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ONSOz

Bir mikronutrient olan mangan, bitkilerde birgok enzimin aktivasyonunda rol oynamaktadir.
Manganin asiri birikmesi toksik olmaktadir. Metal tolerans proteinleri (MTP), catyon difuzyon
proteinleri (CDF) familyasindan olup hicredeki fazla metali digsari pompalayarak metal
dengelenmesinde rol oynamaktadir. Bu ¢alismada, deniz pancari (Beta maritima) bitkisinden
fonksiyonel genomik yontemi ile izole edilen 2 MTP proteininin, mayada asiri ifadelenmesi
fazla mangan seviyesini dusurerek tolerans saglamistir. Proteinler Golgide lokalize olmustur.
Bu genlerin Arabidopsis MN-CDF AtMTP11 ile homolog olmasi bitkiler aleminde evrimsel

olarakda korundugunu gdstermektedir. Bu calisma 113Z401 nolu proje olarak TUBITAK
tarafindan desteklenmistir.



iCINDEKILER
KAPAK

ONSOZ

OZET

ABSTRACT
1.GIRIS

2. GEREC YONTEM

2.1 Bitki materyali, blyume kogullari ve érnekleme
2.2 Maya suslari ve cDNA kiutuphane taramasi

2.3 Hucreigi mangan seviyesinin tespiti

2.4 Hucre ici protein lokalizasyon (GFP)

2.5 cDNAlarin RT- PZR analizi

3. BULGULAR
3.1 Mangana toleransi olan BmMTP10 ve BmMTP11 in belirlenmesi
3.2 BmMTP10 ve BmMTP11 in ifadelenmesi
3.3 BmMTP10 ve BmMTP11 lokalizasyonu
3.4 BmMTP10 ve BmMTP11 ifadelenme analizleri
4. TARTISMA VE SONUC
KAYNAKLAR

0 A B OWWDNDN N -~

11
13



TABLO VE SEKIL LISTELERI

Sekil 1. BmMTP10 ve BmMTP11in maya hicresindeki fenotipleri

Sekil 2. BmMTP10 ve BmMTP11 in diger Mn-MTP proteinleri ile
korunmus bolgelerini gdsteren amino asid sekanslari

Sekil 3. Mn-MTP nin filogenetik agaci

Sekil 4. BmMTP10 ve BmMTP11 hucre igi mangan seviyeleri.

Sekil 5: BmMTP10 ve BmMTP11 in maya hticrelerinde lokalizasyonu.

Sekil 6. Beta maritima da BmMTP10 ve BmMTP11in kdk ve

yaprakdaki ifadelenmesi

© o0 N O

10



OZET

Mangan (Mn*?) bitkide temel bir nutrienttir. Mn*? seviyesinin artigi bitki hiicrelerinde toksiktir.
Metal tolerans proteini (MTP), kolaylastiriimis katyon diflizyon protein ailesinin (CDF) bir
dyesidir ve farkl bitki tlrlerinde metal homeostazisinde ve asiri metal iyonlarinin digari
atiimasinda 6nemli rolu vardir. Bu calismada Beta maritima’ dan iki MTP geni tespit ve
karakterize edildi. Bu iki genin asir ifadelenmesi maya hicrelerinde Mn*? toleransi
saglamigtir. Sekans analizleri BmMTP10 ve BmMTP11 in Mn-CDF aile Uyesinden oldugunu
gostermistir. Bu proteinlerin fonksiyon analizleri, mayada ifadelendiginde Mn*? seviyesinin
dismesinde rol oynadigini goéstermigtir. Proteinler Golgi aygitinda lokalize olmustur. Mangan
uygulamasindan sonra BmMTP10 ifadelenmesi U¢ kat artmis olmasina ragmen BmMTP11
seviyesi degismemistir. Sonuglarimiz gdsteriyor ki, B. maritima’ nin BmMTP10 ve BmMTP11

proteinleri Mn*? detoksifikasyonu agisindan énemli bir fonksiyona sahiptir.

Anahtar Kelimeler: Mangan, deniz pancari, maya



ABSTRACT

Manganese (Mn?*) is an essential micro-nutrient in plants. However increased Mn* levels are
toxic to plant cells. Metal tolerance proteins (MTPs), member of cation diffusion facilitator
protein (CDF) family, have important roles in metal homeostatis in different plant species and
catalyse efflux of excess metal ions. In this study, we identified and characterized two MTP
genes from Beta maritima. Overexpression of these two genes provided Mn tolerance in
yeast cells. Sequence analyses displayed BmMTP10 ve BmMTP11 as members of the Mn-
CDF family. Functional analyses of these proteins indicated that they are specific to Mn?* with
a role in reducing excess cellular Mn*? levels when expressed in yeast. GFP- fusion
constructs of both proteins localized to the Golgi apparatus as a punctuated pattern. Finally
Q-RT-PCR results showed that BmMTP10 expression was induced threefold in response to
the excess Mn*? treatment. On the other hand BmMTP11 expression was not affected in
response to excesss Mn* levels. Our results suggest that the BmMTP10 and BmMTP11

proteins from B. maritima have important functions in terms of Mn*? detoxification.

Keywords: Manganese, sea weet, yeast
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GiRiS

Bir mikromutrient olan mangan bitkilerde bircok enzimin aktivasyonunda kofaktor
olarak temel rol oynar (Hansch ve Mendel 2009). Mangan fotosistem Il den suyun oksijene
evoporasyonunda temel bir role sahiptir (Ono vd.1992). Buna ek olarak, Mn? bitkilerde
yukseltgenme-indirgenme reaksiyonlarinda da oksijenle Mn (lI) durumundan Mn (lll) ve Mn
(IV) durumuna ge¢mesinde gorev alir (Marschner 1995). Mangan ayni zamanda MnSOD nin
yapisinda ve Kkendisinin yulkseltgenmesi araciligiyla superoksit seviyelerini azaltarak
antioksidant olarak rol oynar (Kenten ve Mann 1949; Bowler vd. 1991). Bunun yani sira Mn?
PEP karboksikinaz, malik enzim, fenilalanin ammoniya-liyaz, izositrat dehidrogenaz gibi
birgcok enzimi aktive eder (Marschner 1995).

Mangan bitkiler tarafindan asiri alindiginda toksisiteye neden olur (Maze 1936).
Toksisite belirtileri sarilik, nekroz ve yapraklarda kahverengi benekler seklinde goézlemlenir
(Clairmont vd.1986). Bunun yaninda toksik seviyedeki mangan karotenoid seviyesini
dusurerek klorofil seviyesinde azalma ve yapraklardaki CO2 asimilasyonunda disus saglar
(Clairmont vd.1986, Gonzalez ve Lynch 1997). Ayrica agir mangan toksisitesi antioksidant
enzimin yapisini degistirir, bdylece ROS (Reaktif Oxygen Species) seviyelerinde artmaya
onculik ederek hiicre mebranina zarar verir, filiz ve koklerin blylmesini azaltir (Xue vd.
1995).

Metal iyon transport proteinleri, bitki hlicresindeki metal homeostasisin kontroll igin
cok buyuk 6nem tasimaktadir. Mangan hucreye AtIRT1, HVIRT1, OsYSL2 ve AtNRAMP1 gibi
transportirlarla aktif tasima ile alinir. AtIRT1 ve HvIRT1 gibi multi-spesifik metal iyon
transportirlari plazma membranina lokalize olur, demir, mangan, kadmiyum ve c¢inkoyu
tasiyabilir (Pedas vd.. 2008; Vert vd. 2002; Korshunova vd.1999). OsYSL2 (sar strip1(ys1) bir
metal-NA transportiridir ve demir ve mangan-NA kompleksinin floemde transportunu saglar
(Koike vd. 2004; Ishimaru vd. 2010). Buna ek olarak AtINRAMP1 (Natural Resistance-
Associated Macrophage Protein 1) 6zellikle kokin buyime alanlarinda spesifik ylksek
expresyonuyla Mn?* yetmezligi durumlarinda indiklenir (Cailliatte vd. 2010). Bitkilerde Mn?
toleransinda rol oynayan, mangan transportirlari vakuollerde lokalize oldugu rapor edilmistir.
Kalsiyum iyon transportu olarakta bilinen AtCAX2 mangan ve kadmiyumu transfer edebilir ve
CDF protein ailesinin bir Gyesi olan ve Stylosanthes hamata dan saflastirimis ShMTP1
Mn#  transportu saglar (Delhaize vd. 2003). Ek olarak AtNRAMP3 ve AtNRAMP4 Mn?*
homeostasini kontrol eder ve mezofil hicrelerinde optimal fotosentezde vakuol
saglanmasiyla Mn?* salgilanir (Lanquar vd. 2010).

Bunun yani sira yukarida bahsedilen transportirlar salgi arayollariyla aktive olurlar.
AtECA1 transportirlari Mn** ve Ca* yi ER a transfer eder, boylelikle Mn?* ve Ca*



homeostasisini saglamis olurlar (Wu vd. 2002). AtMTP11 CDF nin bir Gyesidir ve endositoz
araciligiyla asiri mangani ekarte etmek igin golgi aparatinin igine tasir (Peiter vd. 2007),
AtMTP11nin pre-vakuolar kompanentlercede tasinabilecedini belirtiimistir (Delhaize vd.
2007). AtECAS3 bir Ca-ATPase dir ve golgi aparatinda ya da golgi de lokalize olur ve Mn?
sinirlanmasinda (Mills vd. 2008) ve Mn?* toksisitesinde (Li vd. 2008) 6nemli rol oynar.

Deniz pancari, Beta maritima birgok degisken c¢evre kosullarinda hayatta kalma
yetenegine sahiptir ve stres dayanikli diren¢ genleri igerir (Doney 1993). Deniz pancarlari
deniz kenarlarindaki ylksek tuz konsantrasyonunda buUyuyebilirlerler. Bunun yani sira
cercospora ve rhizomania gibi bir¢cok ciddi hastaliga karsi direng olustururlar (Stevanato vd.
2001). Deniz pancari koklerinde 36-113 mg.kg-1 (kuru agirlik) gibi ylksek oranda Mn?*
biriktirmektedir (Sillanpaa 1982). Bu ¢alismada da fonksiyonel genomik metodu kullanilarak

Beta maritima’ dan mangan tasiyici genlerinin izolasyonu ve karakterizasyonu yapilimistir.

2.GEREG VE YONTEM

2.1 Bitki materyali, buyiime kosullari ve 6rnekleme
Beta maritima TR 51196 c¢esitleri Ege Tarimsal Arastirma Enstitist, Menemen, temin

edilmistir. Tohumlar steril torfta ¢imlendiriimis ve bitki biylme odalarinda yetigtirilmistir.
Fideler, pompa ile havalandiriimis ve 2 Hoagland bitki blylime sollisyonuna alinarak, 25
°C’de 12 saat karanlik - 12 saat aydinlik, %50 nem ve 400 pmol m-2.s-1 11k yogunlugunda
blayUtilmustdr. Uygun buyime saglandiginda, son konsantrasyonu 2 mM olacak sekilde
Mn? blyime sollisyonuna eklenmis ve 12 saat boyunca bitkiler mangana maruz
birakilmistir. Bu 12 saat boyunca 0. saat kontrol grubu olacak sekilde, her 3 saatte bir
gercek zamanlh PZR igin kok ve yaprak érnekleri toplanmistir.
2.2 Maya suslari ve cDNA kutiiphane taramasi

Yabani maya susu, Saccharomyces cerevisiae BY4741 (MATa; his3; leu2; met15;
ura3) ve onun izogenik haploid delesyon mutasyonlari; YGL167C (Apmr1), YOR316C
(Acot1) ve YDR135C (Aycf1) maya delesyon kitiphanesinden (Invitrogen) temin edilmigtir.
Mayalarin buyuttilmesinde, YPD besi yeri (%2 glikoz, %2 pepton, %1 maya 6zitu ve %?2
agar (kati besi yeri icin) ve SD besi yeri (%2 glikoz, %0.7 aminoasit icermeyen YNB ve urasil

icermeyen %0.3 oraninda uygun aminoasitler) kullaniimistir.
Mangan ile muamele edilen Beta maritima fidelerinden, pAG426GPD vektorine

atilmis  cDNA kiitiiphanesi olusturulmustur (Bozdag G. 2009 IYTE kiitiiphanesi Tez T000198
QH433.B79). Bu cDNA kltuphanesi Apmr1 maya mutantina aktarilarak ve 2.7 mM MnCl,
iceren besi yerinde taranmistir. Transformasyonlarda Lityum Asetat metodu kullaniimistir
(Burke vd. 1994). Spot testi igin, gece boyunca buylyen kultirler (180 rpm, 30 ‘C'de), 600
nm’deki optik yogdunluklar goére, 0.2, 0.02, 0.002, 0.0002 oranlarinda distile suyla

seyreltilerek farkli metallerle muamele edilmis olan (8 mM Mn#, 1 mM Co*?, 150 uM Cd*?, 1.8
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mM Ni*?, 110 mM B*? ve ya metalsiz) SD kati besi yerlerine spotlanmistir. Maya hiicreleri bes
guin boyunca 30°C’ de kati besiyerinde inkiibe edilerek fotograflanmistir.
2.3 Hiicrei¢i mangan seviyesinin tespiti

Beta maritima’dan Mn* muamelesi sonrasinda elde edilmis olan 2 klonun ve bos
vektorin (pAG426GPD) transforme edildigi Apmr1 maya hicrelerinin hiicre igi Mn?*

konsantrasyonlari Mizuno vd. 2005’'den yararlanilarak élgulmustur.
Gece boyunca buyudyen kdlttrler 1/1000 oraninda seyreltilerek son konsantrasyonu 1

mM olacak sekilde MnCl, eklenmis ve hlcreler biylime konsantrasyonlari goére 48 — 60 saat
arasinda buyutulmustur. Daha sonra, hucreler 10 mM EDTA ile 3 kez yikanip 70°C’de bir
gece boyunca inkibe edilmis ve 5 mg miktarindaki maya hticreleri % 65 HNOsile pargalanip,
filtrelenmistir. Ozitlerin, Mn2?* miktarlari Agilent 7500ce indiktif Eslesmis Plazma - Kitle
Spektrometre Cihazi (ICP-MS) ile belirlenmigtir (Agilent Teknolojileri).
2.4 Hucre igi protein lokalizasyon (GFP)

P426GPD-EGFP vektoru kullanarak proteinlerin mayadaki lokalizasyon iglemleri

Gateway klonlama teknigi ile yapilarak floresans mikroskopta gézlemlenmistir (Kaya, 2009).
2.5 cDNA’larin Gergcek Zamanh PZR analizi

Toplanan kok ve yaprak orneklerinden toplam RNA, RNA izolasyon kiti (Invitrogen)
kullanilarak elde ediimis ve Genomik DNA kalintilari, Dnase (Fermentas) enzimi
muamelesiyle uzaklastiriimistir. RNA'lardan cDNA eldesi igin cDNA sentez kiti (Fermentas)
kullaniimistir. Ug  tekrarli bagimsiz gercek zamanl PZR analizi icin Maxima SYBR Green
gPCR Master Mix (Fermentas) ve iQ5 RT-PCR cihazi (Bio-rad) kullaniimigtir. Referans gen

olarak Beta actin kullaniimistir . Primer dizileri asagidaki gibidir. Beta vulgaris actin primerler

dizileri: BVACT1RTF-AGACCTTCAATGTGCCTGCT ve BvACT1RTR-
TCAGTGAGATCACGACCAGC. B. maritima MTP 10 primer dizilerii BmMTP10RTF-
ACGAGCATACACTTTCGGTTCCCA ve BmMTP10RTR
ACTTCCTGGAGTTGCTCGAGCTTT. B. maritima MTP 11 primer dizileri: BmMTP 11RTF
AAGGCTGTACAAGTGTGGGATTCG ve BmMTP11RTR-

AGTGGATCCAGACCACAGCTCAAA. Karsllastirmali gen ekspresyonlari Beta actine gore
normalize edilmistir. Sonuclarin analizi i¢in, Pfaffl modeli kullanan Bio Rad iQ5 cihazinin
programi kullaniimistir. Sifirinci saat gen ekspresyonlari, referans noktasi olarak alinarak,
her 3. saatte ki karsilastirmali gen ekspresyon seviyeleri de bu referans noktasina gére (1’e

sabitlenerek) hesaplanmistir.

3. BULGULAR


http://cevrearge.iyte.edu.tr/cihazlar.html#A
http://cevrearge.iyte.edu.tr/cihazlar.html#A

3.1 Mangana toleransi olan BmMTP10 ve BmMTP11 in belirlenmesi

B. maritima dan Mn?* tolerans genini belirlemek igin, Mn2+ duyarli maya tiri olan
Apmride B. maritima cDNA kutUphanesini taradik. PMR1 Mn* ve Ca* vyi golgi aparatina
yuklemeyle iligkili P-tipi ATPase ailesinin bir uyesidir (Lapinskas vd. 1995; Mandal vd.
2000). Maya hucreleri PMR1 den yoksundur bu sebeple blylime ortamlarinda ki ylksek
Mn?* konsantrasyonlarina hassastir. Maya taramalarinda sadece iki koloni toksik
seviyelerdeki Mn?* da biiyiiyebildi. ikinci transfer deneyinde Mn?* tolerans fenotipi konfirme
edildi. Konformasyon deneyi, bu iki genin maya hiicrelerine 8 mM Mn?*" konsantrasyonuna
kadar direng verdigini gosterdi (Sekil 1).

Evrimsel ve sekans analizlerinden sonra cDNA kitiphanesinden izole edilen bu iki
gene siraslyla A. thaliana da homologlari olan AIMTP10 ve AtMTP11 gibi BmMTP10 ve
BmMTP11 ismi verildi. Sekans analizleri BmMTP10 un agik okuma bdlgesinin (ORF) 948
nukleotidden olustugunu ve proteine ¢evrilmis 316 amino asid i¢erdigini goésterdi. BmMTP10
karsiligi olan nukleotid sayisi 972 ve amino asid sayisi 324 tir.

BmMTP11 proteininin benzer fonksiyonlu akrabalarini bulmak i¢cin BLASTP
programindan yararlanildi. BmMTP10 ve BmMTP11 in yakin akrabalari amino asid dizisi
agisindan karsilastirildi. Coklu dizi analiz sonuglarina gére, BmMTP10 ve BmMTP11
korunmus amino asid domainleri icerdigi ve ayrica bunlarin CDFs protein ailesinin Uyelerinde
oldugu tesbit edildi (Sekil 2).

BmMTP10 ve BmMTP11 in metal substrat seciciligini anlamak icin, BmMTP10 ve
BmMTP11 in diger diavalent katyonlar ile metal toleransi saglayip saglayamayacagi test
edildi. Analizler icin farkh maya mutant irklari kullanilarak, devamli ¢alisan promotor kontrolu
altinda BmMTP10 ve BmMTP11 ifadelenmesi ile bos vector pAG426GDP transforme edilmis
hiicrelerin blyliime sonuglari karsilastirildi. Sekil 1 de gortldugla Gzere bu iki gen Mn?*
sensitif fenotipin buylimesini sagladi. Bu genler toksik Co?*, Cd** ve Zn** ye karsi toleransli
degildi. Sadece BmMTP11 proteini toksik nikele kismen tolerans gosterdi (1.8mM). Bu
sonuglar gosteriyor ki iki transpotirda Mn?* a karsi yiiksek spesifiklige sahiptir.

BmMTP10 ve BmMTP11in amino asid sekanslari iginde bulunan DXXXD motifi Mn-
CDF ailesinin tGyelerinde bulunmaktadir (Montanini vd. 2007). BmMTP10 sekansi PtrMTP10,
ShMTP9 ve AtMTP10 ile yuksek homoloji gostermigtir. EK olarak BmMTP11 sekansinin
PtrMTP11 ve AtMTP11 ile yuksek benzerlikte oldugu saptanmistir. BmMTP11 ve BmMTP10
arasinda da %67 oraninda benzerlik saptandi. NJ filogenetik analizler igin bir ¢oklu sekans
dizisi iceren 12 farkli amino asid sekansi kullanildi (Sekil 3). Bu analiz sonucu BmMTP10 ve

BmMTP11 in evrimsel mesafeyi baz alarak 2 farkli kime i¢inde oldugu goraimugtar.
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Sekil 1. BmMTP10 ve BmMTP11in maya hicresindeki fenotipleri. Maya hicreleri bos vektore
(p-only) veya p-BmMTP10 ya da p-BmMTP11 transforme edildi ve dort seri seyreltme
yapilarak (0.2, 0.02, 0.002, ve 0.0002, OD600) fazla miktarda metal iyonu igeren SD

ortamina spotlama yapildi. Plateler 30°C de 5 gln inkibe edildi ve fotograflandi.
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Sekil 2. BmMTP10 ve BmMTP11 in diger Mn-MTP proteinleri ile korunmus bélgelerini

gOsteren amino asid sekanslari. Ayni kolondaki ayni renkler BmMTP10 ,BmMTP11 ve Mn-
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proteinlerinin arasindaki korunmus-ortak amino asidleri gosterir. Korunmus-ortak amino asid
sekansi vurgulanmis ve TMII ve TMV domainleri sirasiyla isaretlendi. Tahmin edilen TM

domainleri SOSUI web hizmeti kullanilarak tespit edildi.

II

£

-
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Sekil 3. Mn-MTP nin filogenetik agaci. Komsu birlesme filogenetik aga¢ baz alinarak MEGAS
ile goklu amino asid dizisi olusturuldu. Kiimeler BmMTP10 ve BmMTP11 e mesafece yakin



olmasina gére mor ve yesil olmak uzere renklerle gosterilmisti. BmMTP11 ve BmMTP10 a
en yakin olan proteinler de ayni dallanma hizasi rengiyle isaretlenmistir. Skala barlarlari her

bir bélgedeki 0,05amino asid yer degistirmesinin evrimsel uzakligini géstermektedir.

3.2 BmMTP10 ve BmMTP11 in ifadelenmesi

Literatiirde, metal detoksifikasyonunda membrane proteinlerinin hiicre i¢ci metal
seviyesini dusurerek fonksiyon gdstermesi ile ilgili bir cok drnek bulunmuktadir (Mizuno vd.
2005). BmMTP10 ve BmMTP11 proteinlerinin her ikiside TM (trans membrane) domaini
icerdigi icin metalin disari tasinmasinda fonksiyon gésterdigi distnuldid. Bu sebeple hlcre
BmMTP10, BmMTP11 ve bos vektoru iceren mayalarin hiicre igci Mn?* seviyeleri ICP-MS ile
analiz edildi. Sekil 4 te goruldugu Gzere; PAG426GPD bos plasmid ile transforme edilen
Apmr1 hicrelerinde BmMTP10 ve BmMTP11 ile transforme edilen hiicrelere gore belirgin
bir Mn?* birikimi g6zlendi. BmMTP10 ve BmMTP11 in Apmr1 hicreleri iginde ifadelenmesiyle
Mn?* seviyesi bos vektor hiicrelerine karsin sirasiyla %55 ve %56 oraninda disti. Bu
sonuglar, BmMTP10 ve BmMTP11 asiri ifadelenmesi sayesinde hiicre igi Mn?* seviyesinin

dusurdlmesinde rolleri oldugunu ortaya koydu.

500
E;'L _ 400
.5 _E-
A & 300
—
S %
c = 200
w
=
100
0

P pMTP10  pMTP11

Sekil 4. BmMTP10 ve BmMTP11 hiicre i¢i mangan seviyeleri. 30°'C’de 48 saat (pBmMTP10
ya da p-BmMTP11 hiicreleri igin) ya da 30°C'de (p-only hlcreleri igin) 1mM Mn?* ilave
edilimis SD ortaminda baydGtilen Apmr1 maya hicrelerinde hiicre i¢ci mangan
konsantrasyonu. Hucreler kontrol olarak bos vektér ile ya p-BmMTP10 ya da p-BmMTP11

vektor ile transforme edildi. Barlar ortalama +/-SEM mangan konsantrasyonunu temsil eder.
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3.3 BmMTP10 ve BmMTP11 lokalizasyonu

BmMTP10 ve BmMTP11 tahmin edilen bes TM domainleri ile membran proteini gibi
g6zikmekteydi. Bu nedenle bu proteinlerin hiicresel lokalizasyonlari yapildi. Her iki
proteinde C-terminal bdlgelerinden GFP ile lokalizasyon deneyi igin isaretlendi. BmMTP10
ve BmMTP11 in hdcre igindeki ifadelenmesinin C-terminal GFP-fuzyon duzenlenmesi igin
mikroskop analizleri yapildi ve maya golgi lokalizasyon proteini olan Pmr1p (Mandal vd.
2003) ve Gyp1p (Du ve Novick 2001) in noktali modeline benzer sonuglar elde edildi.
Sonuglar BmMTP10 ve BmMTP11 in lokalizasyonunun golgi aygitinin lokalizasyonuna

benzerlik gosterdigini ortaya koydu (Sekil 5).

Sekil 5: BmMTP10 ve BmMTP11 in maya hucrelerinde lokalizasyonu. BmMTP10: GFP ve
BmMTP11: golgi aygitini animsatan noktali bir model olarak lokalize olan GFP flizyon
proteini. InvSc1 maya hicrelerinin ifadelenmesinin  Konfogal lazer tarama mikroskop
goérintist. BmMTP10: GFP (a) ve BmMTP11: GFP (c) indiksiyondan 5 saat sonra



performans gdsterdi. Parlak-alan goérintist (b, d) sirasiyla a, ¢ de gdsterilen hucrelerin

gorintasu.

3.4 BmMTP10 ve BmMTP11 in ifadelenme analizleri

Bazi calismalarda abiotic stres tolerans genleri transkripsiyonel seviyede indiklenme
gosterir (Nakashima vd.2007; Sunkar vd. 2003). Bu baglamda B. maritima bitkilerinin 2 mM
Mn#* muamelesine maruz kaldiginda transkripsiyonel seviyede bir indiiklenmeye maruz kalip
kalmadigi analiz edildi. Kantitatif gercek zamanhh PZR (Q-RTPCR) yontemi kokte ve
yapraktaki transkripsiyonel seviyedeki cevabi analiz etmek amaciyla kullanildi. iki milimolar
Mn? a maruz birakilan bitkideki BmMTP10 un kokte ve vyapraktaki transkripsiyon
seviyesinde dinamik dizenli bir model gdsterdi. BmMMTP10 un kdk hicrelerinde ifadelenme
seviyesi 9 saat muameleden sonra iki misli indiklendi. Yaprakta ise U¢ saatlik bir
muameleden sonra indiklenme yaklasik U¢ katina ¢ikti ve sabit kaldi. Buna karsin; kdk ve
yapraktaki dokularda BmMTP11 in ifadelenme seviyesinde kayda deger bir degisme

g6zlenmedi (Sekil 6).

BmMTP10

BmMTP11

EKSPRESYON
SEVIYESI

K36912 K36912 K36912 K369 12
KOK YAPRAK KOK YAPRAK

Sekil 6. Beta maritima da BmMTP10 ve BmMTP11 in kdék ve yaprakdaki ifadelenmesi.
Bitkiler 12 saat ( bitkiler her 3 saatte bir toplandi) 2mM Mn?* a maruz kaldi. cDNA , kontrol

grubu olarak Mn?* a maruz kalmadan 6nce kok ve yapraklarda toplandi. Bitiin ifadelenme
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seviyeleri BVACT1 (housekeeping) geni ile normalize edildi. Transkript seviyesinin kat-
degisim degeri her dort durumdada iliskili kontrol grubu hesaplandi. Barlar kontrollerle ilgili

transkriptte yaklasik+/- SEM fold-change degerlerini gosterir.

4. TARTISMA VE SONUC

Bitkilerde hlcredeki ylksek metal konsantrasyonunu didslrmeye dayali 3 metal
tolerans mekanizmasi bulunmaktadir. ilk ve en ¢ok bilinen mekanizma plazma membranina
gbmuld trasport proteinlerle hicreden fazla metalin uzaklastiriimasidir (Kim vd. 2004;
Persans vd. 2001). Bununla birlikte bu gune kadar higbir TM proteininin Mn#* disa atiminda
rol oynadigi tespit edilmemistir. ikinci mekanizma ise, daha énce Mn?* detoksifikasyonunda
rol oyadigi bilinen AtCCX3, ShMTP ve AtCAx2 gibi vakuolde lokalize olan trasportirlarla fazla
metali vokuolde toplayan mekanizmadir (Delhaize vd. 2003; Hirschi vd. 2000; Morris vd.
2008). Son mekanizma ise; PtMTP11.1 ve AtMP11 proteinlerinin yaptidi vesikul baglantih
eksitoz ile manganin atihmidir (Peiter vd. 2007).

Bu galismada B. maritima da Mn?* transport proteini kodlayan iki MTP tespit edildi ve
bu genler mayada ifadelendiginde asiri Mn?* seviyelerine tolerans gosterdigi goraldi (Sekil
1). Metal tolerans deneyleri gesitli mutantlarda gergeklestirildi ve bu iki gen Co*, Cd** ve Zn*
ye karsin kayda deger bir Mn?* toleransi sagladi. Ayrica ACot1 maya hlcreleri BmMTP11 ile
transforme edildi ve kismen zayif bir Ni** toleransi gézlendi.

BmMTP10, BmMTP11 ve diger Mn-CDF proteinleri arasindaki sekans benzerligi
analizlerinde PtrMTP10 (%83 amino asid benzerligi) ve AtMTP10 (%80 amino asid
benzerligi) un 6nemli derecede BmMTP 10 a benzedigi goérlimugstir. Ek olarak AtMTP11
(%86 amino asid benzerligi) in BmMTP11 ile ylksek benzerlik gosterdigi goérulmustur.
Karsilastirmali protein analiz sonuglari Mn-CDF ailesi i¢indeki bulunan DXXXD motifinin,
BmMTP10 ve BmMTP11 in icindede oldugunu gdstermistir (Sekil 2) (Montanini vd. 2007).
Filogenetik aga¢c grup1 in BmMTP10 ile yakinhdini ve grup 2 nin BmMTP11 ile yakinhgdini
isaret etmektedir (Sekil 3).

Onceki caligmalarda, mangan ya plasma membranindan disari ya golgi aygitina
direkt atihmla ya da AtMTP de goésterildipi gibi vezikul yardimli eksositoz ile hicre digina
atildig1 gosterilmigti (Peiter vd. 2007). Bu galismada da manganin hangi yolla atildigini
anlamak igin C-terminali isaretlenmis BmMTP-GFP flizyon proteinleri mayada ifadelendi ve
iki proteininde golgi aygitinda lokalize oldugu ve metal atiliminin golgi Uzerinden yapiligi
gbzlendi.

B.maritima ya 2 mM Mn? ilavesinden sonra BmMTP10 ve BmMTP11 in gen
ifadelenme seviyeleri analiz edildi. BmMTP10 un hem kokte hem de yaprakta gen

ifadelenme seviyesi induklendi ancak ayni isi yapan Arabidopsis ATMTP11 geninde tam tersi
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sonuglar gézlemlenmisti. BmMTP11 in ifadelenme seviyesinde ise toksik Mn? ile mumelesi
ile baglantili higbir dizenleme gorilmedi. Yaptigimiz in vivo ¢alisma sonuglari, iki proteinin
mangan tolerans rollerinin oldugunu gostermesine ragmen transkript seviyesi Mn2+
toksisitesinin toleransinda direk rollerinin olmadigini gésterdi.

Maya (Durr vd.1998) ve memeli hicrelerinde (Kaufman vd. 1994) vyapilan
calismalarda Mn2+ in N- ve O-bagh protein glikolizasyonunda esansiyel bir rol oynadigi
gOsterilmistir. Dahasi esas goérevi Mn2+ detoksifikasyonunun olan PMR1 pompasi,
glikolizasyon igin Mn?* saglamaktadir (Durr vd. 1998). Mayada ifadelenen BmMTP10 ve
BmMTP11in Mn* toleransi sadladigi ve golgi aygitinda lokalize oldugu gozlendi fakat
bunlarin toksik Mn?  konsantrasyonunun bitkide ifadelenme seviyesinde belirgin bir
diizenlenme goézlenemedi. Tahminen BmMTP10 ve BmMTP11 glikolizasyon prosesi igin Mn?*
iyonu saglamak amaciyla golgi membraninda ifadelendi ve mayada ki PMR1 transportir ile
benzer sekilde fazla Mn?* detoksifikasyonunu sagladi.

Ozetle B. maritima dan ilk Mn?* tolerans proteini kodlayan iki gen tanimladik ve
karakterize ettik. Proteinlerin golgi aygitinda lokalize edilerek, salgi yolagindaki bir atilim
mekanizmasini kullanarak mangan toleransinda fonksiyonlari oldugu gosterildi. ileriki
calismalarda, bu proteinler kullanilarak toksik seviyede mangan iceren topraklarda bitkiler
yetigtirilebilir ve fitoremidasyon calismalari ile toprakdaki agir metallerin temizlenmesi

saglanabilir.
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