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PAMUKTA YUKSEK SICAKLIK STRESI ILE iLiSKiLi GENLERIN
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Ufuk DEMIREL
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Tarla Bitkileri Anabilim Dal

Damisman : Prof. Dr. Mehmet Atilla GUR
Yil: 2008, Sayfa: 150

Bitkilerin abiyotik strese karsi goOsterdikleri tepkinin genetik, fizyolojik ve biyokimyasal
mekanizmalarin1 giderek daha iyi anlamamiz, abiyotik stres kosullarina daha iyi uyum saglayacak
bitkiler gelistirmemizi kolaylastiracaktir. Pamugun sicaklik stresine karsi molekiiler diizeydeki
tepkisiyle iliskili sinirli bilgi nedeni ile bu ¢aligmada, orta ve yiiksek sicaklik stresi kosullarinda
pamukta sicaklikla iligkili bir kistm genleri tespit etmek ve anlatim diizeyleri hakkinda fikir sahibi
olmak amaglanmistir. Bugiine kadar stresle iligkili oldugu tespit edilen genlerin ¢ogu, molekiiler
genetikte model bitki olarak kullanilan Arabidopsis thaliana’da bulunmustur. Fakat 6nemli bir tarim
bitkisi olan pamugun, sicaklik stresi kosullarinda molekiiler diizeyde gen anlattminin nasil
diizenlendigi hakkinda yetersiz bilgi bulunmaktadir. Bu calisma, sicaklik stresi kosullarinda pamukta
(Gossypium hirsutum L.) farkli anlatim yapan bir kisim genlerin belirlenmesi ve belirlenen genlerin
sicaklik stresi kosullarinda anlatimlarimin kismen anlagilmasi amaciyla yiirtitilmiistir. Bu amag
dogrultusunda pamuklar iklim kontrollii bitki yetistirme dolabinda ortalama 28 °C sicaklik ve 14 saat
aydinlik, 10 saat karanlik dongiide yetistirilmistir. 77 giinliik pamuklara 38 °C ve 45 °C sicaklik stresi
uygulanmis ve farklilik gosterim teknigi kullanarak stres uygulanan bitkiler, kontrol bitkileri ile
mRNA transkripsiyonu diizeyinde karsilastirilmistir. Farklilik gosterim teknigi araciliiyla, sicaklik
stresi kosullarinda anlatimlar1 degistigi belirlenen cDNA’lar izole edilmis ve klonlanmistir. Klonlanan
cDNA’larin 13 tanesi dogrudan veya dolayli olarak 14 gen ile homoloji olusturmus, 8 tanesi ise
bilinen herhangi bir gen ile 6nemli benzerlik gostermemistir. Bu bulgular 15181nda, pamuktan izole
edilen ve gen homolojisi gostermeyen 8 cDNA’nin yeni gen adaylar1 olduklart sdylenebilir. Sicaklik
stresi kosullarinda izole edilen ve gen homolojisi gosteren 13 cDNA’dan 9 tanesinin anlatimi artmus, 1
tanesi azalmig, 1 tanesi baskilanmus, 2 tanesi ise 38 °C’de artarken, 45 °C’de baskilanmistir. Yeni gen
aday1 olan 8 cDNA’nin 7 tanesinin transkripsiyonu, sicaklik stresi ile su sekilde degismistir; 4 tanesi
artmug, 2 tanesi azalmus, 1 tanesi ise 38 °C’de artarken, 45 °C’de baskilanmistir. 8 yeni gen adayi
igerisinde yer alan 1 cDNA’mn, iki izoformu (HSGh 29 ve HSGh32) izole edilmistir. [zoformlardan
HSGh29’un anlatimi sicaklik stresi ile azalirken, HSGh32’nin ise 38 °C’de artmis, 45 °C’de
azalmustir.

ANAHTAR KELIMELER : Pamuk, Sicaklik Stresi, Farklilik Gosterim.
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DETERMINATION OF HEAT STRESS RELATED GENES IN COTTON BY
DIFFERENTIAL DISPLAY TECHNIQUE
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Supervisor : Prof. Dr. Mehmet Atilla GUR
Year: 2008, Page: 150

Understanding plant response to different abiotic stresses such as heat, drought, cold and salinity at
genetic, physiological and biochemical levels will make easier to improve more tolerant plants to
abiotic stress conditions. At molecular level, most of the information for heat stress response was
obtained from Arabidopsis thaliana, a model plant. But, little molecular research has focused on
cotton about heat stress response. Our knowledge is insufficient on heat stress response of cotton at
molecular level. This investigation was carried out to determine heat stress related genes and changing
gene expression in upland cotton (Gossypium hirsutum L.), which is one of the most economical cash
crops in Turkey and World. For this purpose, cottons were grown at 28 °C mean temperature and
14/10 hours light/dark period in plant growth chamber until 77 days after emergence. A 77 days old
plants were exposed to moderate (38 °C) and high (45 °C) heat stresses. Heat stressed cottons were
compared to control cottons at mRNA expression level through differential display technique. cDNAs
determined expression changes at heat stress were isolated and cloned. As a result of homology
search, the thirteen of cDNAs isolated from cotton showed direct or indirect similarity to fourteen
known genes, but it was not observed any similarity between 8 cDNAs and known genes. According
to these results, a 8 cDNAs that isolated from cotton and no shown homology might be possibly new
genes. A 9 of the 13 cDNA were up-regulated, a 1 of the 13 cDNA was down-regulated and other a 1
cDNA was suppressed by heat stress, and the other 2 were up-regulated by 38 °C, while suppressed by
45 °C heat stress. Transcriptions of 6 cDNAs of 8 cDNAs that may be possibly new genes were
changed such that a 4 cDNAs were up-regulated, a 2 cDNAs were down-regulated by heat stress, but
a 1 cDNA was up-regulated by 38 °C while, suppressed by 45 °C. It was isolated two isoforms
(HSGh29 and HSGh32) of 1 cDNA involved in 8 possible new genes. Expression of HSGh29 was
down regulated by heat stress. HSGh32 was up-regulated by 38 °C and down-regulated by 45 °C.

KEY WORDS : Cotton, Heat Stress, Differential Display
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hissettiren, akademik olarak geldigim konuma ulasmamda biiyiik katkilart olan danismanim ve HR. U.
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1. GIRIS

Pamuk, Gossypium cinsine ait bir bitki olup, yaklasik 50 farkli tiir
icermektedir. Diinyada dort pamuk tiiriiniin (Gossypium hirsutum L., G. barbadense
L., G. arboreum L. ve G. herbaceum L.) tarim1 yapilmaktadir. G. hirsutum L. ve G.
barbadense L., allotetraploid yapidadirlar ve 2n=4x=52 kromozoma sahiptirler. G.
arboreum L. ve G. herbaceum L. ise diploid yapida olup, 2n=2x=26 kromozomludur.
Délleyici boceklerin yoklugunda pamuk cigekleri kendine dollenmekte, Bombus sp.
gibi dolleyicilerin varliginda ise Onemli diizeyde (% 50-80’e¢ kadar) yabanci
dollenme meydana gelmektedir. Tarimi yapilan bu dort tiir icerisinde, diinya
genelinde en yaygin yetistirilen tiir G. hirsutum’dur. G. hirsutum yiiksek lif verimi
icin yetistirilirken, G. barbadense ise ustin lif uzunlugu, lif mukavemeti ve lif

inceligi gibi kalite 6zellikleri icin yetistirilmektedir (Smith ve Cothren, 1999).

Beslenme ve giyinme insanin temel ihtiyaclarindandir ve pamuk, bu iki temel
ihtiyaca hizmet edecek hammaddeleri insanliga sunmaktadir. Pamuk, birincil olarak
insanlarin giyinmesi icin gerekli hammadde olan lifin karsilandigi bir bitki olup,
bunun yaninda tohumlarindan elde edilen yag insan beslenmesinde kullanilmakta,
kiispesi ise hayvan yemi olarak degerlendirilmektedir. Pamuk, ekonomik olarak
diinyadaki en ©Onemli lif bitkisi ve Onemli ihra¢ iiriinlerinden biridir. 2006 yili
verilerine gore, Diinyada 35 021 143 ha alanda pamuk ekimi yapilmakta ve 24 836
695 ton lif iiretilmektedir. Tiirkiye, pamuk lifi iiretimi bakimindan diinyada 6nemli
bir konuma sahiptir ve en cok pamuk lifi iireten 8. iilke konumundadir. Tiirkiye, 546
880 ha pamuk ekim alanina sahip olup, 900 bin ton lif iiretimi yapmaktadir
(Anonymous, 2008a). Tiirkiye’de pamuk iiretiminin % 52’si Giineydogu Anadolu
bolgesinde, bu oranin % 62.22°si ise Sanhurfa ilinde gerceklestirilmektedir
(Oziidogru, 2006). Boylece, Tiirkiye’deki pamuk iiretiminin % 33.6’sin1, Sanliurfa ili
tek basina karsilamaktadir. 2005 yili ithalat - ihracat verilerine gore Tiirkiye, 908 200
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$ degerinde, 775 510 ton pamuk lifi ithal etmis ve 52 827 $ degerinde 38 660 ton,
pamuk lifi ihra¢ etmistir (Anonymous, 2008a).

Diinyada artan insan niifusuna paralel olarak lif iiretiminde de artisa ihtiyag
duyulmaktadir. Lif tiretiminin arttirilmas1 uygun ekim alanlarinin arttirilmasi, birim
alanda iirtin veriminin arttirllmasi veya her ikisinin birlikte uygulanmasi ile
miimkiindiir. Giinimiizde kentlesme, sanayilesme v.b. sorunlar sebebiyle tarim
alanlarim arttirmak miimkiin goériinmemektedir. Bitkisel tiretimin artirilmasit ancak,
birim alanda  {iriin veriminin arttirllmasiyla etkin  bir sekilde
gerceklestirilebilmektedir. Pamuk lif veriminin arttirilmasi, bitki basina olgun koza
sayisinin ve koza basina lif miktarinin yiikseltilmesine baglhidir. Pamuk strese en
dayanikli bitkilerden birisi olmasina ragmen, optimumun disindaki ¢cevre kosullar lif
ve tohum verimi ile kalitesini olumsuz etkilemektedir. Cevresel stres faktorleri,
pamukta tarak ve elma dokiilmeleri ile fotosentetik iiretimin azalmasina neden
olmakta boylece tohum ve lif verimini azaltmaktadir. Cogu durumda bir bitkinin
tiretkenligi dogrudan fotosentez orani ile iliskilendirilmektedir. Fotosentez, diger
fizyolojik olaylar gibi sicakliga bagimhdir. Her bitki tiirli icin en yiiksek diizeyde
CO, tutmay1 saglayan optimum sicaklik seviyesi vardir (Georgieva, 1999). Pamukta
fotosentez icin optimum yaprak sicakligi 28 °C’dir (Salvucci ve Crafts-Brandner,
2004), bagka bir arastirmaya gore pamuk bitkisinin gelisimi i¢in optimum sicaklik

27-29 °C’dir (Reddy ve ark., 2004).

Yiiksek sicaklik, diisiik sicaklik, kuraklik, topraktaki yliksek tuz diizeyi ve
yiikksek 151k yogunlugu gibi cevre faktorleri bitki gelisimini, sonu¢ olarak verimi
olumsuz yonde etkilemektedir. Hatta meydana gelen asir1 (ekstrem) ¢evre faktorleri
bitki tiirlerine gore 6liime dahi neden olmaktadir. Optimumun altinda veya iistiindeki
cansiz ¢evre faktorlerinin bitkiler iizerine yaptiklar1 olumsuz etkilere abiyotik stres
denilmektedir. Bitkiler hareketsiz organizmalar olmalar1 nedeniyle siirekli olarak
abiyotik stres kosullarina maruz kalmaktadirlar. Abiyotik stres faktorlerinden biri
olan sicaklik, bircok tarim bitkisinin iiretimini sinirlayan temel cevre faktorlerinden
biridir. Yiiksek sicaklik hiicrede protein denatiirasyonuna neden olmakta, zar
akiskanligin1 degistirmekte, metabolik islemlerin tiim dengesini bozabilmekte ve

bitkide oksidatif strese yol a¢cmaktadir (Hong ve ark., 2003). Sicaklik stresi
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fotosenteze, hiicre ve organel zarlarinin lipit bilesimine, hiicredeki protein icerigine
ve antioksidan enzimler lizerine zararli etkide bulunmaktadir (Georgieva, 1999).
Ozellikle kloroplastlarda fotosentezin 151k reaksiyonunun gerceklestigi tilakoid zarlar
sicakliga daha hassastir. Bu nedenle tilakoid zara yerlesmis olan fotosistemler yiiksek
sicakliktan olumsuz etkilenmektedirler. Sicaklik stresinde fotosistem 2 (PS II)’nin
islevleri, fotosistem 1 (PS I)’in islevlerinden daha fazla engellenmektedir (Bukhov ve
ark., 1999). Yiiksek sicaklik nedeniyle lipit yapisindaki degisim lipit-protein
etkilesimini kararsiz hale getirmekte ve PS II’nin organizasyonu ile islevini
bozmaktadir. Zarin hasar gormesi, bitkinin sicaklik stresini algilamada ve cevap
mekanizmasinin baglatilmasindaki ilk olaydir. Sicakligin tilakoid zar bilesenlerinin
kararlhigina etkisi, fotosentezin geri doniisiimsiiz engellenmesi bakimindan birincil
etkiye sahiptir. Yiiksek sicaklik nedeniyle fotofosforilizasyon islemi de
engellenmektedir. Bu durum karbon Oziimlemesi igin gerekli ATP miktarinda
azalmaya neden olmaktadir. Ayrica PS II’de olusan hasar direk olarak CO, tutma
asamasinda kullanilan NADPH’1in miktarinda azalmaya neden olmaktadir. Pamuk
bitkilerinde yiiksek sicaklik nedeniyle net karbon 6ziimlemesini azaltan bir diger
biyokimyasal olay fotorespirasyondur. CO, ve O, difiizyonu ve Rubilaz bifosfat
karboksilaz/oksijenaz (Rubisco) enziminin karboksilasyon etkinligi sicakliktan
etkilenmektedir  (Georgieva, 1999). Sicaklik stromadaki CO, ve O,
konsantrasyonunun kontroliinde biiyiik bir rol oynamaktadir (Krieg, 1983). Sicak
kosullarda O, konsantrasyonundaki artis nedeniyle Rubisco’nun oksijenaz aktivitesi
artmaktadir. Diger bir deyisle pamukta 35 °C’lik yaprak sicakligindan sonra,
ozellikle 40 °C’den itibaren Rubisco’nun CO; yerine O, tutma kapasitesi artmakta ve

bunun sonucunda net fotosentez azalmaktadir.

Sicaklik optimum sicakligin biraz iizerine ¢iktiginda (orta sicaklik stresinde),
fotosentez engellenmesi geri doniisiimlii iken yiiksek sicaklik stresi kosullarinda
fotosentetik aygitlarda olusan hasar kalici olmaktadir (Berry ve Bjorkman, 1980).
Sicaklik optimumun iizerine ¢iktiginda net fotosentez hizla azalmaya baslamaktadir.
Yiiksek sicakliklarda fotosentetik elektron aktarim reaksiyonu engellenmektedir. Su
yetersizligi kosullarinda stomalar kapandigindan, yaprak sicakligi hava sicakliginin

izerine ¢ikmaktadir.
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Sicaklik stresinin, bitki gelisimi ve bitkinin hayatta kalmasi iizerine etkisi
sicaklik stresinin yogunluguna ve siiresine baghidir (Georgieva 1999; Sung ve ark.,
2003). Uzun siireli orta sicaklik stresi, kisa siireli yiiksek sicaklik stresi kadar zararl

olabilmektedir (Georgieva, 1999).

Bitkiler 151k, sicaklik, kuraklik gibi cevresel stres faktorlerinden kacamamalari
ve daha iyi toprak kosullarina tasinamamalari nedeniyle, maruz kaldiklar1 bu
kosullara uyum saglamak zorundadirlar. Bitkilerin maruz kaldigi yiiksek sicaklik
stresi, hiicresel diizeyde zarara ve hiicre 6liimlerine neden olurken, 6liimciil diizeyde
olmayan sicaklik stresi ise hiicresel seviyede sicak-soku tepkisini uyarmaktadir.
Sicak-soku tepkisi; a) hiicreleri siddetli zarardan korumakta, b) normal hiicresel ve
fizyolojik aktivitelerin devam etmesini saglamakta, c) bitkileri daha yiiksek diizeyde
sicaklik toleransina ulastirmaktadir (Schoffl ve ark., 1998). Molekiiler diizeyde
sicak-soku tepkisi, sicak-soku proteinlerinin (HSP’ler) sentezlenmesiyle hiicresel
aktivitelerin gecici olarak yeniden diizenlenmesi seklinde gerceklesmektedir. En iyi
karakterize edilmis yiiksek sicaklik tepkilerinden birisi, HSP’lerin uyarilmasidir.
Sicaklik stresi kosullarinda hiicreleri korumak icin yeterli miktarda HSP’ler
tiretilmekte ve bu proteinler bitkiye daha yiiksek diizeyde sicaklik toleransi
saglamaktadirlar. Bilinen temel sicaklik stresi protein gruplari; HSP 100, HSP 90,
HSP 70, HSP 60 ve kiiciik HSP’lerdir (Schoffl ve ark., 1998; Georgieva, 1999;
Gurley, 2000; Waters, 2003). Farkli HSP’ler degisik islevlere sahip olabildikleri gibi
hepsinin ortak 6zelligi, diger proteinlerin katlanmalarina yardimci olmalar1 ve geri
doniistimii olmayan cokeltiler (agregasyon) olusturmalarini engellemeleridir. Hsp
genleri, sicak soku transkripsiyon faktoriiniin (HSF) kontrolii altinda anlatim
yapmaktadirlar. HSF, Hsp genine ait promotor bolgesinde yer alan sicak soku
elementine (HSE) baglanarak, Hsp genini aktif hale gecirmekte ve bunun sonucunda
HSP sentezi baslamaktadir (Schoffl ve ark., 1998; Sun ve ark., 2002). Sicak soku
transkripsiyon faktorleri (HSF), bitkilerde HSP’lerin strese bagimli ve gelisim
donemlerine bagimli anlatimlarinda merkezi bir role sahiptir. Bitkilerde
hayvanlardan daha fazla c¢esitte HSF bulunmaktadir ve bunun nedeni
bilinmemektedir. Arabidopsis thaliana bitkisinde DNA dizi seviyesinde 20 den fazla
Hsf geni tanimlanmistir (Panchuk ve ark., 2002).
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Sicaklik soku, bitkilerde gecici olarak hiicrelerin kalsiyum seviyesinde artisa
neden olmaktadir (Gong ve ark., 1998). Kalmodilin (CaM) proteini, kalsiyum
araciligiyla yapilan sinyal iletiminde 6nemli bir ara molekiildiir (Liu ve ark., 2003).
Misir fidelerinde sicak soku vasitasiyla kalmodilin proteinin sentez diizeyinde artis

oldugu bildirilmektedir (Gong ve ark., 1997).

Yiiksek sicakligin bitkilerde oksidatif stresi uyardigr daha once belirtilmistir.
Oksidatif stres, siiperoksit radikalleri (O;’), hidroksil radikalleri (OH) gibi toksik
oksijen tiirlerinin ve hidrojen peroksit (H,O;) gibi radikal tiirevinin hiicre icerisinde
tiretimi ve birikimi sonucunda meydana gelmektedir. Bu toksik oksijen tiirlerine,
aktif oksijen tiirleri (AOS veya ROS) denilmektedir (Breusegem ve ark., 2001). Bitki
kloroplastlarinda yer alan PS I ve PS II’de siiperoksit (O,’) radikalleri tiretilmektedir.
H,0, ya kendiliginden olusabilmekte ya da (O, )’nin katalizlenmesi sonucunda
olusmaktadir. Normal kosullarda aktif oksijen tiirlerinin zarar1 enzimatik ve
enzimatik olmayan antioksidan savunma mekanizmalar1 sayesinde en az diizeyde
tutulmaktadir (Payton ve ark., 2001). Antioksidanlar oksidatif hasar1 dnlemede kritik
bir rol oynamaktadirlar ve c¢evre stresinden ©Onemli Olciide etkilenmektedirler
(Georgieva, 1999). Stres kosullarinda AOS’nin {iretiminin artmasi, hiicresel
bilesiklerde oksidatif hasara sebep olmaktadir (Panchuk ve ark., 2002). Uretilen AOS
lipitleri, proteinleri, karbonhidratlar1 ve niikleik asitleri kapsayan bircok hiicresel
bileseni oksidasyona ugratarak hasar verebilmektedir. Oksidatif stres fotosentez ve
solunum islemlerinin engellenmesine yol acabilmekte ve boylece bitkinin gelisimini

engelleyebilmektedir.

Bitkiler, AOS hasarin1 engellemek i¢in enzimatik ve enzimatik olmayan
antioksidan savunma sistemleri gelistirmislerdir (Vranova ve ark., 2002a). Enzimatik
sistemlerde siiperoksit dismutaz (SOD) enzimi, siiperoksit (O,") radikalini H,O, ve
O;’ye doniistiirmektedir (Breusegem ve ark., 2001). Askorbat peroksidaz (APX)
bitkilerin en 6nemli antioksidanlarindan birisidir. APX askorbati kullanarak H,O,’yi
monodihidroaskorbat (MDHA) ve H,O’ya doniistiirerek, H>O, nin toksik etkisini
ortadan kaldirmaktadir (Payton ve ark., 2001, Panchuk ve ark., 2002). Ayn1 zamanda
glutatyon rediiktaz (GR) da indirgenmis askorbatin kloroplastlardaki yiiksek

seviyesini korumak icin H,O;’yi askorbat glutatyon dongiisiinden uzaklastirmaktadir
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(Jiang ve Huang, 2001). Gossett ve ark. (1994), tuza toleransli pamuk ¢esitlerinin tuz
stresi kosullarinda yetistirildiginde tuza hassas cesitlere gore daha yiiksek diizeyde
katalaz, APX ve GR bulundugunu ortaya koymuslardir. AOS’nin diizeyi ve tiirii
bitkilerin tepki tipini belirlemektedir. H,O, ve O, fakli genleri uyarabilmektedir.
AOS birikimi hiicrelerde sadece negatif etkiye neden olmazlar, buna ilave olarak
stres sinyal iletiminde de yer almaktadirlar (Vranova ve ark., 2002a). Diisiik
konsantrasyonlarda AOS, savunma genlerini ve cevre kosullarina uyum tepkisini
uyarmaktadir (Vranova ve ark., 2002a). Oldiiriicii olmayan diizeydeki AOS,
bitkilerin biyotik ve abiyotik stres kosullarina alisabilmelerini saglayabilmekte, fakat
bu arada bitki gelisimini azaltmaktadirlar. Yiiksek konsantrasyondaki AOS ise
genetik olarak kontrol edilen programli hiicre Oliimlerine (apoptozis) neden

olmaktadir (Breusegem ve ark., 2001).

Bitkiler yiiksek sicakliga hizli sekilde alisamamakta, alismak igin belirli bir
zamana ihtiya¢ duymaktadirlar. Stres kosullarinda  bitkiler ilk olarak
kararsizlasmakta, daha sonra normallesmekte ve tolerans sinir1 asilmazsa bitkilerin
stres kosullarindaki kararliliklar1 artmaktadir. Bitkilerin yiiksek sicakliga dayanma
yetenegi, yaprak sicakligini azaltmak i¢in terlemenin artirilmasi, fotoengellemeden
(fotoinhibisyon) ve serbest radikal hasarindan kacinmak i¢in fotosentetik sistemin
degisiklige ugratilmasi ve sicak-soku proteinlerinin sentezlenmesi seklinde
gelismistir. Kloroplastta, sicakliktaki orta diizey degisikligi algilayan bir uyum
mekanizmas1 bulunmaktadir. Bu mekanizma PS II'nin sicakliga hassasiyet halinin,
sicakliga direngli hale doniistiiriilmesini saglar. Sicaklifa bu sekildeki kisa siireli

uyumun molekiiler temeli bilinmemektedir (Georgieva, 1999).

Pamuk bitkisinin gelisimi i¢in optimum sicaklik 27-29 °C (Reddy ve ark.,
2004) olmakla beraber, pamuk genellikle diinyanin sicak ve yar1 kurak bolgelerinin
bir bitkisi olarak ele alinmaktadir. Pamuk yaz doneminde sicakliklarin 48-50°C ye
ulastig1 alanlarda yetistirilmekte, fakat haziran, temmuz ve agustos aylarindaki
yiiksek sicakliklar, bitkilerin vejetatif gelisimini ve elma olusumunu olumsuz bir
sekilde etkilemektedir (Ashraf ve ark., 1994; Rahman ve ark., 2004). Giinliik en
yiksek sicaklikta meydana gelen her 1 °C’lik artisla, lif verimi 11 kg/da

azalmaktadir. Sonug olarak yiiksek sicaklik ile lif verimi arasinda giiclii ve negatif bir
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iliski oldugu kamitlanmistir (Singh ve ark., 2007). Pamukta 6zellikle 40 °C’den
itibaren Rubisco’nun CO, yerine O, tutma kapasitesi artmakta ve bu fotorespirasyon
sonucunda, net fotosentez onemli Ol¢iide azalmaktadir. En nihayetinde tohum ve lif

verimi azalmaktadir.

Bitkiler abiyotik strese maruz kaldiklarinda, stres kosullarina uyum saglamak
amaciyla tepki olarak bazi genlerin anlatimlarinda degisimler meydana gelmektedir
(Seki ve ark., 2001; Singh ve ark., 2002,). Stres kosullarinda anlatim1 de8isen genler
a) sadece stres kosullarinda anlatim yapanlar, b) anlatimi artanlar, c¢) anlatimi
azalanlar, d) anlattm1 duranlar seklinde dort grupta toplanmaktadir. Ozellikle sadece
stres kosullarinda anlatim yapan ve streste anlatimi artan genlerin, stres tepki
mekanizmasinin stres toleransini artirma, gen anlattminin diizenlenmesi ile sinyal
iletimi kisimlarinda islevlerinin oldugu diisiiniilmektedir (Yamaguchi-Shinozaki ve
ark., 2002). Farklilik gosterim teknigi, stresle iliskili genlerin bulunmasinda iyi bir
aractir (Bohnert ve ark., 1995). Farklilik gosterim teknigi, farkli kosullarda yetisen
ayni organizmanin anlatiminda degisim olan genlerinin tespit edilmesi ve belirli
kosullarda yetismis bir organizmanin degisik dokularinda farkli anlattm gosteren

genlerinin bulunmasi i¢in kullanilmaktadir (Liang ve Pardee, 1992).

Farkli kosullarda yetisen ayni genotipteki iki bitkinin gen anlatiminda
degisiklikler meydana gelmektedir. Ornegin, sicaklik stresi kosullarinda yetistirilen
bitkiler, sicakligin olumsuz etkilerini gidermek icin gen anlatimlarinda degisiklikler
olusturmaktadirlar. Boylece bitki sicaklik stresine karsi savunma mekanizmasi
gelistirmis olmaktadir. Stres kosullarinda yetisen bir bitkide bu savunma
mekanizmalarinin ortaya ¢ikmasi; stres altindaki bitkide, normal kosullarda yetisen
bitkideki anlattm yapan genlerden ayri genlerin anlatim yapmaya baslamasindan
veya normal kosullarda anlatim yapan genlerin, anlatim diizeyinde degisiklik
meydana gelmesinden kaynaklanmaktadir. Gen anlatimi, transkripsiyon ve
translasyon olmak iizere iki asamali islem vasitasiyla gerceklesmektedir.
Transkripsiyon asamasinda, sentezlendigi genin baz dizisine 0zgii olan tek iplik¢ikli
bir RNA iiretilmektedir. Translasyonda ise mRNA’nin niikleotid dizisi protein
sentezi i¢in amino asit dizisine doniistiirilmektedir. mRNA, protein kodlayan DNA

dizisinin kopyasini tagimasi nedeniyle gen anlattiminda merkezi bir role sahiptir.

7
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Farklilik gosterim teknigi, gen anlatiminda meydana gelen degisikliklere dayanan bir
yontemdir. Bu teknik, gen anlatiminin transkripsiyon asamasini temel alarak
gelistirilmistir. Normal kosullardaki bitkilerle kiyas edildiginde, stres kosullarindaki
bitkilerin gen anlatiminda bir farlilik olustu§unda ilk olarak, iiretilen mRNA’nin
miktarinda degisim olmaktadir. Farklilik gosterim teknigi araciligiyla abiyotik stres
kosullarinda farkli miktarda {iiretilen mRNA’lar, dolayisiyla iliskili genler

belirlenebilmektedir.

Kiiresel 1sinma nedeniyle yakin gelecekte tarimin ciddi sekilde olumsuz
etkileneceginden  bahsedilmektedir. Eger tarimsal uygulamalar bugiinkii
uygulamalara benzer sekilde kalirsa, belirtilen sicaklik stresinin de etkisiyle tarimsal
tiretimde onemli diisiisler yasanabilir. Sicak bolgelerde erken ekim veya uygun gesit
secimi gibi kiiltiirel uygulamalarda yapilacak degisiklikler, pamuk iireticilerinin yaz
doneminde meydana gelecek yiiksek sicakliklardan kagmalarina imkan saglayabilir
(Reddy ve ark., 1995). Sicak bolgelere uygun cesitlerin gelistirilebilmesi icin
pamugun yiiksek sicakliklara uyum yeteneginin artiritlmasi gerekmektedir. Pamugun
yiksek sicakliklara uyumunun artirilabilmesi i¢in Oncelikle yiiksek sicaklik
kosullarinda bitkide meydana gelen degisimler bilinmelidir. Giinliikk yiiksek
sicakligin {iriin verimini etkileyen ¢esitli fizyolojik islevler iizerine olan zararl etkisi
karmasiktir. Bu karmasik etki, sorunu sistematik bir bi¢imde ¢6zmek ve sicaklik
stresine tolerans1 artirmak icin fizyolojik ve genetik yaklagimlar1 birlestirme

ithtiyacini ortaya ¢ikarmaktadir.

Bitkilerin sicakliga uyumunun arttirilmasi ile ilgili yaklasimlar ve caligsmalar
yeni olup (Iba, 2002), kiiresel 1sinma tehdidinin fark edilmesiyle baslamstir.
Bitkilerin abiyotik strese kars1 gosterdikleri tepkinin genetik, fizyolojik ve
biyokimyasal mekanizmalarin1 giderek daha iyi anlamamiz, abiyotik stres kosullarina
daha iyi uyum saglayacak bitkiler gelistirmemizi kolaylastiracaktir. Bitkilerin stres
kosullarinda olusturduklar1 biyokimyasal yollarin bilinmesi kadar, bu yollarda gorev
alan enzimlerin ve diger metabolitlerin iliskili oldugu genlerin anlatim diizeyleri
hakkinda bilgi sahibi olmak da onem arz etmektedir. Bugiine kadar stresle iliskili
oldugu tespit edilen genlerin ¢ogu, molekiiler genetikte model bitki olarak kullanilan

Arabidopsis thaliana’da bulunmustur. Fakat 6nemli bir tarim bitkisi olan pamugun,
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sicaklik stresi kosullarinda molekiiler diizeyde gen anlatiminin nasil diizenlendigi

hakkinda az bilgi bulunmaktadir.

Pamugun sicaklik stresine karst molekiiler diizeydeki tepkisiyle iliskili bilgi
azlig1 nedeni ile bu calismada, orta ve yiiksek sicaklik stresi kosullarinda pamukta
sicaklikla iliskili bir kisim genleri tespit etmek ve anlatim diizeylerini belirlemek

amaclanmugtir.
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2. ONCEKI CALISMALAR

Spadoro-Tank ve Etzler (1988), Dolichos biflorus bitkisinin hiicre kiiltiiriine
uygulanan yiiksek sicaklik sonucu, DB57 lektin proteinin sentezinde artis meydana

geldigini tespit etmislerdir.

Somerville ve Browse (1991), yiiksek sicaklik stresi kosullarinda yetistirilen
Arabidopsis bitkilerinde, zarlardaki toplam lipid i¢eriginin yariya diistiigiinii, doymus

yag asidi oraninin arttigini, doymamis yag asidi oranin ise diistiigiinii bildirmislerdir.

Raikhel ve Lee (1993), yetersiz su kosullarinda bugday bitkisinin koklerinde,
hem ABA hem de lektin iceriginde artis meydana geldigini ve disaridan ABA
uygulamasi ile bugday lektin miktarinin 2-3 saat icerisinde en iist diizeye ulastigini

ortaya koymuslardir.

Luan ve ark. (1994), sicaklik stresi uygulanan bakla bitkilerinde, siklofilinin
kloroplast formu olan pCyP B geninin transkripsiyonunda yiiksek artis oldugunu

gozlemlemislerdir.

Margis-Pinheiro ve ark. (1994), fasulye’de sicaklik stresi ile simif IV kitinaz
genin anlatiminin arttigini ve 4. saatte ise anlatim diizeyinin en {ist seviyeye

ulastigini bildirmislerdir.

Joshi ve Nguyen (1996), 12 iiyesi olan bir sicak soku proteini (HSP16.9) gen
ailesinin 3’ sifrelenmeyen bolgesinden, ilgili gene ©zgii problar belirlemek icin
farklilik gosterim teknigini kullanmiglardir. Arastiricilar bugday bitkisini  bitki
materyali olarak secmislerdir. Bu calismada 16 adet cDNA parcasinin niikleotid
dizisini tespit etmisler ve 12 iiyeli bir gen ailesinin 8 farkli {iyesini ortaya

koymuslardir.
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Shakirova ve ark., (1996) 40 °C sicaklik kosullarinda bugday hiicre
kiiltiirtindeki hiicrelerde ABA miktarinin 7 kat, lektin miktarinin ise 10 kat arttigini

belirlemislerdir.

Joshi ve ark. (1997), Molekiiler ve klasik genetik yoOntemleri bir arada
kullanarak sicaklik stresinin bugday bitkileri iizerine etkilerini arastirmislardir. Bitki
materyali olarak sicaklifa toleransli Mustang cesidini, sicakliga hassas Sturdy
cesidini ve bu cesitlerin melezlenmesinden elde edilen hatlar1 kullanmislardir.
Arastirma sonucunda, plastid HSP26 gen ailesine ait iki adet cDNA dizisi
belirlemislerdir. HSP26’nin bir izoformu, denemeye alinan tiim sicaklia toleransh
hatlarda ve Mustang cesidinde sentezlenmis fakat denemeye alinan tiim sicakliga
hassas hatlarda ve Strudy cesidinde sentezlenmemistir. Belirlenen ikinci cDNA’da,
anlatim bakimindan HSP26’nin birinci izoformuna benzer sonuglar ortaya
koymustur. Arastirmacilar bu aragtirma sonucunda ayrica, kazanilmis sicaklik
tolerans karakteri ile HSP26 gen ailesinin 0zgiin iiyesinin anlatimi1 arasinda genetik

bir baglilik oldugunu bildirmislerdir.

Song ve Allen (1997) pamukta lif gelisimi sirasinda anlatim yapan genlerin,
farklilik gosterim yontemiyle belirlenmesi ve izolasyonu iizerine bir arastirma
yapmiglardir. Materyal olarak pamugun olgunlasmamis lifleri ile lifleri
uzaklastinlmis  ovullerini  kullanarak, 1ilgili hiicrelerdeki gen anlatimim
karsilastirmiglardir. Arastiricilar pamuk lifine 6zgii 8 adet cDNA izole etmislerdir.
Bu cDNA’lardan bir tanesi, acil tasiyict proteinle (ACP) yiiksek diizeyde dizi
benzerligi gostermistir. Arastiricilar, pamuk lifine 6zgii olan ACP’nin zar lipitlerinin
sentezinde pay1 olmasi nedeniyle, pamuk lifinin hizli uzamasinda 6nemli bir rolii

olabilecegini tahmin etmektedirler.

Titarenko ve ark. (1997), Arabidopsis thaliana bitkisinde, yaralanma stresi
sonucu belirledikleri ve JR3 olarak adlandirdiklar1 bir cDNA klonu izole etmislerdir.
Aragtiricilar, yaralanma stresi, jasmonik asit (JA) ve ABA uygulamalar1 sonucunda,
Arabidopsis yaprak dokularinda JR3 c¢DNA klonunun anlatiminin arttigini

gozlemlemislerdir.
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Visioli ve ark. (1997), Arabidopsis thaliana’da sicaklik toleransinin
uyarilmasini ve gen anlatimimi belirlemek amaciyla yaptiklar arastirmada, farklilik
gosterim yontemini kullanmiglardir. Arastiricilar yaptiklari ¢alismanin sonucunda,
diisik molekiiler agirliga sahip mitokondriyal sicak-soku proteinini (LMW HSP)
sifreleyen yeni bir genomik klon (Athsp23.5) belirlemislerdir. Hiicredeki AtHSP23.5
seviyesinin uygulamalara gore Onemli diizeyde degistigini bildirmislerdir.
Arabidopsis thaliana bitkileri 22 °C’den 37 °C’ye aktarildiklarinda, artan sicaklikla
beraber Athsp23.5 geninin anlatiminda da artis oldugunu, fakat bitkiler 22 °C’den 45
°C’ye aktarilarak ani sicaklik soku uygulandiginda, bu genin anlatim diizeyinin

diisiik kaldigini belirtmislerdir.

Zholkevich ve ark. (1997), sicak soku ve kurakligin ardi sira uygulanmasi ile
pamuk bitkilerinin uyumunu arastirmiglardir. Toprak nem kapasitesi % 70’den %
20’ye diistiigiinde yaprak hiicre 6zsuyu ozmotik basinct nerdeyse iki katina ¢iktigin
bildirmiglerdir. Bu calismada ozmotik basincin artmasini saglayan bilesiklerin
aminoasitler ve amidler oldugu belirlenmistir. En fazla artis gosterenlerin arjinin,

prolin ve asparagin oldugu bulunmustur.

Jagtap ve ark. (1998) su, sicaklik ve 1sik stresinin, kuraklik toleransi
bakimindan degisiklik gosteren 5 farkli Sorghum bicolor (L.) Monech varyetesinin
fotosentetik reaksiyonu iizerine etkisini incelemislerdir. Her {i¢ stres bileseninin de
PS I'nin fotokimyasal etkinligini azaltti@ini bildirmislerdir. Ayrica E 36-1
varyetesinin PEPkaz aktvitesi, Rubisco igerigi ve PSII'nin fotosentez etkinliginin

diger varyetelere gore daha yliksek oldugunu tespit etmislerdir.

Davies ve ark. (1999) yaptiklar1 homoloji analizi sonucunda, Titarenko ve ark.,
(1997) tarafindan izole edilen JR3 cDNA’s1 ile IAR3 geninin niikleotid dizileri

bakimindan % 96 benzerlik gosterdigini belirlemislerdir.

Law ve Crafts-Brander (1999), pamukta ve bugdayda sicaklik stresi ile
fotosentez arasindaki iligkiyi incelemek amaciyla yaptiklart calismada, artan
sicakliklarda CO, tutma orami bakimindan pamugun bugdaydan daha toleransh

oldugunu ortaya koymuslardir. 35 °C’nin iizerindeki yaprak sicakliginda pamugun
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CO, tutma oraninin engellendigini, bugday i¢in ise bu sicakligin 30 °C oldugunu
belirtmiglerdir. Kontrol (28 °C) pamuk bitkilerinde CO, tutma oraninin 100 birim
iken sicakligin dakikada 1 °C artmasiyla yaprak sicakliginin 42.5 °C’ye ulagmasi
sonucunda pamukta CO; tutma oraninin 50 birim civarina, yaprak sicakliginin 45
°C’ye ulasmasi sonucunda ise 20 birime diistiigiinii saptamuslardir. Sicakligin
dakikada 2.5 °C artmasiyla yaprak sicakliginin 45 °C’ye ulagsmasi durumunda ise
pamukta CO; tutma orani 0 birime yaklasmistir. Arastiricilar bu sonuclarin, Rubisco

aktivaz enziminin iglevinin engellenmesinden kaynaklandigini ileri stirmiislerdir.

Saito ve ark. (1999), siklofilin genlerinin stres kosullarinda tetiklendiginin
belirlenmis olmasimna ragmen fizyolojik islevleri bilinmedigini belirtmislerdir.
Arabidopsis’te ATCYP1 (siklofilin) genin transkripsiyonun yapraklarda ¢ok zayif
sinyal olusturdugunu, cicek ve kokte ise gii¢lii sinyal olusturdugunu, ATCYP2
(siklofilin) geninin ise sadece c¢icekte nispeten gii¢lii sinyal olusturdugunu
bildirmiglerdir. Arabidopsis’e uyguladiklar1 bazi stres etmenleri sonucunda,
ATCYP1 ve ATCYP2’nin mRNA seviyelerinde degisiklikler belirlenmis ancak,

uygulanan stres etmenleriyle bu genlerde 6nemli bir tetiklenme belirlenememistir

Tullberg ve ark. (2000), PSI tarafindan emilen 650 nm dalga boyu isikta
yetistirdikleri bezelye bitkisinde, psaB geninin transkripsiyonunun kontrole gore %
45 azaldigini, PII tarafindan emilen 560 nm dalga boyunda yetistirilen bezelyede ise
psaB genin transkripsiyonu kontrole gore % 119 arttigin1 belirlemislerdir. Ayrica,
psaB gen transkripsiyonunun degisen ¢cevre kosullarina hizli bicimde tepki verdigini

bildirmislerdir.

Jain ve ark. (2001), farklilik gosterim yontemini kullanarak yerfistiginda su
stresi ile iligkili genleri tamimlamak i¢in yaptiklart caligmada, 21 adet primer
kombinasyonu kullanmiglar ve bunun sonucunda toplam 43 adet kuraklikla iliskili
transkript belirlemislerdir. Arastiricilar su stresi uygulamasindan sonra yerfistiginda
bazit mRNA’larin sentezinde artis, bazi1 mRNA’larin sentezinde ise azalis oldugunu

gozlemlemislerdir.
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Law ve ark. (2001), kontrol ve sicak stresi kosullarinda pamuk yapraklarinda
Rubisco aktivaz mRNA ve proteininin sentezini dlgmiislerdir. Calisma sonucunda
aktivaz transkript miktarinin ve 47 kDa ile 43 kDa yapisal aktivaz polipeptitlerinin

seviyelerinin sicaklik stresinden etkilenmedigini gézlemlemislerdir.

Pavoncello ve ark. (2001) hasat sonras1 greyfurt meyvelerine 62 °C sicak su
pliskiirtiilmesi sonucunda, kitinaz proteini sentezinde artis oldugunu ve ek olarak
yesil kiif (Penicillium digitatum)’e direncin arttigin1 ortaya koymuslardir. Greyfurt
meyvesinde yapilan bu calismada, sentezi artan kitinaz proteinin hangi smifta yer

aldig1 bilinmemektedir.

Gong ve ark. (2002a), Arabidopsis thaliana’da CIPK9 geninin, kok haricinde
hemen hemen tiim dokularda anlatim yaptigim1 ve ABA uygulamasiyla anlatiminda
biiylik ol¢iide artis oldugunu, buna karsin NaCl ile kuraklik stresinde CIPK9 geninin

anlatiminda artigin az oldugunu tespit etmislerdir.

Gong ve ark. (2002b) CIPKS8 geninin, CIPK9’dan farkli olarak kokte anlatim
yaptigini ve transkripsiyon diizeyinin, uygulanan stres etmenlerinden etkilenmedigini

belirlemislerdir.

Hong ve Hwang (2002) ABA, NaCl ve kuraklik uygulamalar ile biberde
yaprak ve Ozellikle sap dokularinda simif II kitinaz geninin anlatiminin fazla miktarda

arttigin tespit etmislerdir.

Rizhsky ve ark. (2002), sicaklik stresi ile kuraklik stresinin bir arada tiitiin
bitkisinin gen anlatimi iizerine etkisini incelemislerdir. Calismanin sonucunda tek
basma kuraklik stresinin fotosentez ve solunumu azalttigini, buna karsin sicaklik
stresinin solunumu artirdigin1 goézlemlemislerdir. Kuraklik ile sicakligin bir arada
olan etkisi, fotosentezin baskilanmasi bakimindan tek basina kuraklik stresine
benzer, solunumun artmasi bakimindan ise sicaklik stresine benzer etkiyi
gostermistir. Kuraklik stresi ile sicaklik stresinin bir arada uygulandigi bitkilerde,

sicak-soku proteinlerinin tek basina kuraklik stresi uygulanmig bitkilerdeki veya tek
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basina sicaklik stresi uygulanmis bitkilerdeki sicak-soku proteinlerinin miktarindan
daha fazla oldugunu belirtmislerdir. Sicaklik stresi sirasinda stoplazmik APX ve
thioredoksin peroksidazin baskin oldugu, kurak stresi sirasinda Ozellikle katalaz
(CAT) ve glutatyon peroksidaz (GPX)’in uyarildigi, sicak stresi ile kurak stresi
kombinasyonunda ise alternatif oksidaz (AOX), GPX, glutatyon rediiktaz (GR),

CuZn-SOD ve glutatyon-S-transferazin uyarildig1 sonuglarini ortaya koymuslardir.

Savchenko ve ark. (2002), Hiicre zarlarmin biitiinliigii ve islevinin yiiksek
sicakliga karsi hassasiyet gosterdigini, stres kosullarinda bitki hiicre zarlarinin
islevlerini devam ettirebilmesinin, fotosentez ve solunum islemleri i¢in ¢ok 6nemli
oldugunu bildirmislerdir. Bunlara ilave olarak, sicaklik stresinin molekiillerinin
zardan gecisini hizlandirdigini, bdylece zardaki molekiillerin kimyasal baglarini
gevsettigini iletmislerdir. Sonu¢ olarak, sicaklik stresinin zardaki proteinlerin
denatiirasyonuna ve doymamis yag asitlerinin artmasina, bdylece zarlarin ¢ift

katmanli lipid yapisinin daha akiskan olmasina neden oldugunu belirtmislerdir.

Shindo ve Sasakuma (2002) farklilik gosterim teknigi ile ekmeklik bugdayda,
genotipe 0zgii olan vernalizasyonla iligkili gen anlatimimi arastirmiglardir. Bitki
materyali olarak bir yazlik, bir de kishk ekmeklik bugday hatti kullanmiglardir.
Degisik gelisim donemlerindeki farkli siireli vernalizasyon uygulamalarindan sonra,
SJarklilik gosterim tekniginden yararlanarak 110 cDNA parcasi izole etmislerdir. 7
tane genin vernalizasyonla iliskili olarak anlatim yaptigin1 ve bu genlerin genotipe
0zgii oldugunu bildirmislerdir. Ayrica yaptiklar1 istatistiksel analiz sonucunda,
calisilan iki bugday hattinda 4 genin de basaklanma faktoriiyle 6nemli olciide iliskili

oldugunu belirtmislerdir.

Ueda ve ark. (2002), farklilik gosterim yontemiyle arpada tuza tolerans
mekanizmas1 ile iligkili genleri belirlemeye calismislardir. Calisma sonucunda,
tuzlulukla iligkili 218 cDNA klonu belirlemislerdir. 218 ¢cDNA’nin dizi analizi
yapilmig ve bunlarin 133’{iniin bilinen proteinlerle homoloji gosterdigini ortaya
koymuslardir. 24 adet tuzlulukla iligskili cDNA klonunun, sinyal iletiminde gorev

alan genler oldugunu tespit etmislerdir. Ayrica stresle iliskili glutatyon rediiktaz,
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trehaloz 6-fosfat sentetaz ve sicak soku proteinlerini sifreleyen genleri

belirlemislerdir.

Hong ve ark. (2003), sicaklik tolerans yoksunlugu gosteren Arabidopsis hot2
mutanti lizerine yaptiklari arastirma sonucunda, bu mutantin sicaklik toleransi
yoksunlugu gostermesine ragmen, sicaklik stresi kosullarinda kiigiik sicak sok
proteinleri (sHSPs) ve sicak sok proteini 101 (HSP101) seviyelerinin normal
diizeyde oldugu tespit etmislerdir.

Kim ve ark. (2003) soguk, NaCl stresi, ABA uygulamasi, kuraklik ve
yaralanma ile Arabidopsis’te CIPK3 geninin transkripsiyonunun arttigini ve hem
ABA hem de stresle tetiklenen kalsiyum sinyali ile hiicredeki gen anlatimi arasinda

molekiiler bir koprii olarak gorev aldigini ortaya koymuslardir.

Park ve ark. (2003), ac1 biberde kuraklikla uyarilan genleri farklilik gosterim
yontemiyle izole etmek ve karakterize etmek amaciyla bir arastirma yiiriitmiiglerdir.
Su stresi uyguladiklart ac1 biberlerden farklilik gosterim yontemiyle 7 adet cDNA
izole etmislerdir. Arastiricilar 6zellikle Ca-LEALI geninin yapisal Ozelligini ve
anlatm modelini detayli olarak incelemislerdir. Yaptiklar1 dizi homolojisi
sonucunda, Ca-LEAL1’in ge¢ embriyogenezis proteinlerine benzer oldugunu fakat
degisik ve yeni bir gen ailesinden oldugunu ortaya koymuslardir. Ca-LEALI’in
anlatim analizi sonuclari, bu genin kurak kosullarda yiiksek diizeyde aktif oldugunu
dogrulamis ayrica Ca-LEALI geninin tuzluluk ve mekanik zararlanmaya kars1 da

anlatim yaptig1 sonucuna ulagsmiglardir.

Batistic ve Kulda (2004) CBL proteininin, hiicrede Ca** degisikligini
algiladigini  ve bu sinyalleri, fosforilizasyon selaleleri ve gen anlatiminin
diizenlenmesi gibi alt basamaktaki cevaplara ilettigini bildirmislerdir. Bu o6zellikleri
sebebiyle CBL proteininin, Ca* algilayici iletisim araci olarak simflandirildigini

iletmiglerdir.

Crafts-Brander ve Salvucci (2004), yiiksek sicaklik ve CO;’in pamuk

bitkisinde net fotosentez iizerine etkisini analiz etmislerdir. Pamuk bitkilerine 37 °C
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ve 40 °C olmak iizere iki sicaklik stresi uygulamiglardir. Uygulanan her iki sicakligin
yapraklarda ve dallarda kuru madde birikimini azalttigim1 fakat kok gelisiminin
sadece 40 °C sicaklikta engellendigini bildirmislerdir. 32 °C’nin iizerindeki yaprak
sicakliklarinda, pamuk yapraklarindaki net fotosentez azalmis ve bu azalma
Rubisco’nun aktivasyon durumundaki azalma ile iliskilendirilmistir. Yiiksek sicaklik
uygulamasindan 3 saat sonra Rubisco’nun kiigiik alt iinitesini sentezleyen geninin

transkripsiyonunda azalma meydana gelmistir.

Larkindale ve Huang (2004), bataklik tavus otu (Agrostis stolonifera)
bitkisinde sicaklik stresi ile doymus yag asidi oraninda artis meydana geldigini

belirlemislerdir.

Umezawa ve ark. (2004), Arabidopsis thaliana’da ozmotik stresle SnRK?2.8
(CIPK) geninin aktive oldugunu ve bu genin kuraklik toleransini arttirdigini

bildirmislerdir.

Agarwal ve Grover (2005), koklerine yetersiz oksijen stresi uyguladiklari celtik
bitkisinde, tetrahidrofolat sentaz ile homoloji gosteren SA-DSL-85 klonunun

ekspresyonunun ¢ok énemli diizeyde azaldigini tespit etmislerdir.

Ribeiro ve ark. (2005) 1s1k kosullarinda ve tuz stresi, asir1 su stresi ve bitkilerin
sekersiz suni ortamda bulunmasi gibi abiyotik stres kosullarinda, tiamin geninin

anlattminin arttigini belirlemislerdir.

Zhang ve ark. (2005), sicaga toleransl ve sicaga hassas iki Festuca genotipinde
baskilayict eksiltici melezleme (suppression subractive hybridization) yodntemi
kullanarak, yiiksek sicakliga cevapta rol alan gen transkriptleri klonlamislardir.
Bitkilerin bulundugu biiyiitme kabinindeki sicaklik 24 °C’den 44 °C’ye 2 haftalik
siirede kademeli olarak yiikseltilmistir. Toplam 2495 EST olusturulmus, bunlarin
1800 tanesinin kendi i¢inde niikleotid benzerligi olusturdugunu, bu 1800 EST nin bir
birine benzerlik gosteren 434 cDNA parcasi oldugunu belirlemislerdir. Ayrica kendi

icinde niikleotid benzerligi gostermeyen 656 EST’nin oldugunu ve bunlarin her
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birinin birbirinden ayr1 EST’ler oldugunu tespit etmislerdir. Sectikleri 17 gen
transkriptinin anlatim analizlerini RT-PCR kullanarak yapmislardir. Bu genlerin en
az 11 tanesinde meydana gelen gen anlatim farkliliginin sicaklik stresine bagh

olabilecegini bildirmislerdir.

Lee ve ark. (2006b), U5 snRNP ile iliskili oldugu belirlenen stal geninin,
soguk stresinde transkripsiyonun arttigin1 ve Arabidopsis thaliana’nin soguk stresine
toleransta bu gene ihtiyag¢ duydugunu bulmuslardir. Ayrica, stal mutasyonunun
oldiiriicii olmasi nedeniyle, STA1’in islevinin Arabidopsis i¢in zaruri oldugunu

belirtmislerdir.

Sakuma ve ark. (2006), yiiksek diizeyde DREB2A CA transkripsiyon faktorii
anlatim1 yapan transgenik Arabidopsis’e mikrodizilim (microarray) analizi yapmislar
ve sonu¢ olarak, anlatimi artan DREB2A CA’nin sadece kuraklik ve tuz cevap
genlerini tetiklemedigini, bununla birlikte sicak soku ile iliskili genleri de
tetikledigini belirlemislerdir. Ayrica sicak soku stresi ile DREB2A’nin kisa siireli
olarak tetiklendigini ve sicak soku stresi uygulanmis hiicrelerin g¢ekirdeklerinde
sGFP-DREB2A proteinin biriktigini bulmuslardir. Arastirmadan elde edilen genel
sonuclar dogrultusunda DREB2A’nin hem su hem de sicak soku stresine tepkide

islevsel oldugunu belirtmislerdir.

Schuller ve Ludwig-Miiller (2006), kok hastalik etmeni olan Plasmodiophora
brassicae ile bulastirilan Brassica rapa bitkilerinde, IAR3 geninin ortologu Br —

IAR’1n transkripsiyonunun diistiigiinii tespit etmislerdir.

Sotirios ve ark. (2006), Pamuk bitkisinden (G. hirsutum L.) HSPCB (Heat-
shock protein calmodulin binding) karakteri ile ilgili geni, kromozom-yiiriime
teknigini kullanarak izole ederek karakterize etmislerdir. HSPCBcDNA’sinin 1374
baz cifti uzunlugunda tek bir ORF igerdigini ve bu genin 5 ekzonunun oldugunu
belirlemislerdir. Bu genin Lipaz/HSPCB ile benzerlik gosterdigini tespit etmislerdir.
Gen anlatim analizleri sonucunda, bu gen calistiklar1 tiim bitki dokularinda anlatim

gerceklestirmistir.
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Volkov ve ark. (2006), sicaklik stresi ve sicak soku faktorii bagimli genlerin
anlattminda oksidatif stres ve oOzellikle H,O,’ye ihtiya¢ duyulup duyulmadiginin
anlasilmasi iizerine bir ¢alisma yiiriitmiislerdir. Orta sicaklik stresi (38 °C) veya oda
sicakliginda H,O,, biitil peroksit ve diamid uygulamalar1 sonucunda sicak soku
protein genlerinin ve iki askorbat peroksidaz geninin mRNA seviyelerinin benzer
diizeye ulastigin1 belirlemislerdir. Arastiricilar yaptiklart denemeler sonucunda
H,0;’nin, sicak stresi sinyal iletiminde ¢ok ©Onemli bir bilesen oldugunu ortaya
koymuslardir ve oksidatif stresin sicak soku faktoriinii aktif hale getirerek gen

anlattmin etkiledigi belirtmislerdir.

Cheong ve ark. (2007), Kalsinorin B-benzeri (calcineurin B-like: CBL) protein
ailesinin, bircok biyotik ve abiyotik stres etkenini ile bitki hiicrelerinde Ca*™
konsantrasyonunda meydana gelen degisiklikleri algilayici proteinler igerisinde yer
aldigini, bununla birlikte CBL proteininin, Ca+2’ye bagimli farkli islemlerde kritik
isleve sahip oldugunu belirtmektedirler. Ayrica CIPK’nin, bitkilerin bir¢ok strese

cevabina aracilik eden CBL proteini ile etkilesime girdigini bildirmislerdir.

Kwon ve ark., (2007) Arabidopsis hot2 mutantinin sicaklik toleransi
yoksunluguna sahip oldugunu, bunun yaninda tuz ve kuraklik streslerine de
direncinin zayif oldugunu belirlemislerdir. hot2 lokusundaki genin, kitinaz 19
ailesinin iiyeleri ile yiiksek homoloji gosteren bir proteini kodladigi bulunmustur.
Ayni ¢alismada, belirlenen kitinaz proteinin (ATCTL1) orta sicaklik stresi (38 °C)
kosullarinda anlatiminin degismedigi ve kitinaz proteinin, yapisal 6zelligi sebebiyle

sinif IT alt ailesine siniflandirilabilecegi bildirilmistir.

Bezrukova ve ark., (2008) disaridan uyguladiklar: bugday lektin proteinin, tuz
stresi kosullarinda bugday fidelerinde olusan oksidatif stres diizeyini azalttigini

bulmuslardir.

Liu ve ark. (2008), Arabidopsis thaliana Ku geninin (AtKu) sicaklik stresi
kosullarinda nasil diizenlendigini belirlemek amaciyla bir arastirma yapmuislardir.

RT-QPCR, GUS ve western emdirme analizleri sonucunda 3 haftalik geng¢ bitki
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fidelerinde sicaklik stresiyle AtKu gen anlatiminin azaldigini belirlemislerdir.
Sicaklik stresi ile baskilanan AtKu’nun etilen sinyali, DNA tamir mekanizmas: ve
yag asidi sentezinde yer aldigini1 bildirmislerdir. 4-5 haftalik bitkilerde sapta, rozet
yapraklarda ve gercek yapraklarda sicaklik stresi ile AtKu gen anlatimi
baskilanirken, koklerde artis veya azalis yoniinde her hangi bir degisimin olmadigim

gozlemlemislerdir.

Simoes-Araujo ve ark. (2008), boriilce bitkisinin nodiillerinde sicaklik stresine
cevapta yer alan genleri belirlemek amaciyla cDNA-AFLP’den olusturulmus
problarla bir ¢cDNA kiitiiphanesini taramiglardir. Arastirma sonucunda bir tanesi
kiiciik sicak soku proteini (VuHSP17.7) ile bir digeri ise Nodulin 26 (VuNIP1) ile
iliskili iki adet tam uzunlukta cDNA izole etmis ve karakterisazyonlarin
yapmuslardir. VuHSP17.7°nin yiiksek sicaklik stresi ile nodiilde, yapraklarda, cicekte
ve cicek tomurcugunda anlatiminin yiiksek diizeyde tetiklendigini ve VUNIP1’in

sicaklik stresinden sonra nodiilde baskilandigini tespit etmislerdir.

Xu ve ark. (2008), iki Agrostis (A. scabara, A. stolonifera) tiirtinde gévde ve
kokte sicaklik tolerans: ile ilgili farkli anlatim yapan genleri mukayese etmek ve
sicaklik stresinde anlatimi artan genleri belirlemek amaciyla farklilik gosterim
yontemini kullanmislardir. Yaprak ornekleri ile yapilan farklilik gosterim analizi
sonucunda, A. stolonifera’da sicaklik stresi ile 21 gen pargasinin anlatiminin
azaldigim 18 gen parcasinin anlatiminin ise arttigini tespit etmislerdir. A. scabara
tiriinde ise 38 gen parcasinin anlatimi azalmis, 22 gen pargasinin anlatimi ise
artmistir. Sicaklik stresi kosullarinda 4 gen parcasinin kokte anlatiminin arttigi
belirlenmistir. RT-PCR analizi sonucunda yapraktaki bir gen parcasinin (AsL9) ve
kokteki 1ki gen parcasinin (AsR1 ve AsR2) yalnizca sicakliga toleransh A. scabara

tiriinde anlatim yaptigini belirlemislerdir.
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Bitkilerin Yetistirilmesi

Denemede bitki materyali olarak, Stoneville 453 pamuk (Gossypium
hirsitum L.) ¢esidi kullanilmistir. Stoneville 453 cesidi, erkenci ve adaptasyon
yetenegi ¢ok iyi olan bir cesittir. Giineydogu Anadolu Bolgesi icin tescil edilmis
olan Stoneville 453, orta uzunlukta olup, bitki sekli konik yapidadir. Yapraklari
orta biiyiikliikte, derin yirtmacli, orta tiiylii ve palmiye seklindedir. Kozalar1 orta
biiyiikliikte ve ovaldir (Harem, 2007). Stoneville 453, Sanliurfa ilinde en yaygin
yetistirilen pamuk ¢esididir ve Sanliurfa kosullarinda, 393.25 — 450.25 kg/da kiitlii
verimine, 71.15 — 90.00 cm bitki boyuna, % 36.93 — % 40.24 c¢ir¢ir randimanina
ve 29.00 — 30.75 mm lif uzunluguna sahiptir (Giir ve ark., 2000).

Pamuk bitkileri sicaklik, 1s1k ve nem kontrollii bitki yetistirme dolabinda
(DigiTech DP16C) yetistirilmistir. Stoneville—453 ¢esidine ait tohumlarin ekimi,
hacimsel olarak 2:1 oraninda tarla topragi ve torf karisimi iceren 3 litrelik
saksilara yapilmistir. Bitki biiylitme dolabinin aydinlatma dongiisii; 16 saat
aydinlik, 8 saat karanlik olarak ayarlanmistir (Crafts-Brandner ve Salvucci, 2004).
Isik kaynagi olarak, bitkilere 6zel kirmizi ve mavi 11k orami arttirilmig fliioresans
lambalar (OSRAM flora) kullanilmis ve bitkiler 350 pmol/mz/sn 151k
yogunlugunda yetistirilmistir. Bitki biiyiitme dolabinin giinliik ortalama sicakligi
yaklagik 28 'C olmak iizere, aydinlik evrede 32 'C, karanlik evrede ise 22 'C
olarak ayarlanmistir (Reddy ve ark., 2004; Salvucci ve Crafts-Brandner, 2004).
Kabindeki nem orani siirekli % 60 diizeyinde tutulmustur. Bitkilere cikistan
itibaren hasada kadar, haftada iki defa ve her uygulamada 250 ml % 50
seyreltilmis Hoagland besin cozeltisi (Hoagland ve Arnon, 1950) verilmistir.
Cikistan 5 hafta sonra ortalama sicaklik (=~ 28 'C) degismeyecek bicimde, gece
giindiiz sicaklik farki azaltilmis ve aydinlatma dongiisii degistirilmistir. Ortam

kosullar1, 14 saat aydinlik evrede 30 ‘C ve 10 saat karanlik evrede 26 ‘C seklinde
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diizenlenmistir. Bitkiler sicaklik stresi uygulama donemine kadar bu kosullarda
yetistirilmistir. Cikistan 77 giin (yaklagik 2.5 ay) sonra bitkilere 38 'C ve 45 'C
sicaklik stresi uygulanmis ve geng yaprak hasadi yapilmistir. Kontrol bitkileri ise
strese maruz birakilmamus ve 30 'C’de hasat yapilmustir. Sicaklik stresi
uygulamalar1 ve hasat aydinlik evrede yapilmistir. Hasat edilen yapraklar, zaman
kaybetmeden hizli bir bicimde sivi azot igerisinde dondurulmustur. Sivi azotta
dondurulan yaprak ornekleri, sonraki caligmalarda kullanilmak amaciyla derin
dondurucuda (- 85 OC) muhafaza edilmistir. Bitkilerin maruz birakildiklar1 sicaklik

kosullar1 “Stres Uygulamalart” bagligr altinda ayrintili olarak agiklanmistir.
3.2. Stres Uygulamalari

Kontrol bitkileri: Kontrol olarak kullanilan pamuk bitkilerine sicaklik
stresi uygulanmamistir. Kontrol bitkilerden yaprak hasadi, aydinlik evrede ve 30

°C’de yapilmustir.

Orta sicaklik stresi: Bu uygulamada, bitkiler 2 saat 38 °C sicaklia maruz
birakilmiglardir. Sicaklik stresi uygulamasi, kademeli olarak yapilmistir. Bitkiler
normal kosullarda yetisirken, ortam sicakligir 30 °C’den 38 °C’ye yiikseltilmis ve
ortam sicakligr 38 °C ye 45 dakikada ulagmistir. Bu uygulama ile dogal ortam
kosullarina benzer sekilde kademeli sicaklik artis1 saglanmistir. Bitkilere 38 °C’de
2 saat sicaklik stresi uygulanmasinin ardindan, gen¢ yapraklarin hasadi

yapilmistir.

Yiiksek sicaklik stresi: Bu uygulamada bitkiler, 45 °C’de 2 saat sicaklik
stresine maruz birakilmiglardir. Ancak bitkiler 30 °C’den 45 °C’ye dogrudan
konulmamis, dogada oldugu gibi kademeli sicaklik artis1 saglanmis ayrica, bitkiler
sicakliga alistirlmistir. Sicaklik artis1 iki kademede gerceklestirilmistir. Birinci
kademede, ortam sicakligi 30 °C’den 38 °C’ye yiikseltilmis ve ortam sicakligi 45
dakikada 38 °C ye ulagsmistir. Pamuk bitkileri 38 °C’de 2 saat bekletilerek
sicakliga alistirnlmiglardir. Bitkilerin sicakliga alistirilmasinin ardindan, ikinci

kademede ortam sicakligir 38 °C’den 45 °C’ye yiikseltilmis ve ortam sicaklig1 45
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°C ye 50 dk’da ulagsmustir. Ortam sicakligi 45 °C’ye ulastiginda, bitkiler 2 saat bu

sicakliga maruz birakilmis ve ardindan geng yapraklarin hasadi yapilmistir.

3.3. Toplam RNA izolasyonu ve Saflastirma

Kontrol ve stres (38 °C ve 45 °C) uygulanmig bitkilerden ayr1 ayrt RNA
izolasyonlar1 yapilmistir. Izolasyon, RNeasy Plant Mini Kit (Qiagen) kullanilarak,
kit protokolii dogrultusunda gerceklestirilmistir. RNA c¢alismalarinda 6n kosul,
RNA’nin yapisint korumus bi¢imde parcalanmadan izole edilmesidir. RNA
parcalanmasina sebep olan en biiyiik etken riboniikleaz (RNaz) bulagmasidir. Cok
az miktarda RNaz bulagmasi dahi saglam RNA izolasyonunu engellemektedir.
RNA izolasyonu asamasinda ortama RNaz bulasmasini onlemek i¢in denemede
kullanilan biitiin plastik ve cam malzemeler ile gerekli tiim c¢ozeltiler, RNaz
aktivitesini engelleyen dietilpirokarbonat (DEPC) ile muamele edilmistir. DEPC
muamelesine ilave olarak malzemeler, 121 °C ve 0.1 MPa basincta 15 dakika
otoklavlandiktan sonra 105 °C’de en az gece boyu bekletilmistir. Havan ve havan
kollar1 ise 300 °C’de gece boyu bekletilmistir. RNA izolasyonu RNaz bulagmasini

engellemek icin steril kabin igerisinde yapilmustir.

3.3.1. RNA izolasyon hazirhklari

DEPC-dH20 hazirlanmasi: Ultra saf suya % 0.1 oraninda DEPC ilave
edilmis ve DEPC tam ¢o6ziinene kadar karistirtlmistir. DEPC uygulanmis su, 37

°C’de gece boyu bekletilmis ve ardindan otoklavlanarak steril edilmistir.

RNA eldesinde kullamlacak cozeltilerin kullammma hazirlanmasi: RNA
eldesinde kullanilacak olan tiim ¢ozeltiler, % 0.1 (v/v) DEPC iceren dH,O ile

hazirlanmis ve otoklav yapilarak steril edilmigtir.
Pipet uclarmin kullanima hazirlanmasi: Pipet uclart % 0.1’lik (v/v)

DEPC cozeltisi icerisinde 37 'C’de gece boyu bekletilmistir. Ardindan pipet uclar
20 dakika otoklavlanmis ve 105 ‘C’de 16 saat bekletilerek kurutulmustur.
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Porselen havan ile havan kolunun kullamima hazirlanmasi: Havan ve
havan kolu, aliminyum kagit ile sarilmis ve 300 'C’de en az gece boyu

bekletilmistir.

RNA elektroforezinde kullanilacak tanklarin hazirlanmasi: Elektroforez
tanklar1 deterjanlt su ile yikandiktan sonra destile su ile durulanmistir. Tanklarin
icine % 3’lik (w/v) HyO, ¢ozeltisi doldurulmus ve oda sicakliginda en az 10
dakika bekletilmistir. Daha sonra, tanklar % 0.1’lik (v/v) DEPC’li destile su ile

durulanmustir.

3.3.2. RNA izolasyonu

RNA izolasyonu RNeasy® Plant Mini Kit (Qiagen) kullamlarak, kit
kitapcigi  dogrultusunda  gerceklestirilmistir  (Anonymous, 2001). RNA
izolasyonun tiim asamalar1 oda sicakliginda yapilmistir. Yontem temel olarak; a)
doku parcalama ve homejenizasyon, b) toplam RNA’y1 kolona tutturma, c) RNA
haricindeki maddelerin kolondan yikanmast ve d) RNA’min DEPC-H,O ile
kolondan toplanmasi asamalarindan olusmaktadir. Uygulanan RNA izolasyon
protokoliiniin agamalar1 agsagida maddeler halinde verilmistir. RNA izolasyonuna
baslanmadan Once guanidin izotiosiyanat iceren RLT tamponuna, 1 ml tamponda

10ul olacak sekilde merkaptoetanol ilave edilmistir.
RNA izolasyon protokol asamalart:

1) —80 'C’de saklanan bitki yaprak 6rneginden yaklasik 100 mg alinmus,
porselen havan ve havan kolu kullanilarak sivi azot icerisinde yaprak
ornekleri toz haline gelene kadar ogiitiilmiistiir. Ogiitiilmiis yaprak, 50
ml’lik RNaz DNaz ari steril plastik tiip icerisine aktarilmistir.

2) Ogiitiilmiis yaprak iizerine, hiicrelerin pargalanmasi icin 450 pl RLT
tamponu eklenmistir. Karisim yiiksek frekansta vortekste karistirilmistir.

3) Karistm QIAshredder kolonuna aktarilmis ve 13 000 rpm’de 2 dk

santrifiij yapilarak homojenize edilmistir. RNA igeren iist siv1 faz,
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4)

5)

6)

7)

8)

9)

dikkatli bir sekilde alinarak yeni bir santrifiij tiipline aktarilmistir.
Cokelti fazdaki hiicre artiklarinin alinmamasina dikkat edilmistir.
Homojen karisima % 50 hacminde (225 ul) saf etanol ilave edilmis ve
pipetle karistirilmistir.

Etanol iceren karistm (650 ul) RNeasy mini spin kolona aktarilmustir.
13 000 rpm’de 15 sn santrifiij yapilarak RNA kolona tutturulmustur. Alt
tiipe gecen s1vi atilmistir.

Kolona 700 ul RW1 yikama tamponu ilave edilerek 13 000 rpm’de 15
sn santrifiij yapilmistir. Toplama tiipiine gecen sivi ve toplama tiipii
atilmistir.

RNeasy mini spin kolon yeni bir toplama tiipiine aktarilmis ve kolona
500 ul RPE yikama tamponu eklenmistir. 13 000 rpm’de 15 sn santrifiij
yapilmis ve alt tiipe gecen s1vi atilmastir.

Kolona ikinci kez 500 pul RPE yikama tamponu eklenmis ve 13 000
rpm’de 2 dk santrifiij yapilarak kolondan etanol uzaklastirilmistir.
Kolonda kalmas1 muhtemel etanolu uzaklastirilmak i¢in kolon yeni bir
tipe aktarilmis ve kolona hicbir sey eklemeden 13 000 rpm’de 1 dk

santrifiij yapilmistir.

10) Etanol tamamen uzaklastirildiktan sonra kolona 35 ul DEPC-dH,O

eklenmis ve 13 000 rpm’de 1 dk santrifiij yapilarak kolona bagli halde

bulunan RNA’nin ¢oziilerek tiipe gegmesi saglanmustir.

11)Ikinci 35 pul DEPC’li su ile aym islem tekrar edilmis ve toplam 70 pl

3.3.3.

RNA igeren ¢ozelti elde edilmistir.

Toplam RNA o6rneklerinin DNA’dan arindirilmasi

Farklilik gosterim tekniginin basarisi, RNA’nin giivenilirligine ve DNA’dan

ari olmasina baghdir. Bu nedenle, izole edilen toplam RNA o6rnekleri DNaz I

enzimi

(GenHunter) ile muamele edilerek, olmasi muhtemel DNA’dan

arindirilmistir. RNA 6rneklerinin DNA’dan arindirilmasi icin MessageClean Kit

(GenHunter) kullanilmig ve DNA temizleme islemi, kit kullanim kitapgigi

dogrultusunda yapilmistir (Anonymous, 2000).
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RNA’dan DNA Uzaklastirilmasi Protokolii:

1y

2)

3)

4)

5)

6)

7)
8)

9)

10-50 pg toplam RNA iceren RNA ¢ozeltisi, son hacim 57.0 pl olacak
sekilde DEPC’dH,0, 5.7 ul 10X reaksiyon tamponu (100 mM Tris-HCI,
pH 8.4, 500 mM KClI, 15 mM MgCl, ve % 0.01 jelatin) ve 1.0 ul DNaz I
(10 u/pl) belirtilen sirayla 1.5 ml’lik bir tiipe ilave edilmistir.

Reaksiyon c¢ozeltisi iyice kanstirnlarak 37 'C’de 30 dakika inkiibe
edilmistir.

Inkiibasyon bittikten sonra DNaz ile kesimi yapilan RNA 6rnegine 40 ul
fenol:kloroform (3:1) karistimi  eklenerek vorteksle 30 saniye
karistirilmistir.

Karisim buz iizerinde 10 dakika bekletilmistir.

4 °C’de 5 dakika 13 000 rpm’de santrifiij yapilmus ve iist faz temiz bir
tiipe alinmustir.

Ust faza 5 pl 3M sodyum asetat pH 5.5 ve 200 pl saf etanol eklenerek
iyice karistirilmistir.

Karisim -80 'C’de 1 giin bekletilmistir.

Ertesi gin karisim 4 ‘C’de 10 dakika santrifiijlenerek RNA
coktiirtilmiistiir.

Ust siv1 atildiktan sonra RNA peleti yerinden oynatilmadan 0.5 ml %
70’lik etanolla (DEPC-dH,O ile hazirlanmis) yikanmistir. Alkolil
uzaklastirmak amaciyla 5 dakika santrifiij yapilmis ve alkol pipetle
uzaklastirilmistir. Kalan alkoliin u¢masi i¢in tiip, kapagi agik olarak 10

dk oda sicakliginda ters cevrilerek bekletilmistir.

10)Oda sicakliginda kurutulan RNA peleti, 20 pul DEPC-dH,O ile

¢cOziilmiistiir.

Elde edilen RNA’nin miktarin1 belirlemek icin RNA’lar 1:250 oraninda

seyreltilmistir. 1 ml hacimli ve 10 mm 151k yollu kuartz kiivetler kullanilarak

spektrofotometrede (Shimadzu UV-1601) 260 nm 151k dalga boyunda seyreltik

RNA’larin absorbans degerleri Olciilmiistiir. RNA miktari, Olciilen absorbans

degeri ve Denklem 3.1 kullanilarak hesaplanmustir.
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RNA miktar1 (ug/ml) = Ayeo X seyreltme katsayisi (1:250) x 40 (3.1

3.3.4. RNA izolasyonunun dogrulanmasi

RNA izolasyonunun ve DNA’nin uzaklastirildiginin dogrulanmasi icin
DNaz I uygulanmis toplam RNA ornekleri % 1.2 agaroz, % 7 formaldehit jelde
ayristirlmistir. RNA ornekleri jele yiiklenmeden once denatiirleme karigimina
eklenmis ve 65 C de 10 dk inkiibe edilmistir. Her bir uygulama icin 7 pl RNA
ornegi 20 ul denatiirleme karisimina ilave edilmistir. Denatiirasyonun ardindan,
ornekler buzda 5 dk bekletilmis ve ardindan jele yiikleme yapilmistir. RNA’lar 45
dk siireyle 90 V gerilimde elektroforez yapilarak jelde ayristirilmistir. RNA’lara
ait bant goriintiileri, Kodak GL 200 jel goriintiileme sistemi ile 304 nm 151k dalga
boyunda ve 590 nm filtre kullanilarak elde edilmistir. RNA elektroforezi icin

kullanilan malzemeler asagida sunulmustur.

RNA denatiirleme karisima:

Formamit 10.0 ul
Formaldehit(% 37) 1.5l
5 X MOPS 2.0 ul
EtBr (200 pg/ml) 3.0 ul

Yiikleme tamponu 3.0 ul

RNA yiikleme tamponu: % 50 gliserol, 1 mM EDTA (pH 8.0), % 0.25 (w/v)

bromofenol mavisi

% 1 Agaroz % 7 Formaldehit jel (50 ml):

DEPC-dH,0 36.5 ml
5x MOPS 10.0 ml
Agaroz 05¢g

Formaldehit (% 37) 3.5ml

Elektroforez kosturma tamponu: 1x MOPS ve % 7 Formaldehit (% 37)
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5 X MOPS: 0.1 M MOPS (pH 7.0), 40 mM Na asetat ve 5 mM EDTA (pH
8.0) icerir. 20.6 gr MOPS 800 ml 50 mM sodyum asetat i¢inde ¢oziilmiistiir. 2 N
NaOH ile pH’s1 7.0’a ayarlanmis ve 10 ml 0.5 M EDTA (pH 8.0) eklenmistir.
Tamponun hacmi 1 litreye getirildikten sonra 1 ml DEPC ilave edilmistir.

Hazirlanan ¢ozelti otoklavlanarak steril edilmistir.

3.4. Farklilik Gosterim

Farklhilik  gosterim yontemi, stres kosullarinda olusan gen anlatim
farkliliklarin1 tespit etmek amaciyla dort temel asamada gerceklestirilmistir.
Bunlar; ¢cDNA sentezi, farklilik gosterim PZR (DD-PCR), cDNA’larin jelde
ayristirillarak giimiis boyama ile goriintiillenmesi ve son olarak kontrole gore farkli
cDNA’larin jelden izolasyonu asamalarindan olusmustur. Farklilik gosterim

yontemi sematik olarak Sekil 3.1°de gosterilmistir.

mRNA populasyonu

GAAAAAAAAAAA-AN
CAAAAAAAAAAA-AN
UAAAAAAAAAAA-AN

5'-AAGC G-3'(H-T11G)
1. cDNA sentezi dNTP karigimi
Ters Transkriptaz

<

CAAAAAAAAAAA-AN
G CGAA

cDNA

5'-AAGCTTGATTGCC-3' (H-AP 1)

2. DD-PCR S-AAGCTTTTTTTTTTTG3 (H-T11G)
dNTP kangimi

Tag DNA polimeraz

A 4

AASCTTGATTGLC GTTTTTTTTTTTCGAA
AAGCTTGATTGEC GTTTTTTTTTTTCGAA
3. cDNA'lann jelde
ayristirimasi ve
g&riintdlenmesi
Kontrol Stres

~=— Gen anlatiminda farkhilik

)

Sekil 3.1. Farklilik gosterim yonteminin sematik gosterimi (Anonymous, ---)
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3.4.1. cDNA sentezi

RNA molekiilleri cabuk pargalanabilir bir yapiya sahiptirler. Bu nedenle,
mRNA’lar1 ¢ok daha kararli bir yapiya sahip olan DNA’ya doniistiirmek icin
cDNA sentezi yapilmistir. RNA’dan sentezlenen her bir DNA iplik¢igi, kalip
olarak kullanilan mRNA’nin kars1 iplik¢igi oOzelliginde olmasi nedeniyle bu
DNA’lara tamamlayict DNA (complementer DNA) anlamina gelen cDNA
denilmektedir. cDNA sentezi icin RNAspectra™ Kit (GenHunter®) kullanilmis ve
sentez, kit protokolii dogrultusunda gerceklestirilmistir (Anonymous, ---). cDNA
sentezi i¢in DNaz I ile muamele sonrasi elde edilen saf RNA’lar kalip olarak
kullanilmistir. cDNA sentezinde kalip olarak kullanilan RNA’larin miktarlar1 0.1
pg/ul olacak sekilde esitlenmistir. Belirtilen konsantrasyonun hazirlanmasi igin
spektrofotometre Ol¢iimii sonucunda elde edilen toplam RNA konsantrasyon
degerlerinden yararlanilmistir. RNA’lardan c¢DNA sentezi, MMLV-Ters
Transkriptaz enzimi kullanilarak gerceklestirilmistir. U¢ RNA 6rnegi (Kontrol, 38
'C ve 45 'C), ii¢ farkli H-T;;M demirleyici (anchor) primer (H-T A, H-T;G ve
H-T;,C) ile kombine edilerek, her bir RNA 06rnegi icin ii¢ ayr1 reaksiyon tiipii
hazirlanmis ve toplam dokuz RT-PZR reaksiyonu yapilmistir. Pipet hatalarini en
aza indirgemek ve reaksiyonlar arasinda en yakin benzerligi saglamak amaciyla,
her bir H-T{;M primeri i¢in kalip RNA haricindeki diger reaksiyon girdilerinden
olusan birer 6z karistm hazirlanmistir. icinde 2.0 pl kalip RNA (0.1 pg/ul, taze
seyreltilmis) olan 0,2 ml ince duvarl tiiplere, hazirlanan 6z karisimdan 17°ser pl
ilave edilmistir. RT-PZR programmin 37 C asamasimn 10. dakikasinda, her
reaksiyon tiipiine 1 pl MMLV-RTaz enzimi ilave edilerek inkiibasyona devam
edilmistir. Bu sekilde her bir 6rnek icin toplamda 20 ul cDNA sentezlenmistir.
cDNA sentez reaksiyonunun igerigi, sicaklik programi ve asamalar asagidaki

gibidir.
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cDNA reaksiyonunun icerigi (1 tiip i¢in):

DEPC-upH,O 9.4 ul
5x Ters Transkriptaz Tamponu 4.0 ul
dNTP karisimi (625 uM) 1.6 ul

Toplam RNA (DNA i¢cermeyen) 2.0l
(0.1 pg/ul, taze seyreltilmis)

H-T1 1M Primer (2 uM) 2.0 ul
MMLV-RTaz (100 u/ul) 1.0 w
Toplam Hacim 20 ul

5x Ters transkripsiyon tamponu: 125 mM Tris-Cl, pH 8.3, 188 mM KCl, 7.5
mM MgCl,, 25 mM DTT

dNTP Karisimui (her biri 625 uM): dATP, dTTP, dCTP, dGTP

H-T; 1M Demirleyici Primerler:

H-T11G 5" -AAGCTTTTTTTTTTTG- 3’
H-T1 A 5" -AAGCTTTTTTTTTTTA- 3
H-T,,C 5" -AAGCTTTTTTTTTTTC- 3

Her bir reaksiyon tiiptine H-T;;M demirleyici primerlerinden sadece birisi

eklenmistir.

RT-PZR sicaklik programi ve sentez asamalart:

65°C - 5 dk (RNA denatiirasyonu)

37°C > 60 dk (cDNA sentezi)
75°C - 5 dk (Enzim denatiirasyonu)
4°C - o (Reaksiyon durdurma ve depolama)
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3.4.2. Farkhlik gosterim PZR (DD-PCR)

Kontrol ve sicaklik streslerine ait toplam iic cDNA popiilasyonundan alt
cDNA popiilasyonlar1 olusturmak i¢in “Farklilik Goésterim PZR” (DD-PCR)
yontemi uygulanmistir. DD-PZR icin RNAspectra™ Kit (GenHunter®)
kullanmilmis ve reaksiyon, kit protokolii dogrultusunda gerceklestirilmistir
(Anonymous, ---). Alt cDNA popiilasyonun olusturabilmesi amaciyla 16
niikleotid uzunlugunda 3 adet demirleyici primer (H-T;;M) ile 13 niikleotid
uzunlugunda 16 adet rastgele primerden (H-AP Primer) olusan 48 adet primer
kombinasyonu kullaniimistir. Olusturulan 48 primer kombinasyonu kontrol, 38 'C
ve 45 'C sicaklik stresine ait 3 adet cDNA ornegi ile birlestirilerek toplamda 144
adet DD-PZR yapilmistir. DD-PZR i¢in asagidaki reaksiyon igerigi ve sicaklik

dongiisii kullanilmastir.

DD-PZR reaksiyon igerigi (1 tiip icin):

dH,O 10.2 ul
10X PZR tamponu 20w
dNTP karigimi (625 uM) 1.6 ul
H-AP Primer (2 uM) 2.0l
H-T{iM Primer 2.0l

(cDNA sentezinde kullanilan H-T ;M
primeri ile aynt olmak zorundadir.)

cDNA 20w
Tag DNA polimeraz (5 u/ul) (Biorad) 0.2 ul
Toplam 20.0 ul

10X PZR tamponu: 100 mM Tris-Cl, pH 8.4, 500 mM KCI, 15 mM MgCl,,
% 0.01 jelatin

dNTP karisimi: dATP, dTTP, dCTP, dGTP
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H-T{iM Primerleri:

H-T11G
H-T;A
H-T,,C

5" -AAGCTTTTTTTTTTTG- 3’
5" -AAGCTTTTTTTTTTTA- 3’
5" -AAGCTTTTTTTTTTTC- 3

Her bir reaksiyon tiiptine H-T;;M demirleyici primerlerinden sadece birisi

eklenmistir.

H-AP Primerleri:

Primer Adi

Primerin Baz Dizisi

H-AP 1
H-AP 2
H-AP 3
H-AP 4
H-AP 5
H-AP 6
H-AP 7
H-AP 8
H-AP 49
H-AP 50
H-AP 51
H-AP 52
H-AP 53
H-AP 54
H-AP 55
H-AP 56

5" -AAGCTTGATTGCC- 3’
5" -AAGCTTCGACTGT- 3’
5’ -~ AAGCTTTGGTCAG- 3’
5’ -~ AAGCTTCTCAACG- 3’
5’ - AAGCTTAGTAGGC- 3’
5’ ~AAGCTTGCACCAT- 3’
5" -~ AAGCTTAACGAGG- 3’
5’ -AAGCTTTTACCGC- 3’
5" -AAGCTTTAGTCCA- 3’
5" -AAGCTTTGAGACT- 3’
5’ -~ AAGCTTCGAAATG- 3’
5" -AAGCTTGACCTTT- 3’
5" -AAGCTTCCTCTAT- 3’
5’ -AAGCTTTTGAGGT- 3’
5’ - AAGCTTACGTTAG- 3’
5" - AAGCTTATGAAGG- 3’

Her bir reaksiyon tiipiine H-AP primerlerinden sadece birisi eklenmistir.
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DD-PZR sicaklik dongiisii:
94°C’de  30sn
40°C’de  2dk 40 Déngii
72°C’de  1dk

72°Cde  5dk > | Dongi
+4°C'de o

3.4.3. cDNA’larin jelde ayristirilmasi

cDNA’larin ayristinlmasi amaciyla, % 5 denatiirleyici poliakrilamid jel
kullamilmistir.  Boyutlarina gore aynistirilan  c¢DNA’lara ait  bantlarin
goriintiilenmesi icin giimiis boyama yontemi kullanilmistir. cDNA’larin jelde
ayristirilmasi; jel levhalarimin hazirlanmasi, denatiirleyici poliakrilamid jelin

yapilmasi ve elektroforez asamalarindan olusmaktadir.
3.4.3.1. Poliakrilamit jel kasetinin hazirlanmasi

Jel, 33.5 cm (en) x 42 cm (boy) boyutunda hazirlanmistir. Jel kalibini
hazirlamak amaciyla birisi uzun, birisi kisa olmak iizere iki cam levha
kullanilmistir. Cam levhalar deterjanla yikanmis ve deiyonize su ile durulanmustir.
Yikanan camlar % 70 EtOH’la hi¢c leke kalmayacak sekilde kagit havlu
kullanilarak temizlenmistir. Elektroforez sonrasinda, camlari1 kolay acabilmek icin
uzun cam levhanin yiizeyine kayganlastirict bir kimyasal olan SigmaCote
uygulanmistir. SigmaCote’un kurumasi i¢in uzun cam levha oda kosullarinda 5 dk
bekletilmistir. Kisa cam levhanin yiizeyine, jelin yapismasin1 ve boylece giimiis
boyama agsamalarinda jelin cam levhada sabit kalmasini1 saglamak amaciyla taze
hazirlanmis 1 ml yapistirma ¢ozeltisi uygulanmistir. Yapistirma ¢ozeltisinin

icerig8i asagida belirtilmistir.
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Yapistirma c¢ozeltisi icerigi:

Etanol (% 96) 2 ml
Glasial asetik asit 10 ul
Bind Silane 3ul

Yapistirma ¢ozeltisinin kurumasinin (4-5 dk) ardindan, kisa cam levha
yiizeyi her defasinda 2 ml % 96 Etanol ile iic kez temizlenmistir. Kimyasal
cozeltilerin uygulanmasinin ardindan, arada 0.4 mm kalinliginda ayiraglar olacak
sekilde ve kimyasal uygulanmis yiizeyler icte kalacak bicimde cam levhalar iist
iste yerlestirilmis ve ii¢ kenar1 bantla kapatilarak, jel kalib1 kullanima hazir hale

getirilmistir.

3.4.3.2. Denatiirleyici poliakrilamid jel’in hazirlanmasi

S1vi % 5 denatiirleyici poliakrilamid jel, 33.5 cm x 42 cm boyundaki ve 0.4
mm aralikli c¢ift kat cam levha arasina, 60 ml’lik enjektor yardimiyla hava
kabarcigl olusturmadan dokiilmiistiir. Sivi jel ¢ozeltisi, polimerizasyon (jellesme)
icin en az 2 saat oda kosullarinda bekletilmistir. Hazirlanan % 5 denatiirleyici

poliakrilamid jelin igerigi asagida verilmistir.

% 5 Denatiirleyici Poliakrilamid Jel (60 ml):

dH,O 18.6 ml
Ure 216¢

% 40 Akrilamid:Bisakrilamid (19:1) 7.5 ml
5x TBE 12.0 ml
% 10 APS 300.0 ul
TEMED 40.8 ul
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5x TBE:

dH,O 900.0 ml
Trizma-base 540¢g
Borik asit 275¢g
EDTA (0.5 M, pH 8.0) 20.0 ml

3.4.3.3. Denatiirleyici poliakrilamid jel elektroforezi

Polimerize olmus denatiirleyici poliakrilamid jele, DNA yiiklemeden 6nce
60 watt elektrik giiciinde (2 000 volt’u gecmeyecek sekilde) 30 dk on kosturma
yapilmigtir. Kosturma tamponu olarak 1x TBE kullanilmistir. Kontrol ve stres
gruplarina ait her 3.5 pl cDNA 6rnegine 2.0 pul FDD yiikleme boyasi eklenmis ve
80 ‘C’de 2 dk denatiire edilmistir. Denatiire edilen ¢cDNA’lar 1-2 dk buzda
bekletilmis ardindan jele yiiklenmistir. Jele yiiklenen cDNA’lar 60 watt elektrik
giiciinde (2 000 volt’u gecmeyecek sekilde) 2.5 saat kosturularak ayristirtlmistir.

3.4.4. Giimiis boyama

Poliakrilamit jelde ayristirilan cDNA’larin goriintiilenmesi amaciyla giimiis
boyama yontemi kullanilmistir. Giimiis boyama yontemi sabitleme, yikama,
boyama, durulama, gelistirme, durdurma ve durulama asamalarindan
olusmaktadir. Giimiis boyama i¢in gerekli ¢ozeltiler ve icerikleri Cizelge 3.1°de

verilmistir.

Sabitleme: Jel s1g bir plastik tepsiye yerlestirilmis ve jelin {izerini
kaplayacak kadar sabitleme/durdurma coOzeltisi eklenmistir. Jel
sabitleme/durdurma cozeltisi icerisinde 20 dk veya yiikleme boyasi goriinmeyene
kadar calkalanmistir. Baz1 calismalarda, jel sabitleme/durdurma ¢ozeltisinde gece
boyu calkalamadan bekletilmistir. Sabitleme/durdurma ¢ozeltisi gelistirme

reaksiyonunu durdurmak i¢in saklanmistir.
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Cizelge 3.1. Glimiis boyama ydnteminde kullanilan ¢ozeltiler ve icerikleri

Cozelti Adi Cozelti icerigi igerik Miktar
Sabitleme/Durdurma Asetik asit 200 ml
Cozeltisi Ultra saf su 1800 ml
Boyama Cozeltisi Formaldehit (% 37) 4.5 ml
Ultra saf su 3 000 ml
Sodyum karbonat 120 g
Gelistirme Cozeltisi Formaldehit (% 37) 6 ml
Sodyum tiyosulfat (100 mg/ml) | 80 pl
Ultra saf su 3874 ml

Yikama: Jel, 3 kez (her biri 2-3 dk) ultra saf su ile c¢alkalanarak
durulanmugtir. Jel plakasi bir sonraki yikamaya alinmadan 6nce 10-20 sn

siiziilmiistiir.

Boyama: Jel, boyama ¢ozeltisine aktarilarak 30 dk iyice calkalanmistir.

Durulama: Jel, ultra saf su iceren tepsiye kisa siire daldirilmais, siiziilmiis ve
sogutulmus gelistirme ¢Ozeltisi iceren tepsiye cabucak yerlestirilmistir. Jelin ultra
saf suya daldirilmasindan gelistirme ¢ozeltisine aktarilmasina kadar gecen toplam

siirenin 5—10 sn’den fazla olmamasina dikkat edilmistir.

Gelistirme: a) Onceden sogutulmus sodyum karbonat cozeltisine,
kullanmimdan hemen o©nce formaldehit ve sodyum tiyosiilfat ilave edilerek
gelistirme ¢ozeltisinin hazirlanmasi tamamlanmistir. Onceden sogutulmus 4 litre
gelistirme ¢ozeltisi 2’ser litre iki ayr tepsiye boliinmiistiir. Durulama asamasindan
sonra jel hemen birinci gelistirme ¢ozeltisine aktarilmis ve ilk bantlar goriinene
kadar jel iyice calkalanmistir. b) Ilk bantlar goriinmeye basladiktan sonra jel,
ikinci gelistirme c¢ozeltisine aktarilmis ve 2—-3 dk daha veya tiim bantlar goriinene

kadar gelistirme islemine devam edilmistir.

Durdurma ve Sabitleme: Gelistirme reaksiyonunu durdurmak ve jeli
sabitlemek icin gelistirme c¢oOzeltisine, sabitleme/durdurma cozeltisinden 1 L

eklenerek 2-3 dk calkalanmistir.
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Durulama: Jel, 2’ser L ultra saf suda 2 kez durulanmistir (her asamada 2

dk).

3.4.5. Farkhlik gosteren bantlarin belirlenmesi cDNA izolasyonu ve
cogaltilmasi

cDNA bantlarinin giimiis boyama yontemi ile goriintiillenmesinin ardindan
gen anlatim farkliligi sonucu olustugu Ongoriillen bantlar numaralandirilarak
isaretlenmistir. Numaralandirilan bantlar jelden kesilerek cikarilmis, ardindan
bantlardan cDNA izolasyonu gerceklestirilmis ve elde edilen cDNA’lar PZR ile
cogaltilmistir. cDNA izolasyonu ve PZR ile ¢ogaltilmasi icin RNAspectra™ Kit
(GenHunter®) kullanilmis, izolasyon ve c¢ogaltma reaksiyon kit protokolii

dogrultusunda gerceklestirilmistir (Anonymous, ---).
3.4.5.1. Farkh bantlarin kesilmesi ve cDNA izolasyonu

Bantlarin jelden kesilip alinmasini kolaylagtirmak ve bantlar arasinda
bulasmay1 engellemek icin jel yiizeyi stre¢ filmle kaplanmustir. Jeldeki farklilik
gosteren bantlar temiz bir bisturiyle kesilmis ve her bir bant 1.5 ml mikrofiij
tiipiine konulmustur. Mikrofiij tiipii igerisindeki jel parcgas: iizerine 100 ul dH,O
ilave edilmis ve 10 dk oda sicakliginda bekletilmistir. Ardindan cDNA’y1 jelden
cikarmak icin tiipler 100 'C’de 15 dk kaynatilmustir. Jel kaynatilp eritildikten
sonra, 13 000 rpm’de 2 dk santrifiij yapilarak jel parcalar1 c¢oktiiriilmiistiir.
Tiiplerden sivi faz alinarak yeni 1.5 ml’lik tiiplere aktarilmistir. Yeni tiiplere
aktarilan sividan cDNA’y1 izole etmek i¢in her bir tiipe 10 pul 3M sodyum asetat, 5
ul glikojen (10 mg/ml) ve 450 pul % 100 EtOH ilave edilmistir. Karisim, -84 'C’de
30 dk bekletilmistir. cDNA’y1 ¢oktiirmek amaciyla karisim, 13 000 rpm’de ve 4
‘C’de 10 dk santrifiij yapilmistir. Santrifiijiin ardindan tiiplerden iist faz atilmis ve
cokeltiyi durulamak i¢in 200 pl soguk EtOH (% 85) eklenerek kisa siireli
coktiirme yapilmis ve ardindan etanol tiipten atilmistir. Etanolun buharlasarak
iyice uzaklagsmasi i¢in tiipler steril kabin igersinde 20-30 dk bekletilmistir. Son
olarak cDNA cokeltisi, 10 ul upH,O ile ¢ozdiiriilmiistiir. Izole edilen cDNA’lar
daha sonra PZR ile ¢ogaltilmak amaciyla -20 ‘C’de saklanmustir.
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3.4.5.2. izole edilen cDNA'larin PZR ile cogaltilmasi

cDNA’larin jelden izole edilip edilmediklerinin kontrolii ve klonlama
caligmalarinda kullanilabilmeleri icin cDNA’lara PZR uygulanmustir. Jelden elde
edilen her bir cDNA’nin PZR’1 icin ilgili cDNA’nin iiretildigi sicaklik dongiisii
kosullarmin ve primerlerin ayms1 kullanilmustir. izole edilen cDNA’larin
cogaltilmasinda kullanilan PZR icerigi ve PZR’in gerceklestirildigi sicaklik

dongiisii kosullar1 asagida verilmistir.

PZR igerigi (1 tiip i¢in):

upH,O 233wl
10X PZR tamponu 4.0 ul
dNTP karigimi (625 uM) 0.3l
H-AP Primer (2 uM) 4.0 wl
H-T;;M Primer (2 uM) 4.0 wl
cDNA 4.0 ul
Tag DNA polimeraz (5 u/ul) (Biorad) 0.4 ul
Toplam 40.0 ul

H-T{;M Primerleri:

H-T11G 5" -AAGCTTTTTTTTTTTG- 3’
H-T1 A 5" -AAGCTTTTTTTTTTTA- 3
H-T,,C 5" -AAGCTTTTTTTTTTTC- 3

Her bir reaksiyon tiiptine H-T;;M demirleyici primerlerinden sadece birisi

eklenmistir.

H-AP Primerleri:

H-AP 1 5" -AAGCTTGATTGCC- 3’
H-AP 2 5" -AAGCTTCGACTGT- 3’
H-AP 3 5’ - AAGCTTTGGTCAG- 3’
H-AP 4 5’ - AAGCTTCTCAACG- 3’
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H-AP Primerleri (devam):

H-AP S5
H-AP 6
H-AP 7
H-AP 8
H-AP 49
H-AP 50
H-AP 51
H-AP 52
H-AP 53
H-AP 54
H-AP 55
H-AP 56

5’ - AAGCTTAGTAGGC- 3
5’ ~AAGCTTGCACCAT- 3’
5’ -~ AAGCTTAACGAGG- 3’
5" - AAGCTTTTACCGC- 3’
5’ -AAGCTTTAGTCCA- 3’
5" -AAGCTTTGAGACT- 3’
5’ -~ AAGCTTCGAAATG- 3’
5" - AAGCTTGACCTTT- 3’
5" —AAGCTTCCTCTAT- 3’
5’ -AAGCTTTTGAGGT- 3’
5’ - AAGCTTACGTTAG- 3’
5" - AAGCTTATGAAGG- 3’

Her bir reaksiyon tiipiine H-AP primerlerinden sadece birisi eklenmistir.

PZR sicaklik dongiisii:
94°C’de  30sn
40°C’de  2dk 40 Dongii
72°C’de  1dk
72°C’de 5dk > 1Dongii

+4°C’de

3.4.5.3. PZR iiriinlerinin agaroz jelde kontrolii

o0

Kesilen bantlardan cDNA’larin dogru izole edildiginin ve ¢ogaltilan PZR

iriinliniin olusup olusmadigini belirlemek icin % 1.2 agaroz jelde elektroforez

analizi yapilmistir. Agaroz jelin hazirlanmasinda asagida belirtilen icerik

kullanilmistir.
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% 1.2 Agaroz Jel (50 ml):

dH,O 40.0 ml
Agaroz 0.6¢g
5x TBE 10.0 ml

Etidyum Bromiir (10 mg/ml) 2.5 ul

5 X TBE Tamponu (1 litre i¢in):

dH,O 900.0 ml
Tris baz 540¢g
Borik asit 275¢g
EDTA (0.5 M, pH 8.0) 20.0 ml

Gerekli miktardaki agaroz 5x TBE tamponu ve su bir erlen igerisinde
karigtirildiktan sonra mikrodalga firinda kaynatilarak c¢ozdiiriilmistiir. Karisim
elle tutulur sicakliga (50-55 0 diistiigiinde EtBr ilave edilmistir. Hazirlanan jel
sivisi, jel kasetine dokiilmiis ve yiikleme kuyusu olusturmak igin tarak
yerlestirilerek oda sicakliginda donmasi beklenmistir. Jel donduktan sonra tarak
cikarilmis ve jel, kosturma tamponu (Ix TBE) igeren elektroforez tankina
yerlestirilmistir. 8 pl PZR iiriinii ile 2 pul 6 X DNA yiikleme tamponu karistirilmig
ve her bir 10 ul’lik karisim kuyulara yiiklenmistir. Ayrica PZR {iriinlerinin
molekiiler biiytikliiklerini belirlemek i¢in jele standart DNA yiiklenmistir.
DNA’lar 1 saat siireyle 7V/cm’de elektroforez yapilarak jelde ayristirnlmislardir.
DNA’lara ait bant goriintiileri, Kodak GL 200 jel goriintiileme sistemi ile 304 nm
151k dalga boyunda ve 590 nm filtre kullanarak elde edilmistir.

3.5. ¢cDNA'larin Klonlanmasi

Sicaklik stresi ile iligkili oldugu Ongoriilen cDNA’larin PZR iiriinlerinin
klonlanmasi, “PCR-TRAP Cloning System” kiti (GenHunter) kullanilarak
yapilmistir (Anonymous, 1998). Bu klonlama sistemindeki vektor, Lambda faj
baskilayici cl genini icermektedir. cI geni icerisindeki bogluk klonlama bolgesini
temsil etmektedir (Sekil 3.2). cl geni aktif durumda iken vektérde bulunan

tetrasiklin diren¢ genini baskilamaktadir. PZR fiirlinii, cI geninin icerisine
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klonlanarak bu baskilayic1 gen inaktif hale getirilmekte ve tetrasiklin geni anlatim
yapabilmektedir. Boylece hiicre tetrasikline diren¢ kazanmaktadir (Sekil 3.3).
PZR iiriiniiniin klonlanmasi1 durumunda, koloni-PZR reaksiyonu sonrasi orijinal
PZR parcasindan 120 baz c¢ift daha biiylik bir par¢a ¢ogaltilmaktadir. 120 baz
ciftlik bu fark, klonlanan cDNA ile beraber vektéor DNA’sina ait parcanin da
cogaltilmasindan kaynaklanmaktadir. Klonlama reaksiyonu, sirasina uygun olarak

asagida belirtildigi gibi hazirlanmistir.

Klonlama Reaksiyonu:

dH,O 10.0 ul
10x Ligazyon tamponu 2.0l
Klonlama Vektorii (150 ng/ul) 2.0 ul
cDNA 20w
T4 DNA ligaz (200 iinite/ul) 1.0 pl

Karisim tiipiine parmak ucuyla vurarak iyice karistirilmis ve kisa siireli (8—
10 sn) santrifiij yapilmistir. Klonlama amaciyla hazirlanan karisim, gece boyu 16
‘C’de inkiibe edilmistir. Siirenin sonunda klonlama {iriinleri —20 Cde

depolanmustir.
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PCR-TRAP
(6.5 kb)

Hindlll

Hilndlll HinTIII
By EBESSSSSSA]T
-
- cl gene
| ] | |
2 kb 280 bp 264 bp

/’\

Lseq Primer > —_—

CTATAAARAATAGGUCGT ATCACGAGECCCTTTCE T C T TCAAGARTTGATCATACGAATTT TACCCTOGCTTCCACE

GATATTTTTATCCGCATACTGCTCCGGGARAACCAGAACT TC T TARCTACTATCCTTARMATCCGACCCAACETCC
Lgh Primer

mcm'l‘ﬂ"rc'f‘l‘GCLGTTCCCG".‘TGA’I‘AGGF&G?C?-.TAGGCCATG;@-.C—::—AT?CP.GG CCTTTCAGGTA

TG T TG TGGGTAT TAGARCGTCAAGGGCAACTATCCTCAGTATCCGGTACTTCCTAAGTCC GGAAAGTCCAT

CTTCTGACCGCCATCTATGACCAGTTTCTTGRATGTTGCTTCGTTCGOGTCAGTCAGTTTGGC TACARACAAGGCT
GAAGACTGGUGGTAGATACTGEGTCAAAGAACTTACAACGAAGCAMGCGCAG TCAGTCARACCGATGTTGTTCCGA
g rimer

TCCATTCACTGGCTOGCGTCCAGTATCTACTARCAC

AGGTAACSTGAC wgmmwm ATGATTGTG
seq Fnmer

Sekil 3.2. PCR TRAP klonlama vektoriiniin kismi haritasi (Anonymous, 1998)

PCR-TRAP Elonlama Vektorii (klonlamadan Gnce): Tets
Klon]a.\Ia'bEilgesi
—{ e | EREIES

-*— Tetk mENA transkripsivorm yok

Lambda baskilayicr mEHA

R o A
0

PCR-TRAP Elonlama Vekiori (klonlamadan sonra): TeiR

N
_I:- clgeni | O] O2]0rl | TetR —
Leh!  'Feh —
PR S b ToiR aENA
4 ,l\ O
Lambda baskila mBEIA l
1 RS TETRASIKLIN DIRENCE

Lambda baskilayesiun malktivasyom

Sekil 3.3. PCR TRAP klonlama sisteminin ¢aliyma mekanizmasi (Anonymous, 1998)
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3.6. Plazmidin Bakteri Hiicrelerine Transformasyonu

Klonlanmis plazmidler “PCR-TRAP Cloning System” Kkiti protokoliine
uygun sekilde bakteri hiicrelerine aktarilmistir. Aktarim amaciyla kullanilacak
hiicreler -80 'C derin dondurucudan cikarilmis ve buz-su karisimi icinde
eritilmistir. Her bir 1.5 ml tiipe 100 pl hiicre ¢ozeltisi eklenmis ve iizerine 10 pl
klonlama karistmindan ilave edilerek karisim 45 dk buz iizerinde bekletilmistir.
Daha sonra karisim 42 'C sicaklikta 2 dk bekletilmis, boylece sicaklik sokuyla
hiicre porlarinin agilmasi saglanmistir. Sicaklik soku uygulanmis hiicreler 2 dk
buz iizerinde bekletilmistir. Hiicrelerin ilk ¢ogaltimi i¢in hiicre karisimi lizerine
0.4 ml tetrasiklin antibiyotigi icermeyen, agarsiz siv1 steril LB besi ortam1 (Luria-
Bertani Medium) ilave edilerek hiicreler 37 ‘C’de 1 saat inkiibe edilmistir. 1 saat
inkiibasyonun ardindan 200 ul hiicre, 20pg/ml tetrasiklin antibiyotigi iceren agarl
kati LB besi ortami iceren petrilere ekilmistir. Petriler ters yiiz edilerek 37 'C’de
gece boyu inkiibe edilmistir. Kati LB besi ortaminin icerigi asagida belirtildigi

sekilde hazirlanmistir.

LB Besi ortamu:

dH,0O 1 litre
Tripton 10g
Maya oziitic. ~ Sg
NaCl 9¢g
Agar 15¢

LB besi ortam1 hazirlandiktan sonra 121 'C sicaklikta ve 0.1 MP basingta 15
dk otoklavlanarak sterilize edilmistir. Karisim elle tutulur sicakliga (50 — 55 0)
diistiigiinde, son konsantrasyon 20ug/ml olacak sekilde tetrasiklin antibiyotigi
ilave edilmigtir. Ertesi giin tetrasiklinli secici besi ortaminda iireyen bakteri
kolonilerinden ornekler alinmis ve PZR ile vektoriin ¢cDNA’lar1 alip almadigi

kontrol edilmistir.
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3.6.1. Klonlanlama kontrolii

cDNA’larin klonlanip klonlanmadiginin kontrolii koloni PZR yontemi ile
yapilmistir. Bu yontemde PCR TRAP vektoriiniin klonlama bolgesinin her iki
yanini saran bolgeye karsilik gelen Lgh ve Rgh primerleri kullanilmistir (Sekil
3.2). Bu yontem koloni parcalama ve PZR reaksiyonu olmak {iizere iki asamadan

olusmaktadir.

3.6.1.1. Koloni parcalama

Tetrasikline diren¢ olusturarak ¢ogalan koloniler, petrilerde isaretlenerek
secilmistir. Secilmis her bir koloninin bir parcasi pipet ucuyla alinmis ve 50ul
koloni parcalama tamponuna aktarilmistir. Karisim 100 ‘C’de 10 dk bekletilerek
hiicrelerin parcalanmasi saglanmustir. Inkiibasyonun ardindan karisim 13 000
rpm’de 2 dk santrifiij edilerek hiicre parcaciklar1 ¢coktiiriilmiistiir. Ust faz yeni tiipe

aktarilmis ve daha sonra PZR icin kalip olarak kullanilmstir.

3.6.1.2. Koloni PZR

Bir reaksiyon icin hazirlanan igerik ve sicaklik dongiisii asagida

belirtilmistir.

Koloni PZR icerigi:

dH,O 10.2 ul
10X PZR tamponu 2.0l
dNTP karigimi (250uM) 1.6 ul
Lgh Primer (2 uM) 2.0 ul
Rgh Primer (2 uM) 2.0 ul
Koloni parcalama iiriinii 2.0 ul

Taq DNA polimeraz (5 u/ul) (Biorad) 0.2 ul

Toplam 20.0 ul
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Lgh Primeri: CGACAACACCGATAATC
Rgh Primeri:  GACGCGAACGAAGCAAC

PZR sicaklik dongiisii:
94°C’de  30sn
52°C’de  40sn 30 Déngii
72°C’de  1dk

72°C’de 5dk > 1Dongii
+4°Cde o

PZR iiriinleri % 1.2 agaroz jelde analiz edilerek, vektoriin cDNA’y1 alip

almadig belirlenmistir.

3.6.2. Transforme hiicrelerin depolanmasi

Klonlanmis plazmitleri aldig1 dogrulanan hiicre kolonileri 5 ml steril sivi LB
besi ortamma aktarilmistir. Hiicreler 37 'C’de 100 rpm’de gece boyu
cogaltilmistir. 250 pl % 60 gliserol igerisine, 750 pl hiicre kiiltiirii aktarilarak 1’er
ml’lik gliserol-hiicre kiiltiirii karistmi hazirlanmistir. Karisim vorteks ile iyice
karigtirilarak homojen bir karisim olusturulmustur. Homojen karigim sivi azotta

dondurulmus ve sonraki ¢alismalar i¢in -84 ‘C’de saklanmustir.

3.7. Plazmit DNA izolasyonu

Klonlanan cDNA’larin baz dizi analizi i¢in bakteri hiicrelerinden plazmit
DNA izolasyonu yapilmistir. Plazmit DNA izolasyonu, QIAGEN firmasinin
“QIAprep Spin Miniprep” kiti kullanilarak ve kit protokoliine uygun olarak
yapilmistir (Anonymous, 2004). Plazmit DNA izolasyonu hiicre pargalama,
plazmit DNA’nin kolona tutturulmasi, yikama ve plazmit DNA’nin kolondan geri
kazanilmasi asamalarindan olugmustur. Plazmit DNA izolasyonu asamalarinin
tamami oda sicakligi kosullarinda gerceklestirilmistir. Uygulanan izolasyon

protokolii asagida agiklanmustir.
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Plazmit DNA izolasyon protokolii:

1y

2)

3)

4)

5)

6)

7)

8)

9)

1 ml hiicre kiiltiri 13 000 rpm’de 1 dk santrifiij edilerek
coktiirtilmiistiir.
Sivi faz atilmis ve ¢oken hiicrelerin iizerine 250 pl P1 tamponu

eklenerek pelet ¢ozdiiriilmiistiir.

Uzerine 250 pl P2 tamponu (par¢alama tamponu) eklenmis ve tiipler 4—
6 kez yavasca ters yiiz edilerek karistirtlmistir. Pargalama reaksiyonunun
5 dk’dan uzun tutulmasina dikkat edilmistir.

Karisim {izerine N3 tamponu (notralizasyon tamponu) eklenerek hemen

4-6 kez yavasca ters yliz edilerek karistirilmistir.

Karisim 13 000 rpm’de 10 dk santrifiij edilerek hiicre artiklar
coktiirtilmiistiir.
Ust faz QIAprep kolonuna aktarilmis ve 30-60 sn santrifiij yapilarak

plazmit DNA kolona tutturulmustur.

Kolona 0.5 ml PB tamponu eklenip 30—60 sn santrifiij edilerek kolon
yikanmustir. Alt tiipe gecen sivi atilmugtir.

Ikinci yikama icin kolona 0.75ml PE tamponu eklenmis ve 30—-60 sn
santrifiij yapilmistir ve alta gecen sivi atilmstir.

Yikama tamponu kalintisint kolondan uzaklagtirmak amaciyla kolona

hicbir sey eklemeden 1 dk santrifiij yapilmistir.

10) QIAprep kolonu yeni bir 1.5 ml santrifiij tiipe yerlestirilmistir. Plazmit

DNA’y1 kolondan almak i¢in kolonun ortasina 50 pul EB tamponu (10
mM Tris-HCI, pH 8.5) eklenmis ve 1 dk oda kosullarinda bekletilmistir.
Ardindan 1 dk santrifiij yapilarak plazmit DNA yeni tiipe aktarilmistir.

izole edilen saf plazmit DNA’s1 1/1000 oraninda seyreltilmis ve miktar

tayini icin UV-Spektrofotometrede absorbans degerleri Olciilmiistiir. Absorbans

Olciimii 260 nm 151k dalga boyunda 10 mm yollu 1 ml kuartz kiivetlerde

yapilmistir. Ol¢iim sonucu elde edilen absorbans degerleri ve Denklem 3.2

kullanilarak, plazmit DNA miktar1 belirlenmistir.
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Plazmit miktar1 (ug/ml) = Ao x seyreltme faktorii (1:1000) x 50 (3.2)

3.8. Baz Dizi Analizi

[zole edilen saf plazmitlerin baz dizi analizi, GenHunter firmasinin dizileme
servisine yaptirilmistir. Dizileme analizi i¢in 10 pl plazmit DNA’s1 (200 ng/ul)
hazirlanmistir. Plazmitlerin baz dizi analizi, ABI 3130x] otomatik dizileme
cihazinda yapilmistir. Baz dizi analiz sonuclarini dogrulamak igin her bir
plazmitin baz dizisi, Lgh ve Rgh primerleri kullanilarak cift yonlii olarak
okutulmustur. Baz dizilerinin kalitesini belirlemek amaciyla, FinchTV Version
1.4.0. yazilimi kullamilmistir. Plazmit DNA’lardaki olast okuma hatalari, ¢ift
yonlii baz dizilerinin kromotogram goriintiileri karsilastirilarak diizeltilmistir.
Plazmit baz dizi sonuclarindan vektor dizilerinin ¢ikarilmasiyla, klonlanan

cDNA’larin baz dizileri elde edilmistir.

3.9. Homoloji Arastirmalani ve in silico Mikrodizilim Analizi

Sicaklik stresi sonucu farkli anlatim yapti§i belirlenen EST dizilerinin
homolojileri, National Center for Biotecnology Information (NCBI)
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) ile Plant Genome Data Base (PlantGDB)
(http://www.plantgdb.org/) ag sayfalarinda yer alan veri tabanlarinda
arastirtlmistir. Dizi homolojilerinin belirlenmesi icin BLAST (Basic Logal
Alignment Search Tool) programi (Altschul ve ark., 1997) kullanilmistir.
Homoloji arastirmalart1 sonucunda, cDNA niikleotid dizilerinin benzerlik
gosterdigi genlerin, abiyotik stres kosullarinda Arabidopsis thaliana’da
olusturduklar1 anlattm modellerini belirlemek amaciyla, Genevstigator programi
yardimiyla Arabidopsis mikrodizilim (microarray) denemeleri Meta-Profil

analizine tabii tutulmustur (Zimmermann ve ark., 2005).
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4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

4.1. RNA izolasyonu

RNA izolasyonu ve RNA’dan DNA’nin uzaklastirilmasi islemlerinin
ardindan izolasyonun dogrulanmasi i¢in agaroz jel elektroforezi yapilmistir (Sekil
4.1). Agaroz jel analizi sonucunda kontrol, 38 °C ve 45 °C sicaklik stresi
uygulanmis pamuk bitkilerine ait parcalanmamis, saglam rRNA bantlar
gozlenmistir. Ayrica jel analizi sonucunda, her ii¢ uygulamanin RNA 6rneklerinde
DNA bulasig1 gozlenmemistir. Sonug olarak, farklilik gosterim teknigi icin kalip
olarak kullanilabilecek saglikli RNA’lar elde edilmistir. Sekil 4.1°’de K: kontrol,
38: 38 °C sicaklik stresi, 45: 45 °C sicaklik stresi uygulanmis pamuk bitkilerini
temsil etmektedir. Agaroz jel analizi sonucunda saglam olarak izole edildigi
dogrulanan toplam RNA’larin miktar1 spektrofotometre yardimiyla ol¢iilmiistiir.
Kontrol, orta sicaklik stresi ve yiiksek sicaklik stresi uygulanmis pamuk
bitkilerinden sirasiyla 100 pg/ml, 80 pg/ml ve 65 pg/ml konsantrasyonunda
toplam RNA izole edilmistir.

K 38 45

Sekil 4.1. Toplam RNA agaroz jel analizi
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4.2. Farklilik Gosterim

Farklilik gosterim ¢alismalarinda kalip olarak kullanmak amaciyla, sicaklik
stresi uygulamalarina (Kontrol, 38 'C ve 45 'C) ait RNA’lardan RT-PZR ile cDNA
sentezi yapilmistir. cDNA sentezi icin her bir stres uygulamasina ait RNA, ii¢
farkli primer (H-T;A, H-T;G, H-T;,C) ile kombine edilmis ve her bir stres
uygulamasi icin 3 degisik cDNA popiilasyonu olusturulmustur. Sentezlenen tek
iplik¢ikli cDNA’lar kalip olarak kullanilarak, DD-PZR yapilmis ve alt cDNA
popiilasyonlari iiretilmistir. DD-PZR, 3 degisik stres uygulamasi cDNA’s1, 3 cesit
demirleyici primer ve 16 farkli rastgele (random) primer kombine edilerek
gerceklestirilmistir. Yapilan DD-PZR’lar ile 144 farkli alt cDNA popiilasyonu
olusturulmustur. DD-PZR’in  ardindan, cDNA popiilasyonlarinin  olusup
olugsmadiginin kontrolii i¢in cDNA popiilasyonlarindan rastgele iki tanesi se¢ilmis
ve bu iki popiilasyona agaroz jel analizi yapilmistir. Secilen cDNA
popiilasyonlari, %1.2 agaroz jelde 80 V gerilimde 2 saat kosturulmustur (Sekil
4.2).

H-T11C/H-AP49 "H-T11C/H-AP50
K 38 4 Kt Re 45 |

Sekil 4.2. cDNA’larin agaroz jel analizi ile kontrolii

Sekil 4.2’de HT,-C; demirleyici primeri, H-AP49 ve H-AP50; rastlantisal
primerleri simgelemektedir. K: kontrol bitkilerine ait cDNA popiilasyonunu, 38:
38 °C sicaklik stresi uygulanmis bitkilere ait cDNA popiilasyonunu, 45: 45 °C
sicaklik stresi uygulanmis bitkilere ait cDNA popiilasyonunu belirtmektedir.

Oklar, olas1 farkli gen anlatimina ait bantlar1 gostermektedir. Elde edilen goriintii
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sonucunda, DD-PZR ile cDNA’larin basarili bir gsekilde c¢ogaluldig:

dogrulanmistir.

Farkli uygulamalara ait cDNA popiilasyonlari, % 5 PAGE (poliakrilamid jel
elektroforez) kullanilarak ayristirilmis ve giimiis boyama yapilarak cDNA’lar
goriintiilenmistir. Farklilik gosterim jellerinden elde edilen sonuglara gore,
pamukta sicaklik stresi kosullarinda 147 adet EST nin (Expressed Sequence Tag)
transkripsiyon seklinin degistigi belirlenmistir. Sicaklik stresi kosullarinda, bu
EST’lerin 12 tanesinin transkripsiyonu azalmis, 29 tanesi tamamen baskilanmis,
57 tanesinin regiilasyonu artmis ve 49 tanesi sadece stres kosullarinda anlatim

gostermistir.

4.3. cDNA’larmn Jelden izolasyonu ve PZR ile Cogaltilmasi

Sicaklik stresi kosullarinda farklilik gosteren bantlarin tamami jelden
kesilerek alinmistir. Kesilen jel parcaciklarinda bulunan cDNA’lar izole edilmis,
ardindan 124 tane cDNA, PZR ile ¢ogaltilmistir. PZR ile ¢ogaltilan iiriinlerden 84
tanesi, % 1.2’lik agaroz jelde analiz edilmistir. Agaroz jel analizi sonucunda,
kesilen jel parcaciklarinin 65 tanesinden cDNA’larin izole edilebildigi ve PZR ile
cogaltilabildigi belirlenmistir. Baz1 jel izolasyonlarindan, birden fazla cDNA’nin
elde edildigi, bazilarinda ise ¢ogaltimin olmadigi belirlenmistir (Sekil 4.3; 4.4;
4.5; 4.6; 4.7). Agaroz jel analizi yapilan cDNA’lardan, tek bant olusturan 39
cDNA ile klonlama calismalar1 yapilmustir.
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 M

Sekil 4.3. Jelden izole edilen cDNA’larin agaroz jel analiz goriintiisii

15 16 17 18 19 20 M

500 b

Sekil 4.4. Jelden izole edilen cDNA’larin agaoz jel analiz gériintsii

21 22 23 26 27 28 29 30 31 32 33 36 M 38 39 40 45 5358 59 60 62 64 66 69

500 be

Sekil 4.5. Jelden izole edilen cDNA’larin agaroz jel analiz goriintiisii

70 71 72 79 80 83 84 86 91 93 94 95 M 96 97 100 101 102 103 104 105106 110113 114

Sekil 4.6. Jelden izole edilen cDNA’larin agaroz jel analiz goriintiisii

119 120 121 123 126 127 128 129 144 146 149 150 M 151 170 41

I G4 T E SRS T SREEDE TDE IE TIEETDE THE =6

Sekil 4.7. Jelden izole edilen cDNA’larin agaroz jel analiz goriintiisii

Sekil 4.3, Sekil 4.4, Sekil 4.5, Sekil 4.6 ve Sekil 4.7°deki rakamlar: farklilik
gosterim jelinden izole edilen her bir cDNA’y1, M: DNA markoriinii, ok isareti:

markordeki 500 baz cifti uzunlugundaki en parlak banti temsil etmektedir.
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4.4. cDNA'larin Plazmide Klonlanmasi ve Hiicre Transformasyonu

Farklilik gosterim jelinden izole edilip, agaroz jel analizi sonucunda tek
bant olusturdugu belirlenen 39 adet cDNA, PCR-TRAP klonlama vektoriine
klonlanmistir. Elde edilen klonlar kompotent hiicrelere transforme edilmis ve
transformant hiicreler, secici kati besi ortaminda gece boyu c¢ogaltilmistir.
Klonlamanin ve transformasyonun dogrulanmasi amaciyla, koloni-PZR
yapilmustir. Secici besi ortaminda yetistirilen her bir cDNA’ya ait kolonilerin 2
tanesi, koloni-PZR i¢in kullamilmistir. Boylece 39 cDNA i¢in 78 adet koloni
kullanilarak, koloni-PZR yapilmistir. Koloni-PZR iiriinleri, % 1.2 agaroz jelde
analiz edilmistir (Sekil 4.8, 4.9, 4.10, 4.11, 4.12). Jel analizleri sonucunda, her bir
cDNA i¢in segilen iki koloniden daha uzun PZR iiriinii olusturan koloni, sonraki

calismalarda kullanilmak amaciyla secilmis ve hiicre kiiltiirii ile cogaltilmagtir.

M 1 1 2 2 3 3 4 4 8 8 9 9 10 10

Sekil 4.8. Koloni PZR agaroz jel analizi

Sekil 4.9. Koloni PZR agaroz jel analizi

21 21 22 22 23 23 26 26 29 29 30 30 M 31 31 32 32 3636 83 83 84 84 93 93

Sekil 4.10. Koloni PZR agaroz jel analizi
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94 94 96 96 97 97100100 101101104104 M 106 106 110 110 113 113 114 114 126 126 127 127

W S SN e

Sekil 4.11. Koloni PZR agaroz jel analizi

128 128 129 129 149 149 150 150 151 151 170 170 M

Sekil 4.12. Koloni PZR agaroz jel analizi

4.5. Plazmit izolasyonu

Koloni-PZR jel analizi sonucunda sec¢ilen ve hiicre kiiltiirii ile cogaltilan
kolonilerin 28 tanesinden, plazmit izolasyonu yapilmis ve izole edilen plazmitler
% 1 agaroz jelde analiz edilmistir (Sekil 4.13; 4.14; 4.15). Jel analizleri
sonucunda, izolasyonda kullanilan tiim hiicrelerden plazmitlerin basarili bir
sekilde izole edildigi gozlenmistir. Jel analizi goriintiilerinden, her siitunda ii¢ adet
bant oldugu belirlenmistir. Bu durum, plazmitlerin izolasyondan sonra dogrusal,
dairesel ve siiper sarmal olmak iizere, ii¢ farkli formda olmasindan
kaynaklanmaktadir. Izole edilen plazmitlerin miktarlari, spektrofotometre lgiimii
ile belirlenmis ve son konsantrasyon 200 ng/ul olacak sekilde ayarlanmistir.
Klonlanmis plazmitleri icerdigi belirlenen 28 adet klona ait hiicrelerin, gliserol

stoklar1 yapilmus ve -80 °C’de depolanmustir.

21 22 23 26 29 30 31 32 36 8 84 93 94 96 97

Sekil 4.13. Plazmit izolasyonu agaroz jel analizi
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100 101 106 110 113 114 127 129

Sekil 4.14. Plazmit izolasyonu agaroz jel analizi

126 128 149 150 151

Sekil 4.15. Plazmit izolasyonu agaroz jel analizi
4.6. Baz Dizi Analizi ve Homoloji Arastirmalar:

Doktora tezi kapsaminda olusturulan 28 adet klonun niikleotid dizi analizi,
Amerika’da bulunan GenHunter firmasina yaptirilmistir. Klonlarin niikleotid
dizisi, ABI 3130x] otomatik DNA dizileyici cihazinda okutulmustur. Niikleotid
dizi analizi sonucunda, 28 adet cDNA klonunun 27’sinin ¢cDNA dizisi tespit
edilmis, bir klonda ise ilgili cDNA dizisi belirlenememistir. HSGh22 ve HSGh84
klonlarindaki ¢cDNA’larinin dizi uzunluklar1 sirasiyla 37 baz ve 47 baz olarak
belirlenmistir. HSGh22 ve HSGh84 cDNA’larinin niikleotid dizi uzunluklarinin
kisa olmasi nedeniyle, daha sonraki arastirmalarda degerlendirmeye alinmayarak,

25 adet cDNA ile ¢alismalara devam edilmistir.

Baz dizi analizi sonucunda niikleotid dizisi belirlenen 25 adet cDNA’nin,
niikleotid dizisi bakimindan kendi igerisinde birbirine benzerlik gosterenleri
belirlemek amaciyla, kiimeleme (clustering) analizi yapilmistir. Kiimeleme analizi
sonucunda, birbirine dizi benzerligi gdsteren cDNA’lar 4 kiime olusturmus ve her
bir kiimede birbirine benzerlik gosteren 2 cDNA bir arada toplanmistir (Cizelge
4.1). HSGh29 (369 baz) ile HSGh32 (340 baz) ilk 328 bazda % 100 benzerlik
gostererek birinci, HSGh30 (336 baz) ile HSGh31 (288 baz) ilk 279 bazda % 96
benzerlik gostererek ikinci, HSGh93 (459 baz) ile HSGh94 (458 baz)
cDNA’larinin tamami % 100 benzerlik gostererek iiciincii ve HSGh126 (472 baz)
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ile HSGh128 (427 baz) ilk 415 bazda % 99 benzerlik gostererek dordiincii kiime
icerisinde yer almiglardir. Analiz sonucunda, ii¢iincii kiimede yer alan cDNA’lar
haricindeki HSGh29 ile HSGh32, HSGh30 ile HSGh31 ve HSGhI26 ile
HSGh128’in cDNA niikleotid dizileri, 3 wucu bolgelerinde farklilik
gostermektedirler. 3. kiimedeki cDNA’lar haricinde, diger her bir kiimede yer alan
ve bir biriyle niikleotid dizisi benzerligi gosteren cDNA’larin, alternatif
kirpilmaya (alternative splicing) ugramis ayni genin parcalari olma ihtimali
bulunmaktadir. Bunlara ilave olarak, ayni1 kiimede yer alan cDNA’lar, gen bankasi
taramasi1 sonucunda ayn dizilerle homoloji gostermislerdir. Bu sonugla, birbirine
benzerlik gosteren her iki ¢cDNA’nin tek bir genin parcasi oldugu ve kiime
olusturan 8 cDNA’nin aslinda 8 degil 4 genin parcalar1 olduklar1 belirlenmistir.
Kiimeleme analizi sonucunda, sicaklik stresi kosullarinda anlatimi degisen 21

gene ait cDNA’nin, pamuktan izole edilip klonlandig1 anlagilmastir.

Cizelge 4.1. cDNA kiimeleme sonuglari

Baz 5 = 3'yonunde Benzerlik
Kimeler | cDNA’lar cDNA’larin benzerlik
uzunluklari .. A . orani
gbsteren dizi bblgesi
. HSGh29 369 1> 328 o
1.Kime | |sGhso 340 1328 70100
. HSGh30 336 2> 280 o
2. Kime | |i5Gh31 288 1> 275 %0 96
. HSGh93 459 1 > 459 o
3. Kime | 15cho4 458 1> 458 70100
. HSGh126 472 1> 415 o
4. KOme | |oah1o8 427 1> 415 % 99

Sicaklik stresi kosullarinda pamuktan elde edilen 25 adet cDNA dizisinin
homoloji arastirmalart  yapilmigtir. Pamuga sicaklik stresi uygulanmasi
sonucunda, farkli anlatim gosteren 27 c¢cDNA’nin adi, baz uzunlugu, sicaklik
stresinde anlatim bicimi ve genbankasi homoloji sonuglarinin 6zeti Cizelge 4.2’de

verilmistir. 27 cDNA’nin niikleotid dizileri ise Ekler boliimiinde sunulmustur.

Kiimeleme analizi sonuglar1 da dikkate alinarak, bu calismada elde edilen
cDNA’lar ile yapilan ilk homoloji aragtirmalar1 sonucunda 2 cDNA, gen
bankalarindaki hicbir gen veya cDNA klonu ile 6nemli benzerlik géstermemistir.

Buna ilave olarak, 8 gen ve 11 pamuk cDNA klonu ile dogrudan benzerlik
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bulunmustur. Calismada elde edilen cDNA’larin benzerlik gosterdigi 11 pamuk
cDNA klonunun niikleotid dizileri, NCBI gen bankasindan temin edilmis ve bu 11
cDNA klonunun homoloji arastirmalar1 yapilmistir. Homoloji arastirmalari
sonucunda, 11 pamuk cDNA klonundan 5 tanesi gen homolojisi olusturmus, 6
tanesi ise Onemli seviyede gen homolojisi gostermemistir. Boylece 8 tanesi
dogrudan, 5 tanesi dolayli olmak iizere toplam 13 adet cDNA’nin gen homolojisi
olusturdugu belirlenmistir. Gen homolojisi gosteren 13 cDNA’dan 1 tanesi, 2 ayr1

gen ile aynmi diizeyde homoloji gostermistir.

Sonug olarak, sicaklik stresi kosullarinda pamuktan izole edilen cDNA’larin
13 tanesi dogrudan veya dolayli olarak 14 gen ile homoloji olusturmus, 8 tanesi
ise bilinen hi¢ bir gen ile 6nemli benzerlik gostermemistir. Bu bulgular 1s181nda,
pamuktan izole edilen ve gen homolojisi gostermeyen 8 cDNA’nmin yeni gen

adaylar1 olduklar1 sdylenebilir.

Bu calisma kapsaminda yeni gen adayr oldugu ileri siiriilen 8 cDNA’nin,
daha sonraki caligmalarda tam uzunlukta cDNA’larinin olusturulmasi, bu genlerin
yapisal ozelliklerinin belirlenmesi ve ayrica northern blot, yar1 miktarsal-RT PZR
(sq-RT PCR), gercek zamanli PZR (real-time PCR) gibi yontemler kullanilarak
gen anlatim analizlerinin yapilmasi gerekmektedir. Bu 8 cDNA’nin yeni genler
olduklarinin ispatlanmasi durumunda, bu genlerin bitkilerdeki fizyolojik ve

molekiiler islevlerinin belirlenmesi iizerine arastirmalar yapilmalidir.
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4.7. Gen Homolojisi Gosteren cDNA’lar

4.7.1. HSGh21 cDNA’s1

Sicaklik stresi uygulanmamis, orta ve yliksek sicaklik stresi uygulanmis 3
pamuk grubunda da HSGh21 e ait bant sinyali gézlenmistir. HSGh21’in anlatima,
45 °C sicaklik stresi uygulanan pamuklarda, kontrole ve orta sicaklik stresindeki
bitkilere gore daha yiiksek olmustur (Sekil 4.16). Yapilan homoloji taramasi
sonucunda HSGh21 cDNA’s1, G. hirsutum mikrosatalit dizisi (DQ908162.1),
lektin-benzeri protein ile zayif benzerlik gosteren G. hirsutum cDNA klonu
(DTO051408.1) ve koseli yaprak leke hastalig1 etmeni bulastirilmis G. hirsutum’un
1-E2 klonu (CF932161.1) ile sirasiyla E = 1e-77 (% 97), E = 1e-20 (% 80) ve E =
Se-13 (% 82) seviyesinde homoloji gostermistir (Cizelge 4.2).

H-T,,G /H-AP51

K 38 45

P a -
ol

Sekil 4.16. HSGh21'in farklilik
gosterim jel goriintiisii
Bitkilerdeki lektinin islevi tam olarak bilinmemektedir. Lektin tohum
olgunlagsmasi, hiicre duvart olusumu, savunma mekanizmasi ve baklagillerin
koklerinde rizobial nodiill olusumunda Onemli role sahip oldugu ortaya
konulmustur. Bitkilerde, lektin sentezinin kuraklik stresi kosullarinda artis
gosterdigi ve lektin sentezindeki artisin absisik asit (ABA) artisina bagimli oldugu
belirtilmektedir (Cammue ve ark., 1989; Raikhel ve Lee, 1993). Yiiksek sicaklik
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ve kuraklik stresi kosullarinda, bitkilerde ABA sentezi artis gostermekte ve

bitkilerin stres direncinin artmasini saglamaktadir.

Ozmotik stres bugday fidelerinin koklerinde ABA ve lektin miktarinda
artisa neden olmaktadir (Cammue ve ark., 1989). Benzer sekilde, yetersiz su
kosullarinda da bugday bitkisinin koklerinde, hem ABA hem de lektin igeriginde
artis meydana geldigi ve disarirdan ABA uygulamasi ile bugday lektin miktarinin
2-3 saat igerisinde en iist diizeye ulastig1 ortaya konulmustur (Raikhel ve Lee,

1993).

Yiiksek sicaklik kosullarinda da hiicrelerde lektin sentezinin arttig
belirlenmistir. Dolichos biflorus bitkisinin hiicre kiiltiiriine uygulanan yiiksek
sicaklik sonucu, DB57 lektin proteinin sentezinde artis meydana gelmistir
(Spadoro-Tank ve Etzler, 1988). Benzer sekilde, 40 °C sicaklik kosullarinda
bugday hiicre kiiltiirtindeki hiicrelerde ABA miktarinin 7 kat, lektin miktarinin ise
10 kat arttig1 gozlenmistir (Shakirova ve ark., 1996). Disaridan uygulanan bugday
lektin proteinin, tuz stresi kosullarinda bugday fidelerinde olusan oksidatif stres
diizeyini azalttiginin belirlenmesi (Bezrukova ve ark., 2008), stres kosullarinda
hiicrelerde artan lektinin, stresten kaynaklanan zararlanmayi azaltici islevinin
oldugunu giiclendirmistir. Bunlara ilave olarak lektin proteinin 70 °C’de

aktivitesini devam ettirebildigi de bilinmektedir.

Son dénemlerde, lektin proteininin lipoksigenaz (LOX) aktivitesine benzer
aktivite gosterdigi belirlenmistir (Roopashree ve ark., 2006). Elde edilen bu bulgu
ile lektinin islevinin anlasilmasina yeni bir boyut kazandirilmistir. LOX yiiksek
sicakliga dayanikli bir protein olup (Roopashree ve ark., 2006), linolenik ve
linoleik asitler LOX’un en yaygin substratlaridir. LOX, ¢oklu doymamis yag
asitlerine molekiiler oksijen eklenmesini katalize ederek, hidroperoksi doymamis
yag asidi tiretimini saglar. LOX reaksiyonu sonucu olusan hidroperoksi yag asidi
iriinleri, daha sonra enzim aktiviteleri ile farkli bilesiklere doniistiiriilmektedir

(Porta ve Rocha-Sosa, 2002).
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Bitkilerde LOX reaksiyonu sonucu olusan iiriinler stres, yaralanma ve
patojen saldiris1  kosullarinda sinyal iletiminde gorev almakla beraber,
antimikrobiyal ve antifungal etki gibi birkac farkli isleve de sahiptir (Porta ve
Rocha-Sosa, 2002). Bunlara ilave olarak, lipoksigenazin patates yumru
gelisiminin  kontrolii (Kolomiets ve ark., 2001) ve tohumlarin c¢imlenme
doneminde depo lipidlerinin parcalanmasi (Feussner ve ark., 2001) islemlerinde
yer aldigr ortaya konulmustur. Jasmonik asit, absisik asit gibi maddelerle ve
yaralanma, kisith su veya patojen saldirist gibi stres kosullarinda, LOX mRNA
sentezinde artislar olmaktadir (Porta ve Rocha-Sosa, 2002). Bu bulgular, LOX’un

stres fizyolojisi ile iligkili bir enzim oldugunu ortaya koymaktadir.

HSGh21’in, lektin benzeri protein ile benzerlik gosteren G. hirsutum cDNA
klonuna ilave olarak, koseli yaprak leke hastaligi etmeni Xanthomonas campestris
pv. malvacearum bakterisi ile bulastirllmis pamuktan elde edilen 1-E2 cDNA
klonuyla da % 82 homoloji gosterdigi belirlenmistir. Koseli yaprak leke hastalig
bulastirtlmis pamukta, 1-E2 klonunun gen anlatimi nispeten giiclii ve erken
devrede artis gostermistir (Patil ve ark., 2005). Ancak arastiricilar yaptiklar: blastx
analizi sonucunda, 1-E2 klonunun amino asit dizisine benzer herhangi bir protein
bulamamislardir. Doktora tezi kapsaminda NCBI gen bankasindan 1-E2 klonunun
baz dizisi elde edilmis ve blastn analizi yapilmistir. Analiz sonucunda 1-E2
klonunun, kalsiyum-baglama proteini, tranposonlar, alkol dehidrogenaz A, FAD-
bagimli oksidorediiktaz, kafeik asit metiltransferaz, fotosistem II protein genlerini
iceren, 130 880 baz uzunlugundaki G. hirsutum genomik DNA’s1 ile E = 5e-127

diizeyinde, % 83 benzerlik gosterdigi belirlenmistir.

Doktora caligmasinda pamukta, pamuk mikrosatalit dizisi, lektin benzeri
cDNA klonu ve 1-E2 klonu ile benzerlik gosteren HSGh21’in seviyesinde,
sicaklik stresi ile birlikte artis meydana geldigi tespit edilmistir. Abiyotik ve
biyotik stres kosullarinda bitkilerde, lektin proteini ve 1-E2 klonunun gen
anlatiminda artis oldugu ortaya konulmustur. Eldeki mevcut bilgiler 1s18inda,
lektine dolayli benzerlik gosteren HSGh21 cDNA’sinin, lektin geninin bir pargasi

oldugu kesin olarak belirtilemez. Bunun kesin olarak soylenebilmesi icin HSGh21
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cDNA’simin tam uzunluktaki cDNA’sinin olusturularak, yapisinin belirlenmesi

gerekmektedir.

4.7.2. HSGh23 ¢cDNA’s1

Farklilik gosterim ¢alismalart sonucunda, 38 °C ve ozellikle 45 °C sicaklik
stresi uygulanan pamuklarda HSGh23’iin bant sinyalinin arttig1 tespit edilmistir
(Sekil 4.17). Bu sonucla, pamukta HSGh23 ile iligkili genin anlatiminin, yiiksek
sicaklik kosullarinda tetiklendigi sdylenebilir. Homoloji taramalari sonucunda
HSGh23, G hirsutum sif 1I kitinaz-benzeri (CTL2) gen (AY291286) ile 5e-137
seviyesinde, % 96 ve G hirsutum smif I kitinaz-benzeri (CTL1) gen ile 2e-21

seviyesinde, % 83 oraninda homoloji gostermistir (Cizelge 4.2).

H-T,;,G / H-AP52

K 38 45

Sekil 4.17. HSGh23’{in farklilik
gosterim jel gorlintiisii

Kitinaz, kitinin parcalanmasini katalize eden bir enzimdir. Kitin, bitki
hiicrelerinin iceriginde bulunmamaktadir ancak, bircok mantarin hiicre duvarinin
temel icerigini olusturmaktadir. Bu nedenle, bitkilerin kitin iceren parazitlere kars1
kendini korumak amaciyla kitinaz iirettikleri varsayilmistir (Verburg ve Huynh,
1991). Fizikokimyasal ozellikleri ve enzimatik aktivite tipi nedeniyle bitki
kitinazlar1, patojen-iligkili proteinler icerisine siniflandirilmustir. Tlk zamanlarda
viriis, bakteri ve mantar gibi patojenlerin, bunla birlikte bdcek saldirisinin,

patojen-iliskili proteinleri kodlayan genleri uyararak gen anlatimina neden oldugu
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bilinmekteydi. Ardindan, Kkitinazlarin da icinde bulundugu patojen-iliskili
proteinlerin kuraklik, tuzluluk, yaralanma, agir metal, UV-151n1 ve bitki biiylime
diizenleyicileri gibi ¢esitli stres faktorleri tarafindan uyarildiklan tespit edilmistir

(Kasprzewska, 2003).

Bitkiler protein yapilari, substratlart ve katalizleme mekanizmalar
bakimindan farklilik gosteren 7 degisik kitinaz sinifi sentezlemektedirler. Bu
kitinaz siniflari, stmf I, II, III, IV, V, VI ve VII olarak simiflandirilmaktadirlar
(Kasprzewska, 2003).

Soguga karsi1 fizyolojik olarak alisma ve su kaybi kosullarinda, kopekdisi
ayrigl (Cynodon sp.) bitkisinde sinif II kitinaz geni anlatimi baslamaktadir (de los
Reyes ve ark, 2001). Soguk/don direncinde de smif I ve simif II kitinaz genleri
aktif duruma gecmektedir (Yeh ve ark., 2000; de los Reyes ve ark., 2001; Ding ve
ark., 2002). Apoplastik kitinazin ayrica antifriz aktivite gostererek bitki
apoplastlarinda buz kristali olusumunu engelledigi bulunmustur (Yeh ve ark.,
2000). Daha detayl arastirmalar, etilen ve kuraklik uygulamasindan sonra ¢avdar
yapraklarinda da kitinazin antifriz etkisinin olustugunu gostermistir (Yu ve ark.,

2001).

Pamuk (G. hirsutum ve G. barbadense) lif gelisim doneminin 15-18.
giiniinden itibaren lif hiicrelerinde, simif II'ninde iginde bulundugu kitinaz
genlerinin anlatiminda siirekli bir artis oldugu belirtilmistir (Zhang ve ark. 2004;
Tu ve ark., 2007). Bu sonug, sinif II kitinazin pamuk lifinin gelisiminde aktif bir

role sahip oldugunu gostermektedir.

Sicaklik stresi ile bitkilerde kitinaz sentezinde artis meydana geldigi ortaya
konulmustur. Fasulye’de sicaklik stresi ile sinif IV kitinaz genin anlatim1 artmakta
ve 4. saatte ise anlatim diizeyi en iist seviyeye ulagsmaktadir (Margis-Pinheiro ve
ark., 1994). Pavoncello ve ark. (2001) ise hasat sonras1 greyfurt meyvelerine 62
°C sicak su piiskiirtiilmesi sonucunda, kitinaz proteini sentezinde artis oldugunu

ve ek olarak yesil kiif (Penicillium digitatum)’e direncin arttifin1 ortaya
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koymuslardir. Greyfurt meyvesinde yapilan bu calismada, sentezi artan kitinaz
proteinin hangi simifta yer aldigi bilinmemektedir. ABA, NaCl ve kuraklik
uygulamalan ile biberde yaprak ve oOzellikle sap dokularinda sinif II kitinaz

geninin anlatiminin fazla miktarda arttig1 bulunmustur (Hong ve Hwang, 2002).

Bitkilerin orta sicaklik stresine maruz kalmalar1 veya sicakligin, oldiiriicii
yiiksek sicakliga kademeli olarak artmasi durumunda, Oldiiriici yliksek
sicakliklara sicaklik toleransi (thermotolerans) kazandiklari bilinmektedir. Etil
metansulfonat (EMS) mutasyonu uygulayarak, Arabidopsis thaliana’da hotl,
hot2, hot3 ve hot4 olarak adlandirilan 4 adet sicaklik toleransindan yoksun mutant
belirlenmistir (Hong ve Vierling, 2000). Arabidopsis hot2 mutanti sicaklik
toleranst yoksunlugu gostermesine ragmen, sicaklik stresi kosullarinda hot2
mutantinda kiiciik sicak sok proteinlerinin (sHSPs) ve sicak sok proteini 101°in
(HSP101) seviyeleri normal diizeyde oldugu tespit edilmistir (Hong ve ark.,
2003). Arabidopsis hot2 mutantinin sicaklik toleransi1 yoksunlugunun yaninda tuz
ve kuraklik streslerine de direncinin zayif oldugu belirlenmis ve hot2 lokusundaki
genin, kitinaz 19 ailesinin iiyeleri ile yiikksek homoloji gosteren bir proteini
kodladigi bulunmustur (Kwon ve ark., 2007). Ayn1 calismada, belirlenen kitinaz
proteinin (ATCTL1) orta sicaklik stresi (38 °C) kosullarinda anlatiminin
degismedigini ve kitinaz proteinin, yapisal 6zelligi sebebiyle sinif II alt ailesine
siniflandirilabilecegini bildirmislerdir. Orta sicaklik stresi kosullarinda kitinazin
anlatiminda degisimin olmadig1 sonucu, pamukta elde edilen sonugla benzerlik
gostermektedir. Pamukta kitinaz II ile benzerlik gosteren HSGh23 cDNA’s1, orta
sicaklik stresinde az bir artis gostermis, yiliksek sicaklik stresinde ise Onemli

Olclide artmistir.

Bu c¢alismanin sonucunda elde edilen HSGh23 ¢cDNA’s1, hem smif II hem
de smf I kitinaz-benzeri dizilerle benzerlik gostermistir. N-terminal Kitin-
baglanma bolgesine sahip olmamalar1 ve diger bazi bolgeler haricinde sinif II
kitinazlar yapisal olarak, smif I kitinazlara tam benzerlik gostermektedir.
HSGh23’nin smnif I ve smif II kitinaz ile homoloji gostermesinin nedeni, bu

kitinazlarin yapisal olarak bir birine benzer olmalaridir. HSGh23 cDNA’s1 sinif 11
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kitinaza, simf I kitinazdan ¢ok daha yiiksek benzerlik gostermistir. Bu sonug,
HSGh23 cDNA’smmin simf II  kitinaz  geninin  bir parcast oldugunu

giiclendirmektedir.

Bu arastirma sonucunda, pamuk yapraginda 6zellikle yiiksek sicaklik stresi
kosullarinda simif II kitinaz geninin aktif duruma gectigi belirlenmistir. Farkli
arastiricilarin ¢alismalart sonucunda, smif II kitinaz geninin bitkilerde cesitli
abiyotik stres kosullarinda tetiklendigi belirtilmistir. Ancak simf II kitinazin
sicaklik stresi ile iligkisi hakkinda yeterli bilgi mevcut degildir. Bu ¢alisma ile
pamukta simf II kitinaz benzeri HSGh23’iin anlatiminin, 6zellikle yiiksek sicaklik
stresi kosullarinda arttiginin bulunmus olmasi, pamuktaki simif II kitinazin yiiksek
sicaklik stresine cevapta gorev almis olabilecegini ortaya koyan yeni bir bulgu

ozelligindedir.

4.7.3. HSGh26 ¢cDNA’s1

Calisma kapsaminda, HSGh26 ¢cDNA’smnin transkripsiyonu sicaklik stresi
kosullarinda tetiklenmis ve 45 °C sicaklikta en iist diizeye ulagsmistir (Sekil 4.18).
Homoloji arastirmalart sonucunda HSGh26 cDNA’s1, tiamin biyosentetik enzime
benzerlik gosteren G. hirsutum cDNA klonuna (ES798066.1) E = 0.0 diizeyinde,
% 99 ve Arabidopsis thaliana tiyazol biyosentetik enzimine (NM_124258.2)
E=2e-81 diizeyinde, % 78 homoloji gosterdigi belirlenmistir (Cizelge 4.2).

H-T,,G / H-AP54

K 38 45

Sekil 4.18. HSGh26’nin farklilik
gosterim jel goriintiisii
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Tiyazol biyosentetik enzimi (THII proteini), karbon metabolik enzimlerin
islevi icin gerekli olan tiamin kofaktOriiniin biyosentezinde (Sekil 4.19) yer
almaktadir (Smith ve ark., 2007). Tiamin pirofosfat (TPP), B1 vitamininin aktif
formudur ve karbon metabolizmasinda yer alan temel enzimlerin anahtar
kofaktoriidiir. Bitkilerde thil geni ile iliskili ilk cDNA, misirdan izole edilmis ve
misirin embriyo gelisimi siiresince thil geninin transkript miktarinda artis oldugu
belirtilmistir (Belanger ve ark., 1995). thil geninin molekiiler karakterizasyon
caligmalari, bu genin tek kopyali kromozamal bir gen oldugunu ve 1.3 kb
uzunlugunda bir transkript kodladigim1 ortaya koymustur (Chabregas ve ark.,
2001). THI1 proteini, transkripsiyon sonrasit mekanizmalar ile hem mitokondriye
hem de kloroplasta tasinmaktadir (Chabregas ve ark., 2001; Chabregas ve ark.,
2003).

Tiamin sentezi ayni zamanda cevresel kosullara cevap olarak ortaya
cikmaktadir. Isik kosullari, tuz stresi, yetersiz oksijen stresi, asirl su stresi ve
sekersiz suni besi ortaminda bitkilerde tiamin geninin anlatimi artmaktadir
(Ribeiro ve ark., 2005). Ayrica thil geninin promotdr bolgesinde absisik asit
cevap element (ABRE) motifi bulunmustur (Ribeiro ve ark. 2005). Bu motif
sicaklik, kuraklik ve tuzluluk stresine tepki olarak olusan absisik asit (ABA) ile

iliskili cevap mekanizmasinda yer alan genlerde bulunmaktadir.

Bunlara ilave olarak, THIl1 proteininin DNA zararlanmasina tolerans
sagladigi (Machado ve ark., 1996) ve O, veya OH’in zararh etkisini ortadan
kaldirarak, dogrudan antioksidan etkisinin oldugu (Jung ve Kim 2003)

bilinmektedir.

Pamuga uygulanan sicaklik stresi ile HSGh26 cDNA’sinin anlatiminda
onemli bir artis olmustur. HSGh26’nin thil ile yiiksek benzerlik gostermesi ve
abiyotik stres kosullarinda tiamin geninin anlatiminin artmasina benzer olarak
HSGh26’nin anlattiminda da artis olmasi, HSGh26’nin thil genin bir parcasi olma
olasiligini giiclendirmektedir. Elde edilen bu bulgulara gore, pamukta sicaklik

stresiyle transkripsiyonu artan HSGh26’nin, olusan oksidatif stres zararinin
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azaltilmasinda ve ABA ile iliskili savunma mekanizmasinda rol almig olabilecegi

varsayillmaktadir.

NAD+ 15 Glycine

HET synthase
(THIT)

OoP

N| N\
l\S Hydroxyethylthiazole
phosphate (HET-P)

TMP-PPase

SeRs 6

Phosphatase

N
s
24 +
HMP-P N N7 NN =
kinase _— ! “\
Hydroxymethyl pyrimidine N/ S Thiamine

pyrophosphate (HMP-PP)

NHz  OH NH, OP
HMP
N7 kinase N \ TPK
Ad )'\
<
N N S T

Hydroxymethylpyrimidine
(HMP)
Thiamin

pyrophosphate
(TPP)

S Thiamin monophosphate
(TMP)

NH, OPP

Hydroxymethylpyrimidine
phosphate (HMP-P)

HMP-P synthase
(THIC)

/
Purines - <
Histidine ~<¢—

PO

HO OH

Amincimidazole ribonucleotide (AIR)

Sekil 4.19. Tiamin biyosentezi (Smith ve ark., 2007)

4.7.4. HSGh36 ¢cDNA’s1

Yapilan farklilik gosterim ¢alismalart sonucunda, HSGh36’nin orta sicaklik
stresinde transkripsiyonunun degismedigi ancak, yiikksek sicaklik stresi ile
baskilandigr belirlenmistir (Sekil 4.20). Homoloji arastirmalar1 sonucunda
HSGh36, G. hirsutum cDNA klonu (DW505766.1) ile 9e-93 diizeyinde % 98
benzerlik gostermistir (Cizelge 4.2). GenBank’tan DW505766.1 klonunun baz
dizisi alinmig ve blastx programi kullanilarak yapilan homoloji taramasi
sonucunda, RING parmak cinko parmak (RING finger Zn finger) proteinine E =
2e-24 seviyesinde ve % 62 oraninda benzer ve benzerlik gosteren RING parmagin

ise C3HC4 tipi yapisinda oldugu belirlenmistir.
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H-T,,G / H-AP49
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HSGh36 —p

Sekil 4.20. HSGh36’min farklilik
gosterim jel gorlintiisii

Cinko parmak proteinleri, genel olarak proteinlere baglanma ve c¢inko
baglama islevlerine sahiptir. Proteine baglanma islevi olarak, bir protein veya
protein kompleksiyle, ¢inko baglama islevi olarak ise ¢inko iyonlari ile etkilesime
gecmektedirler. Cinko parmak adini, proteinde c¢inko iyonuna baglanan korunmus
amino asit grubunun olusturdugu protein bolgesinin yapisindan almaktadir (Sekil

4.21).

i LGRS

Cys0 9 Phee
HiS LEI_,I ' siriualtest -.w.ra.'ErgitDr.nm
Sekil 4.21. Cinko parmak motifinin yapist (Lewin, 2004)

Transkripsiyon, replikasyon ve restriksiyon gibi hiicre icerisinde meydana
gelen temel islemlerin ¢ogunda, protein-DNA interaksiyonlar1 yer almaktadir. Bu
islevsel ihtiyaclar1 karsilamak icin spesifik ve spesifik olmayan DNA
etkilesimlerini saglayan bircok protein dizisi ve/veya yapisal motifler

bulunmaktadir. DNA’ya baglanma aktivitesi gosteren ve cinkoya ihtiya¢ duyan
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katlanma bolgesi yapisina sahip c¢inko parmaklar (zing fingers), protein-DNA

etkilesiminde yer alan motiflerdendir (Lovering ve ark., 1993).

Cinko parmak proteinleri, tipik olarak ¢inko parmak serisine sahiptirler
(Sekil 4.21). Cinko parmak protein motifleri adlarini ¢inko baglama yerlerinde
cikintr olusturan amino asit ilmiginden almaktadir. Ornek olarak, cinko iyonu ile
bag olusturan 2 sistein ve 2 histidin amino asitlerinin olusturdugu parmaga C2H2
tipi (2 sistein, 2 histidin) ¢inko parmak denilmektedir. Cinko parmak, DNA’ya
baglanan proteinlerde yaygin bulunan bir motiftir (Lewin, 2004). Bir c¢inko
parmak proteinine ilgili bir etkileyici bolgenin eklenmesi ile gii¢lii transkripsiyon

arttiricilar ve baskilayicilar meydana gelmektedir.

Sicaklik stresi uygulanmis pamuktan elde edilen HSGh36 cDNA’si,
C3HC4-tip RING parmak ¢inko parmak proteinine benzerlik gosteren G. hirsutum
cDNA klonu (DW505766.1) ile homoloji gostermistir. Arabidopsis genomunda en
cok bulunan bolgelerden birisi RING parmak bolgesidir (The Arabidopsis
Genome Initiative, 2000). RING parmak bolgesinin, C3HC4-tip ve C3H2C3-tip
olmak tizere iki tipi bulunmaktadir (Kosarev ve ark., 2002).

RING parmak motiflerinin, ¢inko-bagimli DNA’ya baglanma bdolgeleri
ozelliginde oldugu belirlenmistir (Lovering ve ark., 1993). RING parmak
motifinin DNA’ya baglanma bolgeleri icermesi nedeniyle, bu motife sahip
proteinler olasilikla DNA’ya baglanmaktadirlar. Genel olarak, DNA’ya baglanma
bolgeleri iceren proteinler gen anlattiminin diizenlenmesi, DNA replikasyonu ve
DNA tamirinde gorev almaktadirlar. RING parmak proteinlerinin klasik c¢inko
parmak proteinlerinden ayr1 olarak transkripsiyon, translasyon, RNA nakli, sinyal
iletimi, protein komplekslerinin olusturulmasi ve protein parcalama gibi bir¢ok
biyolojik islem ve biyokimyasal aktiviteyle iliskisi oldugu belirtilmektedir
(Borden, 2000; Kentsis ve ark., 2001; Kosarev ve ark., 2002).

RING parmak proteinlerinin belirtilen genis islevleri nedeniyle, belirlenen

RING parmak motifi iceren niikleotid dizisini kodlayan genin anlatiminin, orta
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sicaklik stresinde degismeyip, yiiksek sicaklik stresinde baskilanmasinin nedenleri
bu calisma kapsaminda kesin olarak sdylenemez. Bu konunun aydinlatilabilmesi
icin HSGh36 cDNA’sinin tam uzunluktaki dizisinin olusturularak yapisinin
belirlenmesi ve daha sonra islevsel genomik ¢aligsmalar1 ile molekiiler islevinin

belirlenmesi gerekmektedir.

4.7.5. HSGh83 ¢cDNA’s1

Farklilik gosterim c¢alismalarinin  poliakrilamid jel analizi sonucunda,
kontrol pamuklarda HSGh83’e ait ¢ok zayif sinyal gézlenmis, buna karsin 38 °C
ve 45 °C sicakliga maruz birakilmis pamuk bitkilerinde HSGh83’e ait sinyalin
arttig tespit edilmistir (Sekil 4.22). Elde edilen bu sonuglar ile sicaklik stresi
kosullarindaki pamukta HSGhS83 ile iligkili genin anlattminin 6nemli seviyede
arttigl soylenebilir. Pamukta HSGh83’iin gen anlatimi, ozellikle orta sicaklik
stresinde ¢ok yiikselmis, 45 °C’de kontrole gore yiiksek olmus ancak, 38 °C
kosullarina gore biraz azalmistir. Homoloji taramalari sonucunda HSGhS83, G.
hirsutum kloroplast genomu (DQ345959.1) ile E = 1e-92 diizeyinde, % 98 ve G.
hirsutum CMO037C06 cDNA klonu (DR455725.1) ile E = 8e-93 diizeyinde % 98
benzerlik gostermistir. HSGh83’iin uctan uca hemen hemen tiim dizisi, G.
hirsutum kloroplast genomunun 39 369. niikleotidden, 39 565. niikleotide kadar
olan bolgesi ile benzerlik gostermistir. Buna ilave olarak, CM037C06 klonunun
baz dizisi gen bankasindan alinmis ve blastn analizi yapilmistir. Yapilan analiz
sonucunda CMO037CO06 klonu, G. hirsutum kloroplast genomunun 39 040 — 39 628
baz bolgesi ile E = 0.0 diizeyinde, % 99 benzerlik gostermistir. G. hirsutum
kloroplast genomunun 39 532 — 41 736 baz bolgesinde psaB geni, 39 101 — 39
403 baz bolgesinde ise rps14 geni yer almaktadir. Elde edilen bu bilgiler 1s181nda,
pamuk HSGh83 cDNA’sinin kloroplast psA/psB/rps14 operonunun bir pargasi

oldugu bulunmustur.
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Sekil 4.22. HSGh83’iin farkiilik
gosterim jel goriintiisii

psaB ve rps14 genleri, bitkilerin kloroplast genomunda yer alan psaA-psaB-
rps14 operonunun pargalaridirlar (Sekil 4.23). psaA, psaB ve rps14 genleri diger
bitkilerde oldugu gibi pamuk kloroplast genomunda da ardi sira ve operon dizi
olarak yerlesmislerdir (Chen ve ark., 1990; Lee ve ark., 2006a). Kloroplast
genomunda yer alan psaA ve psaB genleri bir arada transkripsiyona
ugramaktadirlar (Fish ve ark., 1985; Chen ve ark., 1992). psaA-psaB-rpsl4
operonunun transkripsiyonu, psaA geninin Oniinde bulunan ve her ii¢ gen i¢in
ortak olan bir promotor tarafindan baslatilmaktadir. Bu ¢alismada pamuktan elde
edilen, sicaklik stresinde transkripsiyonu artan HSGh83 cDNA’sinin psaB ve
rps14’iin mRNA dizilerini igeriyor olmasi, bu operondaki genlerin birlikte

transkripsiyona ugradiklarini belirten literatiir bilgileriyle uyum icerisindedir.

psaA ve psaB genleri fotosistem I (PSI) reaksiyon merkezinin P700 klorofil
a protein kompleksinde yer alan PsaA ve PsaB apoproteinlerini kodlamaktadirlar.
rps14 geni ise ribozomal protein S14’ii kodlamaktadir. PSI tilakoid zara yerlesmis
bir protein kompleksi olup, fotosentezdeki plastosiyaninden ferrodoksine elektron

transferi asamasina aracilik etmek i¢in 151k enerjisini kullanmaktadir.
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psaA psaB mps14

operon:

Sekil 4.23. Gossypium hirsutum kloroplast genomu (Lee ve ark., 2006a) ve psaA/psaB/rps14 operonu

Bitkinin farkli gelisim evrelerinde ve cevresel sinyallere cevap olarak
plastid mRNA seviyesi artis gostermektedir. Bitki gelisiminin 151k ve karanlik
evrelerinde bircok plastid geninin transkripsiyonu degismektedir (Mayfield ve
ark., 1995). Domateste, aralarinda psaA’nin da bulundugu fotosentetik genlerin
transkripsiyonu sabah erken saatlerinde artis gostermekte, Ogleden sonra ise
azalmaktadir (Piechulla ve Gruissem 1987). Karanlik kosullarda arpada psaA ve

psaB genlerinin transkripsiyon seviyesi artmaktadir (Kreus ve ark., 1986).

PSI tarafindan emilen 650 nm dalga boyu 1s1kta yetisen bezelye bitkisinde,
psaB geninin transkripsiyonu kontrole gore % 45 azalmis, PII tarafindan emilen
560 nm dalga boyunda yetisen bezelyede ise psaB genin transkripsiyonu kontrole
gore % 119 artmistir. psaB gen transkripsiyonu degisen cevre kosullarina hizli
bicimde tepki vermektedir (Tullberg ve ark., 2000). Bu ¢alismanin sonucunda PSI

icin uygun olmayan kosullarda, psaB gen anlatiminin arttig1 ortaya ¢ikmaktadir.
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PsaA ve PsaB proteinleri PSI'in en biiyiik alt {initelerini olusturmalarina
ragmen hassas bir yapiya sahiptirler. PsaA veya PsaB alt {initelerinin herhangi
birinde olusan bir aksaklik, PSI aktivitesinin ortadan kalkmasina ve kompleks
icerisinde yer alan diger alt iinitelerin hizli bir sekilde parcalanmasina sebep

olmaktadir (Smart ve ark., 1991; Smart ve ark., 1993; Redding ve ark., 1999).

Cevresel degisiklere karst psaB geninin, buna paralel olarak psaA ve
rps14’iin transkripsiyonunun hizli bi¢cimde degistigi bilinmektedir. Bu degisim
genel olarak transkripsiyon artis1 olarak gerceklesmektedir. Cevresel degisiklikler
sonucu psaA-psaB-rbs14 operonunda meydana gelen transkripsiyon artiginin
nedeni olarak, zarar goren PsaA ve PsaB proteinlerinin yerine yenilerinin

sentezlenmesi varsayilabilir.

Pamugun sicaklik stresi kosullarinda psaB ve rpsl4 benzeri HSGh83’iin
transkripsiyonun artmasi sonucunda, HSGh83 cDNA’sinin sicaklik stresi ile zarar
goren PST’in yenilenmesi mekanizmasinda yer almis olabilecegi diisiiniilmektedir.
Bunun daha kesin s6ylenebilmesi i¢in bu konuda ayrintili arastirmalarin yapilmasi

gerekmektedir.

4.7.6. HSGh93 ve HSGh94 ¢cDNA’lan

HSGh93 ve HSGh94, sirasiyla 459 ve 458 baz uzunlugundadirlar. cDNA
kiimeleme analizi sonucunda, HSGh93 ve HSGh94 ayni kiimede yer almislardir.
Kiimeleme analizi, bu iki ¢cDNA’nin bastan sona tiim baz bolgesinin % 100
benzerlik gosterdigi sonucunu vermistir. Her iki cDNA bir birine % 100 benzerlik
gostermesine ragmen, HSGh93’tin 139. sirasinda yer alan “G” bazi yerine
HSGh94’te, “A” baz1 yer almis ve HSGh93’{in 260. sirasinda yer alan “G” bazi,
HSGh94’te delesyona ugramistir.

Farklilik gosterim ¢alismalart sonucunda, HSGh93 ve HSGh94’iin her ikisi
ayni transkripsiyon modelini gostermis ve sicaklik stresi kosullarinda anlatimlari
baskilanmistir (Sekil 4.24). Homoloji taramalar1 sonucunda HSGh93 ve
HSGh94’iin her ikisi, MPR3’e benzerlik gosteren G. hirsutum cDNA klonu
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(DT462800.1) ile E = 0.0 seviyesinde, % 99 ve Gossypium barbadense MRP-
benzeri ABC tasiyic1 protein (DQ359122.1) ile E = 2e-151 diizeyinde, % 94

homoloji gostermistir.

H-T,,C/H-AP2
K 38 45

HSGh93
HSGh9%4

Sekil 4.24. HSGh93, 94, 96 ve
97’ nin farkllik gosterim jel
goriintusi

HSGh93 ve HSGh94’iin tam benzerlik gosterdigi DT462800.1 G. hirsutum
klonunun UniGene baglantisinda, ad1 gecen klonun ABC protein 5’e orta diizeyde
benzer oldugu belirtilmistir. Bu ¢alisma kapsaminda DT462800.1 klonunun baz
dizisinin blastn ve blastx programlari ile homoloji arastirmasi yapilmis ve sonug
olarak, DT462800.1 cDNA klonun ATMRP3 proteinine benzerlik gosterdigi
belirlenmigtir. Buna ilave olarak, blastn ve blastx programlari kullanilarak
Gossypium barbadense MRP-benzeri ABC transporter proteine ait niikleotid
dizisinin de homoloji arastirmasi yapilmis ve yiiksek oranda ATMRP3 proteini ile
homolojisinin oldugu tespit edilmistir. Yapilan bu arastirmalar sonucunda,
HSGh93 ve HSGh94 ¢cDNA klonlarinin yiiksek ihtimalle MRP3 proteinine benzer

oldugu sodylenebilir.
ABC protein ailesine ait aym: genlerin adlandirilmasinda bazi farkliliklar

bulunmaktadir. Bu calismada, Verrier ve ark., (2008)’in ABC gen isimlerindeki

farkliliklar1 ortadan kaldirmak icin heniiz gelistirdikleri yeni adlandirma sistemi
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tercih edilmistir. Bu baglamda doktora tezinde, ABC protein ailesinin, MRP alt
ailesi icin ABCC, MRP3 icin ABCC3 adlar1 kullanilmistir.

ATP-baglanma kaset (ABC) protein iist ailesi, bilinen en biiyiik protein
ailesidir. ABC proteinlerinin ¢ogu, membrandan gecen maddelerin tasinmasinda
gorev alan membran proteinleridir ve bu 6zellikteki proteinlere ABC tastyicilart
(ABC transporters) denilmektedir (Sanchez-Ferndndez ve ark., 2001). ABC
tagiyicilar1  bakteri, mantar, bitki ve hayvanlarda bulunmaktadirlar. ABC
genlerinin ¢ogu membrana-baglanan proteinleri kodlarlar ve sentezlenen bu
proteinler cok genis araliktaki molekiilin membrandan gecirilerek naklini
saglarlar. ABC proteinleri, stoplazma temel alinarak molekiilleri nakletme yoniine
bagl olarak iceri alicilar ve disar1 aktaricilar olarak siniflandirilmaktadirlar. ABC
proteinleri, hormonlari, lipitleri, metalleri, ikincil (sekonder) metabolitleri ve
ksenobiyotikleri nakletmelerinin yaninda, bitki-patojen iliskisine ve iyon
kanallarinin degisikliklere uyum saglamasina katkida bulunmaktadirlar (Verrier

ve ark., 2008).

Islevsel ABC tastyicilar, tipik olarak iki transmembran bolgesi (TMDs) ve
iki niikleotid-baglanma katlanmalar1 (NBFs)'ndan olusmaktadir. Okaryotik
organizmalarda, bu dort bolge (domain) genellikle tek bir polipeptitte yerlesmis
olup, tam boyutlu bir tasiyiciyr olustururlar. Bununla birlikte okaryotik genlerin
bazilar1 her bir peptitte bir NBF ve bir TMD iceren yarim boyutlu tastyicilar
kodlamaktadirlar (Higgins, 1992).

Arabidopsis tam boyutlu ABC tasiyicilarin en biiyiik ikinci alt ailesi
ABCC’lerdir [MRP (Multidrug Releated Protein)] ve ABCC ailesinin 15 iiyesi
bulunmaktadir. ABCC proteinleri en az 1 500 amino asitten olugmakta ve
genellikle diger ABC proteinlerine ilave olarak bu alt aileye ozgii 3 yap1
icermektedirler. Arabidopsis’ten klonlanan ve ABCC homologlar1t olan
AtABCC1, AtABCC2 ve AtABCC3 genleri, glutatyon siilfit — X (GS-X)
pompalarin kodlamaktadirlar. Ancak, bu genlerin kodladiklar1 pompalarin, GS ile
birlesen maddeler disindaki diger maddeleri de nakledebilmeleri sebebiyle, GS-X
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pompalart disginda farkli  bir pompalama proteini olabilecekleri de
diistiniilmektedir. ABCC3, ABCC4 ve ABCC5’in, dairesel (cyclic) niikleotidleri
ve folat tiirevlerini de tasidiklar1 belirtilmektedir (Sanchez-Fernandez ve ark.,

2001).

AtABCC3, vakuol membranina yerlesmis (Dunkley ve ark., 2006) bir
protein olup, genel islevinin makromolekiiller, kiiciik molekiiller ve iyonlar gibi
maddelerin hiicre i¢ine veya disina taginmasimi saglamak oldugu bilinmektedir
(Sekil 4.25). AtABCC3, ayrica molekiiler olarak, glutatyon ile birlesmis
maddelerin ve klorofil yikim iiriiniin membrandan ge¢mesine aracilik etmektedir.
Ozet olarak, AtABCC3 farkli sinif maddelerin membrandan naklini saglamaktadir

(Tommasini ve ark., 1998).

BITKi HUCRESI

glutarnat sistein
ATP

ADP, Pi

yghi-sis sentetaz

ATP glisin

G5H sentetaz

ADP, Pi
X
GSH transferaz
GS-X
stoplazma ATP ADP, Pi
5% pompasi
Wakuol
G5 - X

L

Sekil 4.25. GS-X pompasinin islevi
(Toshihisa ve ark., 1997)

Hucre digl bosluk

Bitki ABC tasiyicilarimin, ¢esitli  bilesiklerin  vakuole aktarilarak
hapsedilmesi ve zehirli bilesikleri hiicre disina naklederek zehir etkisini giderici
ozelligi oldugu belirlenmistir (Rea ve ark., 1998; Theodoulou, 2000; Jasinski ve
ark., 2001; Martinoia ve ark., 2002). Bununla birlikte, bitki ABC proteinin islevi
sadece zehir giderici 6zelligi ile simirlhi degildir. Bitki biiylimesi ve gelisiminde,

metabolitlerin nakledilmesinde, kizil-6tesi 1s18a tepki, stomalarin hareketi, oksin
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tasinmasi, stoplazmik Fe/S proteinlerinin olgunlasmasi ve tohum c¢imlenmesi
islemlerinde gorev almaktadir (Sidler ve ark., 1998; Debeaujon ve ark., 2001;
Gaedeke ve ark., 2001; Kushnir ve ark., 2001; Mgller ve ark., 2001; Noh ve ark.,
2001; Footitt ve ark., 2002). ABC proteinleri iizerine yapilan caligmalarin
artmasina ragmen, ¢cogu bitki ABC proteinin islevi bilinmemektedir (Zhu ve ark.,

2003).

Arabidopsis ABCC3 tasiyict geninin, abiyotik stres kosullarindaki
regiilasyonu ile ilgili bilgilere, AtGenExpress birliginin (konsorsiyum) sagladigi
mikrodizilim (microarray) verilerinden (Anonymous, 2008b) ulasilmistir.
AtGenExpress mikrodizilim verilerine gore, ABCC3’iin regiilasyonu tuz stresinde
ve kizilotesi 151k uygulamalarinda azalmis, demir eksikligi ve CO,
uygulamalarinda ise artmistir. Bunlara ilave olarak, bu calisma kapsaminda
yapilan in silico mikrodizilim analizi sonucunda, sicaklik stresi uygulanan

Arabidopsis’te ABCC3 gen sinyalinde azalma oldugu tespit edilmistir.

Bu calismada pamuga uygulanan sicaklik stresi sonucunda, ABCC3-benzeri
cDNA’larin transkripsiyonunun baskilandigr belirlenmistir. Dolayli olarak,
sicaklik stresinin GS-X pompalarinin sentezini olumsuz etkilemis olabilecegi
soylenebilir. ABCC3’iin sicaklik stresi kosullarindaki davranisi ile ilgili daha

ayrintili calismalar yapilarak bu konunun aydinlatilmasi gerekmektedir.

4.7.7. HSGh96 ¢cDNA’s1

Farklilik gosterim c¢alismalarinin  poliakrilamid jel analizi sonucunda,
HSGh96 ¢cDNA’smin sadece 45 °C sicakliga maruz birakilmis pamuk bitkilerinde
sinyal verdigi tespit edilmistir (Sekil 4.24). Elde edilen bu sonugla, pamukta
HSGh96’nin transkripsiyonun yiiksek sicaklik stresi kosullarinda bagladigi
sOylenebilir. Homoloji taramalar1 sonucunda HSGh96, G. arboreum cDNA’s1yla
(BM359757.1) E = 2e-135 diizeyinde % 99, G. hirsutum cDNA’siyla
(ES820596.1) E = 2e-123 diizeyinde % 100 ve G. raimondii cDNA’siyla
(CO088038.1) E = Se-111 diizeyinde % 97 benzerlik gosterdigi belirlenmistir.
UniGene veritabaninda, G. hirsutum cDNA’sinin (ES820596.1) CBL-etkilesimli
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protein kinaz 6’ya (CBL-interacting protein kinase 6) orta diizeyde benzer oldugu

belirtilmistir.

Bu calisma kapsaminda, G. hirsutum cDNA’sinin (ES820596.1) niikleotid
dizisi gen bankasindan alinmis ve blastx programi kullanilarak homoloji analizi
yapilmistir. Yapilan analiz sonucunda G. hirsutum cDNA’sinin (ES820596.1),
Populus trichocarpa CBL-etkilesimli protein kinaz 9 ile E = 6e-60, Populus
trichocarpa CBL-etkilesimli protein kinaz 8 ve CBL-etkilesimli protein kinaz 7
ile E = 9e-58, Glycine max SOS2-benzeri protein kinaz ile E = 9e-49 ve
Arabidopsis thaliana CIPK6 (CBL-interacting protein kinase 6) ile E = 8e-44
diizeyinde benzerlik gosterdigi belirlenmistir (Cizelge 4.2). Pamuk HSGh96’nin
daha cok CBL-etkilesimli protein kinaz 9 ile benzerlik gostermesine ragmen elde
edilen bu bilgiler 1s181inda, HSGh96’nin CIPK9 oldugu kesin olarak sdylenemez.

Ancak, CIPK ailesinin bir iiyesi olma ihtimali yiiksektir.

CIPK9 geni, SOS2 ile benzerlik gosteren CBL-etkilesimli protein kinazi
kodlamaktadir. CIPK9 geni, SNRK3.12 ve SNF-iliskili protein kinaz 3.12 gibi

farkli isimlerle de adlandirilmaktadir.

CIPK9 temel olarak, protein fosforilizasyonu ve sinyal iletiminde gorev
almaktadir. CIPK (SNRK veya SNF-iligkili protein kinaz), bitkilerden ©Once
hayvanlarda ve mayada (S. cerevisiae) bulunmustur. CIPK’nin, maya’daki
homologu SNF1 (Sucrose nonfermenting-1) protein kinaz, hayvanlardaki
homologu ise AMPK (AMP’nin aktive ettigi protein kinaz)’dir. Mayadaki SNFI,
baska genlerin anlattmini engelleyen glikozun baskilayici islevini engellemede rol
alarak, suskun genlerin transkripsiyona baglamasina yardimci olmaktadirlar
(Hardie, 1999). Sicak sokunun da i¢inde bulundugu stres kosullarinda, hiicrelerde
ATP tiikenirken AMP miktarinda artis meydana gelmektedir. AMP ile aktive olan
AMPK, belirli biyosentetik enzimleri fosforilize ederek islevlerini engelleme
suretiyle ATP’leri korumakta ve ayn1 zamanda, alternatif katabolik yollar
calistirarak daha fazla ATP iiretimine katki saglamaktadir. SNF1 ve AMPK

sistemlerinde paralellik olmasina ragmen SNFI, AMP tarafindan aktive
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edilmemektedir. Bitkilerde bulunan CIPK (SNRK veya SNF-iligkili protein
kinaz)’lar da SNF ile aynm sekilde, AMP tarafindan aktive olmamaktadirlar
(Hardie, 1999).

Canlilarin gelisiminin ve hayatta kalmasinin 6nemli etkenlerinden birisi,
enerji dengesinin kontrol altinda tutulmasidir. SNF1I/AMPK/CIPK (SnRK) protein
kinazlar, enerji dengesinin kontroliinde 6nemli bir rol oynayabilmektedirler.
Mayanin fermentatif metabolizmadan aerobik metabolizmaya gecisinde, SNF1’in
anahtar role sahip oldugu, benzer sekilde AMPK’nin, stres kosullarinda alternatif
fizyolojik yollar1 (pathways) baslatarak daha fazla ATP iiretilmesine katkida
bulundugu bilinmektedir. Buna karsin, bu kinazlarin bitkilerdeki homologlarinin
islevi hakkinda az sey bilinmektedir. Bazi verilerin, bitki CIPK (SnRK)’larinin
bliylimeyi optimize etmek i¢in karbonhidrat ve nitrat metabolizmasina

katildiklarimi destekledigi belirtilmektedir (Polge ve Thomas, 2007).

Bircok biyotik ve abiyotik stres etkeni, bitki hiicrelerinde Ca*
konsantrasyonunda degisikliklere neden olmaktadir. Kalsinorin B-benzeri
(calcineurin B-like: CBL) protein ailesi, Ca+2’yi algilayici proteinler igerisinde yer

+25

almaktadir. CBL proteininin, bitkilerde Ca™’ye bagimli farkli islemlerde kritik
isleve sahip oldugu belirtilmektedir (Cheong ve ark., 2007). CBL proteini,
hiicrede Ca** degisikligini algilamakta ve bu sinyalleri, fosforilizasyon selaleleri
ve gen anlattiminin diizenlenmesi gibi alt basamaktaki cevaplara iletmektedir. Bu
ozellikleri sebebiyle CBL proteini, Ca*™ algilayici iletisim aract olarak

siiflandirilmaktadir (Batistic ve Kulda, 2004).

Serin/treonin protein kinaz grubuna dahil olan ve bitkilerde en az 25 iiyesi
bulunan CIPK (Kolukisaoglu ve ark., 2004), bitkilerin bircok strese cevabina
aracilik eden CBL proteini ile etkilesime girmektedir (Cheong ve ark., 2007). Bu
giine kadar yapilan calismalar 1s1ginda CIPK’nin molekiiler islevi heniiz tam
olarak aydinlatilamamistir. Genel olarak, stres kosullarinda bitkilerin, CIPK
ailesinin iiyelerine ihtiya¢ duydugu soOylenebilir. Bitkilerde CIPK gen ailesinin

iyeleri, farkli sekilde anlatim gostermektedirler. Arabidopsis thaliana’da CIPK9
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geni, kok haricinde hemen hemen tiim dokularda anlatim yapmakta ve ABA
uygulamasiyla anlattminda biiyiik 6l¢iide artis olmaktadir. Buna karsin, NaCl ile
kuraklik stresinde ise CIPK9 geninin anlatiminda az artis olmaktadir (Gong ve
ark., 2002a). Diisiik potasyum (K) diizeyinde, Arabidopsis thaliana’da CIPK9’un
kritik bir diizenleyici olarak rol aldigr ve potasyum eksikligi toleransi i¢in bu
protein kinaza ihtiya¢ oldugu belirlenmistir (Pandey ve ark., 2007). CIPKS
geninin ise CIPK9’dan farkli olarak kokte anlatim yaptigi ve transkripsiyon
diizeyinin, uygulanan stres etmenlerinden etkilenmedigi belirlenmistir (Gong ve
ark., 2002b). Oksidatif stres kosullarinda, Nicotina tabacum yapraklarinda
CIPK23 geninin anlatimi artmaktadir (Vranova ve ark., 2002b). SnRK2.8
Arabidopsis thaliana’da ozmotik stresle aktive olmakta ve kuraklik toleransini
artirmaktadir (Umezawa ve ark., 2004). Soguk, NaCl stresi, ABA uygulamasi,
kuraklik ve yaralanma ile Arabidopsis’te CIPK3’iin transkripsiyonunun arttigi ve
hem ABA hem de stresle tetiklenen kalsiyum sinyali ile hiicredeki gen anlatimi
arasinda molekiiler bir koprii olarak gorev aldigi ortaya konulmustur (Kim ve ark.,

2003).

Bu c¢alisma kapsaminda pamukta yliksek sicaklik stresi kosullarinda tespit
edilen HSGh96 cDNA'’si, yiiksek ihtimalle CIPK ailesine ait bir genin parcasi
olabilir. Bu bulgunun, islevsel olarak hakkinda az bilgi bulunan kalsinorin B-
etkilesimli protein kinazlarin, sicaklik stresindeki islevlerinin belirlenmesine

yonelik bir kap1 acacagi ongoriilmektedir.

4.7.8. HSGh97 ¢DNA’s1

Farklilik gosterim c¢alismalarinin  poliakrilamid jel analizi sonucunda,
HSGh97 cDNA’sinin kontrolde ¢ok zayif bir bant olusturdugu, 38 °C’de sinyal
olusturmadigi, 45 °C sicakliga maruz birakilmis pamuk bitkilerinde ise bant
sinyalinin fazla miktarda arttig1 tespit edilmistir (Sekil 4.24). Elde edilen bu
sonugla pamukta, HSGh97 nin transkripsiyonun 45 °C sicaklik stresi kosullarinda
yiiksek diizeye ulastig1 sOylenebilir. Homoloji taramalari sonucunda HSGh97, G.
barbadense IAA-Ala hidrolaz oldugu varsayilan gen (AF517654.1) ile E = 5e-119
diizeyinde % 100 benzerlik gosterdigi belirlenmistir (Cizelge 4.2).
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Indol-3-asetik asit (IAA), bitkilerde dogal olarak en fazla miktarda bulunan
oksindir. TAA, embriyogenezisten yaslanmaya kadar bitki gelisiminin hemen
hemen her asamasinda rol almaktadir. IAA, damar dokularinin gelisimini, hiicre
uzamas1 ve ug (apikal) baskinligimi kontrol etmektedir. IAA hiicrelerde ya serbest
olarak ya da baglanmis formda bulunmaktadir. IAA’nin aktif formu serbest
IAA’dir. TAA’nin karboksil grubunun ester baglar1 aracilifiyla sekerlerle veya
amid baglar1 vasitasiyla amino asit ya da peptidlerle birlesmesi sonucu IAA’nin
baglanmis formu olugsmakta (LeClere ve ark., 2002) ve bu form IAA kojuganti
olarak adlandirilmaktadir. Bu konjugatlarin  oksinlerin  depolanmasinda,
tasinmasinda, boliimlere ayrilmasinda, fazla IAA’min zehir etkisinin
giderilmesinde ve peroksidatif parcalanmalara kars1 serbest IAA’larin
korunmasinda gorev aldiklart belirtilmektedir (LeClere ve ark., 2002). Bitkiler
aktif IAA’y1 ya bastan sentezleyerek veya IAA konjugatlarim hidrolize ederek
tiretmektedirler. Bitkiler TAA konjugantlari olusturarak aktif TAA’lar
baskilamakta, depolamakta ve gerektiginde bu konjugatlar1 hidrolize ederek

ihtiya¢ duyduklar serbest IAA’y1 iiretmektedirler.

Bitkilerde IAA-Asp, IAA-Glu, TAA-Ala ve TAA-Leu olmak iizere bircok
IAA-aminoasit konjuganti bulunmustur (Anderson ve Sandberg, 1982, Cohen,
1982, Sonner ve Purves, 1985, Ostin ve ark., 1992, Tam ve ark., 2000, Kowalczyk
ve Sandberg, 2001). Bitkilerde, belirli IAA-aminoasit konjugatlarina 6zgii, belirli
[AA-aminoasit hidrolazlar1 bulunmaktadir. HSGh97 c¢DNA’sinin benzerlik
gosterdigi IAA-Ala hidrolaz (IAR3), TAA-Ala konjugantimi hidrolize eden bir
enzimdir. Bugdayda bulunan IAA-Ala hidrolazin, sadece IAA-Ala kojugantini
hidrolize ettigi ve incelemeye alinan diger [AA-aminoasit konjugatlart ise
hidrolize etmedigi bildirilmistir (Campanella ve ark., 2004). TAA-Ala hidrolaz,
ILL5 ile homoloji gosteren IAR3 (IAA-Ala—resistant) geni tarafindan
kodlanmaktadir (Davies ve ark., 1999).

Bugiine kadar yapilan arastirmalar sonucunda, IAR3 geninin bitkilerin tiim
dokularinda az veya cok anlatim yaptigi belirlenmistir. Degisik sartlarda TAR’3

geninin transkripsiyonu farklilik gosterebilmektedir. Kok hastalik etmeni olan

82



4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA Ufuk DEMIREL

Plasmodiophora brassicae ile bulastirilan Brassica rapa bitkilerinde, IAR3
geninin ortologu Br — IAR’in transkripsiyonunun diistiigii tespit edilmistir
(Schuller ve Ludwig-Miiller, 2006). Arabidopsis thaliana bitkisinde, yaralanma
stresi sonucu belirlenen ve JR3 olarak adlandirilan bir ¢cDNA klonu izole
edilmistir (Titarenko ve ark., 1997). Davies ve ark. (1999), IAR3 geni ile JR3
cDNA’smin niikleotid dizilerinin % 96 benzerlik gosterdigini bildirmislerdir.
Yaralanma stresi, jasmonik asit (JA) ve ABA uygulamalari sonucunda,
Arabidopsis yaprak dokularinda JR3 c¢DNA klonunun anlatiminin arttig
belirlenmistir (Titarenko ve ark., 1997). Aymi c¢alismada, hi¢cbir uygulamanin
yapilmadig1 kontrol bitkilerinin yapraklarinda, JR3’iin transkripsiyonu ya hig

meydana gelmemis ya da ¢ok zayif diizeyde gerceklesmistir.

Arabidopsis  thaliana’da, 1AR3 geninin abiyotik stres kosullarinda
transkripsiyon diizenlenmesinin nasil gerceklestigini tespit etmek amaciyla,
Genevstigator programi (Zimmermann ve ark., 2005) kullanilarak, Arabidopsis
mikrodizilim (microarray) denemeleri arastirilmistir. Sonug¢ olarak, rozet
donemindeki Arabidopsis’te sicaklik stresi kosullarinda IAR3 genin sinyal
oraninin bitkinin yesil aksaminda — 0.56 oraninda, ¢icek ve harnup donemindeki
Arabidopsis’te ise — 3.26 oraminda azaldigi, belirlenmistir. Bununla birlikte,
kuraklik stresi, ozmotik stres, oksidatif stres, tuz stresi ve yaralanma stresinde
IAR3 genin anlatiminin arttigi tespit edilmistir. IAR3 gen anlatiminin, 6zellikle
abiyotik stres kosullarinin uzamasi durumunda arttig1 sonucuna ulagilmistir. IAR3
benzeri HSGh97 cDNA’s1, kontrol pamuk bitkilerinde diisiik diizeyde bant sinyali
olusturmus, orta sicaklik stresi kosullarinda ise bant sinyali gozlenmemistir.
Bununla birlikte, yiiksek sicaklik stresinde IAR3 benzeri HSGh97 nin anlatiminin
yiiksek diizeye c¢iktig1 tespit edilmistir. Pamukta sicaklik stresi derecesinin artmasi
ve siiresinin uzamasi kosullarinda, IAR3 genine benzerlik gosteren HSGh97
cDNA’sinin  anlattminin arttiginin  belirlenmesi, Arabidopsis’te uzun siiren
abiyotik stres kosullarinda, IAR3 geninin anlatiminin artmasiyla paralellik

gostermektedir.
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4.7.9. HSGh106 cDNA’s1

Yapilan farklilik gosterim calismalart sonucunda, HSGh106 ¢cDNA’sinin
transkripsiyonun 45 °C sicaklik stresi kosullarinda tetiklendigi belirlenmistir
(Sekil 4.26). Homoloji arastirmalar1 sonucunda, HSGh106 c¢cDNA’simin,
snRNP/Sm  proteinine benzerlik gosteren G. hirsutum cDNA klonu
(DW505510.1) ile E = 7e-167 diizeyinde, % 99 ve Arabidopsis thaliana
snRNP/Sm proteinine ise E = le-44 diizeyinde % 79 homoloji gosterdigi
belirlenmistir (Cizelge 4.2).

H-T,,C/H-AP3
K 38 45

HSGh106

HSGh110

HSGh113

=

Sekil 4.26. HSGh106, 110, 113’tin
Sfarklik gosterim jel goriintiisti

snRNP geni, pre-mRNA’dan intron uzaklastirma isleminde gorev alan
proteinleri kodlayan gen ailesinden birisidir. Cogu Okaryotik genler intron
icermektedirler ve. mRNA’nin proteine cevrilmesinden Once, intronlar pre-
mRNA’lardan uzaklagtirilmaktadir. Intronlar cekirdekte, RNA ve proteinlerden
olusan bir kirpma kompleksi (spliceosome) tarafindan kesilip ¢ikarilmaktadir.
Pre-mRNA’daki 5° ve 3’ kirpilma bolgeleri ve dallanmis dizi, kirpma aygitinin
bilesenleri tarafindan taninmaktadir. Kirpma kompleksi, her hangi bir reaksiyon
gerceklesmeden oOnce 5° ve 3’ kirpilma bolgelerinin her ikisine beraber
baglanmaktadir. Kirpma islemi, ancak tiim bilesenlerin bir araya gelmesinden

sonra meydana gelmektedir. Kirpma kompleksi, farkli kiigciik cekirdeksel
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riboniikleoprotein  zerrelerinin  (snRNP) bir araya gelmesinden meydana
gelmektedir. snRNP’ler, kirpma kompleksinin (spliceosome) yapisinda yer alan
zerrecikler olarak tanimlanabilir. RNA-protein kompleksi olan U1, U2, U4, U5 ve
U6 snRNP’leri (kiiciik cekirdeksel riboniikleoprotein zerreleri), kirpilma
isleminde yer almaktadir. snRNP’ler, sahip olduklart RNA bilesenlerine gore
adlandirilmaktadir. Ornegin; Ul snRNP, Ul kiiciik cekirdeksel RNA (snRNA)
icermektedir. Her bir snRNP, sadece tek bir snRNA ve bircok protein
icermektedir. snRNP’lerde yer alan proteinlerin bir kismi dogrudan kirpilma
isleminde yer alirken, diger proteinlerin yapisal rolleri olabilir. Kirpilma
isleminde yer alan proteinlerin yaklagitk 1/3’iinii, snRNP bilesenleri
olusturmaktadir. Boylece, ¢ekirdeksel pre-mRNA kirpilma islemi, cok dinamik
bir islem olup protein bilesenleri, snRNP’lerin birlesmesinde onemli diizenleyici

bir role sahiptir (Kambach ve ark., 1999; Lewin, 2004).

snRNP protein anlatiminin ve snRNP diizeyinin yiikselmesinin, ¢ekirdeksel
bir organel olan Kajal cisimciginin (Cajal body veya coiled body) olusumunu
attirdigr bildirilmektedir (Sleeman ve ark., 2001). Kiigiik bir ¢ekirdek organeli
olan Kajal cisimciginin, hayvanlardan bitkilere kadar bircok organizmanin hiicre
cekirdeginde bulunuyor olmasi, bu organelin temel hiicresel islemlerde gorev
aldigim1 desteklemektedir. Kajal cisimciginin kirpilma veya daha genel ifadeyle
pre-RNA’nin islenmesinde gorev aldigi ve snRNP’lerin bu organelde yer aldigi
bildirilmektedir (Gall, 2000). RNA polimeraz I, II ve III adli transkripsiyon
kompleksleri ilk olarak Kajal cisimciginde olusturulmakta ve daha sonra

cekirdekteki transkripsiyon yerlerine aktarilmaktadirlar (Gall, 2001).

US snRNP ile iligkili oldugu belirlenen stal geninin, soguk stresinde
transkripsiyonun artti1 ve Arabidopsis thaliana’nin soguk stresine toleransta bu
gene ihtiya¢ duydugu bulunmustur. Ayrica, stal mutantinin Oldiiriicli olmasi
nedeniyle, STA1’in islevinin Arabidopsis i¢in zaruri oldugu belirtilmektedir (Lee

ve ark., 2006b).
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Bu c¢alisma sonucunda, HSGh106 cDNA’simin yiiksek sicaklikta
transkripsiyonun arttiginin ve snRNP ile iligkili oldugunun belirlenmesi
nedeniyle, HSGh106’nin yiiksek sicaklik stresine tepki olarak alternatif kirpilma
islemlerinde rol aldig1 diisiiniilmektedir. Bu konunun netlesmesi ic¢in ayrintili

arastirmalarin yapilmasi gerekmektedir.

4.7.10. HSGh113 ¢cDNA’s1

Farklilik gosterim ¢alismalarinin, poliakrilamid jel analizi sonucunda
pamukta, HSGh113 ¢cDNA’simin sicaklik stresi kosullarinda yiiksek bant sinyali
verdigi, kontrol bitkisinde ise ¢cok zayif bant sinyali olusturdugu belirlenmistir
(Sekil 4.26). Bu sonugla, HSGh113 c¢DNA’smnin sicaklik stresi kosullarinda
anlatiminin arttig1 soylenebilir. Homoloji arastirmalari sonucunda HSGh113’iin,
G. raimondii cDNA klonuna (CO107708.1) E = 4e-84 diizeyinde, % 98 ve G.
hirsutum cDNA klonuna (DT572048.1) E = 4e-33 diizeyinde, %98 benzerlik
gosterdigi bulunmustur (Cizelge 4.2).

CO107708.1 cDNA klonunun niikleotid dizisi GenBank’tan temin edilmis
ve bu diziye BLAST analizi uygulanmistir. BLAST analizi sonucunda,
CO107708.1 cDNA klonunun, beta-keto-agil tasiyic1 protein (ACP) sentaza
(KAS), E =9e-126 diizeyinde, % 81 benzerlik gosterdigi bulunmustur.

KAS, yag asidi sentezinde gorev alan bir enzimdir. Bitkilerde yag asidi
sentezi, KAS’in da gorev aldigi bircok enzim tarafindan plastidlerde
gerceklestirilmektedir. KAS, malonil-CoA {initelerini yogunlastirma islemini
katalize etmektedir. KAS’1n katalizleme islemi sonucunda, palmitol-acil tasiyici
protein (16:0ACP) ve stearoil-ACP (18:0-ACP) olusmaktadir (Sekil 4.27). Ug
sinif KAS enzimi tanimlanmistir. KAS 1II; asetil-CoA ve malonil-ACP’nin
yogunlastirildig: birinci yogunlastirma asamasinda gorev almakta, KAS I; karbon
zincirinin 16 karbona kadar uzatildigr uzama asamasinda gorev almakta ve KAS
IT ise 16 karbondan 18 karbona arttirma islemi olan son yogunlastirma agamasinda

(Sekil 4.27) gorev almaktadir (Harwood, 1996).
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CoCoA | gasm KASI KAS Tl
>T>C4—ACP ------------------------------------------- > CirACP — Ci-ACP

Cs-ACP CO:

Sekil 4.27. KAS islevinin sematik gosterimi

Hiicre zarlariin temelini iki kath lipid yapi olusturmaktadir ve lipidlerin
yapisinda yag asitleri bulunmaktadir. Hiicre =zarlar1 plastid, mitokondri,
endoplazmik redikulum, cekirdek gibi bircok organeli ve tabii ki stoplazmay1
cevrelemektedir. Hiicre zarlarinin biitiinliigii ve islevi yiiksek sicakliga karsi
hassasiyet gostermektedir. Stres kosullarinda, bitki hiicre zarlarmin islevlerini
devam ettirebilmesi, fotosentez ve solunum islemleri i¢cin ¢cok dnemlidir. Sicaklik
stresi molekiillerinin zardan gecisini hizlandirmakta, boylece zardaki molekiillerin
kimyasal baglarim1 gevsetmektedir. Bu durum, zardaki proteinlerin denatiirasyonu
ve doymamis yag asitlerinin artmasi sebebiyle, zarlarin cift katmanl lipid
yapisinin daha akiskan olmasina neden olmaktadir (Savchenko ve ark., 2002).
Sonug olarak, yiiksek sicaklik stresi hiicre zarlarinin zararlanmasina sebebiyet

vermektedir.

Yiiksek sicaklik stresi kosullarinda yetistirilen Arabidopsis bitkilerinde,
zarlardaki toplam lipid iceriginin yariya diistiigli, doymus yag asidi oraninin
arttigl, doymamis yag asidi oranin ise diistiigli bildirilmistir (Somerville ve
Browse, 1991). Benzer sekilde, bataklik tavus otu (Agrostis stolonifera) bitkisinde
de sicaklik stresi ile doymus yag asidi oraninda artis meydana geldigi

bulunmustur (Larkindale ve Huang, 2004).

Bu bilgiler 15181nda, pamuga uygulanan sicaklik stresi ile hiicre zarlarinda
zararlanma ve yag asidi igeriginde degisme olmus olma olasiligi cok yiiksektir.
HSGh113 cDNA’s1, yag asidi sentezinde gorev alan KAS ile iligkili genin
niikleotid dizisine dolayli benzerlik gostermistir. Sicaklik stresi kosullarinda,
pamukta HSGh113 cDNA’sinin transkripsiyonunun artmasinin sebebi, olasi
azalma gosteren yag asidi igerigini normale yaklastirmak, boylece sicakliktan

kaynaklanan hiicre zar1 zararlanmalarin1 azaltmak amagl olabilir.
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4.7.11. HSGh127 cDNA’s1

Farklilik gosterim c¢alismalarinin  poliakrilamid jel analizi sonucunda,
HSGh127 cDNA’sinin sadece 38 °C sicakliga maruz birakilmis pamuk
bitkilerinde yiiksek sinyal verdigi tespit edilmistir (Sekil 4.28). Elde edilen bu
sonugla, 38 °C sicaklik stresi kosullarinda pamukta HSGhI27 nin
transkripsiyonun artarken, 45 °C sicaklik stresi kosullarinda ise baskilandigi
sOylenebilir. Homoloji taramalar1 sonucunda HSGh127’nin, Gossypium raimondii
cDNA klonu (CO121879.1) ile E = 0.0 diizeyinde, % 99 ve
tetrahidrofolilpoliglutamat  sentaz  (DHFS-FPGS HOMOLOG B) geni
(NM_120680.3) ve bu genin kloroplastik izoformu (AJ250873.2) ile E = 2e-74
diizeyinde, % 79 benzerlik gosterdigi belirlenmistir (Cizelge 4.2).

Gossypium raimondii cDNA klonunun (CO121879.1) niikleotid dizisi
GenBank’tan temin edilmis ve BLAST analizi yapilmistir. BLAST analizi
sonucunda,  Gossypium  raimondii cDNA  klonunun  (CO121879.1)
tetrahidrofolilpoliglutamat sentaz (DHFS-FPGS HOMOLOG B) genine E = 3e-
171 diizeyinde, % 77 benzerlik gosterdigi bulunmustur.

Tetrahidrofolilpoliglutamat sentaz, tetrahidrofolat poliglutamat sentezini
katalize eden bir enzim olup (Sekil 4.29), karbon-bir (one-carbon, C)
metabolizmasinda yer almaktadir. Tiim hiicrelerde, piirin, timidilat,
formilmetionil-tRNA, pantotenat (B5 vitamini), metionin, glisin ve serin
sentezinde muhakkak tetrahidrofolata (B9 vitamini) gereksinim duyulmaktadir

(Cossinss ve Chen, 1997; Ravanel ve ark. 2001).
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H-T,,C/H-AP4

K 38 45

HSGh126
HSGh127
HSGh128
HSGh129

Sekil 4.28. HSGh126, 127, 128 ve
129’un farklilik gosterim jel
gorintisi

Dihidropeteroat (H,Pte)

ATP, glutamat l dihidrofolat sentaz
Dihidrofolat (H,PtrGlu)
NADPH l dihidrofolat rediiktaz
Tetrahidrofolat (H,PteGlu)
ATP, glutamat l tetrahidrofolilpoliglutamat sentaz

Tetrahidrofolat poliglutamat (H,PteGlu,)

Sekil 4.29. Tetrahidrofolat poliglutamat (H,PteGlu,) sentezi

Koklerine yetersiz oksijen stresi uygulanan celtik bitkisinde, tetrahidrofolat
sentaz ile homoloji gosteren SA-DSL-85 klonunun ekspresyonu ¢ok Onemli

diizeyde azalmistir (Agarwal ve Grover, 2005).

Doktora c¢alismas1 kapsaminda tetrahidrofolilpoliglutamat sentaz genine
benzerlik gosteren HSGh127 cDNA’sinin ekspresyonu orta sicaklik stresinde
artmis, yliksek sicaklik stresinde ise baskilanmustir. Stres kosullarinda dogrudan

tetrahidrofolilpoliglutamat sentaz geninin anlatimi ile ilgili fazla literatiire
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rastlanamamistir. Bu nedenle, bu genin stres kosullarinda nasil davranig
gosterdigine  iliskin  yeterli bilgi mevcut degildir. Karbon-bir (C)
metabolizmasinda yer alan enzimlerin, diizenlenme mekanizmasinin tam
anlasilamadig1 belirtilmektedir. Bu durumun, C; metabolizmasinin, klasik
biyokimya ve genetik ile ¢alisilmasinin zor olmasindan kaynaklandigina dikkat
cekilmektedir. Tetrahidrofolilpoliglutamat sentaz enziminin de i¢inde bulundugu
C; metabolizmasina ait enzimlerin, belki ¢ok diisiik miktarlarda olduklari, bir¢ok
izoformlarinin bulundugu ve mutantlarinin olmadigi belirtilmistir. Buna ilave
olarak, bu metabolizmada folatlar (Tetrahidrofolilpoliglutamat sentaz bu gruba
dahildir), S-adenosilmetionin, S-adenosil-homosistein gibi anahtar aracilarin
degismeye meyilli kararsiz 0Ozellige sahip olduklar1 ve miktarlarinin
belirlenmesinin cok zor oldugu ileri siiriilmiistiir (Hanson ve Roje, 2001). Bu

konunun aydinlatilabilmesi i¢in yeni ¢calismalarin yapilmasi gerekmektedir.

4.7.12. HSGh129 cDNA’s1

Farklilik gosterim c¢alismalarinin  poliakrilamid jel analizi sonucunda,
HSGh129 cDNA’sinin sicaklik stresi ile anlatiminin arttigi ve anlatimin yiiksek
sicaklik stresi kosullarinda en yiiksek diizeye ulastigi belirlenmistir (Sekil 4.28).
Homoloji taramalar1 sonucunda HSGh129’un, ribozomal protein s14’e benzerlik
gosteren G. hirsutum cDNA klonuna (ES819720.1) E = 0.0 diizeyinde, % 100,
Arabidopsis thaliana 40S ribozomal protein S14’e (NM_129174.3) E = 9e-59
diizeyinde, % 83 homoloji gosterdigi bulunmustur (Cizelge 4.2).

Okaryotik ribozomlar karmasik bir yapiya sahip olup, ribozomal RNA’lar
(rRNA) ve ribozomal proteinler (r-protein) olmak iizere iki temel molekiilden
olusmaktadirlar. Ribozomlarda, 4 tip rRNA ve yaklasik 80 cesit r-protein yer
almaktadir. Hiicre isleyisinin vazgecilmez pargalart olan ribozomlar, protein
sentezinden sorumludurlar ve bu sekilde hiicre biiytimesi, boliinmesi ve gelisimi
gibi olaylarin kontroliinde temel bir role sahiptir. Ribozomal bilesenlerdeki
genetik hasar ornegin, bir r-proteinin miktarindaki azalma, organizmanin gelisimi

ve fizyolojisi lizerine zararl etkiye neden olmaktadir (Barakat ve ark., 2001).
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Bitkilerde, r-protein genlerinde meydana gelen mutasyon sonucunda
embriyonun yasamini devam ettirebilmesi ve bitkilerin gelisimi olumsuz yonde
etkilenmektedir (Van Lijsebettens ve ark., 1994; Tsugeki ve ark., 1996;
Revenkova ve ark., 1999; Ito ve ark., 2000). Bunlara ilave olarak, r-protein gen
transkripsiyonunun seviyesi ile hiicre boliinmesi (mitoz) arasinda pozitif iliski
oldugu belirlenmistir (Joanin ve ark., 1993; Garo ve ark., 1994, Gantt ve Key,
1985; Williams ve Sussex, 1995).

Bitkilerdeki r-protein genlerinin sayisi, genomdaki dagilimi ve anlatimu ile
ilgili smirhi bilgi bulunmaktadir. Arabidopsis thaliana’da 249 r-protein geni
bulunmus ve r-protein genlerinin anlattiminin farklilik gosterdigi belirlenmistir

(Barakat ve ark., 2001).

Bu arastirma sonucunda, pamukta sicaklik stresi siiresinin ve derecesinin
artmastyla, ribozomal protein S14’e (RPS14) yiiksek benzerlik gosteren HSGh129
cDNA’sinin transkripsiyonunda siirekli artis oldugu belirlenmistir. Bu sonugla,
pamukta sicaklik stresine cevap olarak RPS14’iin transkripsiyonunu artirdig:
sOylenebilir. Sicaklik stresine cevapta, RPS14’iin islevinin ne oldugu hakkinda
kesin bir yargiya varilamasada bir Ongorii olarak, sicaklik stresinde hiicre
islevlerini korumak amaciyla diger proteinlerin sentezinin arttirtlmasina ihtiyag
duyulmasina paralel, daha fazla miktarda ribozom olusumuna gereksinim
duyulmus olabilir. Bu sebeple, sicaklik stresi ile pamukta, RPS14’le iligkili
HSGh129 cDNA’sinin transkripsiyonu artmais olabilir.

4.7.13. HSGh149 ¢cDNA’s1

Farklilik gosterim c¢alismalarinin  poliakrilamid jel analizi sonucunda,
HSGh149 cDNA’sinin sadece 38 °C sicakliga maruz birakilmis pamuk
bitkilerinde bant sinyali verdigi tespit edilmistir (Sekil 4.30). Bununla birlikte, 45
°C sicaklik stresi kosullarinda HSGh149’un bant sinyali olusturmadigi
belirlenmistir. Elde edilen bu sonugla, pamukta HSGh149’un transkripsiyonun 38
°C’de arttig1, 45 °C sicaklik stresi kosullarinda ise baskilandigi soylenebilir.

Homoloji taramalart sonucunda HSGh149’un, G. hirsutum 1if cDNA klonuna
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(ES827622.1) E = 2e-101 diizeyinde, % 99 benzerlik gosterdigi belirlenmistir
(Cizelge 4.2).

ES827622.1 cDNA klonun niikleotid dizisi, GenBank’tan temin edilmis ve
bu diziye BLAST analizi yapilmistir. BLAST analizi sonucunda ES827622.1
cDNA klonun, sitokrom C rediiktaz kompleksinin 7.8 kDa proteinine
(BT028948.1) E = 1e-39 diizeyinde, % 78 ve siklofilin (Cyclophilin, ROCS5 veya
ATCYP1) genine (AK228231.1), aym1 sekilde E = 1e-39 diizeyinde ve % 78
oraninda homoloji gosterdigi belirlenmistir. Sonu¢ olarak HSGh149, iki ayr1 gene

ayni diizeyde benzerlik gostermistir.

H-T,,C / H-AP6

K 38 45

HSGh149

HSGh150
HSGh151

Sekil 4.30. HSGh149, 150 ve
15Vin farkllik gosterim jel
goruntisi

Sitokrom c¢ rediiktaz kompleksi oksidatif fosforilizasyonda gorev alan ve
mitokondri zarina yerlesen bir protein kompleksidir (Sekil 4.31). HSGh149’un
benzerlik gosterdigi 7.8 kDa proteini (sitokrom c rediiktaz altiinite 6), sitokrom c
rediiktaz kompleksi yapisinda yer alan bir proteindir (Sekil 4.31) ve kompleksin

mitokondriye baglanmasini saglayan mentese proteini oldugu varsayilmaktadir.
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OKSIDATIF FOSFORILIZASYON

Sitokrom c rediiktaz
kompleksi

Complex 11 | Complex Complex 17 Conplex ¥

Fo unit

P S S F1mmit
20z ZHY H0

Cytochinme ¢ oxidase
(hovine)

I
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HaD+ O OHY 3 P}
M4DH dehpdrogenase JHY ATP Hao

Sekil 4.31. Sitokrom c rediiktaz kompleksi ve 7.8 kDa proteini (altiinite 6)

HSGh149 cDNA’sinin dolayli benzerlik gosterdigi ROC5 (ROTAMASE
CYP 5), siklofilin kodlayan bir gendir ve Arabidopsis thaliana’da en az 29 farkli
siklofilin geni (ROC veya ATCYP) bulunmaktadir (Romano ve ark., 2004).
ROCS5’in, siklofilinin stoplazmik formu oldugu belirlenmistir (Chou ve Gasser,

1997). ROCS5, ATCYPI seklinde de adlandirilmaktadir.

Siklofilinlerin (CyPs), bircok organizmada sinyal iletiminde ve protein
katlanmasinda rol aliyor olabilecegi belirtilmektedir (Chou ve Gasser, 1997).
Siklofilin genlerinin stres kosullarinda tetiklendiginin belirlenmis olmasina
ragmen fizyolojik islevleri bilinmemektedir (Saito ve ark., 1999). Arabidopsis’te
ATCYP1 (siklofilin) genin transkripsiyonun yapraklarda c¢ok zayif sinyal
olusturdugu, cicek ve kokte ise giiclii sinyal olusturdugu, ATCYP2 (siklofilin)
geninin ise sadece ¢icekte nispeten gii¢lii sinyal olusturdugu tespit edilmistir
(Saito ve ark., 1999). Domates ve kolzadaki CYP geni ise tiim organlarda yiiksek
seviyede transkripsiyon gostermektedir (Gasser ve ark., 1990). Arabidopsis’e
uygulanan bazi stres etmenleri sonucunda, ATCYP1 ve ATCYP2’nin mRNA
seviyelerinde degisiklikler belirlenmis ancak, uygulanan stres etmenleriyle bu
genlerde 6nemli bir tetiklenme belirlenememistir (Saito ve ark., 1999). Mayada
ise siklofilini kodlayan iki genin (CYP1 ve CYP2), sicaklik stresi kosullarinda
transkripsiyonun arttigr bulunmustur (Sykes ve ark., 1993). Sicaklik stresi
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uygulanan bakla bitkilerinde, siklofilinin kloroplast formu olan pCyP B geninin
transkripsiyonunda yiiksek artis gozlenmistir (Luan ve ark., 1994). Sicaklik stresi,
tuz stresi gibi abiyotik stres kosullarinda ve bitkilerin gelisen organlarinda,
siklofilin genlerinin transkripsiyonu artmakta fakat bu durum bitkiler arasinda

farklilik gosterebilmektedir (Marivet ve ark., 1992; Marivet ve ark., 1994).

HSGh149 ¢cDNA’s1, sitokrom C rediiktaz kompleksinin 7.8 kDa proteinine
ve siklofilin (ROCS5) geninin her ikisine orta diizeyde benzerlik gosteren G.
hirsutum cDNA klonuna yiiksek diizeyde benzerlik gostermistir. Elde edilen
sonuglar dogrultusunda, HSGh149’un bu iki genden hangisinin parcasi oldugu net
olarak soylenemez. Bu konunun kesinlik kazanabilmesi i¢cin HSGh149’un tam
uzunluktaki cDNA’sinin olusturularak, yapisal analizinin ve gen anlatim

analizinin yapilmasi gerekmektedir.

4.8. Gen Homolojisi Gostermeyen cDNA’lar

4.8.1. HSGh29 ve HSGh32 ¢cDNA’lar1

Yapilan cDNA kiimeleme analizi sonucunda, HSGh29 ve HSGh32 aym
kiimede yer almislardir. Bu iki cDNA’nin 1 - 328 baz bolgesi % 100 ayni baz
dizisine sahiptir. HSGh29 ve HSGh32’nin 3’ uclart uzunluk ve baz dizisi
bakimindan birbirinden farklilik gostermistir. Her iki cDNA’nin tam uzunluktaki
cDNA baz dizisi bilgisine sahip olmamamiza ragmen, HSGh29 ve HSGh32’nin
ayni gen ailesinden olabilecegi soylenebilir. Bu konunun kesinlik kazanabilmesi
icin her iki cDNA’nin tam uzunluktaki dizilerinin elde edilmesi ve

karsilastirilmas: gerekmektedir.

HSGh29 ve HSGh32 cDNA'’lar1, 3’ bolgeleri haricinde tam bir benzerlik
gostermelerine ragmen transkripsiyonlart farklihik gostermistir. HSGh29’un
transkripsiyonu 38 °C sicaklik stresinde azalmig, 45 °C sicaklik stresinde ise
baskilanmistir. HSGh32’nin anlatimi kontrole gore 38 °C’de fazla miktarda

artmis, 45 °C’de ise 38 °C’deki transkripsiyonun biraz azalmstir.
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Homoloji arastirmalar1 sonucunda HSGh29 ve HSGh32, G. hirsutum
lifinden izole edilen UFL_641_39 cDNA klonu (ES806029.1) ile 7e-103

diizeyinde 6nemli ve % 98 oraninda benzerlik gostermistir.

UFL_641_39 cDNA klonuna ait baz dizisi GenBank’tan alinmis ve Blastn
programi ile homoloji aragtirmasi yapilmistir. Arastirma sonuglarindan
UFL_641_39 cDNA klonunun ATPaz, histidin kinaz, DNA giraz B ve HSP90
benzeri bolge (domain) iceren protein ile zayif benzerlik (E = 3-e05) gosterdigi

belirlenmistir.

HSGh29 ve HSGh32 cDNA'’lar1 bilinen herhangi bir genle 6nemli bir
benzerlik gostermemistir.  HSGh29 ve HSGh32 cDNA’lart daha Once
tanimlanmamis yeni bir genle iligkili olabilirler. Bu cDNA’larin tam uzunluktaki
dizileri belirlendikten ve yapisal, islevsel analizleri yapildiktan sonra gen bilgileri

aydinlatilabilir.

H-AP55 / H-T,,G H-AP55 / H-T;,A
K 38 45 K 38 45

HSGh29 SGh32
HSGh31
Sekil 4.32. HSGh29 ve 30°un Sekil 4.33. HSGh31 ve 32’nin
Sfarklik gosterim jel goriintiisti Sfarklilik gosterim jel gortintiisii

4.8.2. HSGh30 ve HSGh31 ¢cDNA’lar1

HSGh30 ve HSGh31 ayn1 kiimede yer almiglardir. HSGh30’un 2 - 280 baz
bolgesi ile HSGh3’in 1 — 275 baz bolgesi birbiriyle % 96 benzerlik gostermistir.
HSGh30 ve HSGh31 ¢cDNA’larinin her ikisinin transkripsiyonu sicaklik stresi ile
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tetiklenmistir. Farklilik gosterim jelinde, kontrol ve 38 °C’de HSGh30’a ait ¢ok
zayif bant sinyali gézlenmis, 45 °C’de ise bant sinyali yiiksek miktarda artmistir
(Sekil 4.32). HSGh31 i¢in kontrolde bant olusmamis, 38 °C ve 45 °C’de ise
belirgin bantlar olusmustur (Sekil 4.33). Bu sonuclar, HSGh30’un 45 °C sicaklik
stresinde transkripsiyonunun arttigini, HSGh31’in ise hem 38 °C hem de 45 °C

sicaklik stresi kosullarinda transkripsiyonunun arttigini ortaya koymaktadir.

Homoloji aragtirmalar1 sonucunda HSGh30 ve HSGh31 bilinen herhangi bir
genle benzerlik gostermemis, G. raimondii GR__Eb33P12.f cDNA klonu ile le-
150 diizeyinde % 97 benzerlik gostermistir. GR__Eb33P12.f cDNA klonu, G.
raimondii lifinden olusturulan cDNA Kkiitiiphanesinden elde edilmistir (Udall ve
ark., 2006). GR__Eb33P12.f cDNA klonunun baz dizisi blastn programi ile
homoloji arastirmasina tabii tutulmus, sonu¢ olarak bilinen herhangi bir genle
onemli benzerlik gostermemistir. HSGh30 ve HSGh31 cDNA’lart daha oOnce
belirlenmemis yeni bir gen adayi olabilirler. Bu cDNA’larin tam uzunluktaki
dizileri belirlendikten ve yapisal, islevsel analizleri yapildiktan sonra gen bilgileri

aydinlatilabilir.

4.8.3. HSGh100 cDNA’s1

Farklilik gosterim calismalar1 sonucunda, HSGh100 cDNA’sinin sicaklik
stresi kosullarinda transkripsiyonun onemli Olciide azaldigi belirlenmistir (Sekil
4.34). Niikleotid diizeyinde yapilan homoloji arastirmalar1 sonucunda HSGh100,
katalitik proteine benzerlik gosteren G. hirsutum cDNA klonu (DW511925.1) ile
E = 0.0 seviyesinde, % 97 ve Arabidopsis thaliana katalitik mRNA dizisi
(NM117759.3) ile E = 2e-51 diizeyinde, % 76 homoloji gostermistir (Cizelge 4.2).
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H-T,,C/H-AP3

K38 45

HSGh100
HSGh101

Sekil 4.34. HSGh100 ve 101’in
farklik gosterim jel goriintiisti

Katalitik proteinler, enzimatik reaksiyon gosteren proteinlerdir. Biyolojik
katalizleme reaksiyonlarinda, reaktantlar substrat olarak Kkatalitikleyiciler ise
enzim olarak bilinen dogal meydana gelen makromolekiiler bilesiklerdir.
Enzimler substratlara 6zgii baglanma bdolgelerine sahiptirler ve genellikle bir
enzimin tamami veya biiyilk bir kismi proteinden olusmaktadir. Arabidopsis
katalitik protein, serin/treonin fosfataz, 2C ailesi (PP2C)’yle iliskili bolge
(domain) icermektedir.

HSGh100 cDNA’s1, enzimatik isleve sahip oldugu varsayilan bir proteinle

benzerlik gostermistir ancak, bu proteinin islevi bilinmemektedir.

4.8.4. HSGh101 ¢cDNA’s1

Farklilik gosterim calismalar1t sonucunda, HSGh101 c¢cDNA’sinin sicaklik
stresi kosullarinda transkripsiyonun onemli Olciide azaldigi belirlenmistir (Sekil
4.34). Niikleotid diizeyinde yapilan homoloji arastirmalar1 sonucunda HSGh101,
protein kinaz ile zayif benzerlik gosteren G. hirsutum cDNA klonu (AJ513459.1)
ile E = 0.0 seviyesinde % 99 ve Arabidopsis thaliana protein kinaz mRNA dizisi
(NM_120263.3) ile E = 2e-05 diizeyinde ve % 77 oraminda zayif homoloji
gostermistir (Cizelge 4.2).
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HSGh101 cDNA’smin yapisinin ve islevinin aydinlatilabilmesi icin ilk
olarak, tam uzunlukta cDNA’sinin olusturulmasi, ardindan islevsel genomik

caligmalarinin yapilmasi gerekmektedir.

4.8.5. HSGh110 ¢cDNA’s1

Farklilik gosterim caligmalar1 sonucunda, HSGh110 cDNA’sinin 45 °C
sicaklik stresi kosullarinda transkripsiyonun baskilandigr belirlenmistir (Sekil
4.26). Blastn ve blastx homoloji taramalar1 sonucunda HSGh110, herhangi bir

gen, cDNA klonu veya protein dizisi ile onemli bir benzerlik gostermemistir.

HSGh110’nun bilinen herhangi bir genle Onemli bir benzerlik
gostermemesi, bu cDNA’nin daha Once tanimlanmamis yeni bir genle iligkili
olabilecegini diisiindiirmektedir. Bu cDNA’nin ancak, tam uzunluktaki dizileri
belirlendikten ve yapisal, islevsel analizleri yapildiktan sonra gen bilgileri

aydinlatilabilir.

4.8.6. HSGh126 ve HSGh128 cDNA’lar1

HSGh126 472 baz, HSGh128 ise 427 baz uzunlugundadir. cDNA kiimeleme
analizi sonucunda, HSGh126 ve HSGhI28 aym: kiimede yer almislardir.
Kiimeleme analizi, bu iki cDNA’nin 1. bazdan 415. baza kadar olan bolgenin %
99 benzerlik gosterdigi sonucunu vermistir. HSGh126 ve HSGh128 426. bazdan
itibaren 3’ poliA kuyruguna kadar olan bolge uzunluk ve niikleotid dizisi

bakimindan birbirinden farklilik gostermistir.

Farklilik gosterim jelinde, HSGh126 ve HSGh128 cDNA’larimin 6zellikle
45 °C sicaklik stresinde yiiksek miktarda sinyal verdigi belirlenmistir (Sekil 4.28).
Elde edilen bu sonucla, HSGh126 ve HSGh128’in, 45 °C sicaklik stresinde

transkripsiyonlarinin 6nemli 6l¢iide arttigi soylenebilir.

HSGh126 ve HSGh128 cDNA’lari, tanimlanmamis ve adlandirilmamis

Arabidopsis thaliana proteini ile orta diizeyde benzerlik gosteren, G. hirsutum
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cDNA klonu (DR456701.1) ile E = 0.0 diizeyinde ve % 100 oraninda homoloji

gostermistir.

HSGh126 ve HSGh128’in tanimlanmis veya islevi bilinen herhangi bir
genle Onemli bir benzerlik gostermemis olmasi nedeniyle, HSGh126 ve
HSGh128’in sicaklik stresi cevabinda rol alan, tamimlanmamis yeni bir genle
iliskili olduklar diisiiniilmektedir. Bu cDNA’larin iligkili oldugu geni belirleyecek

ayrintili yapisal ve islevsel genomik arastirmalarinin yapilmasi gerekmektedir.

4.8.7. HSGh150 ve HSGh151 ¢cDNA’lan

Farklilik  gosterim calismalart sonucunda, HSGhI50 ve HSGhIS51
cDNA’larinin sadece 45 °C sicaklik stresi kosullarinda yiiksek diizeyde sinyal
verdigi belirlenmistir (Sekil 4.30). Elde edilen bu sonucla, 45 °C sicaklik stresinde
HSGh150 ve HSGh151’in transkripsiyonlarinin 6nemli 6l¢iide arttig1 sdylenebilir.
Yapilan homoloji taramalart sonucunda HSGh150, G. hirsutum lif cDNA’sina
(ES790686.1) E = 5e-102 seviyesinde, % 100 homoloji gostermistir. ES790686.1
cDNA’sinin niikleotid dizisi GenBank’tan temin edilmis ve yapilan BLAST
analizi sonucunda, ES790686.1 cDNA’s1 herhangi bir genle 6nemli bir benzerlik
gostermemistir. HSGh151 ise herhangi bir gen veya cDNA klonu ile benzerlik
gostermemistir. HSGh151 cDNA’s1 83 baz uzunlugunda kisa bir diziye sahiptir ve
bu cDNA’nin herhangi bir homoloji olusturmamasinin nedeni, yiiksek ihtimalle

baz uzunlugunun kisa olmasindan kaynaklanmaktadir.

HSGh150 ve HSGh151’in bilinen herhangi bir genle 6nemli bir benzerlik
gostermemesi, bu cDNA’larin daha 6nce tanimlanmamis yeni genlerle iligkili
olabilecegini diisiindiirmektedir. HSGh150 ve HSGh151 cDNA’larinin ancak, tam
uzunluktaki dizileri belirlendikten sonra yapisal ve islevsel analizleri yapilarak

gen bilgileri aydinlatilabilir.
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4.9. Arabidopsis’te in silico Mikrodizilim (Microarray) Analizi

Bu c¢alisma kapsaminda, sicaklik stresi kosullarinda pamukta anlatiminin
degistigi belirlenen cDNA’larin homoloji gosterdigi 14 genin, abiyotik stres
kosullarinda Arabidopsis’te olusturduklart gen anlatim modelleri Genevestigator
programi kullanilarak in silico mikrodizilim (microarray) analizi sonucunda
belirlenmistir. Bu calisma kapsaminda pamuktan izole edilen cDNA’larin, bilinen
14 gen ile homoloji gosterdigi tespit edilmistir. Genevestigator programi
kullanilarak, homoloji gosteren 14 genin 13 tanesinin, Arabidopsis mikrodizilim
(microarray) arastirmalarinda incelendigi belirlenmistir. Arabidopsis mikrodizilim
analizlerinde psaA/psaB/rps14 operonuna ait prob olmadig1 gézlenmistir. Boylece
in silico (sanal) mikrodizilim (microarray) analizi ile 13 genin, abiyotik stres
kosullarinda Arabidopsis thaliana’da olusturdugu anlatim modeli (Sekil 4.35) ve

kontrol bitkilerine gore degisen sinyal oranlar1 (Cizelge 4.3) belirlenmistir.

Gen anlatim haritasinda (Sekil 4.35b), gen anlatimi arttikca renk
kirmizilagsmakta, azaldik¢a yesil renk olusmaktadir. Cizelge 4.3’de ise degisik
abiyotik stres kosullarinda, kontrole kiyasla meydana gelen anlatim oranlari
logaritmik deger olarak sunulmustur. Cizelge 4.3’de eksi olarak belirtilen oransal
degerler gen sinyalinde azalis oldugunu, arti oransal degerler ise artis oldugunu
ifade etmektedir.

Incelemeye alman 13 genin (40S RPS14, Lektin, THI1, KAS II, RING
cinko parmak, Kitinaz, CIPK 9, snRNP/Sm, ROC5, ATMRP3, ATDFB, IAR3 ve
7.8 kDa protein) her birinin, degisik abiyotik stres kosullarinda farkli gen anlatim

modeli olusturdugu tespit edilmistir.
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a. Gen anlatim yelpazesi
25 20 15 10 05 0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 2.5

b. Gen anlatim haritasi

GENLER
RING ¢inko parmak
snRNP/Sm
7.8 kDa protein

<
X
0
o
o
)
(=]
<

Lektin
THH

KAS Il
Kitinaz
CIPK 9
ROC5
ATABCC3
ATDFB
IAR3

ABIYOTIK STRES
Soguk 2
Soguk 3
Soguk 4
Soguk kisa sureli
Soguk uzun sdreli
Kuraklik kisa streli
Kuraklik uzun sureli
Sicak 2
Sicak yesil aksam
Ozmotik stres kisa sureli
Ozmotik stres uzun sureli
Oksidatif stres kisa sureli
Oksidatif stres uzun sureli
Tuz stresi kisa sureli
Tuz stresi uzun sureli
Yaralanma stresi kisa sureli

Yaralanma stresi uzun sireli

Sekil 4.35. in silico mikrodizilim analiz sonucu
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Genevestigator’da, Arabidopsis’de yapilan {ic ayr1 sicaklik stresi
denemesine iliskin mikrodizilim analiz sonucu bulunmaktadir. Bunlar, “sicak 27,
“sicak yesil” ve “sicak kok” olarak adlandirilmistir. Sicak 2 denemesi
Arabidopsis’in cicek ve harnup gelisim doneminde, sicak yesil ve sicak kok
denemeleri ise Arabidopsis’in rozet yaprak doneminde yapilmistir. Bu calisma
kapsaminda, sicaklik stresi analizi i¢in “sicak 27 ve ‘“sicak yesil” denemeleri
degerlendirmeye alinmistir. “Sicak yesil” denemesinde, rozet yapraklardaki gen

anlatimlarina iliskin veriler bulunmaktadir.

Bu calismada kullanilan iki ayr1 sicaklik stresi denemesinin mikrodizilim
analiz sonuclar incelendiginde, 40S RPS14 geni sinyalinin sicak 2 ve sicak yesil
denemelerinde arttig1; lektin geni sinyalinin sicak 2’de azaldigi, sicaklik yesil’de
ise arttigl; THI1 in her ikisinde arttigi; KAS II'nin her ikisinde azaldigi; ¢inko
parmak protein geninin sicak 2 denemesinde arttigi, sicak yesilde ise azaldigi,
kitinazin sicak 2’de arttigi, sicak yesilde azaldigi; CIPK 9 geninin sicak 2’de
arttigi, sicak yesilde azaldigi; snRNP/Sm’nin her ikisinde arttigi; ROC 5’in her
ikisinde azaldigi; ATMRP3’iin her ikisinde azaldigi; sitokrom c rediiktaz
kompleksi 7.8 kDa protein geni sinyalinin her iki sicaklik denemesinde arttig1;
ATDEFB geni sinyalinin sicak 2 denemesinde artti81, sicak yesil denemesinde ise

azaldigi; IAR3 geninin her ikisinde azaldig belirlenmistir.

Incelenen 13 genden 8 tanesi (40S RPS14, THI1, KAS II, snRNP/Sm, ROC
5, 7.8 kDa protein, ATMRP3 ve [AR3), sicak 2 ve sicak yesil denemelerinde
benzer gen anlatim modeli olustururken, 5 gen (Lektin, ¢inko parmak protein,
kitinaz, CIPK 9, ATDFB) denemeler arasinda anlatim modeli bakimindan
farklilik gostermistir. Bu bes geninin denemeler arasinda sicaklik stresine farkli
tepki vermesinin nedeni, bitkileri sicaklik stresine maruz birakma yontemlerinin
ayr1 olmasindan ve stres uygulamalarinin bitkilerin degisik gelisme donemlerinde

yapilmis olmasindan kaynaklanmis olabilir.

Farkli sicaklik stresi uygulamalarinda, Arabidopsis’te benzer anlatim modeli

gosteren 8 genin anlattm modeli ile bu genlerin orta ve yiiksek sicaklik stresi
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uygulanmis pamukta homoloji olusturdugu cDNA’larin anlatim modeli
karsilastirllmistir. Arabidopsis’te sicaklik stresi ile 40S RPS14, THI1, snRNP/Sm
ve sitokrom c rediiktaz kompleksi 7.8 kDa protein genlerinin sinyali artmis, bu
genler ile sirasiyla homoloji gosteren HSGh129, HSGh26, HSGh113 ve HSGh149
cDNA’larinin sinyali, pamukta da sicaklik stresi kosullarinda kontrole gore artis
gostermistir. 7.8 kDa protein haricinde, belirtilen diger genler pamukta hem orta
hem de yiiksek sicaklik stresinde artis gostermis, sitokrom c rediiktaz kompleksi
7.8 kDa protein geni sinyali ise orta sicaklik stresinde artmis ancak, yiiksek
sicaklik stresinde bant sinyali olusmamistir. Sicaklik stresi kosullarinda
Arabidopsis’de KAS II, ROC 5, ATMRP3, IAR3 genlerinin sinyali azalmistir. Bu
genlerin pamukta homoloji gosterdigi cDNA’lar incelendiginde, KAS II benzeri
HSGh113’iin sinyali hem orta hem de yiiksek sicaklik stresinde fazla miktarda
artmistir. ATMPR3 benzeri HSGh93 ile HSGh94 cDNA’larinin sinyali orta ve
yiiksek sicaklik stresinde baskilanmistir. IAR3 benzeri HSGh97’nin sinyali orta
sicaklik stresinde baskilanmis, yliksek sicaklik stresinde ise fazla miktarda artis
gostermistir. ROC 5 benzeri HSGh149’un sinyali orta sicaklik stresinde artmus,
yiikksek sicaklik stresinde ise baskilanmistir. Bu ¢alisma kapsaminda HSGh149
cDNA’smin, ROC 5 ve 7.8 kDa protein genlerinin her ikisi ile ayni diizeyde
homoloji gosterdigi daha once de belirtilmistir. Bu calismada Genevestigator
programi kullanilarak yapilan Meta-Profil analizi (Meta-Profile Analysis)
sonucunda, Arabidopsis’te sicaklik stresi ile ROCS geni sinyalinin azaldigi, 7.8
kDa protein genin ise arttig1 belirlenmistir. Farklilik gdsterim sonucunda ise
pamukta HSGh149’un sinyali orta sicaklik stresinde artmis, yiiksek sicaklik
stresinde ise baskilanmistir. HSGh149 ¢cDNA’sinin hangi genin pargasi oldugunun
belirsizligi, yapilan in silico anlatim analizi sonucunda devam etmektedir. Bu
nedenle HSGh149’un tam uzunluktaki cDNA’sinin olusturulmasindan sonra

hangi gen oldugu netlesebilir.

Yapilan tiim bu arastirmalar sonucunda, 40S RPS14, THII, snRNP/Sm
ATMRP3 genlerinin hem Arabidopsis’te hem de pamukta ve her tiirlii sicaklik
stresi kosullarinda ayni gen anlatim modelini olusturduklar: belirlenmistir. 40S

RPS14, THI1, snRNP/Sm genlerinin anlatimi sicaklik stresi ile artmakta,
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ATMRP3 geninin anlatimi ise azalmaktadir. Bu sonugla, islevi ve ozellikle
sicaklik stresindeki gen anlatimi hakkinda az bilgi bulunan ATMRP3 geninin
sicaklik stresi kosullarindaki gen anlatim modeli nispeten belirlenmistir. Bununla
birlikte, bu sonucun daha da kesinlesebilmesi icin ATMRP3 geninin northern blot,
RT-PZR gibi yontemlerle anlatim analizlerinin yapilmasi gerekmektedir. KAS II
ve IAR 3 genlerinin, sicaklik stresi kosullarinda Arabidopsis ile pamukta farkl
anlatm modelleri olusturdugu belirlenmistir. KAS II geninin sinyali
Arabidopsis’te azalirken, pamukta orta ve yiiksek sicaklik stresinde fazla miktarda
artmistir. IAR3 geninin sinyali Arabidopsis’te azalmakta, pamukta ise yliksek
sicaklik stresinde artmaktadir. Bu sonugla, Arabidopsis ile mukayese edildiginde
KAS II ve TAR3 genlerinin sicaklik stresi kosullarinda pamuga ©6zgii olarak
anlatiminin artti§i  soylenebilir. Bu durumun gen anlatim analizleri ile

kesinlestirilmesi gerekmektedir.
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5. SONUCLAR ve ONERILER

Bitkilerin sicakliga uyumunun arttirilmasi ile ilgili yaklagimlar ve calismalar
yeni olup, kiiresel 1sinma tehdidinin fark edilmesiyle baslamistir. Bitkilerin
abiyotik strese karsi gosterdikleri tepkinin genetik, fizyolojik ve biyokimyasal
mekanizmalarin1 giderek daha iyi anlamamiz, abiyotik stres kosullarina daha iyi
uyum saglayacak bitkiler gelistirmemizi kolaylastiracaktir. Bitkilerin stres
kosullarinda olusturduklar1 biyokimyasal yollarin bilinmesi kadar, bu yollarda
gorev alan enzimlerin ve diger metabolitlerin iligkili oldugu genlerin anlatim
diizeyleri hakkinda bilgi sahibi olmak da 6nem arz etmektedir. Bugiine kadar
stresle iliskili oldugu tespit edilen genlerin cogu, molekiiler genetikte model bitki
olarak kullanilan Arabidopsis thaliana’da bulunmustur. Fakat onemli bir tarim
bitkisi olan pamugun, sicaklik stresi kosullarinda molekiiler diizeyde gen

anlatiminin nasil diizenlendigi hakkinda az bilgi bulunmaktadir.

Bu calisma, sicaklik stresi kosullarinda pamukta farkli anlatim yapan
genlerin belirlenmesi ve belirlenen genlerin sicaklik stresi kosullarinda nasil
anlatim yaptiklarimin anlasilmasi ayrica, pamugun orta ve yiiksek sicaklik stresine
molekiiler diizeyde nasil cevap verdiginin kismen anlagilmasi amaciyla

yliriitilmiistiir.

Doktora tezi calismalar1 sonucunda, farklilik gosterim teknigi kullanilarak
sicaklik stresi ile pamukta anlattmi degisen 25 adet cDNA’nin homoloji

arastirmasi yapilarak, benzerlik gosterdikleri genler tespit edilmistir.

Elde edilen cDNA'’lara kiimeleme analizi uygulanmistir. Sonug¢ olarak her
bir kiimede 2 cDNA’nin bulundugu 4 kiime olugsmustur. Bu sonugla, birbirine
benzerlik gosteren her iki cDNA’nin tek bir genin parcasi oldugu ve 8 cDNA’nin

aslinda 8 degil 4 genin pargalar1 olduklari belirlenmistir. Kiimeleme analizi
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sonucunda, sicaklik stresi kosullarinda anlatim1 degisen 21 gene ait cDNA’nin,

pamuktan izole edilip klonlandig1 anlagilmistir.

Homoloji aragtirmalar1 sonucunda, sicaklik stresi kosullarinda pamuktan
izole edilen cDNA’larin 13 tanesi dogrudan veya dolayli olarak 14 gen ile
homoloji olusturmus, 8 tanesi ise bilinen herhangi bir gen ile onemli benzerlik
gostermemistir. Bu bulgular 1s181inda, pamuktan izole edilen ve gen homolojisi

gostermeyen 8 cDNA’nin yeni gen adaylar1 olduklar1 sdylenebilir.

Bu ¢alismanin devamina ya da bagka arastiricilarin caligmalarina 1s1k tutmak

amaciyla;

Yeni gen adayr oldugu ileri siirilen 8 cDNA’nin, tam uzunlukta

cDNA’larinin olusturulmast,

Bu genlerin yapisal 6zelliklerinin belirlenmesi,

Northern blot, yar1 miktarsal-RT PZR (sq-RT PCR), gercek zamanli PZR

(real-time PCR) gibi yontemler kullanilarak gen anlatim analizlerinin yapilmasi,
Bu 8 cDNA’'nin yeni genler olduklarinin ispatlanmasi durumunda,

bitkilerdeki fizyolojik ve molekiiler islevlerinin belirlenmesi {izerine

arastirmalarin yapilmasi, gibi 6neriler getirmek miimkiindiir.
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EKLER: Pamukta sicaklik stresi ile iliskili 27 cDNA’nin niikleotid dizileri

HSGh21, 194 niikleotid:

AAGCTTCGAAATGGCATGTATAGGACTACCCTTTTTGTTGGGGGTCATGGACCCTTTG
GACTTGTATAATTTTGGATAGCCATGCGAAAATGGCTTATATATGTTTGAGTATAATG
TTATAATCATTTGGTATGGATATGGTTATTGAGAGGTGTGGATATGCTTAACAAGGAT
TGGCCAAAAAAAAAAAGCTT

HSGh22, 37 niikleotid:

AAGCTTGACCTTTACTATAATCAAAAAAAAAAAGCTT

HSGh23, 320 niikleotid:

AAGCTTGACCTTTTGGGAGTTGGCCGAGAAGAAGCTGGTCCTCATGATATGCTCACCT
GTGAAGAACAAGAACCCTTCACTGTTTCTCCTTCATCCGCAACATCATCATGAATAAA

GGAAACAAACTCTGGTATATGCGGATTTATTTCAATTTGCGTGAATCCCACAATGGAT

TGCTCTTAACAATTGTGGAGTTTTACAGCAGTTTGTGTTGGTTGTATAAATTTTGAGAT
ITTCTTTTTCTTCTTTTTACTATCAAATTGTAGCTAATAGTACGTGATTGAGTGGTCTAT
ATGTCTATTCCCAAAAAAAAAAAGCTT

HSGh26, 553 niikleotid:

AAGCTTTTGAGGTCATGATGGGCCATTTGGAGCCACCGGGGTGAAGAGGTTGAAAAG
CATTGGGATGATTGATAGTGTGCCAGGGATGAAGGCACTGGATATGAATACAGCTGA
GGATGCTATAGTGAGGCTGACTAGGGAAATTGTGCCTGGGATGATTGTCACCGGGAT
GGAAGTTGCTGAGATTGATGGATCCCCAAGAATGGGGCCAACATTTGGAGCAATGAT
GATATCAGGGCAAAAGGCAGCCCATCTTGCCCTGAAATCATTAGGATTGCCTAATGCA
ATTGATGGAACATATGTGGGAAGCATTCACCCGGAGCTGATCTTGGCCGCTGCAGATT
CCGCCGAGACCGCTGACGCTTAGTTGCAAGGGTCATAGTTGCTAAACTGCTATGGAGA
TAGGAGGAATTGGAATAATGTGCAGTCATTGGTAGGATTTGGAATAATCTCCTGTAAC
TTAGTAGCAAAACCTTAGCATTTTGTAGCTTGTTGTTCTTCTCCTTGCATGCCTTTTAAT
TGAGTTCTGTTCTCTTTCAAAAAAAAAAAGCTT

HSGh29, 369 niikleotid:

AAGCTTACGTTAGCATGAACATGAGGGAGGTTCTAACCTACGCCGGGGGAGTGGAGT
TGCAGCAGTTTGAGAGAGACCACTCGCTGTTGAAACCCCAAGGTTCTGGATTCGATGA
GCCTGCCTCGGAAACATGGGGTGATTGATTGTCGAAGGCAAATAAAATAAAAATAAA
TGATAATGCCAAAAATGCCCTTCTCTATGTTTAGCAAAAAAAAGGAAAATTTGAGTTG
GAGTTTCCAAAAAGGGAAAACAAAAGTAGTTTTCTTGCATTTTGTTTAAATTAATGTC
TTTCTTCTTAATCCAAAATTGATATCCGTATTTAAATAAATTTAAATTAATGCTTTGAA
TGGTATCAAAAAAAAAAAGCTT
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EKLER: (devam)

HSGh30, 336 niikleotid:

AAGCTTACGTTAGGACTATAATAGGGGGTACGATTGAGAAAGCTCCGGCTATCATAC
ATTTGAGAAAAACAAGAGTTGTTGTATTTATCCTATATAATGAACTTTAGAATGGCAT
GCATTGGTAGGGAGTAAGAACACTATAAAAGAAAAACAGTAACATTATATATATACT
ATGATGTCATGGTTTCTATTCTAGGCCGAGATTTTTAGACTCTCATATAAGACTCGGCA
GTCAGGGATGTGATTTTTGTGAAGAAATAGAGTCGATTTCTTATGTCTAGTTGTTTCTG
CATTAATACAATGGATTATCTCTTTATTTTCCAAAAAAAAAAAGCT

HSGh31, 288 niikleotid:

AGCTTACGTTAGGACTATAATAGCGGGTATGATCGAGAAAGCTCCAGCTTTCATACAT
TTGAGAAAAACAAGAGTTGTATTTATCCTATATAATGAACTTTAGAATGGCATGCATT
GGTAGGGAGTAAGAACACTATAAAAGAAAAACAGTAACATTATATATACTACTATGT
CATGGTTTCTATTCTAGGCCGAGATTTTTAGACTCTCATATAAGACTCGGCAGTCAGG
GATGTGATTTTTGTGAAGAAATAGAGTCGATTTCTTATGTCTAAAAAAAAAAAGCTT

HSGh32, 340 niikleotid:

AAGCTTACGTTAGCATGAACATGAGGGAGGTTCTAACCTACGCCGGGGGAGTGGAGT
TGCAGCAGTTTGAGAGAGACCACTCGCTGTTGAAACCCCAAGGTTCTGGATTCGATGA
GCCTGCCTCGGAAACATGGGGTGATTGATTGTCGAAGGCAAATAAAATAAAAATAAA
TGATAATGCCAAAAATGCCCTTCTCTATGTTTAGCAAAAAAAAGGAAAATTTGAGTTG
GAGTTTCCAAAAAGGGAAAACAAAAGTAGTTTTCTTGCATTTTGTTTAAATTAATGTC
TTTCTTTTTAATCCAAAATTGATATCCGTATTTAAATAAAAAAAAAAAGCTT

HSGh36, 215 niikleotid:

AAGCTTGATTGCCCAATTTGTAGAACGAGGGTTCGATTTGAAAATGAAGATAATTGCA
ATTCCGGTCCTTGTTGTTCGAGGAGAGCAGAGTTTCAGGGCTTGTTTGATTTGTAAGTT
TATTGCAAATTCAGTCCCTCTTTTTTGTATTATAAAATTGTACAGCTCCCTTTTTCTTAA
TAATCGTTATGAAGAATTCCTGCAAAAAAAAAAAGCTT

HSGh83, 208 niikleotid:

AAGCTTGATTGCCTCTACATCGGGCAAATTTGGTTAATTCCTTATGTTATGCGCTGTAT
CTGCGATAATATCATCTCTTTCGATGGAGAAGGGGGGTATGCCCCCCTCTATTTCTAC
ATCTAGGATCCGACTTGTATCATTGATAATAATAGGAACTGAACCATTATGGCAAAGA
AAAGTTTGATTCATAGGGAAAAAAAAAAAGCTT

HSGh84, 47 niikleotid:

CATAACACAAATCTATTAAGAGTGAGTTTGAATAGGCAATCAAGCTT
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EKLER: (devam)

HSGh93, 459 niikleotid:

AAGCTTCGACTGTACGGTCATAACAATCGCTCACCGAATAACTTCGGTTCTTGATAGC
GACATGGTTCTTCTTCTAAGTCATGGAGTAATAGAAGAATATGATAGTCCATCAAGTT
TGCTGGAAAACAAGTCTTCATCGTTTGCACAGCTTGTAGCAGAGTACACTGTGAGATC
AAATTCTGGTTTTTGATAGAAACTGGATTGAATTAGACGATGATGAAAATTTACTAGT
GTTAATAATTAGTAATGTTTTTAACTTGTAATTGTGGATGTTTTTCATTGTTTTGTGCCA
TTTTCTTTGGCTCCCAACGATTTTTCCCTTTTTTTGTGGTCCAATTGTTATGTTTTATGTT
GCTAAAACTTTTCGTATGTGTTCCATACTTGTATTATATACATGTATATAAACATAAGG
GGAGATAATAGAAAATTTTGTTAGGATGGTCGAAAAAAAAAAAGCTT

HSGh94, 458 niikleotid:

AAGCTTCGACTGTACGGTCATAACAATCGCTCACCGAATAACTTCGGTTCTTGATAGC
GACATGGTTCTTCTTCTAAGTCATGGAGTAATAGAAGAATATGATAGTCCATCAAGTT
TGCTGGAAAACAAGTCTTCATCATTTGCACAGCTTGTAGCAGAGTACACTGTGAGATC
AAATTCTGGTTTTTGATAGAAACTGGATTGAATTAGACGATGATGAAAATTTACTAGT
GTTAATAATTAGTAATGTTTTTAACTTTAATTGTGGATGTTTTTCATTGTTTTGTGCCAT
TTTCTTTGGCTCCCAACGATTTTTCCCTTTTTTTGTGGTCCAATTGTTATGTTTTATGTT
GCTAAAACTTTTCGTATGTGTTCCATACTTGTATTATATACATGTATATAAACATAAGG
GGAGATAATAGAAAATTTTGTTAGGATGGTCGAAAAAAAAAAAGCTT

HSGh96, 335 niikleotid:

AAGCTTCGACTGTGGCTTGATTTATGTGAGGTGGGAAGTCATTGTTTGATGATGAAGG
TTATTGTTGTTATTGTAACAGTGTGTTTATGTGATTGTTTTTAGATGGGAAATTGAAAA
CCCAGATTTGTTGTTGTTTGATCCATTGTATGTTGCTGATGTTTTCAGATGTTGTGCTGT
TAATGTTGTGGTAGTGGGCTGCTTTAAGTTACCATCTTTGTCTGCAACTTTCCTTCATT
ATCTCTTTTCAATATTATTATCTCACATTTACTGTTTGATTAAATTCGACCCATACTTAA
TAGTATTTACACTAATTAATGAGGAAAAAAAAAAAGCTT

HSGh97, 389 niikleotid:

AAGCTTCGACTGTAAACGATAAGGACTTGCACGAGCATTTCCTGAAAGTTGCTGGGG
ATATGCTTGGAAATGACAAAGTTAAAGACATGAAACCAGTGATGGGGTCTGAGGATT
TTGCATTTTACCAAGAGGCGTTTCCTGGGTATTTCTTCTTCATTGGGATGCAAGATGAA
AACCGCCCGAAGCTCAGCTCAGTCCACACCCCAAACTTCACTATCAATGAAGATATTC
TTCCTTACGGTGCTGCACTTCATGCATCATTGGCTACTACTTATCTCCTTGAAGCAGAG
TCGAAACTTCGTCCTACAGGGGGCAATTTACATGATGAACTGTGAAGATTCTTTGAAT
AAGAACACGATCAGATTTATTGGTAGAAAAAAAAAAAGCTT
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EKLER: (devam)

HSGh100, 644 niikleotid:

AAGCTTTGGTCAGGTCTTTGCAGTTCCTGTTGCTCCAGGAGATGTTATCATTGCTGGCA
CAGATGGACTGTTCGATAACTTGTACAATAACGAAATTACTGCAGTGGTGGTTTATGC
AGTGAGAGCTGGTTTGGGGCCTCAAGTGACTGCTCAGAAGATAGCAGCATTGGCAAG
GCAACGAGCACAGGATAGAGACCGACAAACACCTTTCTCCACTGCTGCTCAAGATGC
TGGATTCCGTTATTATGGTGGAAAGCTTGATGACATTACTGCTGTTGTGTCATACATTA
CCAGCTCCGAAGAATTAATGCAGGAGAACAAGTCTAGATGAAGTTAGTGAAGCTGGT
ATGGCCTGTGATCCAAATTTCGTTTATCAGTTGATCAGTTGGCATTGGGCGATGGAAT
GGATGATGGGATCTTTGTTTTGTACTATAGTTGGCAATCAACCAACTTTCCCCCTCTTC
TTTTTGATGAATTATTCTTTTACCATATTCTGTCAAGTTCCTTTCCTCTGGATCCATATT
CAAACCACAACATTTTGTAAATATATATTGCTGGTAGACTATTTCTTTATGAAATTAA
ATGTTGCTGGAAAAAAAATCAAATATAAGGCCTTGCCCTGTTAGTAGAAAAAAAAAA
AGCTT

HSGh101, 500 niikleotid:

AAGCTTTGGTCAGATAGTACGTATGCTGAATGCTTTTCTCTTCACACTCACACCTCCTC
CATCGTCAATACCTGAATCCGACGCTAGCGAGAAAGCAGGAACGAGTAATGGAACCA
TAACTGAGTTATCTGTTCGGGCAAAGGGGAAATTTGCTTCCCTACGCCAATTGTTCGC
TGCAAAGAGGACAAGGAACTGATAATGAGGGTAAAACCGGTAAAATTTTGAAAAAA
AGGGTTTCTTTTTGTTCCAACTCAAGAAAGTTGGCATGTGATAGTAGATATATATGTTC
TAACTGAACCTCTTCATAGTTAGCTTTTCTAGTGATGATTTTTTCATCAAGTAAATGTA
GGAAAGATGTTTGTTTGGGGGTAACTTGGCAAAATAAAACAAAAATAGAACCCTTTA
CGTCGTCTAGTCCACATTGTTGTAAAGAAGGTATACGATTTCGAATTTTCCCTGTTCAT
ATTAATGTTACCCTTCATCTGAAAAAAAAAAAGCTT

HSGh106, 391 niikleotid:

AAGCTTTGGTCAGGCTACAAATATCATTCTCGATGAATCTCATGAACGCGTATACTCC
ACCAAGGAAGGTGTTCAGCAACTTGTGTTGGGCTTGTACATAATAAGAGGTGACAAC
ATAAGTGTCGTTGGTGAACTGGATGAAGAGCTGGATTCTGCACTCGACTTGTCGAACC
TGAGAGCACATCCTTTGAAGCCAGTTATCCATTGATTGAACTGATAAAAGTTGTAGAG
TTATTTTTAAGGACAGCTTGTTGGATTGAATACCTTAAAAGAACCAAAGTGTAATGAA
TGATAATATCAATGTGTATTAAGTTTTGGATGCATTTCTATGTTATATTTTGTATGCCA
ATTGTTTTCCTTCATTCCTTTATGCTCGAAAAAAAAAAAGCTA

HSGh110, 337 niikleotid:

AAGCTTTGGTCAGCATAATAAGTCAAGTGATTTCGAAAATATACAGGTCTGTCTTATT
TGACTTTTTCTTATAACTGGAAAGAAACTCAATTGGATGTGACGAAACAGACTTAACC
TAAACTTGTCAATCGTGCGGGACGGCTTAATTTCAGATTTGGTCGATTTAGTTCGGGT
GATTGTAGTTTCTAAAATTTTTGAATCAATTTGGATTTCAGATCATTTAGGATTGAGGT
TAGTTTGTCACTTGACATATTCGTAATTTTTAATTAGATTATTTCTGTTTGATCATTCAA
GTAGTCCAATAATTGCTATGTTCCTGTGGAAAAAAAAAAAGCTT
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EKLER: (devam)

HSGh113, 198 niikleotid:

AAGCTTTGGTCAGGAAAAGTGTCAATATAGGTCAGCTACATCGTGCAGAAGACTCGA
GAAACCTCGTCTATCGACAAACACCGGTCCGGAAAAAGGGTTATCATAGGGAGAAAG
ATGATGTTTAAGAGTTCATTGTTGTGTTTTAAAGATGTCATATTTTCTATTAAATTTTA
AAGCTACGATGGAAAAAAAAAAAGC

HSGh126, 472 niikleotid:

AAGCTTCTCAACGTATACTACTACATGTATTTCGCCAAAGCAACCACCACAATGCCGG
CTCACAAGGCAAATCGAACGAATTCAACTGTTGGGATGACTGGTTATGCTTAAGGTTA
AATTACTCAATTAATGAAGCCAGGCAGATAAGTTTCACATCTTGTTCTAGTGTGACTT
CGATTGACATTGTAATAAACAACTGTACTTGTTATGTTTGCGCTTTTCCATGATGCTAC
AGCTCAGGTAATGAATGTATGGTGTCAATGGAAGGAGCGATAGATTTGTTGGGAACA
ATGTACGTAAAGATCAAAGAAATGTCTTGGGGCTTGACCTCAGATGTCAGCCATCGCT
TGGCCTAGTGATATTCTACAGAAACTCTGGGAACTATACTATATTAGCAACTTGTTTT
ATAAGGAAATTTGAGCTTGGTATATTAATTCTAGTATGTTGCTTGTTCTTGAAAAAAA
AAAAGCTT

HSGh127, 461 niikleotid:

AAGCTTCTCAACGCTTCCTCTCATTTCCCAAATCCTTTCATCCATCCAAATAAAAAATA
TCCCAATGGCTGAAGGAGGATCGATGGAGTCTGCGGCGGGTCGATACCAATCGACGT
TGGATGCCTTGTCGTCGTTGATAACGAAAAAGAGCCGTGCTGACAAGAGTAATAAAG
GGGACCGCTACGACTTGCTCTTTGATTATTTGAAAATTTTGGAACTGGATGAGGCAAT
TTCACAGTTGAAAATCATCCATGTTGCTGGCACTAAAGGAAAGGGATCAACATGCAC
GTTTGCTGAATCTATATTACGTAATTGTGGGTTTCGAACTGGACTTTTCACATCTCCTC
ATCTTATTGATGTTCGTGAAAGGTTTCGACTGGATGGTTTGGAAATAAGTGAGGAGAA
ATTCTTGGAATATTTCTGGTGGTGCTATGATAGGCTGAAGGAAAAAAAAAAAGCTT

HSGh128, 427 niikleotid:

AAGCTTCTCAACGTATACTACTACATGTATTTCGCCAAAGCAACCACCACAATGCCGG
CTCACAAGGCAAATCGAACGAATTCAACTGTTGGGATGACTGGTTATGCTTAAGGTTA
AATTACTCAATTAATGAAGCCAGGCAGATAAGTTTCACATCTAGTTCTAGTGTGACAT
CGATTGACATTGTAATAAACAACTGTACTTGTTATGTTTGCGCTTTTCTATGACGCTAC
AGCTCAGGTAATGAATGTATGGTGTCAATGGAAGGAGCGATAGATTTGTTGGGAACA
ATGTACGTAAAGATCAAAGAAATGTCTTGGCGCTTGACCTCAGATGCCTGCCATCGCT
TGGCTTAGTGATATTCTACAGAAACTCTGGGAACTATACTATATTAGCAACTTGTTTTA
TAAGGAAAAAAAAAAAGCTT
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EKLER: (devam)

HSGh129, 405 niikleotid:

AAGCTTCTCAACGCTGCAAGGAGTTGGGTATTACTGCCCTTCATATAAAGCTCCGAGC
TACTGGAGGAAACAAGACGAAGACCCCTGGTCCTGGTGCTCAGTCAGCACTTAGAGC
CCTTGCTCGTTCAGGCATGAAAATTGGTCGAATAGAGGATGTTACTCCCATTCCCACT
GATAGTACCCGTAGAAAGGGTGGCAGACGTGGAAGAAGGCTCTGATTCTTTGCTTTAT
ATCAATTACTCACTCAGCTACTACTGCTGTGGTGCTTGGAGTTTTCTTTGTTAAACAGT
TTTCTTTATATTCAAGTGTGTTTTGCTCGGTTCTCTTGCTGCACATTTAGTTTTTTGGAA
TGGATTTTAGATCTTTTATCTAGACAGGAAAAAGTTGTGGAAAAAAAAAAAGCTT

HSGh149, 232 niikleotid:

AAGCTTGCACCATCGCTATTCACAAAACCGAAATAACCAGGGCCAGAGTTGTACAAC
GGTAGCATCATGTCATGCTGTTGAATGATTGTTTCAGACAATTTGGCTCCATAAACTT
GACAAGTGTTAAAATTTTTTTGTGTTACTTTGGAAGCATTTAAATAAATTTGGATCCTG
GGATACATCCCTCTTGGGAATAGGATCACAAGTGTTATGACGAAAAAAAAAAAGCTT

HSGh150, 223 niikleotid:

AAGCTTGCACCATGTTTTAGTAAGTTGCTGTATGAGTATTTGAACGGAGGAAAAGGGC
ATAAAGTCATATGTGGTCTCAAATTGGATGCGAAGTGGGAGTGTTATGACGATTTCAG
TGGATCCAAATCATATTTTATAGTATGTAATTTATGTTCTGAAACTAAAATTTGTAATT
TGCCAGCGGATTTTCTTGGTTCAAGTTCATGAGAAAAAAAAAAAGCAT

HSGh151, 83 niikleotid:

CCGGTGTGGGATCATGTATTATATTGTATGTATCTATTTGTTTCAATTTATAATTTTCC
ATCTCTTAGAAAAAAAAAAAGCTA
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OZET

Bitkilerin sicakliga uyumunun arttirilmasi ile ilgili yaklagimlar ve calismalar
yeni olup, kiiresel 1sinma tehdidinin fark edilmesiyle baslamistir. Bitkilerin
abiyotik strese karsi gosterdikleri tepkinin genetik, fizyolojik ve biyokimyasal
mekanizmalarin1 daha iyi anlamamiz, abiyotik stres kosullarina daha iyi uyum
saglayacak bitkiler gelistirmemizi kolaylastiracaktir. Bitkilerin stres kosullarinda
olusturduklar1 biyokimyasal yollarin bilinmesi kadar, bu yollarda gorev alan
enzimlerin ve diger metabolitlerin iligkili oldugu genlerin anlatim diizeyleri
hakkinda bilgi sahibi olmak da énem arz etmektedir. Bugiine kadar stresle iligkili
oldugu tespit edilen genlerin ¢ogu, molekiiler genetikte model bitki olarak
kullanilan Arabidopsis thaliana’da bulunmustur. Fakat onemli bir tarim bitkisi
olan pamugun, sicaklik stresi kosullarinda molekiiler diizeyde gen anlatiminin

nasil diizenlendigi hakkinda az bilgi bulunmaktadir.

Bu calisma, sicaklik stresi kosullarinda pamukta farkli anlattm yapan bazi
genlerin belirlenmesi ve belirlenen genlerin sicaklik stresi kosullarinda nasil

anlatim yaptiklarinin kismen anlasilmasi amaciyla yiiriitiilmiistiir.

Bu amac¢ dogrultusunda sicaklik, 15tk ve nem kontrollii bitki yetistirme
dolabinda yetistirilen pamuk bitkilerine, ¢ikistan 2.5 ay sonra orta (38 °C) ve
yiiksek (45 °C) sicaklik stresi uygulanmistir. Sicaklik stresi uygulanan bitkilerdeki
gen anlatim degisiklikleri, kontrol bitkilerinin gen anlatimiyla karsilagtirilarak
belirlenmistir. Sicaklik stresindeki gen anlatim degisikliklerinin belirlenmesi icin

SJarklilik gosterim teknigi kullanilmistir.

Calisma kapsaminda, kontrol ve sicaklik stresi uygulanmis pamuk
yapraklarindan toplam RNA izolasyonu yapilmis ve ters transkripsiyon ile
mRNA’lardan tek iplikcikli cDNA sentezi gerceklestirilmistir. 16 rastlantisal ve 3
demirleyici primer kombine edilerek, tek iplik¢ikli cDNA’lardan PZR (Polimeraz

zincir reaksiyonu) ile cift iplik¢ikli cDNA popiilasyonlar1 olugturulmustur. Ayni
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primer kombinasyonlari ile olusturulmus ve farkli stres uygulamalarina ait cDNA
popiilasyonlari, denatiirleyici poliakrilamid jelde ayristirilmislardir. Jelde
ayrigtirtlan - ¢cDNA’larin  goriintiilenmesi, glimiis boyama yontemi ile
gerceklestirilmistir. Poliakrilamid jel analizi sonucunda, stres kosullarinda farkli
bant modelleri olusturan cDNA’lar jelden izole edilmis ve PZR ile ¢ogaltilmistir.
PZR ile cogallan cDNA’larin 39 tanesi, PCR-TRAP klonlama vektoriine
klonlanmis ve klonlar kompotent hiicrelere transforme edilmistir. Rekombinant
hiicreler secici besi ortaminda (Tet") yetistirilerek, sadece klonu alan hiicrelerin
cogaltilmast saglanmistir. Secici besi ortaminda biiyliyen kolonilere koloni-PZR
uygulanmig ve klonlanan cDNA’y1 alan hiicreler kesin olarak belirlenmistir.
Klonlanan cDNA’y1 aldigi kesin olarak belirlenen 28 adet koloni, LB besi
ortaminda ¢ogaltilmis ve ardindan gliserol stoklar1 yapilarak -80 °C’de
depolanmislardir. Klonlanan cDNA'’lar1 iceren 28 adet hiicre kiiltiirlinden
plazmitler izole edilmis ve DNA dizi analizi sonucunda, klonlanan cDNA’larin
bulundugu vektor bolgelerinin niikleotid dizileri belirlenmistir. Elde edilen
niikleotid dizilerden vektore ait diziler cikarilarak, klonlanan cDNA’larin
niikleotid dizileri tespit edilmistir. Birbirinden ayr1 olarak izole edilen ve dizileri
belirlenen cDNA’lar fastpcr programi kullanilarak kiimeleme analizine tabii
tutulmus ve birbirine benzerlik gosteren cDNA’lar belirlenmistir. Blastn ve blastx
programlar1 kullanilarak, sicaklik stresi kosullarinda farkli anlatim yaptiklari
belirlenen cDNA’lara ait niikleotid dizilerinin homoloji arastirmalar
gerceklestirilmistir. Ayrica, sicaklik stresi kosullarinda pamuktan izole edilen
cDNA’larin  Arabidopsis’deki ortologlarinin, abiyotik stres kosullarindaki

transkripsiyon diizeyleri Genevstigator programi kullanilarak belirlenmistir.

Doktora tezi kapsaminda yapilan caligmalar sonucunda, 28 adet cDNA
klonunun 27’sinin ¢cDNA dizisi tespit edilmis, bir klonda ise ilgili cDNA dizisi
belirlenememistir.  HSGh22 ve HSGh84 klonlarindaki cDNA’larinin  dizi
uzunluklarn sirasiyla 37 baz ve 47 baz olarak belirlenmistir. HSGh22 ve HSGh84
cDNA’larinin niikleotid dizi uzunluklarinin kisa olmasi nedeniyle, homoloji
arastirmalarinda degerlendirmeye alinmamislardir. Sonug olarak 25 adet cDNA,

gen bankas1 homoloji arastirmalari i¢in kullanilmastir.
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Birbirine dizi benzerligi gosteren cDNA’lari belirlemek amaciyla, elde
edilen 25 cDNA dizisine kiimeleme (clustering) analizi yapilmistir. Kiimeleme
analizi sonucunda, 4 kiime ortaya ¢ikmis ve her bir kiimede birbirine benzerlik
gosteren 2 ¢cDNA bir arada toplanmistir. HSGh29 ile HSGh32, HSGh30 ile
HSGh31, HSGh93 ile HSGh94, HSGh126 ile HSGh128 ayni kiimede yer
almiglardir. Bu sonucla, birbirine benzerlik gosteren her iki cDNA’nin tek bir
genin parcasi olabilecegi ve 8 cDNA’nin aslinda 8 degil 4 genin parcalari
olabilecekleri belirlenmistir. Kiimeleme analizi sonucunda, sicaklik stresi
kosullarinda anlatimi degisen 21 genin cDNA’smin, pamuktan izole edilip

klonlandig1 anlasilmustir.

Homoloji aragtirmalar1 sonucunda, sicaklik stresi kosullarinda pamuktan
izole edilen cDNA’larin 13 tanesi dogrudan veya dolayli olarak 14 gen ile
homoloji olusturmus, 8 tanesi ise bilinen hi¢ bir gen ile énemli bir benzerlik
gostermemistir. Bu bulgular 1s181inda, pamuktan izole edilen ve gen homolojisi

gostermeyen 8 cDNA’nin yeni gen adaylar1 olduklar1 sdylenebilir.

HSGh21 ¢cDNA’smin anlatimi, 45 °C sicaklik stresi uygulanan pamuklarda,
kontrole ve orta sicaklik stresindeki bitkilere gore daha yiiksek olmustur. HSGh21
cDNA’s1 G. hirsutum mikrosatalit dizisi (DQ908162.1), lektin-benzeri protein ile
zayif benzerlik gosteren G. hirsutum cDNA klonu (DT051408.1) ve koseli yaprak
leke hastaligi etmeni bulastirilmis G. hirsutum’un 1-E2 klonu (CF932161.1) ile
sirastyla E = 1e-77 (% 97), E = 1e-20 (% 80) ve E = 5e-13 (% 82) seviyesinde

homoloji gostermistir.

Farklilik gosterim ¢alismalart sonucunda, 38 °C ve ozellikle 45 °C sicaklik
stresi uygulanan pamuklarda HSGh23’{in bant sinyalinin arttig1 tespit edilmistir.
Bu sonucla, pamukta HSGh23 ile iliskili genin anlatiminin, yiiksek sicaklik
kosullarinda  tetiklendigi  sOylenebilir. Homoloji  taramalar1  sonucunda
HSGh23’iin, G hirsutum smif II kitinaz-bezeri (CTL2) gen (AY291286) ile Se-
137 seviyesinde, % 96 oraminda benzerlik gosterdigi bulunmustur. Simf II

kitinazin sicaklik stresi ile iligkisi hakkinda yeterli bilgi mevcut degildir. Bu
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calisma ile pamukta simif II kitinaz benzeri HSGh23’lin anlatiminin, ozellikle
yiiksek sicaklik stresi kosullarinda arttiginin bulunmus olmasi, pamuktaki sinif II
kitinazin yiiksek sicaklik stresine cevapta gorev almis olabilecegini ortaya koyan

yeni bir bulgu 6zelligindedir.

HSGh26 c¢DNA’sinin  transkripsiyonu sicaklik  stresi  kosullarinda
tetiklenmis ve 45 °C sicaklikta en iist diizeye ulasmistir. Homoloji aragtirmalari
sonucunda HSGh26 ¢cDNA’s1, tiamin biyosentetik enzime benzerlik gosteren G.
hirsutum cDNA klonuna (ES798066.1) E = 0.0 diizeyinde, % 99 ve Arabidopsis
thaliana tiyazol biyosentetik enzimine (NM_124258.2) E = 2e-81 diizeyinde, %
78 homoloji gosterdigi belirlenmistir. Pamukta sicaklik stresiyle transkripsiyonu
artan HSGh26’nin, olusan oksidatif stres zararinin azaltilmasinda ve ABA ile

iliskili savunma mekanizmasinda rol almis olabilecegi varsayilmaktadir.

HSGh36’nin orta sicaklik stresinde transkripsiyonunun degismedigi ancak,
yiiksek sicaklik stresi ile baskilandigi belirlenmistir. Homoloji arastirmalari
sonucunda HSGh36, G. hirsutum cDNA klonu (DW505766.1) ile 9e-93
diizeyinde % 98 benzerlik gostermistir. GenBank’tan DW505766.1 klonunun baz
dizisi alinmis ve blastx programi kullanilarak yapilan homoloji taramasi
sonucunda, RING parmak cinko parmak proteinine E = 2e-24 seviyesinde ve %
62 oraninda benzer ve benzerlik gosteren RING parmagin, C3HC4 tipi yapisinda

oldugu belirlenmistir.

Sicaklik stresi kosullarinda pamukta, HSGhS83 ile iligkili genin anlatimi
onemli seviyede artmistir. Pamukta HSGh83’tin gen anlatimi, o6zellikle orta
sicaklik stresinde ¢ok yiikselmis, 45 °C’de kontrole gore yiiksek olmus ancak, 38
°C kosullarina gore biraz azalmistir. Homoloji taramalar1 sonucunda HSGh83, G.
hirsutum kloroplast genomu (DQ345959.1) ile E = 1e-92 diizeyine, % 98
benzerlik gostermistir. HSGh83 cDNA dizisinin G. hirsutum kloroplast genomuna
benzerlik gosterdigi bolgenin incelenmesi sonucunda, HSGh83 cDNA’sinin

kloroplast psaA/psaB/rps14 operonunun bir pargasi oldugu bulunmustur. HSGh83
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cDNA’smin sicaklik stresi ile zararlanan PSI'in yenilenmesi mekanizmasinda yer

almis olabilecegi diisiiniilmektedir.

Birbirleriyle niikleotid dizi benzerligi gosteren HSGh93 ve HSGh94
cDNA’larinin her ikisi ayni transkripsiyon modelini gostermis ve sicaklik stresi
kosullarinda anlatimlart baskilanmistir. Homoloji taramalar1 sonucunda HSGh93
ve HSGh94’iin her ikisi, ABCC3 genine benzerlik gosteren G. hirsutum cDNA
klonu (DT462800.1) ile E = 0.0 seviyesinde, % 99 ve Gossypium barbadense
MRP-benzeri ABC tastyici protein (DQ359122.1) ile E = 2e-151 diizeyinde, % 94
homoloji gostermistir. Pamuga uygulanan sicaklik stresi sonucunda, ABCC3-
benzeri cDNA’larin transkripsiyonun baskilanmasi sonucunda, sicaklik stresinin

GS-X pompalarinin sentezini olumsuz etkilemis olabilecegi diisiiniilmektedir.

HSGh96 cDNA’smin transkripsiyonun yiiksek sicaklik stresi kosullarinda
basladig1 belirlenmistir. Homoloji taramalari sonucunda HSGh96 c¢DNA’sinin
daha cok CBL-etkilesimli protein kinaz 9 genine benzerlik gostermistir Buna
ragmen, HSGh96’nin CIPK9 oldugu kesin olarak sdylenemez. Ancak, CIPK
ailesinin bir iiyesi olma ihtimali yiiksektir. Bu bulgunun, islevsel olarak hakkinda
az bilgi bulunan kalsindrin B-etkilesimli protein kinazlarin, sicaklik stersindeki

islevlerinin belirlenmesine yonelik bir kap1 acacagi 6ngoriilmektedir.

Pamukta HSGh97 cDNA’sinin transkripsiyonun, 45 °C sicaklik stresi
kosullarinda yiiksek diizeyde oldugu tespit edilmistir. Homoloji taramalari
sonucunda HSGh97, G. barbadense 1AA-Ala hidrolaz oldugu varsayilan gen
(AF517654.1) ile E = 5e-119 diizeyinde, % 100 benzerlik gosterdigi

belirlenmistir.

HSGh106 cDNA’sinin transkripsiyonun 45 °C sicaklik stresi kosullarinda
tetiklendigi belirlenmistir. Homoloji arastirmalar1  sonucunda, HSGh106
cDNA’sinin, snRNP/Sm proteinine benzerlik gosteren G. hirsutum cDNA klonu
(DW505510.1) ile E = 7e-167 diizeyinde, % 99 ve Arabidopsis thaliana
snRNP/Sm proteinine ise E = le-44 diizeyinde % 79 homoloji gosterdigi
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belirlenmigstir. HSGh106 cDNA’siin yiiksek sicaklikta transkripsiyonun artiginin
ve snRNP ile iligkili oldugunun belirlenmesi nedeniyle, HSGh106 nin yiiksek
sicaklik stresine tepki olarak alternatif kirpilma islemlerinde rol aldigi

diistiniilmektedir.

HSGh113 cDNA’sinin sicaklik stresi kosullarinda yiiksek bant sinyali
verdigi, kontrol bitkisinde ise ¢cok zayif bant sinyali olusturdugu belirlenmistir. Bu
sonugla, HSGh113 cDNA’sinin sicaklik stresi kosullarinda anlatiminin arttigi
sOylenebilir. Homoloji arastirmalart sonucunda HSGh113’lin, beta-keto-acil
tasiyici protein (ACP) sentaza (KAS) benzerlik gosterdigi bulunmustur. Sicaklik
stresi kosullarinda, pamukta HSGh113 cDNA’sinin transkripsiyonun artmasinin
sebebi, olas1 azalma gosteren yag asidi igerigini normale yaklastirmak, boylece

sicakliktan kaynaklanan hiicre zarlar1 zararlanmalarin1 azaltmak amacli olabilir.

Pamukta HSGh127’nin transkripsiyonu, 38 °C sicaklik stresi kosullarinda
artarken, 45 °C sicaklik stresi kosullarinda ise baskilanmistir. Homoloji
arastirmalart sonucunda HSGh127’nin, tetrahidrofolilpoliglutamat sentaz (DHFS-
FPGS HOMOLOG B) genine (NM_120680.3) benzerlik gosterdigi belirlenmistir.

HSGh129 cDNA’sinin sicaklik stresi ile anlatiminin arttigi ve anlatimin
yiiksek sicaklik stresi kosullarinda en yiiksek diizeye ulastifi belirlenmistir.
Homoloji taramalari sonucunda HSGh129’un, ribozomal protein s14’e benzerlik
gosterdigi  bulunmustur. Sicaklik stresinde diger proteinlerin sentezinin
arttirilmasina ihtiya¢ duyulmasina paralel olarak, daha fazla miktarda ribozom
olusumuna gereksinim duyulmus olabilir. Bu sebeple, sicaklik stresi ile pamukta,

RPS14’1e iliskili HSGh129 cDNA’simin transkripsiyonu artmis olabilir.

Pamukta HSGh149’un transkripsiyonu 38 °C’de artmis, 45 °C sicaklik stresi
kosullarinda ise baskilanmistir. Homoloji taramalar1 sonucunda HSGh149’un,
sitokrom C rediiktaz kompleksinin 7.8 kDa proteinine (BT028948.1) ve siklofilin
(Cyclophilin, ROC5 veya ATCYPI1) genine (AK228231.1) aymi diizeyde

benzerlik gosterdigi  belirlenmistir. Elde edilen sonuglar dogrultusunda,
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HSGh149’un bu iki genden hangisinin parcasi oldugu net olarak sdylenemez. Bu
konunun kesinlik kazanabilmesi icin HSGh149’un tam uzunluktaki cDNA’sinin
olusturularak, yapisal analizinin ve gen anlatim analizinin yapilmasi

gerekmektedir.

Yapilan cDNA kiimeleme analizi sonucunda, HSGh29 ve HSGh32 ayni
kiimede yer almiglardir. HSGh29 ve HSGh32 c¢DNA’larinin transkripsiyonlari
farklilik gostermistir. HSGh29’un transkripsiyonu 38 °C sicaklik stresinde
azalmis, 45 °C sicaklik stresinde ise baskilanmistir. HSGh32’nin anlatimi kontrole
gore 38 °C’de fazla miktarda artmis, 45 °C’de ise 38 °C’deki transkripsiyonu
biraz azalmistir. HSGh29 ve HSGh32 cDNA'’lar1 bilinen herhangi bir genle
onemli bir benzerlik gostermemistir. HSGh29 ve HSGh32 cDNA’lar1 daha 6nce
tanimlanmamis yeni bir genle iligkili olabilirler. Bu cDNA’larin tam uzunluktaki
dizileri belirlendikten ve yapisal, islevsel analizleri yapildiktan sonra gen bilgileri

aydinlatilabilir.

HSGh30 ve HSGh31 ayni kiimede yer almislardir. HSGh30 ve HSGh31
cDNA’larinin her ikisinin transkripsiyonu sicaklik stresi ile tetiklenmistir.
Homoloji aragtirmalari sonucunda HSGh30 ve HSGh31 bilinen herhangi bir genle
onemli benzerlik gostermemistir. HSGh30 ve HSGh31 cDNA'’lar1 daha Once
belirlenmemis yeni bir gen adayi olabilirler. Bu cDNA’larin tam uzunluktaki
dizileri belirlendikten ve yapisal, islevsel analizleri yapildiktan sonra gen bilgileri

aydinlatilabilir.

HSGh100 ¢cDNA’siin sicaklik stresi kosullarinda transkripsiyonun 6nemli
Olciide azaldig: belirlenmistir. Niikleotid diizeyinde yapilan homoloji arastirmalari
sonucunda HSGh100, islevi belirlenmemis ve adi konmamais bir katalitik proteine

benzerlik gostermistir.

HSGh101 cDNA’sinin sicaklik stresi kosullarinda transkripsiyonun énemli
Olciide azaldig: belirlenmistir. Niikleotid diizeyinde yapilan homoloji arastirmalari

sonucunda HSGh101, protein kinaz ile zayif benzerlik gostermistir.
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HSGh110 ¢cDNA’simin 45 °C sicaklik stresi kosullarinda transkripsiyonun
baskilandig1r belirlenmigtir. Blastn ve blastx homoloji taramalari sonucunda
HSGh110, herhangi bir gen, cDNA klonu veya protein dizisi ile 6nemli bir
benzerlik gostermemistir. HSGh110’nun bilinen herhangi bir genle 6nemli bir
benzerlik gostermemesi, bu cDNA’nin daha once tanimlanmamis yeni bir genle

iliskili olabilecegini diisiindiirmektedir.

HSGh126 ve HSGh128 niikleotid dizileri bakimindan birbirlerine benzerlik
gostermisleridir. HSGh126 ve HSGh128 cDNA’larinin ayni transkripsiyon modeli
olusturduklart ve ozellikle 45 °C sicaklik stresinde transkripsiyonlarinin énemli
Olciide arttigr belirlenmistir. HSGh126 ve HSGh128 c¢cDNA’lar1, tanimlanmamis
ve adlandirilmamis bir Arabidopsis thaliana proteini ile homoloji gostermistir.
HSGh126 ve HSGh128’in sicaklik stresi cevabinda rol alan, tanimlanmamis yeni
bir genle iligkili olduklar1 diisiiniilmektedir.

HSGh150 ve HSGh151 cDNA’larinin, 45 °C sicaklik stresinde
transkripsiyonlarinin  6nemli Olciide arttigi belirlenmigstir. Yapilan homoloji
taramalar1 sonucunda HSGh150, bilinen herhangi bir genle benzerligi olmayan G.
hirsutum lif cDNA’sma (ES790686.1) yiiksek homoloji gostermistir. HSGh151
ise herhangi bir gen veya cDNA klonu ile benzerlik gostermemistir. HSGh151
cDNA’s1 83 baz uzunlugunda kisa bir diziye sahiptir ve bu cDNA’nin herhangi
bir homoloji olusturmamasinin nedeni, yiiksek ihtimalle baz uzunlugunun kisa
olmasindan kaynaklanmaktadir. HSGh150 ve HSGh151’in bilinen herhangi bir
genle Onemli bir benzerlik gostermemesi, bu cDNA’larin daha Once

tanimlanmamis yeni genlerle iligkili olabilecegini diisiindiirmektedir.
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SUMMARY

The studies and approaches to improve the adaptability of plants to high
temperature stress conditions have recently begun. To understand plant response
to different abiotic stresses such as heat, drought, cold and salt at genetic,
physiological and biochemical levels will make easier to form tolerant plants.
Moreover, gene expression regarding to abiotic stress response pathways is vitally
important issue. At molecular level, most of the information for heat stress
response was obtained from model plants such as Arabidopsis thaliana, Medicago
trancatula and, Oryza sativa but, little molecular research has focused on heat
stress responses of cotton. For this reason, our knowledge is insufficient related to

heat stress response of cotton at the molecular level.

This research was conducted to improve our understanding of how cotton
responses to heat stress at molecular and cellular levels by determining some heat
stress related genes in upland cotton (Gossypium hirsutum L.). To achieve the
aims of this study, cottons were grown in plant growth chamber until 77 days after
emergence, and a 77 days old plants were exposed to moderate (38 °C) and high
(45 °C) heat stress conditions. Stressed cottons were compared with control

cottons at mRNA expression level through differential display technique.

By using this technique, a 28 cDNAs were cloned and then sequenced. After
sequencing analysis, it was observed that a 27 of the 28 clones had cDNA
sequences but, a 1 clone had not cDNA sequence. In addition, HSGh22 and
HSGh84 ¢cDNAs had small sequence, 37 bases and 47 bases respectively. Finally,
a 25 of the 28 cDNAs were used for gene homology search. For determining
contigs (similar cDNAs), clustering analysis was applied to the 25 cDNAs. As a
result, there were 4 clusters, which had two similar cDNAs in each cluster.
Contigs cDNAs were such that HSGh29 similar to HSGh32; HSGh30 similar to
HSGh31; HSGh93 similar to HSGh94; and HSGh126 similar to HSGh128.

According to these results, it could be concluded that two similar cDNAs might be
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parts of one single gene. After clustering analysis, it was deduced that cDNAs of

21 genes were isolated and cloned from cotton.

Homology search was done with 25 cDNAs for determination of similarities
between cDNAs isolated from heat stressed cotton and known genes in
GeneBank. As a result of homology search, a 13 of the 21 cDNAs isolated from
cotton showed direct or indirect similarity to 14 known genes, but an 8 cDNAs
did not show significant homology to any known gene. According to these results,

an 8 cDNAs shown no homology may be possible new genes.

Transcription level of HSGh21 was increased in cotton stressed at 45 °C,
compared to control and moderately heat stressed cottons. HSGh21 showed
homology with G. hirsutum microsatellite sequence (DQ908162.1), and G.
hirsutum cDNA clone (DT051408.1) that weakly similar to lectin-like protein,
and X. campestris pv. malvacearum inoculated G. hirsutum 1-E2 cDNA clone
(CF932161.1) at E = 1e-77 (% 97), E = 1e-20 (% 80) and E = Se-13 (% 82) levels,

respectively.

HSGh23 cDNA related gene expression was specially induced by high heat
stress. HSGh23 showed homology with G. hirsutum class II chitinase-like (CTL2)
gene at E = 5e-137 level and % 97 identity. There is a little knowledge about
relationship between class II chitinase and heat stress. It was thought that class II
chitinase may has a role in response to heat stress, because it was determined that

class II chitinase-like HSGh23 expression increased in cotton.

HSGh26 ¢cDNA transcription was induced through moderately heat stress,
and it reached the highest level at 45 °C heat stress. HSGh26 showed homology
with G. hirsutum cDNA clone (ES798066.1), similar to thiamine biosynthetic
enzyme gene, at E= 0.0 and 99 % identity, and Arabidopsis thaliana thiazole
biosynthetic enzyme (NM_124258.2) at E = 2e-81 and 78 % identity. It was
hypothesized that HSGh26 may have a role in decreasing of oxidative stress

injury and ABA-depending defense mechanism.
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HSGh36 cDNA transcription was suppressed at 45 °C while, it was not
changed at 38 °C according to control. HSGh36 showed homology with G.
hirsutum cDNA clone (DW505766.1), at E = 9e-93 level, and 98 % identity.
Sequence of DW505766.1 was taken from GenBank and searched for homology
by using blastx program. As a result, it showed similarity with RING finger zinc

finger protein at E = 2e-24 level, and 62 % identity.

HSGh83 expression was up-regulated at 38 °C and 45 °C heat stresses.
However, HSGh83 expression decreased at 45 °C heat stress according to 38 °C.

HSGh83 showed homology to G. hirsutum chloroplast psaA/psaB/rps14 operon.

Both of HSGh93 and HSGh94 cDNAs suppressed in heat stressed cottons.
Both of them were similar to Gossypium barbadense MRP-like ABC transporter
protein (DQ359122.1).

HSGh97 cDNA transcription showed high accumulation at 45 °C heat
stress. According to homology search results, HSGh97 was similar to putative

TAA-Ala hydrolase gene (AF517654.1) at E = 5e-119 level, and 100 % identity.

HSGh106 cDNA transcription induced at the 45 °C heat stress. According
to homology search results, HSGh106 showed homology with G. hirsutum cDNA
clone (DW505510.1) similar to snRNP/Sm protein at E = 7e-167, and 99 %
identity and to Arabidopsis thaliana snRNP/Sm protein at E = 1e-44, and 79 %
identity. HSGh106 may involve in alternative splicing as a response to high heat

stress.

HSGh113 cDNA occurred band signal on differential display gel in heat
stressed cottons, while it did not observed in control cottons. HSGh113 was
similar to beta-keto-acyl carrier protein (ACP) synthase. HSGh113 may fix fatty

acid content of membranes to decrease membrane injury resulted from heat stress.
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HSGh127 cDNA transcription was up-regulated by 38 °C temperature
while, suppressed by 45 °C. HSGh127 showed homology with
tetrahydrofolilpolyglutamat synthase (DHFS-FBGS HOMOLOG B) gene
(NM_120680.3).

HSGh129 cDNA expression was up-regulated by 38 °C temperature and
reached the highest level by 45 °C. According to homology search results, it was
determined that HSGh129 was similar to ribosomal protein s14 (RPS14).

HSGh149 cDNA transcription was up-regulated by 38 °C, while it was
suppressed by 45 °C. HSGh149 showed homology with both of cytochrome c

reductase complex, 7.8 kDa protein and cyclophilin gene at the same level.

According to clustering analysis, HSGh29 and HSGh32 cDNAs were
similar. But their transcriptions were different under heat stress conditions.
HSGh29 was down-regulated by 38 °C, while it was suppressed by 45 °C.
Transcription of HSGh32 up-regulated at 38 °C but, it was decreased slightly at
45 °C compared to 38 °C. Both of HSGh29 and HSGh32 cDNAs were not similar

to any known genes.

According to clustering analysis, HSGh30 and HSGh31 cDNAs were
similar. Transcriptions of them were induced by heat stress. HSGh30 and

HSGh31 were not similar to any known genes.
It was observed that transcription of HSGh100 cDNA was significantly
decreased by 38 °C and 45 °C heat stresses. HSGh100 was similar to an unnamed

protein with unknown function.

Transcription of HSGh101 cDNA was significantly decreased by 38 °C and
45 °C heat stresses. HSGh101 was weakly similar to a protein kinaz.
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According to image of differential display gel, a suppression of HSGh110
was determined at 45 °C temperature. There was no significant homology with

any known gene in genbank for HSGh110.

Both of HSGh126 and HSGh128 cDNAs were up-regulated especially in
high heat stressed cotton. Both of them were shown similarity to Arabidopsis
thaliana unknown protein. It was hypothesized that HSGh126 and HSGh128 may

be new genes at heat stress response of cotton.

Both of HSGh150 and HSGh151 cDNAs were up-regulated especially in
high heat stressed cottons. HSGh150 showed homology with a G. hirsutum cDNA
that has no any similarity to known genes. However, HSGh151 showed no
significant similarity to any known gene or cDNA clone. The reason of no
homology for HSGh151 cDNA might resulted by a short sequence (83 bases).
According to these results, it could be hypothesized that HSGh150 and HSGh151

may be new genes of cotton for heat stress response.
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