutasyonlarinin molekiiler karakterizasyonu calisilmistir. Homozigot SGF29a
bitkilerinin RT-PCR analizi ile tam boy SGF29a transkriptinin varligini dogrularken,
sgf29b  transkriptinin  azalan miktarinin  sgf29h mutantlarinda  gézlemlendigini
belirtmislerdir. SGF29b bitkileri yabanil tip bitkilerden ayirt edilememesine karsin, sgf29a
bitkilerinin kisa giinde ge¢ ciceklenme, daha az ve daha kiigiik rozet yapraklar gosterdigini
bildirmiglerdir. Ayrica ¢alismada sgf29a mutantlarinin tohum ¢imlenmesi ve kok gelisim
analizlerinde direngli oldugunu belirtmiglerdir. Bu sebeple SGF29a’nin tuz stresine yanit
ve kisa gilinde ¢igeklenme zamaninin diizenlenmesini kapsayabilecegini diisiinmiislerdir.
Vlachonasios ve ark., 2008 tarafindan yapilan ¢alismaya paralel olarak arastirmamizda kok
gelisim analizlerinde, S0mM ve 75mM NaCl konsantrasyonlarinda, sgf2%a bitkisinin
yabanil tip bitkilerden daha diren¢li oldugu gozlenmistir. Cift mutant sgf29a,;ada2b-1
bitkisinin ise kok gelisim analizlerinde ise ada2b-1’den daha az hassashik gosterdigi
belirlenmistir.

Literatiir incelendiginde sgf29a ve adalb-1 geni ile yaptigimiz arastirmaya paralel bir
caligmaya rastlanmamuistir. Ayrica sgf29a geninin molekiiler islevi heniiz tam olarak
bilinmemektedir. Bu sebeple ¢alismamizda sgf29a mutant geninin A.thaliana bitkisinde
stres mekanizmasinda gorev alan bagka genlerle olan iliskisi belirlenmeye ¢alisilmistir.

Staswick ve ark. (1998), spesifik bitki hormonlarima yanit da mutant bitkilerin

kullanilmasiin hormon islevi analizi i¢in 1yi bir firsat olabilecegi iizerinde durmuslardir.
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Bu durum caligmamizda tuz stresine bagli olarak mutant bitkilerle ¢alisilma amaciyla
paralellik gostermistir.

Qiang ve ark. (2000) A. thaliana bitkisinde DREBIA transkripsiyon faktorii ile
calismiglardir. DREB1A transkripsiyon faktoriiniin stres kosullar1 altinda RD29A, COR6.6
ve COR15A genlerinin ifadesini artirdigini belirtmislerdir. Ayrica rd29A geninin promotdr
bolgesinde nem, soguk stresi ve yiiksek tuz stresi gibi ¢evresel stresleri yanitlari igerisine
alan DRE-sis acting elementlerini belirlemislerdir. Calismamizda da RD29B gen ifadesinin
ve CORI15A gen ifadesinin yabanil tip bitki ile karsilastirildiginda, ada2b mutantinda
azaldig1 gozlenmistir. Bu durumda ada2b geninin RD29B ve CORI5A4 gen ifadesinde
pozitif diizenleyici etkiye sahip oldugu diisliniilmiistiir. DREB transkripsiyon faktdriiniin
DRE elementini iceren hedef genlerin ifadesini aktive edebildigi bilgisi ¢alismamiz ile
paralellik gostermistir. Bu durum ada2b geninin DRE-elementi ile iliskili olabilecegini

distindirmiistiir.
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BOLUM 5
SONUC VE ONERILER

Bu c¢alisma A. thaliana (L.) Heynh tiiriinde transkripsiyonel ko-aktivatér olan

SGF29a ve ADAZ2B genlerinin tuz stresi altinda rollerini incelemek amaci ile yapilmistir.
RT-PCR analizi ile belirledigimiz birkag stres yanit geninin primerleri kullanilarak yabani
tip, sgf29a, ada2b-1 ve sgf29a;ada?b-1 mutantlarinda bu genlerin ifadeleri
karsilastirilmistir. Ek olarak mutant sgf29a, ada2b-1 ve sgf29a;ada2b-1’in tuz stresine olan
tepkisi farkli konsantrasyonlarda NaCl igeren kok biiyiime ortaminda test edilerek sonuglar
yabani form olan kontrol bitkileri ile karsilagtirilmisgtir.
50 mM NaCl igeren kok biiyiime ortamina bakildiginda, ada2b-1 bitkisinin tuz stresine
hassas oldugu bitkilerin kok uzunluklarina ait ortalama degerleri ile desteklenerek ortaya
konmustur. Ayrica kok gelisim analizlerinde 50 mM, 75 mM tuz stresi altinda (100 mM
hari¢), sg29a-1 mutantinin yabani tip bitkilere kiyasla daha fazla diren¢ gosterdigi
gozlenmistir. Ayrica ¢ift mutant sgf29a,;ada2b-1 bitkisinin tuz stresine ada2b-1’den daha
az hassaslik gosterdigi gosterilmistir.

PCR sonuglarinda ise RD29B, COR154 ve RABI8 genlerinin ifadeleri tuz stresinin 3.
saatinden itibaren transkripsiyon ko-aktivatorii olarak bilinen ada2b-I mutantinda
azalmistir. Sonug olarak ada2b-1 mutantinin bu genler {lizerinde bir role sahip oldugu ve
pozitif diizenleyici olarak gérev aldig1 diisiiniilmiistiir. XERICO gen ifadesi ise ada2b-1
mutantinda tuz stresinin 3. saatinden itibaren artis gdstermistir. Ilging olarak, RABI8 ve
RD29B genlerinin ekspresyon diizeylerinin ¢ift mutant sgf29a;ada2b-1 mutantinda, ada2b-
I mutantindan daha diislik oldugu gozlenmistir. Ayrica ¢ift mutant sgf29a,;ada2b-1 (-/+)
hattinda kisa stamenler, kiiciik silikua ve artan ¢igeklenme miktar1 gozlenmistir (Sekil ile
gosterilmemistir). Bu dogrultuda 4DA2B geninin SGF29A4 geninin iglevini gerektirdigi
sonucunu akla getirmistir.

Sonug olarak ADA2B’nin abiyotik strese yanit da gen ifadesinde 6nemli bir role
sahip oldugu tespit edilmistir. Ayrica ADA2B’nin COR genlerinin promotdrlerinde H3 Ha
asetilasyon diizeylerinin konrolii vasitast ile tuz indiikleyici bu genlerin pozitif
diizenleyicisi olarak haraket ettigi sonucu elde edilmistir.

SGF294 geni ile ilgili bilginin yetersiz olmas1 sebebiyle, RT-PCR teknigi yerine real
time PCR tekniginin kullanilarak zamandan kazanilmasi1 ve mikroarray analizleri, blotlama

teknikleri ile daha giivenilir sonuglara gidilmesi onerilebilir.
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EKLER

Ek.1. Gamborg B5 ortaminin Hazirlanmasi

Kimyasal Almman Miktar
Gamborg B5 32¢
Siikroz 10,0 g
ddH,O 900 ml
Phyto agar 80¢g

Ek 5. Elektroforezde kullanilan 6X yiikleme tamponunun hazirlanmasi

Kimyasal Alman miktar Son derisim Tamponun son hacmi
Tris baz 12,1 mg 10 mM
EDTA 223,3 mg 60 mM
Bromophenol blue 3,0 mg
(%0,3’1ik)
Nikleaz free dH,O 4,0 ml
Gliserol (%60°’11k) 6,0 ml

10 ml
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