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ONSOz

Sitokininlerin bitki biyolojisinde hicre bdlinmesinin uyariimasi ve kontrolil gibi ¢ok énemli
gOrevleri oldugu bilinmektedir. Bu hormon molekillerinin islevlerini transkripsiyon faktdrlerini
kontrol ederek gen ifadelenmesini degistirerek gerceklestirdikleri bilinmektedir. Yapilan yeni
calismalarda sitkininlerin kuraklik, yiksek sicaklik ve tuzluluk gibi stres kosullarina direncgte
o6nem rol oynadigi belirlenmistir. Yapilan ¢alismalarda sitokinin biyosentezinde kilit Snemdeki
IPT (izopentenil transferaz) geninin kuraklik kosullarinda stres kosullarina duyarli SARK
promotoru kontrolinde over-ekspresiyonunun kurakliktan kaynaklanan bitki hasarini; yaprak
yaslanmasini geciktirerek minimuma indirdigi tespit edilmistir. Sitokininler ile kuraklik stresine
toleransin saglanmasina iliskin molekller mekanizmalarin anlagiimasina iligkin cesitli
calismalar gercgeklestiriimistir. Bu calismalarin ¢ogu diger bitki hormonlari, fotosentez ve
oksidatif stres ile iligkili gen ifadelenme dizeylerinin incelendidi ya da fotosentez verimliligi,
stoma acikhgdi, CO2 emilim miktarlari gibi fizyolojik degerlendirmelerin yapildigi ¢calismalardir.
Sitokininlerin stres kosullarinda bitki metabolizmasinda asil fonksiyonel islev géren molekiilleri
olan proteinleri nasil regule ettigi ile ilgili yapilan ¢alismalar sinirlidir. Yalnizca C3 ot tirlerinde
sitokininler ile yuksek sicaklik stresi kosullarinda tolerans mekanizmalari yaprak toplam
proteom duzeyinde incelenmistir. Ayrica,, domates bitkisinde de sitokininlerin kuraklik
kosullarina nasil tolerans sagladigina dair herhangi bir proteomik c¢alisma da
bulunmamaktadir. Domateste gerceklestirilen tek ¢alismada IPT geninin sicaklikla uyarilan
HSP promotéri kontrollinde ifadelendigi ve tuzluluk stresi kosullarina direng mekanizmalarinin
kdk toplam proteomu seviyesinde incelendigi ¢alismadir. Sitokininlerin kuraklik kosullarinda
yaprakta metabolizmay!i protein dizeyinde nasil regule ettigi ve toleransi nasil sagladigina dair
domateste herhangi bir calisma da bulunmamaktadir. Ozellikle sitokininlerin kuraklik stresi
kosullarinda niikleer proteomu ve en dnemlisi de transkripsiyon faktorlerini nasil regiile ederek
tolerans sagladigina dair literatirde herhangi bir bitki tirinde gerceklestiriimis herhangi bir
calisma da bulunmamaktadir. TUBITAK tarafindan desteklenen 1147563 nolu projemiz
kapsaminda kuraklik kosullari altinda IPT genini SARK promotéri kontrolinde ifadeleyen
transgenik bitkiler ve transgenik olmayan kontrol bitkilerinde yapilan LC-MS/MS proteomik
analizlerinde toplam yaprak proteomunda ve yaprak nikleer toplamda farkli ifadelenen
proteinler tanimlanmis ve quantifiye edilmistir. Yapilan ¢alisma sonucunda transgenik ve
transgenik olmayan kontrol bitkilerinde kuraklik kosullarinda yaprak toplam protomunda 191,
yaprak nikleer zenginlestiriimis proteomunda ise 81 proteinin farkli ifadelendigi tespit
edilmistir. Sitokininler tarafindan kuraklik kosullarinda farkli ifadelenen proteinler kurakliga
karsi diren¢ mekanizmalarinda rol oynayan aday proteinler olduklari icin biydk 6nem
tasimaktadirlar. Ozellikle tanimlanan farkli ifadelenen niikleus proteinleri gen ifalenmesinin
regllasyonunda énemli rol oynamalari nedeni ile biylk dnem tasimaktadir. Yapilan ¢calismalar
ile sitokininler sayesinde kuraklik stresi toleransinda rol oynayan yaprak toplam proteomu ve
nikleer zenginlestiriimis yaprak proteomu incelenmis ve sitokinin tarafindan kuraklik
kosullarinda farkh regtile edilen proteinler ve onlari kodlayan genler 6zelikle de transkripsiyon
faktorleri tanimlanmistir. Tanimlanan bu proteinler stres kosullarina direng saglanmasi igin
kullanilabilecek hedef genler olarak daha sonraki ¢calismalarda kullanilabilecektir.

Bilimsel giktilarinin yanisira, TUBITAK - ASCR isbirligi programi kapsaminda gergeklestirilen
bu proje ile Tirk ve Cekya bilimadamlari arasinda isbirligi olusturulmus, bilgi ve uzmanlik
paylasimi gerceklestiriimistir. Proje kapsaminda oOnerildidi sekilde transgenik bitkilerin
geligtirilmesi, dogrulanmasi, fizyolojik ve verim acgisindan incelenmesi, kuraklik testlemeleri,
proteomik analizler icin 6rnek hazirlanmasi calismalari ve tanimlanan proteinler icin veri
analizleri TUrk ekibi tarafindan gerceklestiriimistir. Cekya ekibi ise kuraklik kosullarinda farkh
ifadelenen proteinlerin tanimlanmasi icin gerekli LC-MS/MS proteomik analizlerini ve
proteinlerin tanimlanmasi icin biyoinformatik analizleri gergeklestirmistir. Proje sonuglarinin
konu tzerinde Tlrkiye ve Cek Cumhuriyeti’nde yiksek lisans ve doktora yapmak isteyen geng
arastiricilara ve diger domates biyoteknolog ve islahgilarina yeni ufuklar agacaktir. Bu proje
TUBITAK tarafindan Prof. Dr. Anne Frary'ye sagdlanan destekle yiiritilmustir.
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OZET

Kuraklik stresi tarimsal bitkilerde ciddi verim ve kalite kayiplarina sebep olan, tarimsal Uretimi
kisitlayan abiyotik stres kosullarindandir. Kiresel 1sinma ile kuraklik stresinin dnumuzdeki
yillarda daha da koétllesecegi 6ngorilmektedir. Tarimsal bitkilerin strdurilebilir Gretimi igin
abiyotik stres kosullarina tolerant bitkilerin gelistiriimesi gereklidir. Stres kosullarina tolerant
bitkilerin gelistirilebilmesi i¢in bitkilerin stres kosullarina cevap ve tolerans mekanizmalarinin
molekller dizeyde anlasiimasi sarttir. Bitkilerin kuraklik stresine cevap ve tolerans
mekanizmalari gerek fizyolojik gerekse molekiler dizeyde son derece karmasik olup bitki
gelisim dizeyi, bitki genetik altyapisi ve cevresel kosullara bagli olarak degisikmektedir.
Yapilan c¢alismalarda kuraklik stresi kosularinda bitkilerde hormon dizeylerinde 6nemli
degisiklikler oldugunu 0Ozellikle bitki metabolizmasinda kilit rol oynayan sitokinin dizeyinin
azaldigi goralmustar. Sitokininler bitki metabolizmasinda hiicre bdliinmesinin uyariimasi,
organogenez ve meristem fonksiyonunun kontroli ve doku yaglanmasinin geciktiriimesi gibi
pek cok onemli rol oynayan hormonlardir. Son calismalarda kontrolli sitokinin over-
ekspresiyonunun kuraklik stresine toleransta 6nemli rol oynadigi tespit edilmistir. Bu tip
calismalara ragmen sitokininlerin kurakhk direncindeki molekiler mekanizmalari tam
anlasilamamistir. Yapilan calismalarda kuraklik sartarindaki fizyolojik ve transkriptomik
degisimler incelenmistir. Kuraklik stresi kosullarinda sitokininler araciligiyla metabolizmanin
anahtar regulatori olan transkripsiyon faktorlerinin ifadelenmesinin proteomik diizeydeki
degisimine dair g¢alisma bulunmamaktadir. Sitokininlerin domateste kuraklik stresine
toleransta oynadigi role dair bir ¢alismada bulunmamaktadir. Bu amagla, sitokinin over-
ekspresiyonu ile saglanan kuraklik tolerans mekanizmalarini anlamak igin sitokinin
biyosentetik yolagindaki kilit enzim olan isopentenil transfraz (IPT) enzimi stres kosullarinda
uyarilan SARK promotéri kontroliinde ifadelenecek sekilde co-transformasyon yéntemi ile
domates bitkilerine aktariimistir. Gelistirilen transgenik domates bitkileri kuraklik stresi
testlemelerine alinmigs ve fizyolojik ve biyokimyasal analizler ile incelenmistir. Bu ¢alismalarda
IPT genini fazla ifadeleyen transgenik bitkilerin kuraklik kosullarinda daha iyi performans
gosterdikleri tespit edilmigtir Yaprak toplam ve nukleer zenginlestiriimis yaprak proteomu
sitokinin over-ekspresiyonu icin IPT geni iceren bitkilerde ve kontrol bitkilerde kontrol ve
kuraklik kosullarinda incelenmis ve bu kosullarda farkli ifadelenen proteinler shotgun
proteomik yaklasim ile tanimlanmistir. IPT genini fazla ifadeleyen transgenik bitkiler ve kontrol
bitkilerinde yapilan LC-MS/MS analizlerinde toplam 191 proteinin farkl ifadelendigi tespit
edilmistir. Tanimlanan 191 proteinden 69’u hem transgenik hem de kontrol bitkilerde kuraklik
kosullarinda farkli ifadelendenmistir. Bu proteinlerden 99'unun ise yalnizca transgenik hatta
kuraklik kosullarinda farkli ifadelendigi tespit edilmistir. Farkli ifadelenen proteinler igin yapilan
GO gen zenginlestirme analizleri sonucunda kuraklik kosullarinda farkli ifadelen proteinlerin
en fazla abiyotik uyarilara tepki, sulfurbilesiklerinin metabolik islemi ve protein katlanmasi ile
ilgili oldugu tespit edilmistir. Yine yaprak zenginlestiriimis nukleer proteomu calismalari ile
kuraklik kosullarinda transgenik bitkiler ve kontrol bitkilerinde LC-MS/MS analizlerinde
toplamda 81 adet nikleus proteinin farkli ifadelendigi tespit edilmistir. Tanimlanan 81
proteinden 31’inin transgenik ve kontrol bitkilerde kuraklik kosullarinda farkh ifadelendigi tespit
edilmistir. Tanimlanan 81 proteinden 31’inin yalnizca transgenik hatta kuraklik kosullarinda
farkli ifadelendigi tespit edilmigtir. Farkh ifadelenen proteinler igin yapilan GO gen
zenginlestirme analizleri sonucunda kuraklikta farkl ifadelen proteinlerin en fazla nikleobaz
iceren molekul tagsinmasi, RNA metabolik islemleri ve transkripsiyon ile ilgili oldugu tespit
edilmistir. Ayrica, kuraklik kosullarinda farkli ifadelenen niikleer zenginlestirilmis 81 proteinden
16’sinin transkripsiyon faktorleri oldugu belirlenmigstir. Yapilan ¢alisma sonucunda, sitokini
over-ekspres edilen domates bitkilerinde kuraklik stresi kogullarina dayaniklilikta rol oynayan
proteinler tanimlanmig, kuraklik stresine toleransta rol oynayan nukleer proteinler ve
transkripsiyon faktorleri belirlenmistir. Ayrica, projenin uluslararasi kapsamda yurutilmesi ile
degisik uzmanlik alanlarina sahip Turk ve Cek bilim adamlari arasinda isbirligi saglanmistir.

Anahtar Kelimeler: Domates, sitokinin, kuraklik, isopentenyl transferaz, proteomiks, nikleer
proteom
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ABSTRACT

Drought stress is responsible for significant quality and yield losses in agricultural plants and
is the most damaging type of abiotic stress. It is expected that drought stress will be worsened
by global warming in the coming years. Thus, it is necessary to develop plants that are resistant
or tolerant to this stress in order to achieve sustainable agricultural production. To develop
such plants, we must first understand the molecular mechanisms that are involved in the
response and tolerance to drought stress. This is complicated by the fact that plant
developmental stage, genetic make-up and environmental conditions are all involved in the
plant’s physiological and molecular responses to stress. Thus, any change in these factors can
alter the plant’s tolerance. According to research, plants under drought stress undergo
significant changes in hormone levels. Of special importance is a drop in the level of cytokinin,
a hormone with a key role in plant metabolism. Cytokinins have roles in many plant processes
including cell division, organogenesis, meristem function and senescence. Previous work has
shown that overexpression of cytokinin has an important role in conferring drought resistance
to plants. However, depite this work, the molecular mechanism of how excess cytokinin confers
tolerance is not understood. Previous research has mainly examined drought-induced changes
in overexpressing plants at the physiological and transcriptomic levels. However, no research
has studied the effect of overexpressed cytokinins and drought conditions on transcription
factors at the proteomics level. Transcription factors are key regulators of plant metabolism
and should be examined for a fuller understanding of the response to drought stress. In order
to understand the role of cytokinin in drought tolerance more deeply, we transformed tomato
plants with the isopentenyl transferase (IPT) gene driven by the SARK promoter. IPT is a key
enzyme in cytokinin biosynthesis and the use of the SARK promoter allowed expression only
under stress conditions. The transgenic tomato plants were placed under drought stress and
analyzed for their physiological and biochemical responses. The IPT-overexpressing and
control plants’ total leaf and nuclear proteomes were examined under both control conditions
and drought stress using a shot-gun approach. As a result of LC-MS/MS proteomics profiling,
191 proteins were identified to be differentially expressed in IPT overexpressing transgenic
lines and non-transgenic control lines under drought stress conditions. From the 191
differentially regulated proteins, 69 were identified to be differentially regulated both in non-
transgenic controls lines and transgenic lines. In addition, 99 proteins were identified to be
differentially regulated just in transgenic lines under drought conditions, which is more than the
number differentially regulated in non-transgenic lines. As a result of GO gene over-
representation tests, proteins related to abiotic stress stimulus, suphur compound metabolic
processes and protein folding were identified to be over-represented in our leaf total proteome
data set. Based on studies using the leaf nuclear enriched proteome carried out via LC-MS/MS
analysis, 81 proteins were identified to be differentially regulated in both transgenic and non-
transgenic control lines. From these 81 proteins 31 were identified to differentially regulated
just in transgenic lines. Thus, more proteins (61) were differentially regulated in transgenic
lines compared to non-transgenic lines. As a result of the GO gene enrichment analysis
conducted with the leaf nuclear enriched proteome data set, proteins related to nucleobase
containing molecule transport, RNA metabolic processes and transcription were identified to
be enriched. Moreover of the 81 differentially regulated nuclear proteins, 16 were identified to
be transcription factors, which have direct roles in gene regulation. In this way, proteins with
roles in drought tolerance were identified, with a special focus on nuclear proteins including
transcription factors with essential roles in plant growth and development. This international
project also allowed collaboration of Turkish and Czech researcher scientists from different
areas of specialization.

Keywords: Tomato, Cytokinin, Drought, Isopentenyl Transferaz, Protemics, Nuclear
Proteome
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1. GIRIS

Kuraklik bitkilerde verim ve kalite kayiplarina sebep olan en énemli stres kosullarindandir.
Genis tarim arazileri kuraklik stresine maruz kalmakta, degisen iklim kosullari ile bu alanlarin
daha da genisleyecegi tahnmin edilmektedir. Ozellikle domates gibi yiiksek su ihtiyacina sahip
olan bitkiler kuraklik stresine maruz kalmaktadir. Ulkemiz diinya retim siralamasinda Gglnci
sirada bulunmakta ve domates Ulkemiz zirai ihrag Urlnleri arasinda birinci sirada
bulunmaktadir. Ulkemiz igin bu biliyiik ekonomik énemi sebebiyle siirekli Uretimi icin sdzii
edilen stres kosullarina dayanikl tirlerin gelistiriimesi sarttir. Ancak dayanikli tlrlerin
gelistiriimesi icin bu stres kosullarina cevap ve tolerans mekanizmalarinin molekiler dizeyde
anlasilmasi gerekmektedir. Sitokininlerin bitkilerde kdk ve surginlerdeki hiicre bélinmesini
uyardigl bilinmektedir. Kuraklik ve tuzluluk kosullarinda blyumedeki azalma ve yaprak
yaslanmasindaki artis azalan sitokinin dizeyi ile iligkilidir. Dahasi sitokinin biyosentetik
yolaginda anahtar regulator enzim olan izopentil transferaz (IPT) enziminin over-ekspresiyonu
bitkide sitokinin seviyesinin artmasina ve blylime inhibisyonunu ve yaprak yaslanmasini
azaltarak kurakliga karsi diren¢ sagladigi daha énce gosterilmistir. Ancak sézkonusu direng
mekanizmalari tam olarak anlagilamamistir. Bu nedenle gergeklestirilen ¢calismada sitokinin
biyosentezinde kilit 6neme sahip IPT (izopentenil transferaz) geninin domates bitkisinde strese
duyarli SARK promotoéri varliginda bitki seleksiyon markoér icermeyecek sekilde over-ekspres
eden transgenik domates genotipleri gelistiriimistir. Stres kosullarinda IPT geninin over-
ekspres edildigi domates bitkileri kuraklik toleranslarn agisindan fizyolojik ve biyokimyasal
calismalar ile test edilmistir. Ayrica, domates bitkisinde kuraklik kosullari altinda sitokininlerin
proteomik dizeyde bu stres kosullarina karsi nasil tolerans sagladiklari toplam yaprak ve
yaprak nikleer proteomlari incelenmigtir. Literatirdeki ¢alismalarda goésterildigi Uzere bitki
hormonlari olan sitokininler etkilerini transkripsiyon faktorleri ile gen ifadelenmesini degistirerek
gerceklestirirler. Bu nedenle domates bitkisinde kuraklik kosullari altinda sitokininlerin nikleer
proteomu nasil kontrol ettigi ve 6zellikle bitki metabolizmasinda biyik degisimlere sebep olan
transkripsiyon faktorlerinin hangilerinin bu mekanizmalarda rol aldi§i niikleer proteom analizleri
ile anlagiimigtir.



2. GENEL BILGILER

Domates (Solanum lycopersicum) besleyici dnemi yuksek ve dinyada en ¢ok tlketilen ikinci
sebzedir. Ticari 6neminin de disinda Solanaceae ailesine Uye tarimsal bitkiler igin bilimsel
calismalarda model olarak da kullaniimaktadir. 2012 yili rakamlarina gére 162 milyon ton ile
dinyada en fazla Uretilen tarimsal bitkilerdendir. Dinya i¢in dnemli bir Griin olmakla birlikte
Turkiye icin de buyuk 6neme sahiptir, séyle ki Turkiye Cin, ABD ve Hindistan’nin ardindan
dordiincl blyluk domates Ureticisidir. 2012 yili istatistiklerine gére Tirkiye’'de yilda 300000 ha
alanda domates tarimi yapilmakta ve 11,3 milyon ton domates Uretiimektedir (FAOSTAT,
2012). Ulkemizde gerek taze tiiketim gerekse sanayilik domates gesitleri yil boyunca seralarda
ve mevsimsel olarak da tarlalarda Uretilmektedir. Uretilen domatesin ¢gogu yurt icinde tiiketime
sunulsa da, 2011 yil istatistiklerine gére 432 milyon dolar degerinde 576573 ton domates
yurtdisina ihrag edilmistir (FAOSTAT, 2011). Domates llkemizde diger zirai trlinler icinde en
yuksek ihra¢ oranlarina sahiptir (FAOSTAT, 2011) ve ihracati da son ¢ yilda daha da artmistir
(USDA GAIN Report, 2009). Ekonomik 6éneminin yaninda domates tlkemiz mutfaginda da taze
tuketilen tum sebzelerin %70’ini olusturmaktadir (USDA GAIN Report, 2009). Ekonomik ve
besin degeri olarak énemi dusindldiginde surdardlebilir Gretimi zorunludur. Sardralebilir
uretiminin mumkdn olabilmesi i¢cin domates Uretimini kisitlayan biyotik ve abiyotik stres
kosullarina dayanikli drinlerin mevcudiyeti hayati dnem tagsimaktadir. Domates en fazla suya
ihtiyag duyan tarimsal bitkilerdendir ve yetistiriimesi esnasinda dlizenli sulamaya ihtiya¢ duyar.
Yiksek miktarda sulamaya ihtiyaci sebebiyle yiksek sicaklik, kuraklik ve tuzluluk gibi abiyotik
stres kosullari domates Uretiminde verimi ve kaliteyi sinirlayan en énemli gevresel faktorlerdir
(Peet, 2005).

Kurakhk diger bitin abiyotik stres kosullarinin hepsinin toplamindan daha fazla kayiplara
sebep olmaktadir (Foolad, 2007). Dahasi yapilan ¢alismalarda, tarim arazilerin %45’inin su
stresine (kuraklik ve tuzluluk stresleri) maruz kaldigi tespit edilmigtir (Tanji, 1990). Kuraklik
stresi bitkilerde fotosentezin ve hiicre bélinmesinin azalmasina ve yaprak yaslanmasinin
artmasina bdylelikle de verim ve kalite diisigslerine sebep olmaktadir (Munns, 2008). Kuraklik
stresine tepki ve tolerans mekanizmalari pek ¢ok gen ile kontrol edilen ve kontrol edilemeyen
cevre kosullarindan etkilenen karmasik fenomenlerdir (Vinocur vd., 2005). Ayrica, bitkilerde
stres toleransi bitki gelisim evrelerine 6zgu kontrol edilmektedir ve farkh gelisim evrelerindeki
tolerans mekanizmalari birbirinden tamamen bagimsizdir (Fooland, 2007). Dolayisiyla kuraklik
stresine karsi tolerans mekanizmalarinin geleneksel islah galismalari ile gelistiriimesi hem ¢ok
uzun zaman gerektirmesi hem de masrafli olmasi sebebiyle zordur. Bu nedenle, kurakliga
toleransli bitkilerin gelistiriimesi i¢in transgenik yontemler dn plana ¢ikmaktadir. Kamuoyu
endigelerine ragmen genetik muhendisligi yontemleri kullanilarak yiksek verim ve kalitede
tarimsal bitkilerin Gretimi yeni bir cag agmistir. Genellikle antibiyotik ve herbisit direng genleri
olan bitki secilim markdr genlerinin kullanimi genetik muhendisligi Granu bitkilere karsi
cikiglarin temel sebebidir. Clinkl bu antibiyotik ve herbisit direng genlerinin dogaya yayilabilme
potansiyeli bulunmaktadir. Bitki seleksiyon markérlerinin kullaniimadigi, temiz gen teknolgjileri
s6zU edilen riskleri ortadan kaldirmaktadir. Seleksiyon markoéri kullanilmadan ya da sonradan
markor genin uzaklastirimasini mimkin kilan; hedef genin markdér gen igcermeksizin
aktarilmasi ve PCR taramasi ile tespiti (Vetten vd., 2003), co-transformasyon (Komari vd.,
1996) ve boélgeye 6zgli rekombinasyon (Gleave vd., 1999, Zubko vd., 2000) gibi bazi yontemler
geligtirilmistir (Manimaran vd., 2011).

Bitkiler kuraklik streslerine karsi karmasik cevap ve tolerans mekanizmalarina sahiptirler ve
temel olarak bitki dokularinda dehidratasyona sebep olmakta ve bu da hicre iginde cesitli
hasarlar gelismesine sebep olmakta ve bitki metabolizmasi olumsuz olarak etkilenmektedir
(Wang vd., 2003). Kuraklik stresi hiicre icinde homeostazin ve iyon dagiliminin bozulmasina
neden olan osmotik strese sebep olur (Zhu, 2001). Dahasi kuraklik stresi hiicre membran
lipidlerinde ve Ayrica, hlcrenin yapisal ve fonksiyonel proteinlerinin de yapisinda hasara
sebep olan oksidatif strese sebep olur (Smirnoff, 1998). Kurakli stresi kosullarinda hayatta
kalmak igin metabolizmanin degisen gevre kosullarina uyum saglamasi igin ilk tepki olarak
sinyal iletim yolaklari aktive olur (Zhu, 2002). Daha sonrasinda ise biyokimyasal ve gen
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ifadelenmesinde degisiklikler ger¢eklesir ki bunlar da ikincil cevap unsurlaridir. Bitkiler kuraklik
stresini zararl etkilerini tolere etmek i¢in ozmo-protektan molekullerin ve baz koruyucu
proteinlerin (i1sil sok proteinleri, LEA vb.) sentezi ve hiicre i¢inde biriktirilmesi; zararli iyonlarin
fazlalarinin hiicre disina atilmasi igin iyon pompasi islevi gbéren proteinlerin sentezi; reaktif
oksijen molekullerini (ROS) ektisizlestiren klgik molekdllerin ve enzimlerin sentezi gibi bazi
biyokimyasal mekanizmalari aktive ederek kuraklik stresine kargi ikincil cevabi olustururlar
(Ashraf ve Akram, 2009). Bitkilerde yukarida s6zu edilen bu biyokimyasal degisiklikler temelde
absisik asit (ABA) ve sitokinin (CKs) gibi hormonal degisikliklere baghdir (Davies ve Zhang,
1991), Bu hormonlarin seviyelerindeki degisiklikler bilinen ve bilinmeyen bazi transkripsiyon
faktorlerinin (CBF/DREB ve NF-Y) aktive olmasina sebep olmakta, bunlar sayesinde de
tolerans mekanizmalarinda rol oynayan proteinler sentezlenebilmektedir ve bahsedilen
biyokimyasal yolaklar aktive olabilmektedir (Nelson vd., 2007; Zhang vd., 2004).

Kuraklik stresi kosullarindaki bitki hormon duzeylerindeki degisikliklerin fotosentezin
inhibisyonu ile iligkili oldugu bildiriimistir (Chaves, 1991). Yapilan calismalarda kuraklik
kosullarinda ABA seviyelerinin arttigi, sitokinin seviyelerinin ise azaldigi tespit edilmistir
(Davies ve Zhang, 1991). Kuraklik kosullarinda ABA seviyelerinin artisinin strese duyarli
genlerin aktivasyonunda ve stomata agikliginin kontrolinde rol oynadigi tespit edilmistir
(Agrawal ve Jha, 2010). Azalan fotosentez hizinin terleme ile su kaybini énlemek igin
stomatlarin gegirgenliginin azalmasi ile CO, difuizyonunun azalmasna bagh oldugu tespit
edilmistir (Munns, 2008). Ayrica, agir stres kosullarinda fotosentez ile iligkili proteinlerin
yikiminin gerceklestigi de belirlenmistir (Tambussi vd., 2000).Tarimsal bitkilerde verim
kaybinin ana nedenlerinden birinin fotosentez hizindaki diisiis oldugu bilinmektedir. Dahasi
kuraklik ve tuzluluk stresi sebebiyle hormonal diizeylerindeki degisimler hizlanan yaslanmayi
izleyen surgun buyimesinin azalmasidir. Bu durumun da dogrudan sitokinin seviyelerindeki
disus ile iligkili oldugu tespit edilmistir (Divi vd., 2009). Sitokininler bitki bliyiime ve gelisiminde
cesitli rollere sahip olan iso-prenoid ya da aromatik yan-zincirler iceren adenin tirevi
molekullerdir (Mok ve Mok, 2001). Sitokininlerin daha ¢ok slirglin ve koklerde mitotik aktivite,
surgln ve koklerde dallanma, yaprak yaslanmasi gibi bitki bluylmesi ve gelismesi Uzerine
etkileri oldugu bilinmekle birlikte yapilan yeni ¢alismalarla ¢cevresel stres kosullarina direng
mekanizmalarinda da onemli rol oynadiklari belirlenmistir (Arguesoet vd., 2009; Werner ve
Schmiilling, 2009). Dahasi yapilan mikro-array ¢alismalarinda stres kosullari altinda sitokinin
sinyal yolagina iliskin pek ¢cok genin ifadelenmesinde degisiklik oldugu da tespit edilmistir
(Argueso vd., 2009). Ayrica, yapilan calismalarda yaprak yaglanmasinin disaridan sitokinin
muamelesi ile geciktirildigi rapor edilmistir (Van Staden vd., 1983). Bagka bir ¢calismada ise
yaprak yaglanmasinin ancak sitokinin miktarlari belli bir seviyenin altina dustuginde goézlendigi
bildirilmigtir (Nooden vd., 1997). Sitokinin duzeylerinin belli bir dizeyin Uzerinde tutulmasinin
yaslilik ile iligkili genlerin transkripsiyonel regulasynunu inhibe ettigi boylelikle bitki gapinda
yaglanmanin da engellendigi tespit edilmistir (Gan ve Amasino, 1995). Ayrica, yapilan
calismalarda sitokinin biyosentez genleri olan izopentil transferaz (IPT) (Gan and Amasino
1995; Cowan vd., 2005; Rivero vd., 2007) ve zeatin O-gluckoziltransferaz (ZOG1) (Dobrev vd.,
2008) ile transforme edilen transgenik bitkilerde sitokininlerin over-ekspresyonunun yaprak
yaslanmasini geciktirerek kurakliga karsi tolerans sagladigi rapor edilmistir. Ancak
sitokininlerin gelisim dizeyi ve doku gdézetmeksizin IPT geninin sirekli (constitutive) over-
ekspresiyonunun bitkilerde bazi gelisimsel sorunlara neden oldugu bildirilmistir (Pospisilova,
2003). Bu nedenle sitokininlerin IPT geni ile yalnizca stres kosullarinda kontrolli bir sekilde
over-ekspresiyonunun bitkilerde kurakhga direng sagladigi anlasiimaktadir. Ancak IPT geninin
yaglanmaya 6zgun promotor SAG12; (Gan ve Amasino, 1995) ya da olgunlukla uyarilan
promotér SARK (Rivero vd., 2007) kontrolinde over-expresiyonunun yaglanmaya bagli
fotosentez hizi dugtsuni geciktirdigi, bu nedenle de yuksek sicaklik (Xu vd., 2009) ve sinirli
sulama kosullarinda (SARK::IPT; Rivero vd., 2007) yetistirilen bitkilerdeki verim kayiplarini
minimize ettigi belirlenmisgtir.

IPT geni Arabidopsis, tatin, ot turleri, fistik, domates ve piring bitkilerinde farkli promotérierin
kontrolinde over-ekspres edilmis ve yuksek sicaklik, kurakhk ve tuzluluk gibi farkli stres
kosullarina karsi tolerans igin testlemeleri gerceklestirilmistir (Rivero vd., 2007; Rivero vd.,
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2010; Xu vd., 2008; Xu vd., 2009; Xu vd., 2010; Qin vd., 2011; Ghanem vd., 2011; Peleg vd.,
2011; Merewitz vd., 2011; Zhang vd., 2010). S6zu edilen bu ¢alismalar sonucunda, IPT geni
ile sitokinin over-ekspresiyonun kuraklik, yiksek sicaklik ve tuzluluk gibi farkl stres kogullarina
direncte rol oynadigi belirlenmistir. Bu konuda yapilan diger bir ¢alismada IPT geni SARK
promotori kontrolinde tutiinde over-ekspres edilmistir ve transgenik bitkiler kuraklik stresi
kosullarinda oksidatif stres ile ilgili genlerin ifadelenmesi, farkli dokularda sitokinin miktarlari
ve yaprak yaslanmasi agilarindan incelenmistir. Bu galisma sonucunda SARK::IPT over-
ekspresiyonunun kuraklik kosullarinda yaprak yaslanmasini geciktirdigi, fotosentez hizindaki
disUsu engelledigi ve normal kosullarin yalnizca %30’u kadar sulama yapilmasina ragmen bu
geni ifadeleyen bitkilerin kontrol bitkileri kadar saglikh kaldiklari tespit edilmistir (Rivero vd.,
2007). Baska bir calismada ise kuraklik kosullarinda SARK::IPT ifadelenmesinin fotosentez
mekanizmalari Uzerindeki etkileri incelenmistir (Rivero vd., 2009). Bu calismada ise
fotosentetik parametreler, CO, assimilasyonu ve fotorespiratdr yolak ile ilgili gen ifadelenme
dizeyleri incelenmistir ve bitkide fotosentez ile ilgili proteinlerin yikiminin engellendigi ve
incelenen yolaklarda gen ifadelenmelerinde ciddi degisiklikler oldugu tespit edilmistir (Rivero
vd., 2009). Peleg vd. tarafindan (2011) gerceklestirilen ¢calismada ise IPT geni yine SARK
promotdrl  kontroliinde piring bitkisinde over-ekspres edilmis ve kuraklik kosullarinda
transgenik bitkilerin anthesis dncesi ve sonrasinda brassinosteroid ve jasmonate ile iligkili
genlerin ifadelenme dizeyleri ve source/sink iligkileri incelenmistir. Bitkilerin kuraklik
kosullarina direng gelistirdigi ve kokleri tarafindan mevcut suyu daha iyi kullandiklar tespit
edilmistir (Peleg vd., 2011). Diger bir casismada ise SARK::IPT fistikta over-ekspres edilmis
ve kuraklik kosullarinda transgenik bitkilerin fotosentez hizlari, stoma gegirgenlikleri, solunum
hizlari gibi fenonotipik 6zellikleri ve hem laboratuvar hem de tarla kosullarinda verimleri
incelenmistir ve kuraklik kosullarina gerek laboratuvar gerekse tarla kosullarinda direng
g6zlenmistir. (Qin vd., 2011). Yapilan bagska bir calismada ise IPT geni sicaklikla uyarilan
HSP70 promotéri kontrolinde kdk bélgelerinin sicakligi artirilarak yalnizca kék boélgesinde
over-ekspres edilmis ve tuzluluk stresine tolerans agisindan incelenmistir (Ghanem vd., 2011).
Bu calismada transgenik bitkilerde dokulardaki sitokinin miktarlar ve sitokininlerin kdk ve
stirglin dokulari arasindaki taginimi; farkli dokulardaki Na ve K miktarlari; fotokimyasal etkinlik;
stoma gegirgenligi ve surgunlerin rolatif blyime hizlari incelenmistir ve incelenen parametreler
acisindan kuraklik direncini destekleyen bulgulara ulasiimigtir. Diger bir calismada ise
sitokininlerin ¢ok yillik ot tirleride sicaklija toleransa etki mekanizmalari proteomik agidan
incelenmistir (Xu vd., 2010). Bu amagcla IPT geni SAG12 ve HSP18 promotorleri kontrolinde
over-ekspres edilmis ve bitkiler 35°C’de sicaklik stresine maruz birakilmis ve transgenik ve
transgenik olmayan kontrol bitkileri arasindaki toplam proteome degisimleri incelenmistir. Zang
vd., (2010) tarafindan gergeklestirilen baska bir calismada ise IPT geni yaglanma ile uyarilan
SAG32 promotéri kontrollinde kasava bitkisinde ifadelenmis ve bitkilerin kurakliga direncleri
gerek laboratuvar gerek tarla kosullarinda yaprak yaslanmasi, fotosentetik aktivite ve bitki
bldyime hizi gibi fizyolojik karakterler élgllerek test edilmistir. IPT geninin kasava bitkisinde
SAG32 promotora kontrolinde over-ekspresiyonunun kuraklik kosullarina direngte etkili
oldugu tespit edilmistir (Zang vd., 2010). Stres kosullari disinda sitokinin over-ekspresyonun
bitki metabolizmasini farkli gelisimsel dizeylerde nasil etkiledigi ve sitokininler tarafindan
kontrol edilen molekiler islemlerin belirlenmesi icin de IPT geni over-ekspres edilmistir
(Lochmanova vd., 2008; Liu vd., 2011; Cerny vd., 2013). Lochmanova vd., (2008) tarafindan
gerceklestirilen calismada sitokininlerin karanlikta blyutilen A. thaliana filizleri Gzerine etkisi
proteomik yaklagsim ile incelenmistir. Bu ¢alismada IPT geni lahana mozaik viristi 35S
promotori kontroliinde ifadelenmistir ve karanhkta buyGtilen transgenik ve transgenik
olmayan A. thaliana filizlerinin toplam proteomlari karsilastinimistir (Lochmanova vd., 2008).
Liu vd., (2011) tarafindan gerceklestirilen ¢calismada IPT geni SAG-13 promotdri kontroltinde
brokoli bitkisinde over-ekspres edilmis ve sitokininlerin hasat sonrasi yaslanmaya etkileri
proteomik yaklasim ile galisiimistir ve antioksidant enzimlerin ve stres cevap proteinlerinin
ifadelenmesinin hasattan sonraki yaglanmay geciktirdigi tespit edilmistir (Liu vd., 2011). Cerny
vd. (2013) tarafindan gerceklestirilen ¢calismada ise sitokininlerin transgenik yaklagsimla over-
ekspresyonun (35S::IPT ekspresyonu) ve down-regilasyonun (35S::HVCKX2) etkisi A.
thaliana filizleri Gzerindeki etkisi proteomik ve metabolomik yaklasim ile calisiimistir. Bu
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calisma ile sitokinin aktitesinde rol oynayan daha 6nce tanimlanmamis olan ribozomal
proteinler, redoks regulasyonunda ve hormon yolaklarinda rol oynayan proteinlerin sitokinler
tarafindan regule edildigi tespit edilmistir. Ayrica, sitokinin varliginda (over-ekspresiyon) ve
yoklugunda (downreguilasyon) amino asitler, karbohidratlar ve organik asitler gibi metabolitlerin
de etkilendigi tespit edilmistir (Cerny vd., 2013).

Sitokininllerin bitki metabolizmasini nasil reglle ettigine dair pek ¢cok ¢calisma gerceklestirilmis
olmasina ragmen kuraklik stresi kosullari altinda domateste gergeklestiriimis herhangi bir
calisma bulunmamaktadir. Ozellikle sitokininler tarafindan regile edilen ve bitki
metabolizamsinin  kontroliinde rol alan ana faktérler olan nlkleus proteinlerinin nasil
degistigine dair herhangi bir ¢calisma da bulunmamaktadir. Gergeklestirdigimiz g¢alisma ile
domateste sitokininlerin yaprak proteinlerini nasil regule ettigi ve kurakliga tepki ile tolerans
mekanizmalarinin nasil etkilendiginin anlasiilmasi agisindan énem tasimaktadir. Tanimlanan
aday proteinler ile ilgili daha ileri galismalar ile bu proteinleri kodlayan genler stres kosullarina
direncli bitkilerin gelistiriimesinde kullanimi mimkin olabilecektir.

3. GEREG VE YONTEM
3.1. Domates Transformasyonu

Domates transformasyonu icin kullanilan IPT (isopentenyl transferase) geni Prof. Dr. Eduardo
Blumwald (University of California - Davis, ABD)'dan temin edilmistir (Rivero vd., 2007). S6zu
gecen IPT geni SARK promotéri ve nos terminatéri icermektedir. IPT geni i¢in konstraktlar
hali hazirda kanamisin secici marker geni (NPTII) iceren pBI121 binary vektori iginde
bulunmaktadir (Sekil 1).

Pstl
Pstl Spel
Hind 111 | Xbal Xbal BamHI

X N
NOSge0 NPT I (Kan") NOS-ter SARK promoter IP'T ORF OSter

pSICnosKan (Based on pBI121)
(By Lianhai Fu, reconstructed for tomato, 09-13-06)
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L

Sekil 1. ilgili geni igeren ve domates transformasyonunda kullanilan plasmid DNA’nin sematik
gosterimi.

IPT gen bolgesini igeren plazmid Agrobacterium tumefaciens LBA4404 suguna isil sok yontemi
ile transforme edilmistir (Chung vd., 1989). Daha sonrasinda transformant bakteriler domates
kotiledonlarina Agrobacterium araciligi ile gen aktarimi ¢alismalarinda kullaniimistir (Frary vd.,
2004). Domates transformasyonu Frary ve van Eck (2005) tarafindan belirtildigi gibi
gerceklestiriimistir. Domates tohumlari éncelikle 70% etanolde 3 dk sonra da %10 ¢camasir
suyu ¢ozeltisinde 10dk bekletilerek sterilize edilmistir. Daha sonra tohumlar steril distile su ile
yikanmis ve 72 MSO besi yerine ekilmistir. Tohumlar 25°C’de 16 saat isik foto periyodunda
tutulduklari buyitme kabininde ¢imlendiriimistir. Cimlenen domates bitkileri 5-7 giin arasinda
cenekleri tamamen agilmasina ragmen henlz gergek yaprak gikartmadan transformasyon igin
kullaniimistir. Laminar flow kabininde steril kosullarda bitkiler MS01/2 besi yerinden ayriimis
ve cenekler ikiye kesilerek bir gunlik besleyici tabakanin Uzerine yerlestiriimistir. Besleyici
tabaka KCMS kati besi yerinin Gzerine eklenen 2 ml of titin sUspansiyon kilturinden
olusmaktadir ve slispansiyon kulttiriin Gzerine 7 cm’lik Whatman filtresi yerlestirilmistir. Cenek
parcalari 25° C’de 16 saat 151k foto periyodunda bir gece bekletiimistir. Daha sonrasinda ¢enek
parcgalari bir gece boyunca buyutilmus olan IPT gen bdlgesini iceren plazmid ile transforme
edilmis A. tumefaciens ile muamele edilmis ve 5 dk muameleden sonra, ¢enek pargalarinin
Uzerindeki fazla sivi steril filtre kagidina emdirilmistir ve besleyici besi yeri iceren plastik
tabaklara geri konulmustur. Cenek pargalari Agrobacterium ile 19° C’de 48 saat inkibe



edilmistir. inkiilbasyonun ardindan genek pargalar transforme olmus hiicrelerin segilimi igin
kanamisin ve A. tumefaciens’in asiri cogalmasini engellemek icin timentin iceren 2Z besi
yerine aktariimistir. Segici rejenerasyon esnasinda kultirler 25°C’de 16 saat 1sik foto
periyodunda inkiibe edilmistir. 2Z besi yerinde inkiibe edilen ¢enek pargalarindan filizler
olugana kadar her U¢ haftada bir 1Z besi yeri yenilenmistir. Rejenere olan bitki yesil gévde
aksamlari yaklasik 2 cm boya ulastiklarinda kesilmis ve kesilen bitkiler kanamisin ve timentin
iceren TRM besi yerine kok olusumu igin aktariimistir. Kok olusumundan sonra bitkiler topraga
aktariimis ve 2 hafta boyunca normal bliyime kosullarina alistirnimis ve buylk saksilara
aktariimistir.

3.2. Elde Edilen Transformant TO Bitkilerinin PCR ile IPT Geninin Varhg igin
Dogrulanmasi

Elde edilen TO transformant bitkilerde transgen varligi 6ncelikle PCR yontemi ile test edilmistir.
Bu amagla toplam uzunlugu 1625 bp olan SARK::IPT dizisinde farkli bélgelere 6zgin olan 1.4,
0.6, 0.4, 0.2 ve 0.2 kb PCR durunleri olusturan primerler Batch primer 3 programi ile dizayn
edilmistir ve PCR deneylerinde kullaniimistir. PCR ¢alismalarinda kullanilan olan genomik
DNA’lar CTAB yontemi ile izole edilmigtir (Stewart vd., 1993). Elde edilen genomik DNA’larin
derisimi NanoDrop spektrofotometresi ile olgilmustir (Thermo Scientific Multiskan GO
Microplate Spectrophotometer). 2,5 ul PCR tamponu, 0.2 mM dNTPs, 50-100 ng genomik
DNA, 0,2 ug/ul) ileri ve geri primer ve 1U Tag DNA polimeraz igeren son hacmi 25 ul olan PCR
reaksiyonlari kurulmustur. PCR programi olarak ise 95 °C’de 5 dk 6n isitma sonrasinda 95
°C’de 1 dk, 60 °C’de 1dk ve 72 °C’de 1dK’lik 30 dongu ve son olarak 72 °C’de 10dk’dan olugsan
program ile PCR deneyleri gerceklestiriimisti. PCR deneylerinde transformasyon igin
kullanilan SARK::IPT gen bdlgesinin iceren plazmid DNA pozitif kontrol olarak kullaniimigtir.
Sonrasinda elde edilen PCR drinleri %0,8'lik agaroz jel elektroforezinde yirutilmus ve
etidyum bromdr ile boyanan jeller jel goéruntileme cihazinda (Biorad Doc XR) fotograflanmigtir.

3.3. TO Transgenik Bitkilerinde Transgen Kopya Sayisinin Southern Blot Yontemi ile
Belirlenmesi

PCR ile transgenik oldugu belirlenen bitkilerdeki transgen varhiginin ikinci bir yéntemle
dogrulanmasi ve kopya sayisinin belirlenmesi icin Southern blot yontemi kullaniimistir. Bu
amagcla DIG (digoxigenin) isaretli problarin sentezi igcin PCR DIG labelling (Roche) kiti Greticinin
talimatlarina goére kullaniimistir. Problar SARK::IPT’ye 6zglin 1.4 kb’lik PCR Urlin{ olusturan
pSARKIPT primer cifti, farkli seyreltme oranlarinda DIG labelling karisimi ve kalip DNA olarak
da transformasyonda kullanilan SARK::IPT bolgesini icren plazid DNA kullanilarak yukarida
anlatildigi sekilde PCR reaksiyonlari kurulmustur. Sonrasinda DIG isaretli problar %0.8’lik
agarose jel elektroforezinde yuratiimustar ve DIG isaretli probun sentezlendigi dogrulanmigtir.

Southern blot icin 20 ug domates DNA'’sI [daha 6nce PCR reaksiyonlarinda pozitif sonug alinan
her bir TO bitkisi icin (TO_4, TO_6, TO_11 ve TO_19 ) DNA’lar ayri olarak hazirlanmistir (bu dort
TO bitkisi icin DNA’lar havuzlanmamisgtir)]. EcoRI (Fermentas) enzimi ile Ureticinin talimatlarina
gore kesilmistir. Kesim reaksiyonundan sonra her bitki icin DNA’lar fenol kloroform yontemiyle
temizlenmis ve sonrasinda 15 ul TE tamponunda ¢oktlrllmastir. Sonrasinda kesilmis olan
DNA’lar %0.8’lik agaroz jelde yaklagik 5 saat 40 V’ta yurutiimustir. Sonrasinda jel 30 dk
denatlrasyon tamponunda (0.5 M NaOH, 1.5 M NaCl) bekletilmistir. Daha sonra ise 30 dk (0.5
M Tris-HCI pH 7.5, 1.5 M NaCl) nétralizayon tamponunda bekletiimis ve 20X SSC (3 M NacCl,
0.3 M sodium citrate pH 7.0) tamponunda 10 dk boyunca equilibre edilmistir. Jel pozitif yukla
naylon membrana 20 X SSC tamponu igerisinde bir gece boyunca bekletilerek kapiler blotlama
yontemi ile blotlanmistir. Blotlama isleminden sonra membran kurutulmus ve UV 1sik altinda 5
dk bekletilerek membrana capraz baglanma islemi gergeklestiriimistir. Capraz baglama
isleminin ardindan DIG isaretli problar ile hibridizasyon islemi gerceklestiriimistir.
Sentezledigimiz DIG isaretli prob icin hibridizasyon sicakhgi “T, = 49.82 + 0.41 (% G + C) —
600/I (I = hibritin base cifti biriminden uzunlugu) Thp, = Tm — (20° to 25°C)” formull ile 42 °C
olarak belirlenmistir. Hibridizasyon ve immuino dedeksiyon islemi DIG-High Prime DNA
Labeling and Detection Starter Kit | (Roche) kullanilarak Ureticinin talimatlarina gore



gerceklestiriimistir. Son olarak ve NBT/BCIP ile boyanan membrane beyaz isik altinda (Biorad
Doc XR) cihazinda fotograflanmistir.

3.4. Transgenik T2 Bitkilerinin Elde Edilmesi

PCR calismasi sonucunda IPT genini icerdigi belirlenen TO bitkileri kontrolli sera kosullarinda
blyutalmustiar. S6z konusu TO bitkileri kendilenerek T1 tohumlari bu bitkilerden toplanmistir.
Daha sonrasinda T1 tohumlari sera kosullarinda bayutilimustir ve elde edilen bitkilerden DNA
ekstraksiyonu yukarida belirtildigi sekilde gergeklestiriimistir. Daha sonrasinda transgenik T1
bitkilerinin secilmesi igin iptF2/iptR2 primerleri kullanilarak PCR deneyleri daha o6nce
aciklandigi gibi gerceklestiriimistir. PCR pozitif olan domates bireyleri secilmis ve bu bireyler
kendilenerek T2 tohumlar elde edilmigtir.

3.5. Transgenik Bitkilerde Zigotluk Duzeylerinin RT-gPCR Yontemi ile Belirlenmesi

Serada bulydtilen ve transgenik oldugu PCR ile belirlenen T2 bitkilerinden SARK::IPT igin
homozigot ve heterozigot (homozigot bitkilerin genomunda transgen igin iki kopya, heterozigot
bitkilerin genomunda 1 kopya) olan bitkiler RT-gPCR ydntemi ile belirlenmistir (Wang vd.,
2005). Bu amagla transgenik T2 bitkilerinden (PCR ile dogrulanan bitkiler) genomik DNA CTAB
yontemi ile izole edilmistir. Homozigot ve heterozigot bitkilerin ayirt edilmesi icin referans gen
(B-tubilin) ve SARK::IPT’ ye 6zgiin (IPT_105-267) RT-gPCR urunleri igin 2724t jcin iki kat fark
gorulmesi beklenmektedir. Bu amacla referans gen (B-tubilin) ve SARK:IPT'ye 6zgln
(IPT_105-267) primerler icin 30 ng genomic DNA, 5.05 ul H20, 0.225 ul 10 ug/ul ileri ve geri
primer ve 7.5 ul Maxima SYBR Green/ROX gPCR Master Mix (Thermofisher) kullanirak 15
ullik RT-gPCR reaksiyonlari kurulmustur. Hazirlanan reaksiyon karisimlari Applied
Biosystems StepOne RT-qPCR sistemi kullanilarak pre-inkiibasyon, amplifikasyon, erime ve
sogutma basamaklar takip edilerek analiz edilmistir. Referans gen (B-tubilin: 7.5;15; 30;60;
120 ve 240 ng domates genomik DNA’sI) ve SARK::IPT’ye 6zglun (IPT_105-267: 7.5; 15; 30;
60; 120 ve 240ng plazmid DNA) primerler igin farkh DNA konsantrasyonlari igin standart
grafikler ¢izilmis ve s6z konusu primerlerin ¢alisma igin uygunlugu test edilmistir (elde edilen
grafiklerin lineer olmasi (R? degerlerinin 1’e yakinhdi) ve PCR verimlerinin uygun olmalari
sebebiyle). Ayrica, referans gen ve SARK::IPT’ye 6zgln primeler igin erime egrisi analizleri
yapilis ve s6z konusu primerlerin tek ve spesifik Grin olusturdugu teyit edilmistir Test edilen
transgenik bitkilerin homozigot ya da heterozigot olduklari AACt = Ct; IPT- Ct; B-tubilin_o6rnek
2 - Ct; IPT —Ct; a-tubilin_ornek 1 ve 2 22¢t formdilleri ile hesaplanmistir. Boylelikle homozigot
ve heterozigot transgenik oldugu belirlenen T2 bitkilerinden tohumlar saklanmigtir.

3.6. Transgenik T1 Bitkilerinin IPT mRNA ifadelenme Diizeylerinin RT-qPCR ile
Belirlenmesi

IPT geninin mRNA dlzeyinde ifadelenme oranlarinin belirlenmesi icin RT-qPCR ¢alismalari
gerceklestirilmistir. Bunun icin dncelikle IPT genine 6zgin ve Sybr Green RT-gPCR ydntemine
uygun primerler Thornton vd., (2011) tarafindan belirtilen esaslar dikkate alinarak Primer3
programi ile dizayn edilmistir (Tablo 2). Dizayn edilen primerler IPT genine ézgunlikleri icin
test edilmistir ve PCR kosullar optimize edilmistir. Yine RT-gPCR ¢aligsmalarinda kullanilan
referans genler olarak daha énceki galismalarda domates dokusunda stabil olarak ifadelendigi
tespit edilen “TIP41-like family protein” (TIP41), “Clathrin adaptor complexes medium
subunit/Endocytic pathway” (CAC) (Expodsito-Rodriguez vd. 2008), Ribosomal Protein L2
(Lovdal ve Lillo, 2009) ve Ubiquitin (Fiorellini vd., 2009) genleri igin primerler kullaniimistir.

Tablo 1. RT-gPCR deneylerinde kullanilan primerlerinin dizi bilgileri

IPT_105-267 Primer Dizileri Erime Sicakhgi Uriin Boyutu

ileri primer GGCTTCCAGTCCTTTCGCTT 63 162



http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0038071713000242#bib53

Geri primer GTCGTTCCTTTCAGTTCTTCCAC
TIP41 ™

ileri primer ATGGAGTTTTTGAGTCTTCTGC 60 235

Geri primer GCTGCGTTTCTGGCTTAGG
CAC ™

ileri primer CCTCCGTTGTGATGTAACTGG 60 173

Geri primer ATTGGTGGAAAGTAACATCATCG
Ubiquitin ™

ileri primer ACCAAGCCAAAGAAGATCAAGC 60 173

Geri primer ATTGGTGGAAAGTAACATCATCG

Ribosomal
protein L2 ™
ileri primer GTCATCCTTTCAGGTACAAGCA 60 156

Geri primer CGTTACAAACAACAGCTCCTTC

Serada buyutulen iki farkh TO bitkisinden (T6 ve T19) gelen T1 bitkilerinden 200 mg yaprak
(olgun ve genc yaprak dokulari) ve kdk dokusu kullanilarak Qiagen RNeasy plant mini kit ile
toplam RNA ekstraksiyonu gerceklestirilmistir (her bir hat icin 4 farkh bitkiden ekstraksiyonlar
gerceklestiriimistir). RNA ekstraksiyonundan sonra RNA derisimi NanoDrop spektrofotometre
(Thermo Scientific Multiskan GO Microplate Spectrophotometer) ile belirlenmistir. Toplam RNA
kalitesini degerlendirmek icin 3’er ul RNA %0,8’lik agaroz jelde yuratulmugtir. Toplam RNA
ekstraksiyonundan sonra elde edilen toplam RNA genomik DNA kontaminasyonunun
uzaklastiriimasi i¢cin DNase | (Life Technologies Ambion DNasel Turbo Kit) enzimi ile muamele
edilmistir. Bu amagla 10 ug toplam RNA 2U DNasel ve 1x DNase reaksiyon tamponundan
olusan 50 ul'lik Dnase | reaksiyonu kurulmustur ve reaksiyon 37 °C 30 dk olacak sekilde
gerceklestirilmistir. Sonrasinda Dnase | fenol/kloroform ektraksiyonu yontemi ile temizlenen
toplam RNA &rneklerinden uzaklastiriimistir. Fenol klorofom ekstraksiyonu igin 1/1 fenol
kloroform karisimi esit hacimde RNA &rnegine eklenmis ve 4 °C en yiksek hizda santrifljden
sonra Ustte kalan sulu faz temiz bir tlipe aktariimistir. Elde edilen sulu fazin tzerine 1/10 hacim
3 M Na-asetat ve 2.5 hacim %100 EtOH eklendikten sonra 2 saat -20 °C’de inkiibe edilmistir
ve sonrasinda 4 °C en yuksek hizda 10 dk santrifijlenerek RNA ¢oktlriimustir. Sonrasinda
cokrilen RNA %70’lik EtOH ile U¢ kez yikanmis ve 20 ul DEPC (Diethylpyrocarbonate) su
icerisinde ¢ozulmustar.

Genomik DNA uzaklastirildiktan sonra RNA konsantrasyonlari NanoDrop spektorfotometresi
ile olculmustir. Daha sonrasinda elde edilen bu toplam RNA drneklerinden cDNA sentezi
Thermo RevertAidH Minus First Strand cDNA sentez kiti (Thermo) kullanilarak
gerceklestiriimistir. cDNA sentez reaksiyonu kalip olarak 1 ug toplam RNA ve anchored
oligo(dT)1s primerleri spesifik olarak mMRNA dizilerini cogaltmak i¢in Ureticinin talimatlarina gore
kullaniimistir. Bu amagla 1 ug toplam RNA ve 50 pmol of anchored oligo(dT)is primerleri
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karistiriimis, son hacim su ile 13 ul'ye tamamlanmistir ve sonrasinda bu karisim RNA ve primer
dizilerinin denaturasyonu igin 65°C’de 10 dk inkibe edilmistir. Denaturasyondan sonra 4 ul
reverse transkriptaz tamponu, 0.5 ul RNase inhibitérl, 0.5 ul reverse transkriptaz ve 2 ul
deoksinukletid karnigimi eklenerek son reaksiyon hacmi 20 ul'ye tamamlandiktan sonra
reaksiyonun gergeklesmesi icin 50°C’de 60dk inkibe edilmistir. Reverse transkripsiyon ile
cDNA sentezlenmesinin ardindan sentezlenen cDNA’lar 1/3, 1/12, 1/48 olacak sekilde Ug farkli
seyreltme yapilmistir ve IPT genine 6zgu primerler (IPT_105-267) ile RT-gPCR reaksyonlari
kurulmustur. RT-gPCR reaksiyonlar igin Maxima SYBR Green/ROX gPCR Master Mix Kiti
kullaniimistir. 15 ul'lik RT-gPCR reaksiyonlarinda 2 ul seyreltilmis cDNA, 5.05 ul su, 0,225 ul
10 ug/ul ileri ve geri primer, 7.5 ul reaksiyon karisimi icerecek sekilde hazirlanmistir.
Hazirlanan reaksiyonlar Applied Biosystems StepOne PCR cihazi ile pre-inkiibasyon,
amplifikasyon, erime ve sogutma basamaklarindan olusan program ile analiz edilmistir.
Kullanilan seyreltmeler icerisinde 15 ve 35 arasinda Cq degerleri elde edebilmek igin 1/3
oraninda seyreltme orani galisma boyunca kullaniimak Uzere secilmistir. Hedef gen ve
referans gen primerleri icin 1/3, 1/12, 1/48, 1/96, 1/192, 1/768‘lik oranlarda seyreltiimis
cDNA'lar kullanilarak reaksiyonlar kurulmus ve standart grafikler hazirlanmistir (Sekil 9). Her
bir primer icin standart grafikleri kullanilarak PCR verimlilikleri hesaplanmistir (Applied
Biosystems StepOne programi) ve verimlilikleri %85-110 arasinda olan primler quantifikasyon
icin kullaniimigtir. Ayrica, kullanilan primeler igin erime egrisi analizleri yapilis ve s6z konusu
primerlerin tek ve spesifik Grtin olusturdugu teyit edilmigtir.

Calismada kullanilacak olan primerlerin uygunlugu test edildikten sonra test edilecek her bir
ornek icin ikiser tekrarli olacak sekilde IPT_105-267, CAC, TIP 41, Ubiquitin ve Ribo L2
primerleri icin RT-gPCR deneyleri yukarida anlatildigi sekilde gerceklestiriimistir. Sonrasinda
her bir 6rnek icin Cq degerleri StepOne™ System programi kullanilarak tespit edilmistir. Daha
sonrasinda hedef gen (IPT_105-267) ve hedef gen ifadelenme dizeylerinin normalizasyonu
icin referans genler (TIP 41, CAC, Ubiquitin ve Ribo L2) i¢in belirlenen Cq degerleri kullanilarak
IPT mRNA rolatif ifadelenme dizeyleri gBase (https://www.biogazelle.com/gbaseplus)
programi ile hesaplanmigtir (Hellemans vd., 2007). RT-qgPCR deneyleri sonucunda T1-6 ve
T1-19 transgenik hatlarinda IPT geninin mRNA seviyesinde geng, olgun yaprak ve kok
dokularindaki rolatif ifadelenme duzeyleri belirlenmistir. Elde edilen sonuglar igin iki faktorlt
ANOVA analizleri R programi ile gergeklestiriimistir.

3.7. Geligtirilen SARK:IPT Transgenik Bitkilerin Fizyolojik ve Verim Karakterleri
Bakimindan Degerlendirilmesi

Gelistirilen transgenik bitkilerin bliyime ve verim karakterlerinin belirlenmesi icin transgenik
(T6, T19 homozigot ve heterozigot hatlar) ve transgenik olmayan kontrol Moneymaker hatlari
hidroponik olarak tas yunu (rockwool) matrikslerde sera kosullarinda buyutdlmustar.
Homozigot bitkilerin elde edilmesi igin daha dnceki denemelerde homozigot oldugu RT-gPCR
deneyleri ile dogrulanan bitkilerden elde edilen tohumlar kullanilirken heterezigot bitkilerin
eldesi icin ise heterezigot oldugu daha énceki RT-gPCR deneylerinde dogrulanan bitkilerden
gelen tohumlar kullaniimigtir. Heterzigot bitkilerin belirlenmesi icin ¢gimlenen bitkiler gegen
rapor doneminde anlatildigi gibi RT-qPCR ile test edilmis ve heterozigot olanlar secilmistir. Her
bitki icin 10 biyolojik replika kullaniimistir. Domates tohumlari tag yina matriklerin i¢ine ekilmis,
uzerleri perlitle kapatilmistir ve tas yuni matriksler domates fertigasyon solisyonu ile
sulanmustir. iki hafta sonra 4 yaprakli hale gelen domates bitkileri geri kalan siire boyunca
blyltulecekleri buytk tas yini matriklere yerlestiriimistir. Bitkiler ¢iceklendikten sonra her 4
gunde bir acik cicekler mekanik olarak tozlandiriimistir. Deney boyunca bitki boyu, yaprak
sayisl, meyve sayisi ve agirhgi iki haftada bir kayit edilmistir. Deney toplamda 3 ay
surdUrilmustir ve deney sonunda toplam meyve agirligi, yas ve kuru yaprak agirlig
Olclimistir. Deneyler boyunca elde edilen verilerle transgenik (homozigot ve heterozigot T6
ve T19 hatlar) ve transgenik olmayan Moneymaker hatlari yaprak sayisi, toplam meyve
agirligi, toplam meyve sayisi, bitki uzunlugu yaprak sayisi, yaprak yas agirligi ve yaprak su
miktarisu miktari ((yaprak yas agirhdi — yaprak kuru agirligi )/yaprak kuru agirhidi) incelenmistir.
Her bir karakter icin kutu grafikleri R programinda ggplot2 paketi kullanilarak cizilmistir (Sekil


https://www.thermofisher.com/order/catalog/en/US/adirect/lt?cmd=catProductDetail&productID=4376357
https://www.biogazelle.com/qbaseplus

12). Gruplar arasindaki farkliliklarin istatistiksek olarak anlamli olup olmadigini degerlendirmek
icin Non-parametric Kruskal Wallis testi kullaniimistir. Grafiklerde birbirinden istatistiksel olarak
farkli olan gruplar farkl harflerle isaretlenmigken ayni olan ayni harflerle isaretlenmisgtir.

3.8. Geligtirilen SARK::IPT Transgenik Bitkilerde Kuraklik Stresi Denemeleri

Fizyolojik karakterler ve verim degerlendiriimesi igin yapilan denemelerde 6zellikle homozigot
transgenik hatlarda fizyolojik karakterlerde istenmeyen degisimler gdzlenmistir. Ozellikle bu
degisimlerin giceklenme ve meyve tutma doneminde agirlastigi tespit edilmistir. Literatlirdeki
bilgiler 1s1ginda bu semptomlarin ylksek sitokinin sentezinden kaynaklandigi, Ayrica,
gerceklestirilen bu projedeki denemelerde de homozigot bitkilerde s6z konusu semptomlari
daha yogun goérilmeside yine IPT geninin kopya sayisindan 6tlrd yuksek miktarlarda
sentezlenmesi ve sitokinin miktarinin ¢okluguna isaret etmektedir. Literatirdeki ¢alismalardan
bilindigi uzere SARK promotoru olgun yaprak dokusunda aktivite gostermekte ve abiyotik stres
kosullari ile daha da indiklenebilmektedir. Bu nedenle projede 6ngoérilen kuraklik stresi
testlemelerinde degisiklik (bitkilerin hidroponik olarak Hoagland soliisyonunda buyatalmastar)
yapiimistir. Projede oOngoérilen testlemede bitkilerin perlitte ¢imlendirilip 2 hafta sonra
koklerindeki perlitler temizlenerek Hoagland solisyonu iceren kaplara aktariimasi
planlanmistir. Ancak Hoagland solisyonuna aktarma basamadgi bitkiler i¢in ek stres yaratacag!
icin (bu durum da SARK promotorunun indiklenip IPT ekspresyonunun artisina sebep
olabilecegi icin) bitkilerin toprakta buyGtilmesi uygun bulunmustur. Bu amagla tohumlar 1.5
L’lik deliksiz saksilarda énceden nemlendiriimis ve her bir saksi igin esit olarak tartiimis
topraklara ekilmis ve nem kaybini énlemek igin saksilar stre¢ film ile kapatiimistir. Tohumlar
cimlendikten sonra streg filmde kigulk delikler agiimistir. Saksilar her hafta tartilarak saksilarin
agirliklari esit olacak sekilde sulanmistir. Bitkiler 6 hafta boyunca 25 °C’de %40 nem
kosullarinda 16 saat aydinlik 8 saat karanlik olarak ayarli bluylutme kabininde buyGtaimustar.
Alti hafta sonunda kontrol grubu bitkiler normal sulanirken stres grubu bitkiler kuraklik stresine
maruz birakmak amaciyla 2 hafta boyunca sulanmamistir ve bu slirenin sonunda bitkilerin
fotograflar gekilip proteomik analizlerde kullanilacak doku hasat edilip sivi azotta dondurulup
-80 °C’de saklanmistir. Deney T6 ile T19 homozigot ve heterozigot hatlar ile transgenik
olmayan Moneymaker hatlarindan 40’ar adet tohum ile baslatiimistir. Homozigot hatlarin
eldesi icin daha 6nce homozigot oldugu RT-qPCR ile dogrulanmis bitkilerden alinan tohumlar
kullaniimistir. Heterozigot bitkilerin secilmesi i¢in ise yine daha dnceki deneylerde RT-gPCR
ile heterozigot oldugu dogrulanan bitkilerden alinan tohumlar kullaniimig ve g¢imlenen
bitkilerden homozigot olanlar yine RT-qPCR yéntemi ile belirlenmistir. Deneyde her uygulama
(kontrol ve kuraklik stresi) ve her bir hat igin (Moneymaker, T6 homozigot, t6 heterozigot, T19
homozigot, T19 heterozigot) olmak tizere 4 er biyolojik replika kullaniimistir.

3.9. Kuraklik Stresi ve Kontrol Kosullarinda Roélatif Su Kullanim Verimligigi testi

Kuraklik testleri stiresince bitkiler sirekli tartilarak agirliklar esit olacak sekilde sulanmig ve
buharlasma ile topraktan su kasini 6nleyecek sekilde saksilarin Uzeri streg film ile kapali olacak
sekilde bitkiler buyataimustar. Kuraklik stresine maruz kalan ve kontrol kosullarinda buydtilen
transgenik olmayan kontrol ve transgenik bitkiler icin dlcllen toplam su kullanim miktarlari ve
deney sonucunda olgllen toplam bitki biyokatlesi kullanilarak RSKV=toplam biyokutle/toplam
su kullanimi formuld kullanilarak hesaplanmigtir (Sharma ve ark., 2015)

3.10. Yaprak Yaglanma Testi

Yapraklarin yaslanma belirtileri acisindan degerlendirmesi igin yaprak yaslanma testi
gerceklestiriimistir. Bunun igin transgenik olmayan kontrol ve transgenik T_19 bitkilerinin olgun
yapraklari koparilmig petri kutulari igcindeki nemlendiriimis filtre kagitlarinin (zerine
yerlestiriimis ve 20° C karanlikta 14 glin boyunca inkiibe edilmistir. Anlatilan sekilde inkiibe
edilen yapraklarin14 gin sonra fotograflari ¢ekilmistir.

3.11. Yaglanma Testi Oncesi ve Sonrasi Klorofil a ve Klorofil b Olgiimleri

Yaslanma testi dncesi ve sonrasinda her bir dérnekten dérder replika olacak sekilde yaprak
ornekleri alinmistir. Klorofil dlgimleri Warren (2008) tarafindan tanimlanan ydénteme goére
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spektrofotometrik olarak gercgeklestiriimistir. Bu amacgla 50 mg yaprak 6rnegi TissuelLyser
(Qiagen) ile homojenize edilmis ve Gzerine 1 ml %100 metanol eknerek vorteks edilmistir. Elde
edilen suspansiyon santrifij edilmis ve suUpernatanttan 100 ml mikroplak okuyucu
spekrofotometre platelerine pipetlenmistir ve tzerlerine 100 ml daha saf metanol eklenmis ve
vorteklenerek 665 ve 652 nm’de absorbanslari dl¢gliimastir. Klorofil a ve b miktarlari sirasi ile
Chl a (ug/mL) = -8.0962 A652,1 cm + 16.5169 A665,1 cm ve Chl b (ug/mL) = 27.4405 A652,1
cm - 12.1688 A665,1 cm formdlleri ile hesaplanmistir.

3.12. Malondialdehit dlgiimleri

Kuraklik stresine maruz birakilan ve kontrol kosullarinda bayutilen bitkilerden alinan yaprak
orneklerinden Heath ve Packer (1968) tarafindan tanimlanan yénteme gore gerceklestiriimistir.
100’er mg yaprak dokusu TissueLyser ile homojenize edilmis ve Uzerine %10‘luk TCA
ierisinde hazrilanan %0.25'lik TBA soliisyonundan 1.5 ml eklenmistir. Ornekler 95 °C’de 30
dk bekletilmis ve sonrasinda santrifiijlenmistir. Elde edilen stpernatanttan 200 ul mikroplak
okuyucu spekrofotometre tabakalarina pipetlenmigstir ve vortekslenerek 532 ve 600 nm’de
absorbanslari dlglilmustir. MDA-TBA kompleksi miktari155 mM™" cm™ olan molar ekstiksiyon
katsayisi kullanilarak gerceklestirilmigtir.

3.13. Yaprak Niikleus Zenginlestirmesi ve Protein izolasyonu

Proteomik c¢alismalarda kullaniimak Gzere nukleus proteinlerinin zenginlestirilip izolasyonun
yapilabilmesi i¢in dncelikle nikleus izolasyonu igin yontem optimize edilmistir. Bu amagcla
Sikorskaite vd., (2013) tarafindan gelistirilen yontem modifiye edilerek niikleus ektraksiyon
calismalari igin kullaniimistir. Bu amagla 5g dondurulmus (-80 °C’de saklanan) yaprak dokusu
politron homojenizatérde 40 ml nikleus izolasyon tamponu (4 mM MES-KOH, 4 mM NacCl, 4
mM KCI, 1 mM EDTA, 0.1 mM spermine, 0.5 mM spermidine, 1ImM DTT, 1 mM PMSF pH 5.4,
% 0.5 triton X-100 ) igerisinde soguk kosullarda homojenize edilmis ve soguk kosullarda 20 dk
calkalamali inkiibatérde bekletilmistir. Homojenat 4 katli miracloth filire kagidindan sizilmus
ve 15 dk daha galkalamali inkiibatérde bekletilmistir. Sonrasinda homojenat 4 °C’de 1000 g’de
10 dk santriflij edilmistir. Hlcre debrisi, diger organeller ve niikleusu igeren pelletin en Gst kismi
(pelletin kloroplast agisindan zengin kismi) nukleus 2.5 ml izolasyon tamponu ile yikanarak
nazikge uzaklastiriimistir ve pelletin geri kalan kismi (tipln dibine yakin beyaz pellet) 10 mi
nukleus izolasyon tamponunda ¢ozulerek son konsantrasyonu %0.5 olacak sekilde %10’luk
triton X-100 tamponundan eklenmigtir. Elde edilen slspansiyon soduk kosullarda 10dk
calkalamali inlibatdérde bekletiimis ve 4 °C’'de 1000 g'de 10 dk santrifiij edilmigtir. Pellet
¢cOkturuldikten sonra supernatant uzaklastirimis ve pellet 5 ml nikleus ekstraksiyon
tamponunda ¢oézilmustir. Codzilen pellet 2.5 M sikroz ve %60 percoll gradientinin Uzerine
gradienti bozmayacak sekilde eklenmis ve 4 °C’de 1000 g’de 30 dk santrifiij edilmistir.
Nukleuslari ve bir miktar kloroplast ve hicre debrisini iceren 2.5 M sukroz fazi diger fazlardan
ayrilmis ve 5 hacim nukleus izolasyon tamponu ile seyreltilerek 4 °C’'de 1000 g’'de 10 dk
santriflij edilmistir. Santrifijden sonra slpernatant uzaklastiriimis ve pellet 2 ml nikleus
izolasyon tamponu ile yikanip 4 °C’de 1000 g’de 10 dk santrifuj edilmis ve bu islem 2 kez daha
tekrarlanmistir. Son olarak sipernatant uzaklastirilip niikleer pellet elde edilmistir. Elde edilen
nikleer pellet nikleus saklama tamponunda ¢6zilmus (20mM HEPES, 5mM MgCl,, 1ImM DTT,
%20 gliserol, %0.1 proteaz inhibitér kokteyli (Sigma), pH 7.2) ve -80 °C’de saklanmistir. Elde
edilen ekstraktta nikleus safligi ve butunligunu test etmek icin izole edilen ekstrakt nukleusa
spesifik boya DAPI ile boyanarak floresans mikroskop ile gortintilenmistir.

Nukleer protein ekstraksiyonu igin TriPure (Roche) izolasyon kimyasali kullaniimistir. Bu
amacla elde edilen nukleus 1 ml TriPure solusyonu iginde pipetleme yapilarak ¢ézilmus ve
ardindan sonik banyoda oda sicakliginda 5 dk inkibe edilmistir. Sonrasinda TriPure
solusyonunun uzerine 200 ul kloform eklenmis ve oda sicakliginda 15 dk boyunca
calkalandiktan sonra 12000 g’de 4 °C’de 10 dk santrifujlenmistir. Daha sonrasinda proteinleri
iceren organik faz temiz bir tipe ayrnilmis ve proteinlerin ¢okturilmesi icin soguk %100
izopropanol eklenmistir ve -20°C’de 1 saat inkiibe edilmistir. inkiibason sonrasinda proteinlerin
¢cOktrilmesi icin 12000 g'de 4 °C’de 10 dk santrifljlenmistir ve sUpernatant uzaklastiriimistir.
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Elde edilen protein pelleti 1 ml %95 EtOH'da hazirlanmis 0.3 M guanidyum HCI soliisyonuyla
yikanmistir ve 12000 g’de 4 °C’de 5 dk santrifljlenmigtir. Yikama basamagi iki kere daha tekrar
edilmistir ve son olarak pellet %100 aseton ile yikanmistir. Yikama basamaklarinin ardindan
pellet oda kosullarinda kurutulmus ve sonraki islemlerde kullaniimak (zere -80 °C’'de
saklanmistir. Elde edilen protein pelletleri rehidrasyon tamponunda (100mM tris, 8M urea, 1%
DTT) ¢6zilmUs ve protein konsatrasyonlart 2D quant kit ile (GE Lifesciences) Ureticinin
talimatlarina goére belirlenmistir. Yéntem icin hazirlanan standart grafigine gére konsatrasyonu
bilinmeyen protein drneklerinin konsantrasyonlari hesaplanmistir.

3.14. Yaprak Toplam Protein Ekstraksiyonu

Yaprak toplam protein ekstraksiyonu, kontrol Moneymaker ile homozigot T_19 transgenik
hatlarindan kontrol ve kuraklik stresine maruz birakilan bitkilerden toplanan yapraklarda
gerceklegtiriimistir. Protein ekstraksiyonu phenol protein ekstraksiyonu yontemine gore
gerceklestiriimistir (Carpentier vd., 2005). Bu amagla 150 mg yaprak dokusu sivi azot
varliginda metal boncuklar ile 30 saniye TissueLyser Il (Qiagene) ile homojenize edilmigtir. Toz
haline getirilen yaprak 6rneklerinin Gzerine 750 ul ekstraksiyon tamponu (100 mM Tris-HCI pH
8.3,0.1 % DTT, 5mM EDTA, 100 mM KCI, % 0.1 proteaz inhibitdri kokteyli (Sigma) eklenerek
hizlica karistiriimistir ve sonrasinda esit miktarda tris ile tamponlanmig fenol eklenmis ve 4
°C’de 15 dk galkalanmistir. Sonrasinda karisim 12000 g'de 4 °C’de 10 dk santrifljlenerek fenol
fazi yeni tiplere ayrilmistir. Fenol fazlarinin (zerine esit hacimde ekstraksiyon tamponu
eklenerek 4 °C’de 10 dk ¢alkalanmistir ve 12000 g’de 4 °C’de 10 dk santrifljlenmistir. Santrifij
sonrasinda fenol fazi tekrar yeni tipe ayrilmis ve Gzerine 4 hacim olacak sekilde ¢oktlirme
solisyonu (MetOH'ta 100mM amonyum asetat) eklenmistir ve karisim 1 gece -20 °C’de
proteinlerin ¢cokmesi igin bekletilmistir. Protein ¢okeltilerinin oldugu soltisyonlar 12000 g'de 4
°C’de 30 dk santrifijlenmis ve %0.2 DTT iceren soduk aseton ¢ozeltisi ile 3 kez yikandiktan
sonra oda kosullarinda kurutulmustur. Kurutulan protein pelletleri protein rehidrasyon tamponu
(100mM tris, 8M urea, 1% DTT) igerisinde ¢6zulmUs ve protein konsantrasyonu 2D-Quant Kit
(GE Lifesciences) ile Ureticinin talimatlarina gore belirlenmigtir. Tablo 4’de her bir 6rnek icin
hesaplanan protein konsantrasyonlari gésterilmistir.

3.15. Kalitatif Proteomik Shotgun Proteomik Analizleri

Proje baasvurusunda A plani olarak yaprak toplam ve nilkleer zenginlestiriimis proteome
analizleri icin 2D-PAGE ydntemi ile proteinlerin ayrilacadl ve sonrasinda, spot buyukltklerine
bakilarak farkli ifadelenen proteinlerin kutlle spektrometrisi ile tanimlanacagi belirtiimisti. Ancak
2D-PAGE protein analizleri icin ylksek miktarda érnege ihtiyag olunmasi (en az 400 mg
saflastiriimis ylksek kaliteli protein Ornegi) ve yaprak nlkeer zenginlestiriimis protein
orneklerinin miktarlarinin disiik olmasi (50 mg civarinda) sebebiyle, 2D-PAGE protein
analizlerinden vargecilmistir. LC-MS/MS protein profillenmesi gerek proteinleri ayirma guici
gerekse kompleks proteomda az goériilen protein tirlerinin de tanimlanabilmesini mimkin
kilan hassiyete sahip bir ydtem olmasi agisindan yapilacak deneylerde tercih edilmistir.

LC-MS/MS ile proteinlerin ayrilmasi ve tanimlanabilmesi i¢in 6ncelikle proteinler tripsin
proteolitik enzimi ile asagida anlatilan sekilde peptitlerine parcalanmigstir. Yukarida anlatildigi
sekilde izole edilen toplam yaprak proteinlerinden 200 ug alinarak solUsyon i¢inde parcalama
yontemi ile triptik peptitlerine ayrilmistir. Bu amagla protein solisyonu son konsantrasyonu
0.02 M olacak sekilde 0.2 M DTT solisyonun seyreltiimis ve oda sicakhginda 15 dk inkiibe
edilmistir. Sonrasinda 0.5 M IAA (iodo asetamit) sollisyonu ile son konsantrasyonu 0.05 M
olacak sekilde seyreltiimistir ve oda sicakhginda 30 dk alkilasyon igin inkibe edilmigtir.
inkiibasyondan sonra soliisyon son konsantrasyonu 0.05 M olacak sekilde 0.5 M amonyum
bikarbonat ¢ozeltisi ve 2 ug tripsin eklenerek 37 °C’de gece boyu inkiibasyona birakilmistir.
Parcalanmis proteinleri iceren karisim LC-MS/MS analizi 6ncesi C18 Spin Colonu (Pierce) ile
tuzlarindan arindiriimistir. Elde edilen solusyon vakum evaporatérde tamamen kurutulmus ve
peptitler 20 ml % 4 asetonitril ve % 0.1 formik asit solisyonunda ¢oztlmustir.

Kalitatif proteomik analizler jelsiz non-HPLC ve MS/MS analizine dayali shotgun proteomik
protokolline gore gerceklestiriimistir (Cerny vd., 2013; Baldrianova vd., 2015). Calismalarda
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LC-MS/MS analizleri Dionex Ultimate 3000 RSLC nano-UPLC sistemi ile bagh (Thermo)
CaptiveSpray nanoESI source (Bruker) ile bagh UHR maXis impact g-TOF Bruker kutle
spektrometrisi Unitesinde gergeklestiriimistir. Calismada uygulanan ydntem optimizasyon
¢alismalarinda en yogun toplam iyon kromatogramlari ve spektral ayrim 40 cm uzunlugundaki
C18 ters faz (Zorbax nanocolumn 0.1 mm inner diameter; Agilent) UPLC kolon ile 180 dk’lik
asetonitril gradineti (%4-80 arasinda) ile elisyon ve 1.5 ul enjeksiyon hacimlerinde
g6zlemlendiginden deneylere ayni ayirma kosullarinda devam edilmistir. Spektrumlar MS
spectrumu basina 2 Hz'de toplanmis. MS/MS igin spektrumlar ise 10-20 Hz arasinda toplam
dongl slresi 7 saniye olacak sekilde toplanmistir. MS/MS veriye badimli élgiim sonuglari
Bruker Data Analysis programi ile islenmistir ve sonrasinda elde edilen MS/MS
spektrumlarindan peptitlerin tanimlanmasi (her protein igin yiksek dogrulukla tanimlanmis
p<0.05 olan farkh peptitler) ve bunlardan da proteinlerin tanimlanmasi igin veritabani
taramasina baglh yontem ile (veritabani arama kriterleri: tripsin; degisken modifikasyonlar-
metiyonin oksidasyonu, NQ deaminasyonu, asetilasyonu ve N-terminalde E/Q dan pyro-Glu
degisimi; ST fosforilasyonu; peptit toleransi 35 ppm; tek hatali kesime izin ve - 0.1 Da MS/MS
toleransi) Thermo’'s Proteome Discoverer 2.0 (target FDR<1%) ve Maxquant programlari
kullanilmistir. Kantitatif farklarin bulunmasi icin ise spektral sayim yéntemi kullaniimistir (Cerny
vd., 2013). SOz konusu analizler sonucunda elde edilen aday proteinler sonrasinda hedefe
yonelik proteomik analiz icin SRM (secilmis reaksiyon izleme) ydntemi ile Thermo TSQ
Quantiva kitle spektrometri cihazi ile analiz edilmis (en yuksek skorlu stransitionlar icin Q1 ve
Q3 ¢6zunlrlGgl 0.7 Da, dongl suresi <4 saniye) veri analizleri ise Skyline 3.1 (MacCossLab
Software, https://skyline.gs.washington.edu) programi ile gergeklestirilmistir.

3.16. Secilmis Metabolitlerin Analizi

Bazi amino asitler ve bazi organik asitler Thiele vd., (2012) tarafindan gelistirilen LC-MS/MS
yontemi ile analiz edilmistir. Bu amagla 150 mg yaprak dokusu sivi azot varliginda Qiagene
TissueLyzer cihazi ile homojenize edilmistir ve 0.5ml %50 etanolde hazirlanmis 50 mM HCI
icinde ¢ozulmustir ve 4 °C'de 5 dk karistirilarak inkiibe edilmistir. S6z konusu karigim 12000
gde 4 °C'de 15 dk santrifljlenmistir ve olusan slpernatant Millipore Ultrafree-CL mikro
santrrifij filtre ile temizlenmistir. Her 6rnek grubu igin iki biyolojik ¢ de teknik replika olacak
sekilde analizler gerceklestiriimistir. Elde edilen ekstraktlar 15 cm Luna SCX kolona (2 mm
inner diameter; Phenomenax, www.phenomenex.com) bagli Thermo TSQ Quantiva triple
kuadrupole kitle spektrosu ile analiz edilmigtir. Kalitatif analizler icin MS profilleri DataAnalysis
4.1, ProfileAnalysis 2.1 ve Skyline 3.1 programlari kullanilarak analiz edilmigtir. Test edilen
ornek gruplari arasinda istatistiksel olarak fark bulunup bulunmadidinin anlagiimasi icin tek
yonli ANOVA ve Tukey’s HSD test analizler R programi ile gerceklestirilmistir.

4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Elde Edilen Transformant TO Bitkilerinin PCR ile IPT Geninin Varhigi igin
Dogrulanmasi

Transformasyon ¢alismalari ve transgen igeren bitkilerin dogrulanmasi igin gerceklestirilen
calismalar boyunca doért farkli zamanda yaklasik olarak 200 domates bitkisi ekilmis ve
bunlardan olusan kotiledonlar transformasyon icin kullaniimigtir. Transformasyon esnasinda
35 bitki rejenere edilmis ve farkli zamanlarda yapilan PCR testleri ile transgenik bitkiler tespit
edilmigtir. Transgenik bitkilerin tespit edilmesi i¢in yapilan testiemelerde SARK::IPT DNA’sina
6zgln 5 farkli PCR primeri kullaniimigtir. Bu PCR primerlerinden “PSARKIPT” toplam uzunlugu
1625 bp olan SARK::IPT bdlgesinin yaklasik 1400bp kismini ¢ogaltan Grin olusturmaktadir
(Sekil 2-A). Transformasyon sonunda toplamda 6 adet pozitif transformant TO bitkisi elde
edilmistir. Sekil 2'de 4 transgenik bitki icin PCR sonugclari bulunmaktadir. Rejenere edilen diger
iki bitki Sekil 3'te gosterilen bitkilerden daha sonra elde edildigi icin sonuglarda
gorulmemektedir. Elde edilen 4 transgenik bitkiden ikisi daha sonraki kisimlarda anlatilacagi
sekilde IPT genini mRNA dlzeyinde ifadeledigi icin yeni bitkilerin gelistiriimesi icin
transformasyon caligmalarina devam edilmemis yeterli tohum elde edilen iki (TO_6 ve TO_19)
T1 transgenik bitkileri ile gcalismalara devam edilmistir.
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Sekil 2. TO bitkilerinden elde edilen genomik DNA 6rnekleri icin SARK::IPT gen bdlgesine 6zgi
dort farkli primer cifti ile gerceklestiriien PCR tepkimesi Urlnlerinin %0,8’lik agaroz jel
elektroforezi sonuclari. A=1.4 kb’lik Grin olusturan pSARKIPT primer cifti kullanilarak
gergeklestirilen PCR sonuglari; B=600 bp’lik Grin olusturan pSarkF1/iptR1 primer cifti
kullanilarak gergeklestirilen PCR sonuglari; C=400 bp’lik Griin olusturan iptF2/iptR2 primer gifti
kullanilarak gergeklestiriien PCR sonuglari; D=166 bp’lik Grtin olusturan ipt354/520 primer cifti
kullanilarak gerceklestirilen PCR sonuglari; E=162 bp’lik Griin olusturan ipt105/267primer gifti
kullanilarak gerceklestirilien PCR sonuglari. Kolon 1=DNA makéri (0.5, 1, 1.5, 2, 3,4, 5, 6, 8,
10 kb); Kolon 2=negatif kontrol (kalip DNA icermeyen); Kolon 3=pozitif kontrol
(transformasyonda kullanilan plazmid DNA); Kolon 4=4, 5, 6, 7, 8, 9 TO bitkileri icin PCR
artnleri; Kolon 5=10, 11 negatif kontrol (transgenik olmayan domates).

4.2. TO Transgenik Bitkilerinde Transgen Kopya Sayisinin Southern Blot Yontemi ile
Belirlenmesi

Transformasyon c¢alismalari sonrasinda rejenere edilen ve PCR analizleri sonucunda
trangenik oldugu belirlenen TO bitkilerinin transgen kopya sayisinin belirlenmesi igin Southern
Blot analizleri geregeklestiriimistir. Southern Blot deneylerinde hedef gen bdlgesinin tespit
edilmesi icin gereken DIG (digoksigenin isaretli) DNA problari DIG isaretli ANTP’ler kullanilarak
SARK::IPT gen bolgesine 6zgu primerler kullanilarak PCR ydntemi ile sentezlenmistir (Sekil
3). Test edilen her bir TO hatti icin (TO_4, TO_6, TO_11 ve TO_19) tek bant gézlemlenmistir
(sirasiyla Kolon 3, 4, 5 ve 6) (Sekil 4). Dolayisi ile test edilen TO hatlarin hedef transgen DNA
bélgesini icerdigi dogrulanmis ve bu hatlarin genomlarina tek kopya SARK::IPT gen bélgesinin
eklendigi gosterilmisgtir.
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Sekil 3. DIG isaretli PCR urlnlerinin % 0.8 agaroz gel gérintusi. Kolon 1 ladder (0.5, 1, 1.5,
2,3,4,5, 6,8, 10 kb ); Kolon 2 isaretsiz dNTP kullanilan kontrol. Kolon 3 1/2 seyreltilmis DIG
labelling karisimi.

Sekil 4. SARK::IPT’ye 6zgin problar ile isaretlenmis TO domates bitkileri icin Southern Blot
sonuglari. SARK::IPT’ye 6zgin DIG ile isaretli problari i¢in TO bitkileri icin Kolon 1=ladder (154,
220, 234, 298, 394, 453, 517, 653, 1.033, 1.230, 1.766 ve 2.176 bp); Kolon 2=pozitif kontrol
(transformasyonda kullanilan SARK::IPT bdlgesini igren plazid DNA); Kolon 3=T0_4 hattin i¢in
sonug; Kolon 4=T0_6 hatti i¢cin sonug; Kolon 5=T0_11 hatti icin sonug; Kolon 6=T0_19 hatti
icin sonug.

4.3. Transgenik T2 Bitkilerinin Elde Edilmesi

Transgenik oldugu PCR ve Southern Blot ile gosterilen T6 ve T19 transgenik hatlar sera
kosullarinda bayultilmus ve kendilenerek bu hatlar igin T1 tohumlari elde edilmistir. Elde edilen
T1 tohumlarindan bitkiler tekrar sera kosullarina buyuatilmus ve bitkiler kendilenerek T2
tohumlari elde edilmistir. T1 bitkileri transgen icin acilim gdésterdidi icin elde edilen T1
bitkilerinin transgenik oldugunu dogrulanmasi igin transgene spesifik primerler ile PCR
yapilmis ve PCR pozitif T1 bitkilerinden T2 tohumlari toplanmistir (Sekil 5).
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Sekil 5. T1 (TO_6 ve TO_19) bitkilerinden elde edilen genomik DNA 6rnekleri icin iptF2/iptR2
primer cifti kullanilarak gercgeklestirilen PCR sonuglari. Kolon 1=DNA makoéri (0.5, 1, 1.5, 2, 3,
4, 5, 6, 8, 10 kb); Kolon 2=negatif kontrol (kalip DNA icermeyen); Kolon 3=pozitif kontrol
(transformasyonda kullanilan plazmid DNA); geri kalan kolonlar test edilen T1 bitkileri.

4.4. Transgenik Bitkilerde Zigotluk Dizeylerinin RT-gPCR Yontemi ile Belirlenmesi

Calismada homozigot transgenik hatlarin kullaniimasi icin homozigot hatlar belirlenmistir. Bu
amagcla genomik DNA’daki transgen kopya sayisi RT-gPCR yéntemi ile belirlenmistir. RT-
gPCR calismalari PCR primerlerinin uygunlugunu test edilmesi igin uygun kontrol DNA
kullanilarak standart grafikleri gizilmis ve erime egrileri elde edilmistir (Sekil 6). Calismalar icin
uygun Ozelliklere sahip olan PCR primerleri kullanilarak RT-qPCR analizleri gergeklestiriimistir
ve yontem kisminda agiklanan formdl kullanilarak test edilen hatlar igin Ct degerleri
kullanilarak zigotluk duzeyleri hesaplanmistir (Tablo 2). Bu analizler sonucunda homozigot ve
heterozigot transgenik oldugu belirlenen T2 bitkilerinden tohumlar saklanmistir. Test edilen ve
zigotluk duzeyleri belirlenen bitkiler fizyolojik analizlerde kullaniimistir.
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Sekil 6. T2 transgenik bitkilerde zigotluk diizeylerinin belilenmesinde kullanilan referans gen
(B-tubilin) ve SARK::IPT'ye 6zgun (IPT_105-267) primerler icin standart grafikler ve erime
egrileri. A = IPT_105-267 igin standart grafik; B = IPT_105-267 erime egrisi; C = B-tubilin igin
standart grafik; D = B-tubilin i¢in erime egrisi.
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Tablo 2. Zigotluk diizeylerinin belirlenmesi igin RT-qPCR sonuglari ve hesaplamalari

Ct ortalama ortacl:ettma Zigotluk
Bitki # (IPT100) (B-tubilin) | ACt AACt 2-hact duzeyi
t6-2 22.88 21.08 1.81 O.;)Q 1.99 Homozigot
t6-20 23.34 21.56 1.77 1.62 2.03 Homozigot
t6-34 22.80 20.91 1.89 O.-90 1.87 Homozigot
t6-40 23.34 21.64 1.70 1.;39 2.14 Homozigot
t6-25 23.23 21.48 1.74 1.65 2.07 Homozigot
t6-29 22.84 20.96 1.88 0.292 1.89 Homozigot
t6-15 23.44 20.79 2.66 1._11 2.16 Homozigot
t6-21 23.56 20.90 2.66 1.-10 2.15 Homozigot
t6-12 24.07 21.27 2.80 0.00 1.00 Heterozigot
t6-45 24.46 21.69 2.77 O.E)Z 1.01 Heterozigot
t6-33 24.29 21.47 2.82 0.02 0.99 Heterozigot
t6-11 25.08 22.20 2.88 0.08 0.94 Heterozigot
t6-30 24.23 21.40 2.83 0.04 0.97 Heterozigot
t6-35 24.43 21.90 2.53 O.:27 1.20 Heterozigot
t6-8 24.26 21.51 2.76 0.64 1.03 Heterozigot
t6-7 25.89 21.81 4.08 0.31 0.80 Heterozigot
t6-9 25.16 21.54 3.62 O._15 1.11 Heterozigot
t6-10 25.27 21.69 3.58 O.-18 1.14 Heterozigot
t6-38 25.33 21.79 3.54 O.-23 1.17 Heterozigot
t6-41 24.96 21.32 3.64 O.-12 1.09 Heterozigot
t6-43 25.02 21.42 3.60 O._16 1.12 Heterozigot
t6-3 25.47 21.24 4.24 O.:’32 1.25 Heterozigot
t19-2 24.97 20.47 4.50 1.;36 2.08 Homozigot
t19-20 25.90 21.42 4.48 1.;38 2.12 Homozigot
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t19-24 25.89 21.40 4.49 1.E)7 2.10 Homozigot
t19-34 26.15 21.93 4.22 1.:’34 2.54 Homozigot
t19-35 25.46 21.16 4.30 1.-26 2.40 Homozigot
t19-7 27.08 21.71 5.37 0.-19 1.14 Heterozigot
t19-9 26.30 20.97 5.33 0._23 1.17 Heterozigot
t19-13 27.84 22.19 5.65 0.09 0.94 Heterozigot
t19-17 26.73 21.14 5.59 0.03 0.98 Heterozigot
t19-19 27.68 22.11 5.57 0.01 0.99 Heterozigot
t19-22 27.39 21.83 5.56 - 1.00 Heterozigot
t19-25 27.05 21.55 5.50 0.66 1.05 Heterozigot
t19-27 27.07 21.67 541 O.-l5 1.11 Heterozigot
t19-29 27.31 21.77 5.54 O.E)Z 1.01 Heterozigot
t19-30 27.88 22.37 5.51 0.65 1.03 Heterozygote

4.5. Transgenik T1 Bitkilerinin IPT mRNA ifadelenme Diizeylerinin RT-gPCR ile
Velirlenmesi

RT-gPCR c¢alismalari igin uygunlugu test edilen (standart grafik ile PCR verimleri belirlenen ve
erime egrisi analizleri yapilan) (Sekil 8 ve 9) PCR primerleri kullaniimis, agaroz jelde
goruntulenerek iyi kalitede oldugu belirlenen toplam RNA’lar ((Sekil 7) kullanilarak yéntem
kisminda anlatildigi sekilde cDNA'lar sentezlenmis ve bunlar kullanilarak IPT gen ifadelenme
dizeylerinin belirlenmesi icin RT-gPCR analizleri gergeklestiriimistir. Gergeklestirilen deneyler
sonucunda T1-6 ve T1-19 transgenik hatlarinda IPT geninin mRNA seviyesinde geng, olgun
yaprak ve kok dokularindaki relatif ifadelenme dizeyleri belirlenmistir (Sekil 10). Elde edilen
sonuglar igin iki faktérld ANOVA analizleri R programi ile gergeklestiriimistir. ANOVA analizleri
sonucunda T1-6 ve T1-19 hatlari ve farkli dokular arasinda IPT geninin ifadelenme diizeyi
acisindan istatistiksel olarak anlamh fark oldugu tespit edilmistir (sirasiyla p = 0.0060 ve p =
2.55e-06). Ayrica,, yine ayni veriler icin R programi ile Tukey’s HSD testi gerceklestiriimistir ve
gruplar ikiserli olarak karsilastiriimistir. Gerek T1-6 gerek T1-19 hatlarinda olgun yaprak
dokularinda IPT geninin geng yaprak dokusu ve kdk dokusu ile kiyaslandiginda daha yuksek
dizeylerde ifadelendigi belirlenmistir (Sekil 10). RT-gPCR deneyleri sonucunda IPT geninin
SARK promotdri kontroliinde daha onceki ¢alismalarda da gdsterildigi gibi olgun yaprak
dokusunda daha fazla ifadelendigi gértlmustur (Rivero vd., 2007).

Sekil 7. T1 bitkilerinden izole edilen ve %0,8'lik agaroz jelde yurutilen toplam RNA ornekleri.
Kolon 1 = DNA makérQ; geri kalan kolonlar ise T1 bitkileri igin toplam RNA.
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Sekil 8. IPT_105-267, TIP 41, CAC, Ubiquitin ve Ribo L2 primerleri icin RT-gPCR standart
grafikleri.
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Sekil 9. IPT_105-267 (A), TIP 41 (B), CAC (C), Ubiquitin (D) ve Ribo L2 (E) primerleri i¢cin RT-
gPCR erime egrileri
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Sekil 10. Test edilen T1-6 ve T1-19 hatlarinda farkhi dokularda IPT genin mRNA rolatif
ifadelenme duzeyleri i¢in kutu grafigi (Tukey’s HSD test sonucuna gore p degerleri t1-19 YL-
ML 0.085, t1-19 ML-R 0.066, T1-6 YL-ML 0.0016, T1-6 ML-R 0.000012).

4.6. Geligtirilen SARK::IPT Transgenik Bitkilerinin Fizyolojik ve Verim Karakterleri
Bakimindan Degerlendirilmesi

T6 ve T19 homozigot ve heterozigot bitkileri daha énce ayrintili bir sekilde anlatildigi gibi sera
kosullarinda ¢ ay boyunca buyatilmustir ve toplam meyve agirligi, meyve sayisi, bitki
uzunlugu, toplam yaprak sayisi, yaprak yas agirligi ve yaprak su icerigi gibi parametreler
Olclimustir. Cigceklenme déneminden itibaren transgenik bitkilerde yeni blylyen yapraklarin
uc kisimlarinda nekroz, bitki boyunda azalma (bodur bitkiler), bitki apeksinin tamamen 6lmesi
ve petiollerden yeni filizlerin blylUmesi gibi bazi semptomlar gézlenmistir. Bahsedilen
semptomlar homozigot hatlarda heterozigot olanlara gére daha blyuk siklikla gértlmustir.
Homozigot hatlarda heterozigot ve transgenik olmayan hatta gdre olctlen batin karakterler
acisindan daha disuk performans goézlenmistir. Ciceklenme evresinden sonra bahsedilen
semptomlar gbézlenmeye baglamis ve sonrasinda daha da agirlagsmistir. Homozigot bitkilerde
ciceklenme evresinden sonra apeks O6lmeye bagslamistir dolayisi ile yeni yaprak
olusturmamistir. Ancak var olan yapraklar bitkide korunmustur. Heterozigot bitkilerde apex
Olimad, bodurluk ve petiollerden yaprak biyimesi gibi semptomlar gdérilmemis ancak
ciceklenme sonrasinda bazi bitkilerde apekste yeni blylyen yaprak uglarinda nekroz
g6zlenmistir. Gerek homozigot gerekse heterozigot transgenik hatlarda verim agisindan
herhangi bir iyilesme gdzlemedigimiz gibi transgenik olmayan kontrole gére de daha disuk
performans gbézlenmistir (Sekil 11 a ve b). Transgenik bitkilerde hem meyve sayisi hem de
meyve agirhdinda dusus goézlenmistir. T19 heterozigot hatti hari¢ diger hatlar transgenik
olmayan kontrollere kiyasla istatistiksel olarak daha anlamli dists gézlenmistir (Sekil 11 c).
Yaprak sayisi heterozigot hatlarda istatistiksel olarak anlamli olacak sekilde dUgsmemis ancak
homozgot hatlarda istatistiksel olarak anlamli distus gézlenmistir (Sekil 11 d). Ancak butun
transgenik hatlarda yaprak yas agirhginda artis gorulmustar (Sekil 11 e). Yine yaprak su
iceriginin de transgenik hatlarda daha ylksek oldugu goraimustar.

Yapilan calismalarda SARK promotorunun A. thaliana’da (Delatorre vd., 2012) ve titinde
(Rivero vd., 2007) olgun yapraklarda aktif oldugu ve abiyotik stresle de indiklendigi ancak

23



diger dokularda dusik diuzeylerde aktif oldugu gosterilmistir. Mevcut literatlire uygun olarak bir
Onceki donem raporunda gosterildigi Uzere RT-qPCR deney sonuglarinda IPT geninin geng
yaprak ve kdk dokusunda olgun yapraklardan daha az miktarda ifadelendigi gbzlenmistir. Daha
once misirda (Robson vd., 2004) yine IPT geni SEE1 yashlikla indiklenen promotoru
kontroliinde over-ekspres edilmis ancak bitkilerin bodurlasmasi, gen¢ yapraklarda nekroz gibi
bu calismada da gézlenen benzer semptomlar ortaya ¢ikmistir. Gézlenen semptomlarin IPT
geninin etkisiyle olustugu ve bu durumda sitokininlerin yliksek miktarda sentezlendigine isaret
etmistir (Robson vd., 2004). Gergeklestirilen bu projede de benzer bir durumun séz konusu
olabilecegi gibi olgun yapraklarda sentezlenen sitokininlerin gen¢ yaprak dokusu gibi diger
dokulara transportu da bahsedilen semptomlarin olusmasina sebep olabilecegi
dusunitlmektedir.
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Sekil 11. Olgiilen fenotipik ve verim karakterlerine iliskin kutu grafikleri. A=Toplam meyve
agirhigi; B=Toplam meyve sayisi; C=Bitki uzunlugu; D=Toplam yaprak sayisi; E=Yaprak yas
agirhgr; F=Yaprak su icerigi.
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4.7. Gelistirilen SARK::IPT Transgenik Bitkilerde Kuraklik Stresi Denemeleri

Yontem kisminda ayrintih bir gekilde anlatildidi gibi homozigot ve heterozigot RT-qPCR ile
belirlenen T6, T19 ve transgenik olmayan Moneymaker bitkileri 6 hafta boyunca butulmus ve
stres grubu bitkileri ise 2 hafta boyunca sulanmamistir. Kuraklik stresi uygulamasi sonunda
Moneymaker kontrol hattinin dehidrasyon sebebiyle yapraklarinin tamamen burustugu ancak
transgenik hatlarda yapraklardaki dehidrasyonun daha az oldugu goérilmustar (Sekil 12, 13,
14, 15). Transgenik olmayan kontrol hattinda yasl yapraklarda sararma ve dokilme
gOzlenirken transgenik bitkilerde yasli yapraklarda sararma ve dokilme gdézlenmemistir. Ancak
bir dnceki denemedeki gibi 6zellikle homozigot hatlarin transgenik olamayan hatta gére daha
kisa boylu oldugu gozlenmistir (Sekil 16, 17, 18, 19). Ancak daha 6nceki deneyde gorilen
diger semptomlar goézlenmemistir (Daha 6nce belirtildigi gibi bu semptomlar giceklenme
doénemi sonrasinda gozlenmistir). Deney sonucunda transgenik bitkilerde susuzluk stresine
karsi transgenik olmayan Moneymaker hattina gbére daha yuksek tolerans gdzlenmisgtir.
Proteomik caligmalarda yaslilik ve stres proteinlerinin profili domine etmemesi igin kuraklik
stresi orta dizeyde tutulmustur. Yaprak toplam protein analizi igin en gen¢ agiimis yapraktan
sayarak 4. yapraktan 6rnek alinmig, nukear proteomik igin ise en yagl yapraklar hari¢ geri
kalan tim yapraklar toplanmistir ve deneyler igin-80 °C’de saklanmistir.

Sekil 12. Kuraklik stresi uygulamasi sonrasi transgenik olmayan kontrol MM (sol) ve transgenik
T6 heterozigot transgenik bitkiler (sag).

Sekil 13. Kuraklik stresi uygulamasi sonrasi transgenik olmayan kontrol MM (sol) ve transgenik
T6 homozigot transgenik bitkiler (sag).
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Sekil 14. Kuraklik stresi uygulamasi sonrasi transgenik olmayan kontrol MM (sol) ve transgenik
T19 heterozigot transgenik bitkiler (sag).

Sekil 15. Kuraklik stresi uygulamasi sonrasi transgenik olmayan kontrol MM (sag) ve
transgenik T19 homozigot transgenik bitkiler (sol).

Sekil 16. Kontrol kosullarinda biydttlen transgenik olmayan kontrol MM (sol) ve transgenik T6
heterozigot transgenik bitkiler (sag).
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Sekil 17. Kontrol kosullarinda buydttlen transgenik olmayan kontrol MM (sol) ve transgenik T6
homozigot transgenik bitkiler (sag).

Sekil 18. Kontrol kosullarinda buydtulen transgenik olmayan kontrol MM (sol) ve transgenik
T19 heterozigot transgenik bitkiler (sag).

Sekil 19. Kontrol kosullarinda buydatilen transgenik olmayan kontrol MM (sol) ve transgenik
T19 homozigot transgenik bitkiler (sag)
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4.8. Kuraklik Stresi ve Kontrol Kosullarinda Rélatif Su Kullanim Verimligigi testi

Ydéntem boliminde alatildigr gibi kuraklik testleri stresince bitkiler strekli tartilarak agirliklari
esit olacak sekilde sulanmis ve buharlasma ile topraktan su kacgisini onleyecek sekilde
saksilarin Gzeri stre¢ film ile kapali olacak sekilde bitkiler buyutiimustir. Deney sona
erdirildiginde her bitkinin kullandigi toplam su miktari ve bitki biyokutlesi igin elde bulunan
sonuglar kullanilarak su kullanim verimlikleri hesaplamistir. Su kullanim verimleri bitkinin
blyuttiga birim biyokutle basina kullandigi su miktarini ifade etmektedir. Dolayisi ile yiksek
su kullanim verimi az miktar su ile daha fazla biyokutle olusturuldugunu gdstermektedir.
Kontrol kosullarinda transgenik ve transgenik olmayan kontrol bitkilerinde su kullanim verimi
acisindan istatistiksel olarak énemli bir fark gérilmemistir (Sekil 20). Kuraklik kosullarinda
transgenik olmayan kontrol bitkilerinde su kullanim veriminde ciddi bir dists gorilmektedir.
Kuraklik kosullarinda transgenik bitkilerde su kullanim veriminde diisis gézlenmistir ancak s6z
konusu duslts transgenik olmayan kontrol bitkilerine kiyasla olduk¢ca azdir. Deney
sonuglarinda trangenik bitkilerin su kullanim verimlerinin daha yUksek oldugu acikga
gorulmekte bu da s6z konusu bitkilerin kuraklik stresi kosullarini daha iyi tolere edebildigini
gOstermektedir.

MM t19

288

[
[= =)
L

217

Treatment

$ control
ﬁ - drought stress

Relative Water Use Efficiency(g FW/kg water)
P
=

]
L=}
1

I I I I
control stress contral stress
Treatment

Sekil 20. Kontrol ve kuraklik kosullarinda buydtilen transgenik ve transgenik olmayan bitkiler
icin rélatif su kullanim verimleri. Sol transgenik olmayan kontrol MM (sol) ve transgenik T19
homozigot transgenik bitkiler (sag)
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4.9. Yaprak Yaslanma Testi

Projenin metot kisminda da anlatildidi sekilde inkibe edilen yapraklarin 7 gin sonra
fotograflari gekilmistir. Trangenik hattan alinmig yapraklar herhangi bir bozulma olmaksizin
yesil durumlarini korumuslar ancak transgenik olmayan kontrol bitkisinden gelen yapraklarda
sararmayla beraber ¢lriime belirtileri de goérilmektedir (Sekil 21).

Sekil 21. Transgenik olmayan kontrol (MM) ve transgenic T_19 hattindan alinan, 14 gin
karanlikta nemli filter kagidi (izerinde bekletilen yapraklarin fotograflari. Ustte transgenik
olmayan kontol ilk sira kontrol kosullarinda biyutilen 2. Sira kuraklik stresi kosullarinda
buyltdlen. Alt iki sira transgenik bitkiler, 3. Sira kontrol kosullarinda baydatulen, 4. Sira kuraklk
stresi kosullarinda bayatulen.

4.10. Yaglanma Testi Oncesi ve Sonrasi Klorofil a ve Klorofil b Olgiimleri

Yaglanma testi dncesi ve sonrasinda her bir bitkiden yaprak ornekleri alinmis ve kolorofil
miktarlari spektorofotometrik olarak olgiimustir. Boylelikle yaprak yaslanma testi dncesi ve
sonrasl yapraklarda gerceklesen kolofil degradasyonu sayisal olarak ifade edilebilirlik
kazanmistir. Yapilan klorofil 6lgimleri sonucunda kontrol kosullarinda dahi trangenik bitkilerin
transgenik olmayan kontrol bitkilerine gére daha daha yiksek klorofil oranlarina sahip olduklari
gorulmustir (Sekil 22). Transgenik olmayan kontrol bitkilerinde yaslanma testi deney
baslangicinda kuraklik stresi kosullarinda kontrol kosullarina gore az da olsa yluksektir ancak,
tarnsgenik bitkide yaslanma testi deney baslangicinda kuraklik stresi kosullarinda kontrole
gore yuksek bir deger gozlenmemistir. Yaslanma testi deney sonunda gerek trangenik
olmayan kontrol gerekse, transgenik bitkilerde deney baglangicina gore klorofil a ve b
miktarlarinin distigu gézlemlenmistir. Ancak transgenik bitkilerde s6z konusu distsun, ki bu
dayaslanmaiile olusan klorofil yikimi sonucundadir, transgenik olmayan kontrol bitkilerine gére
¢ok daha az oldugu g6zlenmektedir. Gerek kontrol ve gerek kuraklik stresine maruz birakilmis
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bitkilerden alinan yapraklarda ger¢eklestirilen yaslanma testi sonugunda transgenik bitkilerde
transgenik olmayan kontrol bitkiler ile kiyaslandiginda yaslanma ile olusan klorofil
degradasyonun daha disik dizeylerde oldugu goérdimustir. Bu da sitokinin miktarlarindaki
artisin klorofil degredasyonunu engelledigi ve fotosentetik mekanizmanin korunmasina
yardimci oldugu seklinde yorumlanabilir.
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Sekil 22. Kontrol ve kuraklik kosullarinda buydtilen transgenik ve transgenik olmayan
bitkilerden koparilan yapraklardan, yaprak yaslanma testi dncesi ve sonrasinda alinan
orneklerden gergeklestirilen klorofil a ve klorofil b él¢giim sonuglari. Transgenik olmayan kontrol
MM (sol) ve transgenik T19 homozigot transgenik bitkiler (sag).

30



4.11. Malondialdehit dl¢limleri

Kuraklik ve kontrol kogullari altinda buyutilen transgenik olmayan kontrol ve transgenik
bitkilerde lipit pereoksidasyonu duzeylerinin anlagilmasi igin lipit peroksidasyon drunud
malondialdehit (MDA) duzeyleri spektrofotometrik olarak olguimustur. Yapilan olgimler
sonucunda hem transgenik olmayan kontol bitkilerinde hem de transgenik bitkilerde kuraklik
stresi kosullarinda MDA duzeylerinde artis gozlenmistir (Sekil 23). Ancak, gerek kontrol
kosullari altinda gerekse kuraklik stresi kosullari altinda transgenik bitkilerde MDA dizeylerinin
transgenik olmayan kontrol bitkilere gére daha disuk dizeylerde oldugu gézlenmistir. Yapilan
deneyler sonucunda transgenik bitkilerde lipit peroksidasyon diizeylerinin daha dusuk oldugu
gorulmustur ki bu da o6zellikle lipit membranlardaki oksidatif stresin daha az olduguna isaret
etmektedir. DuslUk oksidatif stres ise transgenik bitkikerin kuraklik kosullarini daha iyi tolere
edebildigini gostermektedir.
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Sekil 23. Kontrol ve kuraklk kosullarinda buydtilen transgenik ve transgenik olmayan
bitkilerden koparilan yapraklardan gergeklestirilien malondialdehit dl¢im sonuglari. Transgenik
olmayan kontrol MM (sol) ve transgenik T19 homozigot transgenik bitkiler (sag).

4.12. Yaprak Niikleus Zenginlestiresi ve Protein izolasyonu

Transgenik homozigot T19 ve transgenik olmayan konrol grubu ve kuraklik stres grubu
bitkilerden yaparak dokusu hasat edilmis ve yontem kisminda anlatildi§i sekilde nikleus
izolasyonu gerceklestiriimistir. izole edilen niikleus érneklerinin kalitesinin dogrulanmasi igin
nikleusa spesifik boya DAPI ile boyanarak floresans mikroskop ile gdrintilenmistir.
Boyanmamis nilkleer ekstrakt orneklerinde kire seklinde partikiller gortlirken DAPI ile
boyanmis 6rneklerde floresan mikroskop altinda mavi boyanmis kirecikler seklinde nikleuslar
gorulmustur (Sekil 24).
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Sekil 24. Yaprak dokusundan izole edilen nukleer ekstraktin mikroskop goéruntusu. A.
Boyanmamis nikleus 6rnekleri 151k mikroskobu altinda. (40X).B. DAPI ile boyanmis nukleus
ornekleri floresans mikroskop altinda 40X.

Mikroskop altinda incelenen nuleus 6rneklerinden protein ekstaraktraksiyonu Tripure
kimyasali ile gerceklestiriimistir ve ekstrakte edilen protein drneklerinin konsantrasyonu 2D
Quant kit (GE Healthcare Life Sciences) hazirlanan standart grafigi kullanilarak hesaplanmistir
(Sekil 25, Tablo 3). Elde edilen nlkleer protein érnekleri proteomik analizler gerekgelestirilene
kadar -80 °C’de saklanmistir.
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Sekil 25. 2D Quant Kit protein standart grafigi.
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Tablo 3. Yapilan denemeler sonucunda elde edilen nukleer ekstrakttan izole edilen proteinlerin
konsatrasyonlari.

mg/ul | 100ul'de
MM_contl 0.50 75.59
MM_cont2 0.39 57.85
MM_cont3 0.24 35.90
MM_stresl 0.51 76.86
MM_stres2 0.57 85.30
MM_stres3 0.44 65.46
T19 contl 0.26 38.85
T19 cont2 0.32 48.14
T19 cont3 0.23 33.78
T19 stresl 0.78 117.40
T19 stres2 0.55 82.77
T19 stres3 0.51 76.44

4.13. Yaprak Toplam Protein Ekstraksiyonu

Transgenik homozigot T19 ve transgenik olmayan kontrol grubu ve kuraklik stres grubu
bitkilerden yaprak dokusu hasat edilmis ve yontem kisminda anlatildidi gibi toplam protein
izolasyonu gerceklestiriimistir. Ekstrakte edilen protein 6rneklerinin konsantrasyonu 2D Quant
kit (GE Healthcare Life Sciences) hazirlanan standart grafigi kullanilarak hesaplanmistir (Sekil
25, Tablo 4). Elde edilen nikleer protein 6rnekleri proteomik analizler gerekgelestirilene kadar
-80 °C’de saklanmisgtir.

Tablo 4. Yaprak toplam protein ekstraktlarindan konsatrasyonlari.

mg/ul 100ul'de
MM_contl 9.16 91
MM_cont2 8.66 87
MM_cont3 10.02 100
MM_stresl 8.44 84
MM _stres2 9.2 92
MM_stres3 8.14 81
T19 contl 8.68 87
T19 cont2 8.04 80
T19 cont3 9.58 96
T19 stresl 7.88 79
T19 stres2 6.76 68
T19 stres3 7.54 76

4.14. Kalitatif Shotgun Proteomik Analizleri

Kuraklik ve kontrol kosullari altinda buyutilen transgenik (SARK::IPT) ve transgenik olmayan
(MM) kontrol bitkilerinde kuraklik cevap mekanizmalarini anlasiimasi i¢in proteomik analizler
gerceklestirilmistir. Gergeklestirdigimiz LC-MS/MS shut gun proteomik analizleri sonucunda
yaprak toplam proteomunda FDR<1% ile yaklagik 5400 tekrarlamayan peptit tanimlanmis ve
bunlardan da 1714 protein tanimlanmistir. Yaprak zengilestiriimis nikleer proteom
analizlerinde ise FDR<1% ile toplamda 3100 tekrarlamayan peptit tanimlanmis bunlardan ise
980 adet protein tanimlanmistir. Miktarlari degisen proteinleri tanimlamak icin protein
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miktarininin belirlenmesini mimkuin kilan tanimlanan peptitleri spektra sayimina dayali yéntem
ve MRM’ye dayanan yontem kullaniimigtir. MRM (¢oklu reaksiyon izlenmesi) yontemi ile segili
aday proteinlerin ylksek dogrulukta kantitatif analizinin gergeklestiriimesi igin hedef peptit
sec¢imi yukarida sonuglarindan bahsedilen LC/MS-MS analizleri ile elde edilen veri setinden ve
daha once kuraklik ve sitokinin cavabiyla ilgili oldugu bilinen proteinler igin bilgiler kullanirak
gerceklestiriimistir. MRM analizleri sonucu yaklasik olarak 180 proteinin transgenik olmayan
kontrol ya da transgenik bitkilerde kuraklik kosullari altinda kontrol kosullarina gére 1.4 kattan
az ya da ¢ok olacak sekilde istatistiksel olarak anlamli sekilde farkl ifadelendigi tespit edilmigtir
(Tablo 5). Yaprak zenginlestiriimis proteom &rneklerinde ise hedef proteinlerin (domates
proteinleri ya da ayni proteinlerin farkli bitki turlerindeki homoglarinin) nikleusta lokalize
olduklari GO ontoloji analizleri (http://www.pantherdb.org/) ve literatirden bakilarak
dogrulanmistir sadece nukleusta lokalize olan proteinler secilmistir ve bunlardam da 80
proteininin kontrol ya da transgenik bitkilerde kuraklik kosullari altinda kontrol kosullarina gore
1.4 kattan az ya da ¢ok olacak sekilde istatistiksel olarak anlamli sekilde farkl ifadelendigi
tespit edilmistir (Tablo 6). Kuraklik stresine cevaben farkli ifadelenen ve transgenik olmayan
kontrol bitkilerinde farkl ifadelen pek ¢ok bitki transgenik bitkilerde de farkli ifadelenmigtir.
Tanimlanan tim proteinlerin ve tanimlanan bu proteinler icin GO siniflandirma kategori bilgileri
EK Tablo 1 ve 2'de gdsterilmistir. Yaprak toplam proteomunda 69 protein hem transgenik
olmayan kontrolde hem de transgenik bitkilerde farkli ifadelenmistir. Transgenik bitkilerde 97
proteinin ifadelenmesi azalmig 71’inin ise artmistir. Transgenik olmayan kontrol bitkilerinde ise
48 proteinin ifadelenmesi azalmig 47 proteinin ise ifadelenmesi artmistir.

Tablo 5. Yaprak toplam proteinlerinden T19 homozigot hat ve Moneymaker transgenik
olmayan kontrol hatlarda kontrol ve kuraklik kosullarinda farkli ifadelenen proteinler.

Gen ID Aciklama T19 Ho_S T test MM_S T
/ / test
T19_HO_K_orani MM_K _orani
Solyc03g005780.1.1 Chlorophyll a-b 4.130 0.000 -1.668 0.024

binding protein 3C-
like IPR001344
Chlorophyll A-B
binding protein
Solyc09g011080.2.1 Ribulose-1 5- -2.202 0.006 -3.757 0.000
bisphosphate
carboxylase_oxyge
nase activase 1
IPRO03959
ATPase. AAA-type.
core
Solyc02g065400.2.1 Oxygen-evolving -1.718 0.000 -1.113 0.232
enhancer protein 1
of photosystem Il
IPR002628
Photosystem I
manganese-
stabilizing protein
PsbO
Solyc02g071000.1.1 Chlorophyll a_b 1.849 0.002 -1.140 0.121
binding protein
IPR001344
Chlorophyll A-B
binding protein
Solyc07g066600.2.1 Phosphoglycerate -1.926 0.059 -1.324 0.069
kinase IPR001576
Phosphoglycerate
kinase
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Solyc129006140.1.1

Chlorophyll a-b
binding protein 37.
chloroplastic
IPR001344
Chlorophyll A-B
binding protein

1.301

0.004

-1.434

0.006

Solyc06g071100.2.1

H-ATPase
IPRO06534
ATPase. P-type.
plasma-membrane
proton-efflux

-2.337

0.009

-1.258

0.076

Solyc08g006890.2.1

Tubulin alpha-3
chain IPR002452
Alpha tubulin

-2.771

0.007

-1.074

0.390

Solyc07g065840.2.1

Heat shock protein
90 IPR003594
ATP-binding region.
ATPase-like
IPR001404 Heat
shock protein
Hsp9l

-2.029

0.010

1.243

0.111

Solyc10g081510.1.1

5-
methyltetrahydropte
royltriglutamate--
homocysteine
methyltransferase
IPR006276 5-
methyltetrahydropte
royltriglutamate--
homocysteine S-
methyltransferase

-2.093

0.003

1.067

0.286

Solyc09g031780.2.1

Tic110 family
transporter
chloroplast inner
envelope protein
Tic1ll

-2.046

0.012

-1.169

0.053

Solyc07g055060.2.1

Phosphoenolpyruva
te carboxylase 1
IPR015813
Pyruvate_Phospho
enolpyruvate
kinase. catalytic
core IPR001449
Phosphoenolpyruva
te carboxylase

-1.824

0.006

-1.005

0.445

Solyc029086820.2.1

Carbonic
anhydrase
IPR015892

Carbonic
anhydrase.

prokaryotic-like.
conserved site

2.170

0.001

-1.256

0.096

Solyc10g080500.1.1

Actin IPR004000
Actin_actin-like

-1.914

0.001

-1.328

0.039

Solyc06¢071920.2.1

Glyceraldehyde-3-
phosphate
dehydrogenase
IPR0O00173
Glyceraldehyde 3-
phosphate
dehydrogenase

-1.749

0.003

-1.006

0.464

Solyc08g079180.2.1

Elongation factor G
IPR004540
Translation

elongation factor
EFG EF3

-1.548

0.002

-1.396

0.000
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Solyc01g105030.2.1

Chlorophyll a-b
binding protein.
chloroplastic
IPR001344
Chlorophyll A-B
binding protein

3.865

0.000

-1.180

0.121

Solyc02g085950.2.1

Ribulose
bisphosphate
carboxylase small
chain IPR000894
Ribulose
bisphosphate
carboxylase. small
chain

4.486

0.000

-1.531

0.134

Solyc10g077040.1.1

Magnesium-
protoporphyrin IX
monomethyl ester

IPR008434

Magnesium-
protoporphyrin 1X
monomethyl ester
aerobic oxidative

cyclase

-4.123

0.001

-3.624

0.000

Solyc01g108630.2.1

Nitrite reductase
IPRO06067 Nitrite
and sulphite
reductase 4Fe-4S
region

-1.900

0.003

-1.666

0.001

Solyc129011450.1.1

Chlorophyll a-b
binding protein 13.
chloroplastic
IPR001344
Chlorophyll A-B
binding protein

2.540

0.000

-1.318

0.000

Solyc10g9082030.1.1

Peroxiredoxin
IPR000866 Alkyl
hydroperoxide
reductase_ Thiol
specific
antioxidant_ Mal
allergen

1.928

0.036

-1.072

0.320

Solyc11g056680.1.1

LRR receptor-like
serine_threonine-
protein kinase. RLP

-2.151

0.002

1.634

0.020

Solyc03g115980.1.1

Geranylgeranyl
reductase
IPRO11774
Geranylgeranyl
reductase. plants
and cyanobacteria

-2.956

0.013

-2.262

0.001

Solyc10g086150.1.1

Single-stranded
DNA binding
protein IPRO00504
RNA recognition
motif. RNP-2

-2.742

0.003

-1.647

0.001

Solyc07g054210.2.1

Protochlorophyllide
reductase like
protein IPR0O05979
Light-dependent
protochlorophyllide
reductase

-3.085

0.000

-2.652

0.000

Solyc02g079950.2.1

Oxygen-evolving
enhancer protein 3
IPRO08797
Photosystem Il
oxygen evolving

5.516

0.000

-1.273

0.054
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complex protein
PsbQ

Solyc12¢013710.1.1

Protochlorophyllide
reductase
IPRO05979 Light-
dependent
protochlorophyllide
reductase

-10.072

0.000

-4.608

0.001

Solyc07g017780.2.1

H-ATPase
IPR0O06534
ATPase. P-type.
plasma-membrane
proton-efflux

-2.203

0.008

-1.345

0.010

Solyc08g067030.2.1

0s01g0611000
protein (Fragment)
IPR006946 Protein
of unknown
function DUF643

-3.515

0.000

-1.769

0.000

Solyc03g111810.2.1

Sieve element-
occluding protein 3

-2.386

0.003

-1.217

0.031

Solyc05g054760.2.1

Dehydroascorbate
reductase
(Fragment)
IPR017933
Glutathione S-
transferase_chlorid
e channel. C-
terminal

2.216

0.008

1.639

0.000

Solyc03g113220.2.1

SPFH
domain_band 7
family protein
IPR001107 Band 7
protein

1.030

0.147

-1.507

0.000

Solyc06g075340.2.1

Carbamoyl-
phosphate
synthase large
chain IPR006275
Carbamoyl
phosphate
synthase. large
subunit. glutamine-
dependent

-1.508

0.003

-1.121

0.057

Solyc029090890.2.1

Zeaxanthin
epoxidase.
chloroplastic

-1.558

0.022

-1.348

0.002

Solyc04g073990.2.1

Annexin
IPR009118
Annexin. type plant

1.656

0.011

3.113

0.004

Solyc129089210.1.1

Ornithine
carbamoyltransfera
se IPR002292
Ornithine
carbamoyltransfera
se

-1.498

0.005

-1.718

0.001

Solyc11g011250.1.1

Chloride
intracellular
channel 6
IPR017933
Glutathione S-
transferase_chlorid
e channel. C-
terminal

1.558

0.003

1.032

0.292

Solyc07g042440.2.1

Alkyl hydroperoxide
reductase_Thiol
specific antioxidant
family protein

2.152

0.001

1.137

0.052
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IPR0O00866 Alkyl
hydroperoxide
reductase_ Thiol
specific
antioxidant_ Mal
allergen

Solyc09g090330.2.1

Harpin binding
protein 1
IPR006843 PAP
fibrillin

1.652

0.018

1.079

0.330

Solyc11g010560.1.1

Kinesin-like protein
IPR001752 Kinesin.
motor region

-1.757

0.001

-1.380

0.000

Solyc01g010580.2.1

Ribosomal protein
IPR002942 RNA-
binding S4
IPR018079
Ribosomal protein
S4. conserved site
IPR0O01912
Ribosomal protein
S6

-1.555

0.036

1.499

0.007

Solyc09g009430.2.1

Cell division protein
ftsZ IPR0O00158
Cell division protein
FtsZ. N-terminal

-1.366

0.002

-1.283

0.000

Solyc01g060470.2.1

Importin alpha-1b
subunit IPR011989
Armadillo-like
helical

1.637

0.013

-1.158

0.000

Solyc119020040.1.1

Chaperone DnaK
IPR012725
Chaperone DnaK

1.568

0.012

-1.376

0.100

Solyc129011280.1.1

Chlorophyll a-b
binding protein 8.
chloroplastic
IPRO01344
Chlorophyll A-B
binding protein

5.526

0.000

-1.011

0.478

Solyc09g008280.1.1

S-
adenosylmethionin
e synthase
IPR002133 S-
adenosylmethionin
e synthetase

-1.595

0.003

-1.353

0.000

Solyc01g007150.2.1

Coatomer subunit
beta-1 IPR016460
Coatomer. beta
subunit

-1.513

0.008

1.065

0.023

Solyc01g057830.2.1

30S ribosomal
protein S1
IPR003029
Ribosomal protein
S1. RNA binding
domain

-1.118

0.002

1.819

0.000

Solyc08g081010.2.1

Glutamate-cysteine
ligase IPR011556
Glutamate--
cysteine ligase.
plant

-1.589

0.024

-1.476

0.015

Solyc01g097460.2.1

Ribose-5-
phosphate
isomerase
IPR004788 Ribose
5-phosphate
isomerase

1.717

0.030

-1.432

0.003
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Solyc03g025270.2.1

rRNA 2_apos-O-
methyltransferase
fibrillarin
IPR000692
Fibrillarin

-2.175

0.011

1.179

0.094

Solyc10g080710.1.1

Asparaginyl-tRNA
synthetase 2
IPR004522
Asparaginyl-tRNA
synthetase. class
Ilb

-2.000

0.001

1.029

0.326

Solyc04g007790.2.1

Major latex-like
protein IPR000916
Bet v | allergen

-1.029

0.176

-1.724

0.000

Solyc05g009530.2.1

Dihydrolipoyllysine-
residue
acetyltransferase
component of
pyruvate
dehydrogenase
complex
IPR001078 2-
oxoacid
dehydrogenase
acyltransferase.
catalytic domain

-1.556

0.005

-1.312

0.000

Solyc06g048410.2.1

Superoxide
dismutase
IPR019833
Manganese_iron
superoxide
dismutase. binding
site IPR001189
Manganese_iron
superoxide
dismutase

3.159

0.006

-1.476

0.008

Solyc04g008310.1.1

Glucosyltransferase
IPR002213 UDP-
glucuronosyl_UDP-
glucosyltransferase

-1.732

0.004

1.029

0.296

Solyc03g082940.2.1

Importin subunit
beta IPR011989
Armadillo-like
helical

-2.354

0.062

-1.058

0.256

Solyc12g009400.1.1

Pyruvate
dehydrogenase E1
component alpha

subunit E1
component. alpha
subunit. subgroup

-1.894

0.003

-1.617

0.000

Solyc08g006040.2.1

40S ribosomal
protein S6
IPR014401
Ribosomal protein
S6. eukaryotic

3.315

0.003

-3.379

0.000

Solyc06¢082940.2.1

Photosystem |
reaction center
subunit XI
IPRO03757
Photosystem |
reaction centre.
subunit XI PsalL

3.479

0.000

-1.294

0.001

Solyc03g115820.2.1

Ribulose-5-
phosphate-3-
epimerase
IPRO00056
Ribulose-

1.412

0.057

-1.536

0.004
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phosphate 3-
epimerase

Solyc11g022590.1.1

Kunitz trypsin
inhibitor 4
(Fragment)
IPR002160
Proteinase inhibitor
13. Kunitz legume

2.100

0.003

-9.466

0.013

Solyc129013810.1.1

Thioredoxin
IPRO05746
Thioredoxin

2.160

0.001

-1.349

0.020

Solyc03g025320.2.1

Hydroxycinnamoyl
transferase
IPR003480
Transferase

-2.089

0.005

-1.695

0.000

Solyc06g071290.2.1

Betaine aldehyde
dehydrogenase
IPR015590
Aldehyde
dehydrogenase

1.532

0.006

-1.024

0.415

Solyc08g082280.2.1

Long-chain-fatty-
acid-CoA ligase
IPRO00873 AMP-
dependent
synthetase and
ligase

-2.347

0.001

-1.440

0.029

Solyc06g071000.2.1

N-
succinylglutamate
5-semialdehyde
dehydrogenase
IPR015590
Aldehyde
dehydrogenase

1.842

0.008

2.749

0.000

Solyc03g122310.2.1

Aldehyde
dehydrogenase 7b
IPR015590
Aldehyde
dehydrogenase

-2.399

0.008

-1.792

0.000

Solyc029086730.1.1

50S ribosomal
protein L12-C
IPR015608
Ribosomal protein
L12. chloroplast

2.149

0.003

1.209

0.002

Solyc12g095760.1.1

Diphosphate--
fructose-6-
phosphate 1-
phosphotransferase
IPR011183
Pyrophosphate-
dependent
phosphofructokinas
e PfpB

-1.560

0.075

1.524

0.001

Solyc11g012110.1.1

60S ribosomal
protein L6
IPRO00915
Ribosomal protein
L6E

1.380

0.000

1.317

0.006

Solyc02g081170.2.1

Plastid-lipid-
associated protein.
chloroplastic
IPRO06843 PAP
fibrillin

2.114

0.001

2.130

0.000

Solyc02g093640.2.1

3-ketoacyl-CoA
reductase 1
IPR002347

-1.565

0.029

-1.149

0.068
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Glucose_ribitol
dehydrogenase

Solyc01g087040.2.1

Thylakoid lumenal
19 kDa protein.
chloroplastic
IPR016123
Mogl_PsbP.
alpha_beta_alpha
sandwich

6.296

0.003

1.163

0.379

Solyc01g011410.1.1

NADH-quinone
oxidoreductase
subunit D
IPR001135 NADH-
quinone
oxidoreductase.
subunit D

-1.380

0.006

-1.001

0.490

Solyc09g018750.2.1

Inosine-5_apos-
monophosphate
dehydrogenase
IPRO00644
Cystathionine beta-
synthase. core

1.846

0.004

1.308

0.000

Solyc06g053200.2.1

6-
phosphogluconolac
tonase IPR005900

6-
phosphogluconolac

tonase

-1.008

0.371

1.942

0.000

Solyc06g073090.2.1

Ribosomal subunit
interface protein
IPRO03489
Ribosomal protein
S30Ae_sigma 54
modulation protein

-1.262

0.003

-1.588

0.000

Solyc01g060020.2.1

Beta-glucanase
IPRO00490
Glycoside
hydrolase. family
17

-1.700

0.004

-1.522

0.000

Solyc03g005260.2.1

Sulfate
adenylyltransferase
IPR002650 ATP-
sulfurylase

-3.413

0.005

-2.398

0.001

Solyc02g082920.2.1

Endochitinase
(Chitinase)
IPRO00726

Glycoside
hydrolase. family
19. catalytic

-0.412

0.001

1.948

0.025

Solyc01g095620.2.1

UDP-
glucosyltransferase
IPR002213 UDP-
glucuronosyl_UDP-
glucosyltransferase

-1.668

0.008

-1.159

0.061

Solyc04g054980.2.1

Lipoxygenase
homology domain-
containing protein 1
IPR001024
Lipoxygenase. LH2

3.702

0.001

1.157

0.346

Solyc04g009540.1.1

50S ribosomal
protein L10
IPRO01790
Ribosomal protein
L12

1.175

0.116

1.525

0.001

Solyc03g120640.2.1

Photosystem |
reaction center

3.225

0.002

-1.239

0.193

41




subunit VI-1.
chloroplastic
IPR004928
Photosystem |
reaction centre
subunit

Solyc04g071620.2.1

ASR4 (Fragment)
IPRO03496
ABA_WDS induced
protein

6.476

0.006

3.873

0.001

Solyc039118410.2.1

Acyl carrier protein

-1.282

0.007

-1.004

0.475

Solyc09g014760.2.1

Chlorophyll
synthase
IPRO11799
Chlorophyll
synthase. ChIG

2.136

0.010

-1.111

0.325

Solyc07g006650.2.1

Xylose isomerase
IPR013452 Xylose
isomerase.
bacterial type

-1.388

0.021

1.758

0.006

Solyc06¢076970.2.1

Peptidyl-prolyl cis-
trans isomerase
IPR002130
Peptidyl-prolyl cis-
trans isomerase.
cyclophilin-type

1.089

0.080

1.579

0.000

Solyc01g011480.1.1

Photosystem I
CP43 chlorophyll
apoprotein
IPRO00932
Photosystem
antenna protein-like

-3.551

0.004

-1.239

0.043

Solyc09g090570.2.1

Proton gradient
regulation 5

5.269

0.000

-1.138

0.273

Solyc08g013670.2.1

Photosystem |
reaction center
subunit IPR008796
Photosystem |
reaction centre
subunit N

2.744

0.001

-1.214

0.123

Solyc12g056230.1.1

Glutathione
peroxidase
IPRO00889
Glutathione
peroxidase

3.335

0.009

1.021

0.429

Solyc11g044530.1.1

PAP fibrillin
IPRO06843 PAP
fibrillin

5.517

0.030

-1.587

0.021

Solyc07g041490.1.1

Stress responsive
alpha-beta barrel
domain protein
IPR013097 Stress
responsive alpha-
beta barrel

1.579

0.006

-1.079

0.292

Solyc04g056390.2.1

Isopentenyl-
diphosphate delta-
isomerase
IPR011876
Isopentenyl-
diphosphate delta-
isomerase. type 3

1.584

0.037

1.636

0.000

Solyc01g010640.2.1

Uncharacterized
membrane protein
IPR001395
Aldo_keto
reductase

-1.124

0.295

-1.483

0.019
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Solyc059049950.2.1

Small nuclear
ribonucleoprotein-
associated protein
B IPR017131 Small
ribonucleoprotein

associated.
SmB_SmN

2.271

0.068

1.025

0.408

Solyc08g065490.2.1

Serine
hydroxymethyltrans
ferase IPR001085
Serine
hydroxymethyltrans
ferase

-1.357

0.019

-1.282

0.004

Solyc01g067290.2.1

NAD-dependent
epimerase_dehydra
tase-binding
domain

-2.695

0.002

-1.766

0.000

Solyc039122180.2.1

mRNA 3-UTR
binding protein
IPR012677
Nucleotide-binding.
alpha-beta plait

1.164

0.034

1.461

0.000

Solyc109047130.1.1

RNA-binding
protein RZ-1
IPR015465 RNA
recognition motif.
glycine rich protein

-1.330

0.026

1.352

0.014

Solyc01g099830.2.1

60S ribosomal
protein L22-2
IPRO02671
Ribosomal protein
L22e

-1.681

0.000

-1.761

0.000

Solyc06¢073190.2.1

Fructokinase-like
IPR002173
Carbohydrate_puin
e kinase. PfkB.
conserved site

2.139

0.031

l1.161

0.304

Solyc01g095150.2.1

Late
embryogenesis
abundant protein
(Fragment)
IPR013990 W ater
Stress and
Hypersensitive
response

1.248

0.037

3.243

0.000

Solyc07g006790.2.1

Dihydrolipoyllysine-
residue
acetyltransferase
component of
pyruvate
dehydrogenase
complex
IPR006257
Dihydrolipoamide
acetyltransferase.
long form

2.172

0.008

-1.099

0.281

Solyc06g060800.2.1

Gibberellin 2-beta-
dioxygenase
IPR005123
Oxoglutarate and
iron-dependent
oxygenase

-1.257

0.023

1.627

0.006

Solyc129014390.1.1

50S ribosomal
protein L13
IPR005823
Ribosomal protein
L13. bacterial-type

-1.298

0.015

1.492

0.000
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Solyc07g041900.2.1

Cathepsin L-like
cysteine proteinase
IPR013128
Peptidase C1A.
papain IPR000169
Peptidase. cysteine
peptidase active
site

2.103

0.001

3.121

0.000

Solyc04g074750.2.1

Polyadenylate-
binding protein 1-A
IPRO00504 RNA
recognition motif.
RNP-1

-1.922

0.013

-2.014

0.000

Solyc08g074620.1.1

Polyphenol oxidase
IPR016213
Polyphenol

oxidase. plant

3.172

0.000

2.834

0.001

Solyc08g006720.2.1

Glutathione
peroxidase
IPRO00889
Glutathione
peroxidase

4.408

0.000

-1.289

0.090

Solyc099092710.2.1

Glycine rich protein
IPR010800 Glycine
rich

4914

0.000

2.118

0.000

Solyc02g077880.2.1

Auxin-repressed
protein IPR008406
Dormancyauxin
associated

3.730

0.000

1.390

0.002

Solyc01g101240.2.1

Aspartic proteinase
IPR001461
Peptidase A3

-1.721

0.007

1.793

0.000

Solyc05g053340.2.1

Gibberellin 2-
oxidase IPR005123
Oxoglutarate and
iron-dependent
oxygenase

-1.205

0.130

-1.479

0.001

Solyc06g009020.2.1

Glutathione S-
transferase
IPR004046

Glutathione S-

transferase. C-

terminal

3.226

0.000

1.111

0.105

Solyc06g076480.2.1

Pentapeptide
repeat-containing
protein IPR001646
Pentapeptide
repeat

1.174

0.033

2.265

0.005

Solyc01g100570.2.1

Nucleolar protein
IPR002687 Pre-
mMRNA processing
ribonucleoprotein.
binding region

-1.984

0.000

1.270

0.037

Solyc06g005260.2.1

Cytoplasmic
glutaredoxin
thioltransferase
glutathione-
dependent disulfide
oxidoreductase
IPR0O11899
Glutaredoxin.
eukaryotic and
viruses

2.204

0.002

-1.199

0.003

Solyc02g036350.2.1

1-
aminocyclopropane
-1-carboxylate

2.238

0.000

2.783

0.000
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oxidase IPR005123
Oxoglutarate and
iron-dependent
oxygenase

Solyc07g063190.2.1

Thioredoxin
IPRO05746
Thioredoxin

2.493

0.002

1.086

0.217

Solyc06g071050.2.1

Spfh domain _
band 7 family
protein IPR001107
Band 7 protein

-1.781

0.002

-1.192

0.108

Solyc06g073540.2.1

Argonaute 4-like
protein IPR0O03165
Stem cell self-
renewal protein
Piwi

2.115

0.000

-1.361

0.015

Solyc03g082920.2.1

Heat shock protein
IPR013126 Heat
shock protein 72

-2.011

0.002

-1.035

0.297

Solyc129094430.1.1

Glutathione S-
transferase
IPR004046

Glutathione S-

transferase. C-

terminal

2.290

0.000

-1.200

0.044

Solyc01g007740.2.1

Peroxiredoxin
IPR0O00866 Alkyl
hydroperoxide
reductase_ Thiol
specific
antioxidant_ Mal
allergen

1.981

0.010

1.052

0.243

Solyc02g079500.2.1

Peroxidase
IPR019793
Peroxidases heam-
ligand binding site
IPR019794
Peroxidase. active
site IPR002016
Haem peroxidase.
plant_fungal_bacter
ial

-2.497

0.000

-1.487

0.000

Solyc099090430.2.1

Cyanate hydratase
IPRO08076
Cyanase

2.253

0.004

1.041

0.274

Solyc10g006970.2.1

Thioredoxin m
IPRO05746
Thioredoxin

2.836

0.001

-1.224

0.110

Solyc01g100520.2.1

ATP-dependent Clp

protease proteolytic

subunit IPR018215
Peptidase S14.
ClpP. active site

2.237

0.005

-1.022

0.428

Solyc01g088610.2.1

chaperonin
IPR001476
Chaperonin Cpnl2

1.546

0.001

1.010

0.442

Solyc01g112000.2.1

Expansin-like
protein IPR0O07112
Expansin 45.
endoglucanase-like
IPRO07117 Pollen
allergen_expansin.
C-terminal

2.819

0.000

-1.050

0.396

Solyc03g097910.2.1

Dihydroorotate
dehydrogenase
family protein

1.325

0.004

2.086

0.000
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IPR005720
Dihydroorotate
dehydrogenase.
class 1. core

Solyc06g049080.2.1

Superoxide
dismutase
IPR0O01189
Manganese_iron
superoxide
dismutase

2.342

0.005

1.049

0.267

Solyc129013900.1.1

CT099 (Fragment)
IPR003245
Plastocyanin-like

5.306

0.006

3.550

0.010

Solyc08g080640.1.1

Osmotin-like
protein (Fragment)
IPR017949
Thaumatin.
conserved site
IPR001938
Thaumatin.
pathogenesis-
related

2.5901

0.014

1.522

0.193

Solyc01g021670.2.1

POT family domain
containing protein
expressed
IPR007493 Protein
of unknown
function DUF538

-1.144

0.222

1.786

0.002

Solyc10g055200.1.1

Disease resistance
response
IPR004265 Plant
disease resistance
response protein

-2.312

0.005

-1.559

0.003

Solyc06g065490.2.1

PsbP domain-
containing protein
6. chloroplastic
IPR016123
Mogl_PsbP.
alpha_beta_alpha
sandwich

3.353

0.005

1.168

0.209

Solyc05g015390.2.1

REF-like stress
related protein 1
IPR0O08802 Rubber
elongation factor

5.540

0.006

2.916

0.000

Solyc11g044910.1.1

Beta-xylosidase 1
IPR0O01764
Glycoside
hydrolase. family 3.
N-terminal

1.385

0.003

1.296

0.000

Solyc10g078920.1.1

Thioredoxin-like 5
IPR013766
Thioredoxin domain

1.800

0.004

-1.546

0.004

Solyc04g080850.2.1

Thioredoxin
IPR015467
Thioredoxin. core

5.885

0.024

1.916

0.001

Solyc01g096240.2.1

Homology to
unknown gene

2.521

0.027

-1.330

0.012

Solyc07g064600.2.1

Endoribonuclease
L-PSP family
protein IPR019897
YjgF-like protein.
conserved site

9.540

0.000

2.020

0.007

Solyc11g069040.2.1

Lactoylglutathione
lyase IPR004361
Glyoxalase

3.030

0.001

1.496

0.005
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Solyc10g9075100.1.1

Non-specific lipid-
transfer protein
IPR000528 Plant
lipid transfer
protein_Par
allergen

26.368

0.000

6.665

0.006

Solyc03g019820.2.1

Aquaporin
IPR012269
Aquaporin

93.626

0.002

9.087

0.000

Solyc08g023440.2.1

Early-responsive to
dehydration 4
IPR003864 Protein
of unknown
function DUF223

1.431

0.000

2.551

0.002

Solyc01g006900.2.1

Phosphatidylglycer
ol_phosphatidylinos
itol transfer protein
IPRO03172 MD-2-
related lipid-
recognition

2.156

0.003

1.341

0.004

Solyc01g108910.2.1

COSII_At2g15890
(Fragment)

1.981

0.000

6.972

0.000

Solyc01g007580.2.1

30S ribosomal
protein S8
IPRO00630
Ribosomal protein
S10

-2.209

0.002

1.139

0.124

Solyc01g067740.2.1

Superoxide
dismutase
IPR001424
Superoxide
dismutase.
copper_zinc
binding

2.708

0.005

5.527

0.000

Solyc01g105410.2.1

0s06g0220000
protein (Fragment)
IPRO06766
Phosphate-induced
protein 1 conserved
region

-1.113

0.163

2.447

0.002

Solyc01g106480.2.1

Malate
dehydrogenase
IPR010097 Malate
dehydrogenase.
NAD-dependent.
eukaryotes and
gamma
proteobacteria

-2.152

0.001

-1.920

0.001

Solyc01g106820.2.1

Peptidase M50
family

1.477

0.004

2.116

0.002

Solyc01g111630.2.1

Glyoxylate _hydroxy
pyruvate reductase
B IPR006140 D-
isomer specific 2-
hydroxyacid
dehydrogenase.
NAD-binding

-1.862

0.003

-1.649

0.000

Solyc02g082760.2.1

Catalase
IPR018028
Catalase related
subgroup

-2.147

0.001

-3.364

0.000

Solyc059013850.2.1

Sieve element-
occluding protein 3

-1.905

0.001

-1.101

0.275

Solyc07g008800.2.1

chaperonin
IPR001476
Chaperonin Cpnl0

1.840

0.001

1.391

0.001
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Solyc069063370.2.1

Chlorophyll a-b
binding protein 1A.
chloroplastic
IPR001344
Chlorophyll A-B
binding protein

2.184

0.018

-1.356

0.005

Solyc06g064470.2.1

Ribosomal protein
L7a IPR001921
Ribosomal protein
L7A

-1.020

0.097

1.662

0.000

Solyc06g069030.2.1

PAP fibrillin domain
containing protein
expressed

-1.263

0.015

-1.781

0.000

Solyc07g053280.2.1

Ketol-acid
reductoisomerase
IPR016206 Ketol-

acid
reductoisomerase.
plant

-1.522

0.033

-1.148

0.008

Solyc079053540.1.1

Fasciclin-like
arabinogalactan
protein 4
IPR000782 FAS1
domain

-1.558

0.000

1.251

0.086

Solyc08g042050.2.1

DEAD-box ATP-
dependent RNA
helicase 3
IPRO11545
DNA_RNA
helicase.
DEAD_DEAH box
type. N-terminal

-2.587

0.008

1.036

0.375

Solyc08g076970.2.1

Acetylornithine
deacetylase or
succinyl-
diaminopimelate
desuccinylase
IPR011650
Peptidase M20.
dimerisation

2.312

0.002

1.366

0.008

Solyc10g008140.2.1

Prohibitin 1-like
protein IPR000163
Prohibitin

3.142

0.075

1.175

0.228

Solyc10g008740.2.1

Magnesium
chelatase ATPase
subunit |
IPR011775
Magnesium
chelatase. ATPase
subunit |

-2.569

0.000

-2.442

0.000

Solyc10g086760.1.1

Tubulin beta chain
IPR002453 Beta
tubulin

-2.355

0.014

1.481

0.114

Solyc129056220.1.1

Aquaporin
IPR012269
Aquaporin

-1.230

0.003

-2.165

0.004

Solyc12g094620.1.1

Catalase
IPR018028
Catalase related
subgroup

-1.732

0.003

-2.352

0.000

Solyc01g109660.2.1

Glycine-rich RNA-
binding protein
IPR015465 RNA
recognition motif.
glycine rich protein

-1.566

0.001

1.314

0.000
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Solyc029030170.2.1

FAD linked oxidase
domain protein
IPR006094 FAD

linked oxidase. N-

terminal

-1.730

0.005

1.234

0.002

Solyc029064940.1.1

LRR receptor-like
serine_threonine-
protein kinase. RLP

-1.636

0.000

-1.455

0.001

Solyc06g050980.2.1

Ferritin IPR001519
Ferritin. N-terminal

1.547

0.004

1.822

0.002

Solyc08g079870.1.1

Subtilisin-like
protease
IPR015500
Peptidase S8.
subtilisin-related
IPR0O00209
Peptidase S8 and
S53. subtilisin.
kexin. sedolisin

-2.606

0.039

-1.762

0.000

Solyc09g007850.2.1

RNA-binding
protein IPRO00504
RNA recognition
motif. RNP-1

-1.400

0.012

-2.883

0.002

Solyc11g069800.1.1

cytochrome P452

-2.328

0.001

-1.339

0.001

Solyc01g008330.2.1

Acetyl-CoA
carboxylase biotin
carboxylase
IPR004549 Acetyl-
CoA carboxylase.
biotin carboxylase

-2.260

0.005

-1.207

0.053

Solyc01g059930.2.1

Universal stress
protein IPR006016
UspA

1.041

0.258

1.642

0.000

Solyc01g096590.2.1

30S ribosomal
protein S10
IPR005729
Ribosomal protein
S10.
eukaryotic_archaea
[

-1.137

0.019

1512

0.000

Solyc03g082890.2.1

Pentapeptide
repeat protein
IPR001646
Pentapeptide
repeat

1.446

0.003

1.137

0.018

Solyc03g114340.2.1

1-deoxy-D-
xylulose-5-
phosphate
reductoisomerase
IPR003821 1-
deoxy-D-xylulose 5-
phosphate
reductoisomerase

-1.829

0.049

-2.112

0.000

Solyc03g115020.2.1

Unknown Protein
IPR009500 Protein
of unknown
function DUF1120

-1.446

0.035

-1.681

0.000

Solyc03g118240.2.1

Magnesium-
protoporphyrin ix
methyltransferase

IPR010251

Magnesium
protoporphyrin O-
methyltransferase

-1.950

0.001

-1.529

0.000

Solyc03g118510.2.1

Receptor like
kinase. RLK

-1.784

0.005

-1.411

0.001
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Solyc04g005700.2.1 Major latex-like 2.236 0.002 1.105 0.210
protein IPR000916
Bet v | allergen
Solyc04g012120.2.1 14-3-3 protein -1.945 0.000 -1.189 0.014
beta_alpha-1
IPRO00308 14-3-3
protein
Solyc06g007760.2.1 Ycf54 protein -1.482 0.003 -1.611 0.000
IPR019616 Protein
of unknown
function DUF2490
Solyc069g068220.2.1 Hydrolase -1.846 0.008 -1.970 0.000
alpha_beta fold
family protein
IPRO00639
Epoxide hydrolase-
like
Solyc09g010630.2.1 heat shock protein -2.730 0.006 -1.127 0.193
IPR013126 Heat
shock protein 72
Solyc11g069380.1.1 4-hydroxy-3- -2.231 0.005 -1.461 0.024
methylbut-2-en-1-yl
diphosphate
synthase
IPRO17178 4-
hydroxy-3-
methylbut-2-en-1-yl
diphosphate
synthase. atypical
Solyc12g042060.1.1 ATP-dependent clp -2.406 0.045 -1.214 0.002
protease ATP-
binding subunit
IPR0O13093 ATPase
associated with
various cellular
activities. AAA-2
Solyc12g099930.1.1 Serine-glyoxylate -1.983 0.009 -1.954 0.000
aminotransferase
IPR000192
Aminotransferase.
class V_Cysteine
desulfurase

Elde edilen proteomik verilerin fonksiyonel GO agiklayici ve siniflandirma analizleri PANTHER
veritabanina dayanilarak gergeklestiriimistir. PANTHER biyolojik fonksiyon analizlerine gére
186 farkli ifadelenen proteinden 167 (%89.8)’i fonksiyonlarina gore gruplara ayrilabilmistir
(Sekil 26). Gruplara ayrilan proteinlerden buyik ¢cogunlugu metabolik (75 protein) ve hicresel
(47 protein) islevler ile ilgili olduklari tespit edilmigtir. Diger d&nemli kategoriler sirasi ile 17 ve
10 protein ile uyarima tepki ve lokalizasyon ile ilgili proteinlerdir. Toplamda 115 proteinin
(toplamda tanimlanan proteinlerin %67’si) ise PANTHER veritabani analizleri sonucunda
molekuler fonksiyonlarina gore gruplara ayriimistir. Molekuler fonksiyon siniflandirmalarina
glre en bluyuk grubu 73 protein ile katalitik aktiviteye sahip proteinler olusturmustur (Sekil 26).
Diger protein gruplari ise baglanma (21 protein), yapisal molekdl (9), antioksidan (6) ve
transporter (5)lardan olusmustur. PANTHER veritabani analizleri sonucunda yalnizca 107
(%57) farkl ifadelenen protein hiicresel kompartmanina gore gruplara ayrilabilmigtir. Bu grupta
en ¢ok bulunan proteinler hiicre (48), organeller (32), mebranlar (13) ve makromolekiil
kompleksleri (11)" den olugsmaktadir (Sekil 26) .

Elde edilen proteomik verisetinde hangi GO foksiyonel grubuna ait proteinlerin daha g¢ok
goruldaguni belirlemek icin fonkiyonel fazla ifadelenme testi gerceklestiriimistir. S6z konusu
analiz sonucunda yaprak toplam proteomunda suilfir bilesikleri metabolik islemleri, abiyotik
uyarana tepki, protein katlanmasi ve birincil metabolizma ile ilgili proteinlerin veri setinde en
cok gorilen proteinler oldugu PANTHER GO-Slim biyolojik islem gruplandirmasina goére tespit
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edilmistir (Sekil 28). Veri setindeki sulfur bilesikleri metabolik islemler grubundaki proteinleri
daha cok tiyoredoksin ailesinden proteinler olusturmakta ve bunlarinda proteinlere yonelik
oksidatif stresin 6nlenmesi ile ilgili ve chaperon fonksiyonuna sahip olmalari agisindan kuraklik
stresi acisindan onem arzettikleri aciktir. Gergeklestirilen GO biyoloijik islem gruplamasi gen
zenginlestirme analizlerinde ise klorofil biyosentezi 100 kat; izopentenil difosfat biyosentez
islemi 64 kat; gliserol eter metabolik prosesi 41 kat; pentoz fosfat yanyolagi 36 kat; fotosentez
ve Isik mahsuli reaksiyonlari 29 kat; oksidatif strese karsi hiicresel tepki 26 kat ve protein
kromofor baglanmasi 19 kat olacak sekilde bulunmustur (EK Tablo 3). Verisetinde zenginlestigi
gorulen protein yolaklarinda oksidatif strese karsi hlicresel tepki ile iligkili proteinlerin kuraklik
stresine direngte 6nemli rol oynadidi bilinmektedir (Mitter, 2002). Ayrica, yapilan ¢calismalarda
fotosentez ile ilgili yolaklarin sitokininler tarafindan o6nemli bir sekilde regile edildigi
bilinmektedir (Rivero vd., 2009). Ozellikle klorofil baglayan proteinlerin (Klorofil a/b baglama
proteinleri) transgenik bitkilerde kuraklik kosullari altinda daha fazla ifadelendigi gériimustur;
bu durumda, fotosentetik mekanizmanin verimli bir sekilde sirdirilmesi agisindan 6nem
tagsimaktadir. Ayrica, bu proteinlerin stres kosullarina tolerans igcin daha fazla ifadelenme
durumlarinin mevcut oldugu daha onceki caligsmalarda da gosterilmistir (Xu vd., 2012).
izopentenil difospat biyosentez yoladi ise daha cok sekonder izopren grubu molekiillerin
biyosentezinde 6nem tasimaktadir. Klorofil, karetonoidler ve bazi hormonlar (jasmonik asit ve
sitokinlerden bazilari) bu gruba girmektedir (Xu vd., 2012). Bu grubun proje kapsaminda
gelistirilen verisetinde yogun olarak gorulmesi ise bu grup proteinlerin sitokininler tarafindan
reglle edildigi ve kuraklik kosullarina direngte 6nemli rol oynayabilecekleri anlamina
gelmektedir.

PANTHER GO-Slim Biological Process
Total @ Ganer 196 Ttal @ procass hs 167

SARK::IPT WT

PANTHER GO-Slim Molecular Function
Total @ Gener: 106 Total @ fenction bas: 1

PANTHER GO-Slim Cellular Component
Total @ Ganes. 166 Total @ companent hits 107

Sekil 26. Yaprak toplam proteome analizleri sonucunda transgenik ve kontrol bitkilerde farkl
kuraklik kosullarinda farkli ifalenen proteinlerin sayisi ve test edilen bitki gruplari arasindaki
dagilimi, biyolojik islev, hiicre komponenti ve molekiler islevierine gore GO siniflandirmalari.
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kuraklik kosullarinda yaprak nukleer proteomunda farkli ifadelenen proteinler

Tablo 6. T19 homozigot hat ve Moneymaker transgenik olmayan kontrol hatlarda kontrol ve

Gen ID

Aciklama

MM_S
/
MM_K_orani

T test

T19 Ho_S
/
T19 HO K_
orani

T test

Solyc09g009030.2.1

1 Histone
deacetylase 2a-like
IPR007087 Zinc
finger, C2H2-type

-2.51

0.00

1.06

0.08

Solyc01g107870.2.1

1 Poly(A) RNA
binding protein
IPR006515
Polyadenylate
binding protein,
human types 1, 2,
3,4

-2.16

0.00

-2.99

0.00

Solyc02g014770.2.1

1 Chromodomain-
helicase-DNA-
binding protein 6
IPRO00330 SNF2-
related

-2.07

0.00

1.05

0.30

Solyc03g114370.2.1

1 Atp-dependent
RNA helicase
IPR011545
DNA_RNA helicase,
DEAD_DEAH box
type, N-terminal

-1.99

0.00

-3.04

0.01

Solyc03g123530.2.1

1 CCAAT-box-
binding transcription
factor-like protein
IPR0O05612 CCAAT-
binding factor

-1.80

0.02

2.08

0.00

Solyc07g047670.2.1

1 Pescadillo
homolog 1
IPR010613
Pescadillo, N-
terminal

-1.75

0.01

-2.21

0.00

Solyc129g014210.1.1

1 RNA binding
protein IPRO00504
RNA recognition
motif, RNP-1

-1.75

0.00

1.73

0.07

Solyc01g007070.2.1

1 BEL1-like
homeodomain
protein 1
IPR006563 POX

-1.73

0.06

1.70

0.01

Solyc02g064700.2.1

1 Protein
serine_threonine
kinase IPR002290
Serine_threonine
protein kinase

-1.68

0.00

1.00

0.49

Solyc02g067210.2.1

1 Nucleic acid
binding protein
IPR018111 K
Homology, type 1,
subgroup

-1.65

0.00

-1.24

0.00

Solyc129015880.1.1

1 Heat shock
protein 90
IPR019805 Heat
shock protein
Hsp90, conserved
site IPR018249 EF-
HAND 2 IPR001404
Heat shock protein
Hsp90

-1.65

0.00

-1.20

0.02
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Solyc029081010.1.1

1 Transcription
factor jumoniji
domain-containing
protein IPR013129
Transcription factor
jumoniji

-1.64

0.00

1.00

0.50

Solyc03g082960.2.1

1 Serine_threonine
phosphatase family
protein IPR015655
Protein
phosphatase 2C

-1.57

0.01

1.54

0.08

Solyc04g051370.2.1

1 26S proteasome
non-ATPase
regulatory subunit
12 IPRO00717
Proteasome
component region
PCI

-1.57

0.01

-1.17

0.11

Solyc00g323130.2.1

1 Major latex-like
protein IPRO00916
Bet v | allergen

-1.42

0.00

-1.64

0.02

Solyc01g014850.2.1

1 Zinc finger CCCH
domain-containing
protein 14
IPR0O18111 K
Homology, type 1,
subgroup

-1.32

0.01

1.25

0.00

Solyc119g072340.1.1

1 Arginine_serine-
rich splicing factor
IPRO00504 RNA
recognition motif,
RNP-1

-1.24

0.15

-1.78

0.02

Solyc02g087400.1.1

1 Ankyrin repeat
domain containing
protein IPR002110

Ankyrin

-1.23

0.15

-2.17

0.00

Solyc029g091960.2.1

1 Nuclear matrix
constituent protein 2

-1.14

0.33

-1.66

0.00

Solyc069063140.2.1

1 26S protease
regulatory subunit 7
IPRO05937 26S
proteasome subunit
P45

-1.13

0.14

-2.12

0.00

Solyc07g052900.1.1

1 Os09g0451700
protein (Fragment)
IPR007592 Protein
of unknown function

DUF573

-1.03

0.42

-3.94

0.00

Solyc09g075200.2.1

1 U1 small nuclear
ribonucleoprotein A
IPR012677
Nucleotide-binding,
alpha-beta plait

-1.01

0.48

-1.69

0.04

Solyc04g007070.2.1

1 Cc-nbs-Irr,
resistance protein

1.01

0.46

-1.52

0.00

Solyc06g052030.2.1

1 Importin subunit
beta IPR011989
Armadillo-like
helical

1.01

0.48

-1.45

0.00

Solyc11g011130.1.1

1 THO complex
subunit 4
IPR012677
Nucleotide-binding,
alpha-beta plait

1.05

0.16

-1.63

0.02

Solyc01g107330.2.1

1 SWIB_MDM2
domain protein

1.06

0.28

-3.36

0.05
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IPR019835 SWIB
domain

Solyc01g014210.1.1

1 ADP ATP carrier
protein-like
IPR002113 Adenine
nucleotide
translocator 1

1.08

0.03

-1.60

0.01

Solyc039g097370.2.1

1 DNA helicase-like
IPR003593
ATPase, AAA+
type, core

1.10

0.17

-1.94

0.00

Solyc04g071320.2.1

1 Protein FAM188A
IPR003903
Ubiquitin interacting
motif

1.11

0.38

-4.85

0.00

Solyc01g066840.2.1

1 40S ribosomal
protein S21
IPR001931

Ribosomal protein
S2le

1.17

0.01

1.80

0.00

Solyc03g007670.2.1

1 SGT1 IPR007699
SGS

1.25

0.01

-1.85

0.05

Solyc04g008520.2.1

1 Quter envelope
protein

1.32

0.07

-2.52

0.02

Solyc079g066030.2.1

1 Proteasome
activator subunit 4-
like IPR016024
Armadillo-type fold

1.34

0.00

-1.48

0.00

Solyc05g006170.2.1

1 NACHT, LRR and
PYD domains-
containing protein 5
IPR003590
Leucine-rich repeat,
ribonuclease
inhibitor subtype

1.38

0.08

-2.44

0.04

Solyc03g118020.2.1

1 Tudor _ nuclease
domain-containing
protein IPR016685
RNA-induced
silencing complex,
nuclease
component Tudor-
SN

1.44

0.00

-1.29

0.01

Solyc12g043110.1.1

1 Heat shock
protein 4
IPR013126 Heat
shock protein 70

1.46

0.00

111

0.28

Solyc09g011450.2.1

1 cDNA clone
JO75093E01 full
insert sequence
IPR013886 PI31

proteasome
regulator

1.47

0.01

-1.67

0.00

Solyc01g009090.2.1

1 Serrate RNA
effector molecule
homolog

1.50

0.01

-1.40

0.01

Solyc05g9007100.2.1

1 DNA-binding
protein p24
IPR013742 Plant
transcription factor

1.52

0.00

121

0.09

Solyc02g068100.2.1

1 SWI_SNF related
matrix associated
actin dependent
regulator of
chromatin subfamily
d member 1

1.53

0.00

-1.46

0.02
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IPR019835 SWIB
domain

Solyc08g080580.2.1

1 Myb IPR015495
Myb transcription
factor

1.55

0.01

1.43

0.01

Solyc01g006940.2.1

1 Poly(U)-binding-
splicing factor
PUF60 IPR003954
RNA recognition,
region 1

1.55

0.00

-1.42

0.02

Solyc11g008500.1.1

1 Actin IPR0O04000
Actin_actin-like

1.55

0.01

-1.86

0.00

Solyc10g078630.1.1

1 40S ribosomal
protein S28
IPR000289

Ribosomal protein
S28e

1.56

0.00

-1.06

0.32

Solyc04g005020.2.1

1 WD-40 repeat
family protein
IPR020472 G-

protein beta WD-40
repeat, region

1.56

0.00

-1.13

0.20

Solyc03g121500.2.1

1 Myosin-like
protein

1.56

0.00

1.66

0.00

Solyc09g013100.2.1

1 RNA binding
protein

1.56

0.00

-1.18

0.10

Solyc069076520.1.1

1 class | heat shock

protein IPR002068

Heat shock protein
Hsp20

1.61

0.00

1.83

0.00

Solyc01g097010.2.1

1 Nucleic acid
binding protein
IPR018111 K
Homology, type 1,
subgroup

1.62

0.00

-1.33

0.06

Solyc09g092380.2.1

1
Adenosylhomocyste
inase IPR0O00043 S-

adenosyl-L-
homocysteine
hydrolase

1.68

0.00

1.08

0.04

Solyc04g054880.2.1

1 BZIP transcription
factor IPR006867
Protein of unknown
function DUF632

1.70

0.00

-1.01

0.44

Solyc02g089260.2.1

1 E3 ubiquitin-
protein ligase UBR4
IPR013993 Zinc
finger, N-recognin,
metazoa

1.72

0.00

1.15

0.28

Solyc01g099770.2.1

1 Translationally-
controlled tumor
protein homolog
IPR001983
Translationally
controlled tumour-
associated TCTP

1.72

0.00

-1.93

0.00

Solyc04g014460.2.1

1 RNA binding
protein IPR012677
Nucleotide-binding,

alpha-beta plait

1.75

0.01

-1.65

0.00

Solyc01g099110.2.1

1 Xaa-pro
aminopeptidase
IPR000994
Peptidase M24,
structural domain

1.75

0.01

-1.99

0.01
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Solyc089015690.2.1

1 Late- 1.76
embryogenesis
abundant protein 2
IPR013990 W ater
Stress and
Hypersensitive
response

0.06

-1.45

0.15

Solyc01g091460.2.1

1 ARF guanine- 1.78
nucleotide
exchange factor 2
IPRO00904 SEC7-
like

0.00

1.00

0.48

Solyc119045180.1.1

1 ATP-dependent 1.82
RNA helicase
IPR001650
DNA_RNA helicase,
C-terminal

0.02

-1.85

0.01

Solyc01g100320.2.1

1 1.86
Thioredoxin_protein
disulfide isomerase

IPR0O05788
Disulphide
isomerase

0.01

-1.41

0.02

Solyc03g111840.2.1

1 Polyadenylate- 1.92
binding protein 1-
like IPRO00504
RNA recognition
motif, RNP-1

0.00

-1.32

0.00

Solyc09g090520.2.1

1 Heterogeneous 1.93
nuclear
ribonucleoprotein
A3 IPR012677
Nucleotide-binding,
alpha-beta plait

0.01

1.32

0.12

Solyc099082320.2.1

1 Proteasome 1.94
subunit beta type
IPR001353
Proteasome,
subunit alpha_beta

0.00

-1.21

0.01

Solyc02g093170.2.1

1 Cyclin delta-3 1.95

0.00

-1.53

0.06

Solyc05g009600.2.1

1 Phosphatase 2A 1.95
regulatory A subunit
IPR011989
Armadillo-like
helical

0.03

-1.89

0.00

Solyc109081030.1.1

1 Nascent 1.96
polypeptide-
associated complex
alpha subunit-like
protein IPR016641
Nascent
polypeptide-
associated
complex, alpha
subunit

0.01

-1.47

0.03

Solyc03g117780.2.1

1 UV excision repair 2.01
protein RAD23
IPR004806 UV
excision repair
protein Rad24

0.02

2.72

0.00

Solyc01g009080.2.1

1 FHA domain 2.04
containing protein
IPR000253
Forkhead-
associated

0.00

-2.11

0.00

56




Solyc06g008150.2.1

1 Ulpl peptidase-
like IPR015410
Region of unknown
function DUF1985

2.07

0.00

1.85

0.01

Solyc119068640.1.1

1 0s11g0175900
protein (Fragment)
IPR016024
Armadillo-type fold

2.08

0.00

1.06

0.33

Solyc06g062350.2.1

1 Holliday junction
ATP-dependent
DNA helicase ruvB
IPR010339 TIP49,
C-terminal

2.16

0.00

-1.01

0.46

Solyc01g049680.2.1

1 Transcriptional
activator protein
Pur-alpha
IPR006628 PUR-
alpha_beta_gamma
, DNA_RNA-binding

2.31

0.01

-1.03

0.43

Solyc04g009410.2.1

1 Penescence-
associated protein
DIN1 IPR001763

Rhodanese-like

2.52

0.00

1.06

0.38

Solyc029g084240.2.1

1 H1 histone-like
protein IPR005818
Histone H1 H6

3.12

0.00

1.32

0.00

Solyc04g082200.2.1

1 Dehydrin
IPR000167
Dehydrin

6.22

1.30

0.10

SARK:IPT
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PANTHER GO-Slim Blological Process

Yaprak zenginlestiriimis nikleer proteomundan ise 78 (%98.7) protein biyolojik islevlerine gore
gruplara ayrilabilmistir. Toplam proteom analizlerine benzer sekilde en ¢ok gérilen grup
metabolik (22) ve hucresel (22) islevler olarak bulunmustur (Sekil 27). Yine dnemli miktarda
protein hiicresel komponent organizasyonu ve lokalizasyon ve uyarana tepki gruplarina
ayrilmistir. Farkl ifadelen proteinlerden yalnizca %48.7’si molekiler fonksiyonlarina gore
siniflandinlabilmistir. Bu proteinlerden yarisindan ¢ogunun (21 protein) baglanma aktivitesi ve
¢ok az proteinin ise katalitik ve yapisal molekll aktivitesi oldugu tespit edilmistir. Yaklasik
olarak proteinlerden %81 ise nukleik asit baglama ile ilgili fonksiyona sahip oldukari
belirlenmistir (Sekil 27).




Sekil 27. Yaprak nikleer zenginlestiriimis proteome analizleri sonucunda transgenik ve kontrol
bitkilerde farkli kuraklk kosullarinda farkli ifalenen proteinlerin sayisi ve test edilen bitki
gruplari arasindaki dagilimi, biyolojik islev, hiicre komponenti ve molekuler islevlerine gore GO
siniflandirmalari.

Kuraklik kogullarinda transgenik olmayan kontrol ya da transgenik bitkilerde farkli ifadelenen
yaprak zenginlestirimis nikleer proteom verisetinde de PANTHER gen zenginlestirme
analizleri gerceklestiriimistir. Bu analizler sonucunda, verisetinde nikleer transport proteini
22.5 kat, transesterifikasyon ile RNA splicing 12 kat ve RNA polimeraz Il promotérinden
transkripsiyon 6 kat daha yiksek miktarda bulundugu tespit edilmistir (Sekil 28; EK Tablo 4).

o ¢
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resp,
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55(G0:0006750

iption from RNA polymerase 11 promoter(GO:0006366)
B transcription, DNA-dependent(GO:0006351)

Client Text Box Input

Sekil 28. Yaprak toplam ve yaprak nikleer zenginlestiriimis proteome analizleri sonucunda
transgenik ve kontrol bitkilerde kuraklik kosullarinda farkl ifalenen icin yapilan GO gen
zenginlestirme analiz sonuglari. A. Yaprak toplam proteomu. B. Yaprak zenginlestirilmis nileer
proteomu.

Domates proteinlerinin  tanimlanmasi ve GO gruplandirmalari ile ilgili veritabanlarinin
yetersizliginden 6tlrt tanimlanan pek ¢ok protein gruplara ayrilamamis ya da haklarinda bu
veri tabanlarinda oldukga kisith bilgi bulunmaktadir. Yaprak zenginlestiriimis nukleer
proteomunda farkli ifadlenen 16 proteinin transkripsiyon faktérleri olduklar domates igin veya
bu proteinlerin Arabidopsis homologlari kullanilarak veritabani aramalari ve literatlr taramasi
ile belirlenmistir. Proje kapsaminda gelistirilen verisetinde farkl ifadelendigi tespit edilen
transkripsiyon faktdrleri asagida siralanmistir:

e Solyc09g009030.2.1 (Histone deacetylase 2a-like IPR0O07087),

e Solyc02g014770.2.1 (Chromodomain-helicase-DNA-binding protein),

e Solyc039g123530.2.1 (CCAAT-box-binding transcription factor-like),
Solyc01g007070.2.1 (BEL1-like homeodomain protein),
Solyc02g081010.1.1(Transcription factor jumonji domain-containing protein),
Solyc01g014850.2.1 (Zinc finger CCCH domain-containing protein),
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e Solyc079g052900.1.1 (Os09g0451700 protein),

e Solyc01g107330.2.1 (SWIB_MDM2 domain protein),

e Solyc05g007100.2.1 (DNA-binding protein p24),

e Solyc02g068100.2.1 (SWI_SNF related matrix associated actin dependent regulator
of chromatin subfamily d member),

e Solyc08g080580.2.1 (Myb IPR015495),

e Solyc04g054880.2.1 (BZIP transcription factor IPRO06867 1.7 1),

e Solyc01g009080.2.1 (FHA domain containing protein),

o Solyc01g049680.2.1 (Transcriptional activator protein Pur-alpha IPR006628),

e Solyc02g081010.1.1(Transcription factor jumonji domain-containing protein),

e Solyc10g081030.1.1 (nascent polypeptide-associated complex alpha subunit-like
protein)

Transkripsiyon faktord aktivitesi bulunan Solyc099g009030.2.1 geni Histone deacetylase 2a
benzeri protein kodlamaktadir. Bu da transgenik bitkilerde kuraklik kosullarinda 2.5 kat
ifadelenmesi azalmistir ancak ifadelenme dizeyi transgenik olmayan kontrol bitkilerde
degismemistir. Histonlarin post-transkripsiyonel olarak modifiye edildikleri ve histon
deasetilasyonunun da gen represyonu ile ilgili oldugu bilinmektedir (Berger, 2002). Yapilan
calismalarda Solyc09g009030.2.1 geninin Arabidopsis homologunun (AtHD2C) absisik asit
(ABA) ile ifadelenmesinin azaldidi tespit edilmistir. Ayrica, ayni geni asiri ifadeleyen bitkilerin
ABA duyarlihi@ini yitirdikleri gosterilmistir (Sridha ve Wu, 2006). S6z proteinin nasil galistigi ya
da hang genleri regile ettigi konusunda herhangi bir bilgi bulunmamaklia beraber, ABA
tarafindan regule edilmesi abiyotik stres cevabinda 6énemli rol oynama olasihdi oldugunu
gostermektedir. Solyc029g014770.2.1 geninin chromatin remodelling 19 protein ailesine
mensup bir protein kodladi§gi ve bunun da transgenik bitkilerde kuraklik kosullarinda
ifadlenmesinde 2.1 kat azalma oldugu ancak transgenik olmayan kontrol bitkilerinde
ifadelenmesinde herhangi bir degdisiklik olmadidi tespit edilmistir.

Chromatin remodelling 19 proteininin RNA aracilikli gen susturulmasinda rol oynadigi
gosterilmistir (Han vd., 2014). Ancak, bitkilerde hangi genlerin ifadelenmelerini kontrol ettigine
dair literatlirde ayrintili bir bilgi bulunmamaktadir. Sitokinin ya da kuraklik stresi ile iliskisine
dair de herhangi bir veri bulunmamaktadir. Solyc039g123530.2.1 geni CCAAT-box-binding
transcription factor-like protein kodlamaktadir ve transgenik bitkilerde ifadelenme dizeyinin 1.8
kat azalmis, transgenik olmayan kontrol bitkilerinde ise kuraklik kosullari altinda ifadelenme
dizeyleri 2.1 kat artmistir. Solyc03g123530.2.1 proteininin Arabidopsis homologunun (EDA25)
nukleolide lokalize oldugu ve disi gametofit gelisimi icin gerekli oldugu gosterilmistir (Li vd.,
2009). Ayrica, fonksiyon kaybi EDA25’in mutantlarinin aluminyuma duyarl oldugu ve disik
poliamin biyosentez dlizeyine sahip oldugu gdésterilmistir (Nezames vd., 2012). Arabidopsis’te
yapilan c¢alismalar s6z konusu geninin bitki gelisimi ve abiyotik strese cevapta 6nemli
olabilecegini gdstermekle birlikte hangi genleri regule ettigi ya da hangi mekanizmalarla bunun
gerceklestigine dair literatlirde herhangi bir bilgi bunmamaktadir. Solyc01g007070.2.1 geni
BEL1-like homeodomain protein 1 adl transkripsiyon faktériini kodlamaktadir. Bu ¢calismada
s6z konusu genin ifadlenmesinin kuraklik kosullari altinda transgenik bitkilerde 1.7 kat azaldig,
transgenik olmayan kontrol bitkilerde ise 1.7 kat arttigi tespit edilmistir. Bu genin Arabidopsis
homologunun (BHL 1) sitokinin iceren besiyerinde buiyUtilen koklerde ifadelenmesinin arttigi
gOsterilmistir (Hoth vd., 2003). Brassica napus (Bn) SHOOTMERISTEMLESS (BnSTM)
proteininin az ifadelenmesi ile embryo gelisiminin baskilandigi ve BHL 1 geninin BnSTM geni
fonksiyon kaybr mutantlarinda fazla ifadelendigi gozlenmistir (Elhiti vd., 2012). Yine yapilan
baska bir galismada BHL 1 geninin ABA ile uyarildigi gosterilmistir (Guo vd., 2009). Baska bir
calismada ise, BLH 1 geninin kuraklik stresi kosullarinda kavak ve mandalinada fazla
ifadelendigi belirlenmistir (Yoon vd., 2014; Gimeno vd., 2009). Literatlirde BHL 1 transkripsiyon
faktorinin ABA ile regile edildigi ve abiyotik stres kosullarina cevapta rol oynadigina dair bilgi
bulunmasina ragmen bunun hangi genleri reglle ederek gergeklestirdigine dair literatlrde
herhangi bir ¢calisma bulunmamamaktadir. Solyc02g081010.1.1 geni JHDM2 ailesi H3K9
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mono- and dimetilasyon gerceklestiren H3K9 dimethylaaz olan Jumonji C (JmjC) domain
proteini (IBM 1) kodlamaktadir (Saze vd., 2008). S6z konusu genin bu ¢alismada transgenik
bitkilerde ifadelenmesinin 1.6 azaldigi gérilmis ancak transgenik olmayan kontrol bitkilerde
ifadelenmesinin degismedigi tespit edilmistir. IBM 1 proteini protein kodlayan genleri H3K9 ve
non-CG DNA metilasyonu ile baskinlanmaktan korurlar (Saze vd., 2008). IBM 1 geninin RNAI
tarafindan yonlendirilen DNA metilasyonu ile ilgili komponentleri kontrol ettigi gdsterilmistir
(Miura vd., 2009). IBM1 genindeki fonksiyon kaybi mutantlarinin kigik ve dar yaprak
olusmasi, polen olumunun durmasi, cicek organlarinda ve ebriyoda anormalliker gibi
gelisimsel kusurlara sebep oldugu gésterilmistir (Saze vd., 2008). IBM1 geninin bitki gelisimi
ile dogrudan etkili oldugu gosterilmis ancak stres ve sitokinin cevabi ile nasil ilgili olduguna dair
herhangi bir ¢calisma mevcut degildir. Solyc01g014850.2.1 geni pek ¢ok farkh biyolojik
fonksiyonda rol oynayan transkripsiyon faktéri olan Zinc finger CCCH domain-containing
protein 14 kodlamaktadir (Stege vd., 2002). Solyc01g014850.2.1 geni 80 proteinden olusan
Zinc finger CCCH domain protein ailesinden olan SIC3H7 kodlamaktadir (Xu, 2014). Ancak
literatlirde s6zkonusu genin hangi genleri ve hangi biyolojik fonksiyonlari regile ettigine dair
bir bilgi bulunmamaktadir. Solyc07g052900.1.1 geni Os09g0451700 protein 1 ailesine mensup
bir transkription faktori kodlamaktadir. S6z konusu genin ifadelenmesi kontrol kosullari altinda
transgenik bitkilerde degismemis ancak transgenik olmayan kontrol bitkilerinde ifadelenmesi
3.9 kat azalmistir. Arabidopsis holomologu olan At1g61730 (stk01) ve At4g00238 (stk03)
genlerinin asir ifadelenmesinin tatinde biyokutle artigi ve gévde blyUkligundn artigsina sebep
oldugu sturdiness ve stkO3 geninin yine ayni genin homologu olan At4g00390 (stk06) ile
etkilestigi gosterilmistir (Bomer vd., 2011). Ayrica, yine ayni genin Arabidopsis homologlarini
(At2g25650 ve At2g36340) sitokinin cevap mekanizmalarinda rol oynadiklar tespit edilmistir
(Chevalier vd., 2008). S6zkonusu genin homologlarinin sitokinin cevabinda rol oynadigi ve
hicre ¢cogalmasi ile ilgili potansiyel roller oyanayabilcegi gosterilmistir ancak bu transkripsiyon
faktorinin hangi genleri regile ettigine iliskin bir bilgi bulunmamaktadir. Solyc01g107330.2.1
geni SWIB_MDM2 domain proteini kodlamaktadir ve bu protein  kromatin yeniden
modellemesinde rol oynayan SWI/SNF protein kompleksinin alt birimi oldugu bilinmektedir
(Bennett-Lovsey vd., 2002). Bu genin Arabidopsis homologunun (At2g14880) etilene cevapta
rol oynadigi ve etilen uygulamasi ile ifadelenmesinin azaldigi gosterilimistir (De Paepe vd.,
2004). SWI/SNFkompleks proteinlerinin hormonlar tarafindan regile edildigi daha 6nceki
calismalarda gosterilmistir (Sarnowska vd., 2016). Ancak, Solyc01g107330.2.1 geninin
domateste nasil bir rol oynadigina dair herhangi bir c¢alisma bulunmamaktadir.
Solyc02g068100.2.1 geni de yine SWI/SNF kompleks bileseni protein 12'yi kodlamaktadir.
Ancak, sézkonusu proteinin domateste hangi genleri ve biyolojik islevleri kontrol ettigine dair
bir calisma mevcut degildir. Solyc05g007100.2.1 geni WHY transkripsiyon faktéri olan DNA-
baglayan protein p24 kodlamaktadir. Bu genin AT1G14410 (WHY1) and AT2G02740 (WHY3)
olmak uzere iki Arabidopsis homologu bulunmaktadir. AtWHY1 geninin hastalik direnci ile
iligkili oldugu (Desveaux vd., 2004), Ayrica, telomeraz inhibisyonu ile iligkisi oldugu (Yoo vd.,
2007) ve ayrica, salisilik asit aracilikli patojen cevap yolaginda rol oynadidi (Xiong vd., 2009)
ve yaprak yaslanmasinin kontrolinde de islevi oldugu gdsterilmistir (Mio vd., 2013).
So6zkonusu genin abiyotik stres ya da sitokinin cevabi ile ilgili roli daha 6nce gosterilmemistir.
Solyc08g080580.2.1 geni Myb ailesi transcripsiyon factorl kodlamaktadir. Bu genin
Arabidopsiste AT4G32730.1 (MYB3R1) ve AT5G11510 (MYB3R4) olmak Uzere iki homologu
bulunmaktadir. MYB3R1 ve MYB3R4 tarnskripsiyonel aktivatorler olarak islev gbrmekte ve
sitokinezin pozitif regulatorleridir (Haga vd., 2007). MYB3R1/4 transkripsiyon faktoru MSA
elementlerine baglanarak hiicre dongusiiniin G2 ve M fazlarina 6zgl genlerin ifadelenmesini
kontrol etmektedir ( Haga vd., 2011). Solyc049054880.2.1 geni BZIP transkripsiyon faktoru
IPRO06867 kodlamaktadir. BZIP transkripsiyon faktorli ailesi domateste 69 proteinden
olusanmaktadir (Li vd., 2015). Bu aileye mensup transkripsiyon faktorleri patojene direng,
abiyotik stres direng sinyal iletimi, hormon sinyal iletimi, enerji metabolizmasi ve gelisim ile ilgili
biyolojik islevlerde gérev yapmaktadir (Llorca vd., 2014). Ancak, bu genin fonksiyonu ile ilgili
herhangi bir bilgi bulunmamaktadir. Solyc10g081030.1.1 geni transkripsiyon faktérd olan
nascent polypeptide-associated kompleksi alfa altbirim proteinini kodlamaktadir. Bu genin
Arabidopsis homologunun (AT3G12390) cicek gelisimi ile iligkili oldugu (Xie vd., 2015) ve
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ayrica, tuzluluk stresine cevapta da rol oynadi§i gosterilmistir (Jiang vd., 2007).
Solyc01g049680.2.1 geni trankripsiyon aktivator proteini Pur-alfa proteinini kodalamaktadir ve
bu proteinin tek zincirli DNA’'ya baglandidi ve bitkilerde pek cok fizyolojik fonksiyonu kontrol
etmektedir (Knapp vd., 2006). Bu calismada s6z konusu genin transgenik bitkilerde
ifadelenmesinin kuraklik kosullari altinda 2.3 kat arttigi gézlenmigtir. Ancak, s6zkonusu genin
domateste hangi biyolojik fonksiyonda rol oynadidina iliskin literatirde bir bilgi
bulunmamaktadir. Solyc01g009080.2.1 geni transkripsiyon faktori olan FHA domain iceren
protein kodlamaktadir. Bu c¢alismada Solyc01g009080.2.1 geni kuraklik kosullar altinda
trangenik bitkilerde ifadelenmesi 2.0 kat arttigi, transgenik olmayan kontrol bitkilerinde ise 2.1
kat azaldigi goézlenmistir. S6z konusu genin Arabidopsis homologu (At2g21530)
SMAD/FHA nin abiyotik stres kosullarinda regile oldugu tespit edilmistir (Rassmussen vd.,
2013).

4.15. Secgilmig Metabolitlerin Analizi

Kontrol ve kuraklik kosullarinda buydtilen transgenik olmayan kontrol veya homozigot
transgenik bitkide bazi aminoasitlerin ve oganik asitlerin miktarlari LC-MS/MS ydntemi ile
Olcllmastir (Sekil 29) ve bunlarin kuraklik kosullarindan nasil etkilendikleri tespit edilmistir.
Alanin miktarinin kuraklik kosullarinda gerek transgenik olmayan kontrol gerekse transgenik
bitkilerde dustugu goézlenmistir. Ancak, transgenik ve transgenik olmayan kontrol bitkilerinde
kontrol ve kuraklik stresi kosullarinda birbirleri ile kiyaslandiginda anlamli fark goérilmemistir.
Prolin miktarlarini hem transgenik olmayan kontrol hem de transgenik bitkilerde arttig
g6zlenmistir. Kontrol kosullarinda transgenik olmayan kontrol bitkilerinin transgenik bitkilere
gbre daha ylksek dizeyde prolin igerdigi gorulmustir. Prolinin abiyotik stres kosullarinda
ozmoprotektan olarak islev gérdigu ve stres kosullarinda miktarlarinin arttigi bilinmektedir.
Serin miktarinin ise kontrol kosullarinda transgenik olmayan kontrolde transgenik bitkilere gore
daha yluksek duzeyde oldugu ancak kuraklikla birlikte herhangi bir artis veya dusus
goOstermedigi izlenmistir. Transgenik bitkilerde ise kuraklik kosullari altinda serin miktarlarinda
ciddi bir artis gézlenmigtir. Triptofan miktarlarinda da serin miktarindakine benzer bir durum
g6zlenmistir. Triptofan miktari kontrol kosullarinda transgenik bitkilerde daha distk dizeyde
g6zlenmis ancak kuraklik kosullarinda triptofan miktarlarinda ciddi artis goézlenmistir. Arjinin
miktari kontrol kosullarinda transgenik bitkilerde trangenik olmayan kontroller ile benzer
dizeylerde iken kuraklik kogullarinda arjinin miktarlarinda ciddi artis gézlenmistir. Fenil alanin
miktari kontrol kosullarinda transgenik bitkilerde daha dustk dizeyde gdzlenmis ancak
kuraklik kosullarinda fenil alanin miktarlarinda ciddi artis gézlenmistir. Malat miktari kontrol
kosullarinda transgenik bitkilerde daha diisik dizeyde gézlenmis ancak kuraklik kosullarinda
transgenik bitkilerde malat miktarlarinda da ciddi artis gézlenmistir. Kuraklik kosullari altinda
citrat miktarlarinda transgenik olmayan kontrol bitkilerde artis gézlenmis ancak transgenik
bitkilerde kuraklik kosullarinda herhangi bir artig gérulmemisgtir.
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Sekil 29. Kalitatif olarak analiz edilen segilmis metabolitler igin sonuclar. Grafiklerde farkl
harflerle isaretler Tukey’'s HSD test (p<0.05) sonucuna gore istatistiksel olarak énemli fark
oldugunu gdstermektedir. A=Relatif Alanin miktari; B=Relatif Prolin miktari; C=Relatif Serin
miktari; D=Relatif triptofan miktar; E=Relatif arjinin miktari; F=Relatif fenil alanin miktari;
G=Relatif malat miktari; H=Relatif sitrat miktari.

62



5. SONUCLAR

1. Proje kapsaminda IPT genini SARK promotdrid kontrolinde over-ekspres eden
transgenik domates hatlari gelistiriimistir. S6zkonusu transgenik hatlarin transgen
kopya sayilarn belirlenmis ve kendilenerek T2 bitkileri olusturulmustur ve bunlarinda
transgen icin zigotluk dizeyleri belirlenmistir.

2. Transgenik hatlarin normal blylime kosullarindaki blyime ve verim o6zellikleri
incelenmigtir. Trangenik hatlarin meyve verimi agisindan transgenik olmayan
kontrollere gére daha dusuk perfomans goésterdikleri belirlenmistir. Ancak transgenik
bitkilerin yaprak biyokitle miktarlarinin transgenik olmayan kontrollere gére daha
yuksek oldugu tespit edilmigtir.

3. Transgenik hatlarin kuraklik stresi kosullarinda transgenik olmayan kontrol bitkilere
gOre daha iyi performans goésterdikleri gézlenmistir. Trangenik olmayan kontrol bitkiler
kuraklik kosullarinda dehidrasyona daha ¢ok ugrarken transgenik bitkilerde daha az
dehidratasyon gézlenmistir. Transgenik bitkilere kuraklik kosullari altinda su kullanim
veriminin daha ylksek oldugu berlirlenmistir. Trangenik bitkilerde yaslanma testlerinde
klorofil degradasyonun daha disik dizeylerde kaldi§i gézlenmis sitokininlerin yaprak
yaslanmasini geciktirdigi géralmustir. Ayrica, lipid peroksidasyonun yapraklarda daha
disiUk duzeyde oldugu goériimustir, ki bu da oksidatif stresin daha disuk dizeylerde
oldugunu ifade etmektedir. Yapilan tester sonucu transgenik bitkilerin kurakligi daha iyi
tolere ettigini gostermektedir.

4. Homozigot transgenik ve transgenik olmayan kontrol bitkilerin kontrol ve kuraklik stresi
kosullari altinda yaprak toplam proteomu ve nikleus proteomu kalitatif olarak shotgun
proteomik yontemi ile ylksek hassasiyette incelenmistir. Farkli ifadelenen proteinler
belirlenmigtir. IPT genini fazla ifadeleyen transgenik bitkiler ve transgenik olmayan
kontrol bitkilerinde yapilan LC-MS/MS proteomik analizlerinde toplamda 191 proteinin
farkli ifadelendigi tespit edilmistir. Tanimlanan 191 proteinden 69’unun hem trasngenik
hem de transgenik olmayan kontrol bitkilerinde kuraklik kosullarinda farkl ifadelendigi
tespit edilmigtir. Yine tanimlanan 191 proteinden 99'unun yalnizca transgenik hatta
kuraklik kosullarinda farklh ifadelendigi tespit edilmistir, ki toplamda transgenik olmayan
kontrol bitkilere goére daha fazla protein (168) transgenik hatta farkli ifadelenmistir.
Farkli ifadelenen proteinler igin yapilan GO gen zenginlestirme analizleri sonucunda
kuraklik kosullarinda farkl ifadelenen proteinlerin en fazla abiyotik uyarana tepki, sulftr
bilesiklerinin metabolik islevi ve protein katlanmasi ile ilgili oldugu tespit edilmistir. Yine
yaprak zenginlestiriimis nikleer proteomu lzerininde ¢alismalarda kuraklik kosullari
altinda IPT genini SARK promotéri kontrolliinde ifadeleyen transgenik bitkiler ve
transgenik olmayan kontrol bitkilerinde LC-MS/MS proteomik analizlerinde toplamda
81 adet nukleus proteinin farkl ifadelendigi tespit edilmistir. Tanimlanan 81 proteinden
31’'inin hem trasngenik hem de transgenik olmayan kontrol bitkilerinde kuraklik
kosullarinda farkli ifadelendigi tespit edilmistir. Yine tanimlanan 81 proteinden 31’inin
yalnizca transgenik hatta kuraklik kosullarinda farkli ifadelendigi tespit edilmistir, ki
toplamda transgenik olmayan kontrol bitkilere gore daha fazla protein (61) transgenik
hatta farkli ifadelenmistir. Farkli ifadelenen proteinler igin yapilan GO gen
zenginlestirme analizleri sonucunda kuraklik kosullarinda farkl ifadelen proteinlerin en
fazla nikleobaz igeren molekil tasinmasi, RNA metabolik iglevleri ve transkripsiyon ile
ilgili oldugu tespit edilmistir. Ayrica, kuraklik kosullarinda farkli ifadelenen nukleer
zenginlestiriimis 81 proteinden 16’sinin transkripsiyon faktorleri oldugu belirlenmisgtir ki
bu proteinler nikleer gen ifadelenmesini dogrudan kontrol etmektedirler.
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