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ONSOz

Tuz stresi  bitki blylimesini etkileyen baslica negative etkenlerdendir. Tuzun olusturdugu bu
stres bitkide homeostasisi ve bitkinin gelisimini etkiler. Esansiyel olmayan iyonlarin hiicre
icine alimi ozmotik dengeyi degistirir ve blylk oranda dehidrasrasyona sebep olur.
Dehisrasyondan korunmak igin gelismis bitkiler c¢esitli tuz tolerans mekanizmalari

gelistirmislerdir.

Bu projede, tuz stresine dayanikl oldugu bilinen Beta maritima bitkisi kullaniimigtir. Bitkinin
stres kosullarina dayanikli olmasi ve ¢ok yillik olmasi nedeniyle fitoremidasyon calismalari
icin uygun bir bitkidir. Ancak bitki molekller genetik dizeyde calismalarda cok fazla
calisiimamis ve bitkinin genom sekansi henlz yapilmamistir. Bu nedenle proteomik,
mikroaray gibi ¢calismalar ile gen izolasyonu yapmak verimli degildir. Bu nedenlede, projede
tuz toleransinda rol oynayan cDNA lari mayada ekspres edip, tarayarak fonksiyonel genomik

metodu kullanilarak gen izolasyonu yoluna gidilmistir.

Calismalar sonunda 2 gen izole edilmistir. Genlerden birisi S-adenozil metionin (SAM)
sentaz dir. Bu enzim, SAM Ureterek ROS (Reactive Oxygen Species) tirlerine karsi
antioksidant olarak gorev yapan bir molekdl olup, bitkiyi tuz stresi sebebiyle olusan ROS lara

karsi koruma amaciyla sentezlenmektedir.

Diger gen Bl olarak isimlendiriimis ve fonksiyonu tam olarak agiklanmamis bir gendir.
Karakterizasyonu ve fonksiyonu bilinmeyen B1 genininin Beta maritima bitkisinde tuz
toleransinda rol oynadigini bu ¢alismada gdésterilmistir. Calisma 1152694 nolu proje olarak
TUBITAK tarafindan desteklenmistir.
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OZET

Tarim alanlarindaki asiri tuz birikimi bitki blGyUmesini etkileyen baslica negative
etkenlerdendir. Tuzun olusturdugu stres, bitkide homeostasisi ve gelisimi etkiler. Bazi bitkiler

tuzun meydana getirdigi strese karsi dayaniklilk mekanizmalari geligtirmigstir.

Bu projede, tuza dayanikli oldudu bilinen Beta maritima bitkisinden tuz tolerans genlerinin
karakterizasyonu ve izolasyonu gerceklestirildi. Bu amacla, bitki cDNAlari mayada ekspres
edildi ve koloniler toksik tuzlu ortamda buyutilda. . Elde edilen 3 kolonideki genlerden biri S-
adenosyl methionine (SAM), diger ikiside fonksiyonu bilinmeyen ve B1 olarak
isimlendirdigimiz bir gen oldugu goérildi. B1 in Arabidopsis homologu olan Sah7 genide
klonlanip karakterizasyon islemleri yapildi. mMRNA transkript analizlerinde, B1 ve Sah7 mRNA
seviyeleri yaprakta ve kokte tuz stresi altinda indiklenmistir. B71'i asiri ifade eden maya
hlcrelerinin  tuzlu ortamda yetigtirildikten sonraki tuz seviyeleri yabani tip mayayla
karsilastirildiklarinda, hicre ici tuz dizeyinde degisiklik olmadigi ve B1 proteininin sodyumun
hicre icinde depolanmasinda rol oynadidi dustnilmektedir. B1 ve Sah7 proteinleri, hiicre
icinde endomembran sistemlerinde lokalize olmustur ve fazla tuzu golgi, endoplasmik
retikulum gibi endomembran sistemlerinde depolayarak tuz toleransina yardimci olma
olasiliklari bulunabilir. Sonuglarimiz, fonksiyonu daha dnce aragtirilmamis olan B1 genininin

Beta maritima bitkisinde tuz toleransinda rol oynadigini gostermistir.

Anahtar Kelimeler: Tuz stresi, deniz pancari, maya



ABSTRACT

High amount of salt accumulation in agricultural area is one of the factor affects plant
growth. Salt stress affects homeostasis and development of plant. Some plants overcome
salt stress by developing different mechanisms. In this project, Beta maritima plant, known to
be a salt tolerant, used to isolate and characterize salt tolerant genes. For this purpose,
cDNAs of plant expressed in yeast and grown in media with high amount of salt. There are 3
colonies obtained. One of the gene express in one colony was S-adenosyl methionine
(SAM), and other genes were with unknown function named as a B1. Arabidopsis homolog of
B1 reported as a Sah7 gene is also cloned and characterized. mRNA transkript of Bl ve
Sah7 increased in leaves and root under salt treatment. B1 overexpressed yeast cells’ salt
concentration showed no difference with wild type suggesting that B1 protein might
sequesterate salt in cell compartments. B1 and Sah7 protein localized in endomembrane
system in cell and possibly help the cell to accumulate excess amount salt in golgi and ER.
Our result shows that, B1 gene, with unknown function, might have a role in salt tolerance in

Beta maritima.

Keywords: salt stress, sea weet, yeast
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GiRiS

Normal seviyelerin Gzerindeki tuz, bitkilerde homeostaziyi, biylimeyi ve Uretkenligi etkileyen
abiyotik streslerden biridir. Bitkilerde esansiyel olmayan tuz iyonlarinin alimi,
hicrelerin osmotik dengesini degistirerek ve asiri susuzluga neden olarak, bitkilerin
anatomisini, fizyolojisini ve metabolizmasini olumsuz yonde etkiler. Bu durumda
yuksek bitkiler ilgili sinyal yolaklarini uyarmak, tuz iyonlarini disari atmak, bu toksik
iyonlari vakuollerinde biriktirmek, detoksifikasyon mekanizmalarini aktive etmek ya da

osmoprotektan Uretmek gibi tuz tolerans mekanizmalari gelistirirler.

Beta maritima, seker pancarinin yabani bir tlrQ olup deniz pancari olarakta bilinir,
taksonomide Beta vulgaris in altsinifi olarak siniflandirihr. Deniz pancarinin yiksek tuz gibi
abiyotik strese direncli olmasi sebebiyle bu projede kullaniimasi amaglanmistir. Daha énceki
¢alismalarimizda, deniz pancari bitkisinden mangan ve nikel toleransinda rol oynayan
genlerin izolasyonu amaciyla cDNA kitlphanesi hazirlanmisti. Bu projede de var olan cDNA
kitiphanesi toksik seviyede tuz iceren besiyerinde transforme maya hcreleri ile test
edilmigtir. Projede, elde edilen bu kolonilerdeki genlerin tuz homeostasis mekanizmasindaki

rolleri karakterize edilmistir.

Literatiir Ozeti

Tuz dinya Uzerinde 800 milyonun ha Gzerinde topragi etkilemektedir ( Teakle vd., 2010).
Batun kirlilikler farkh tuz igeriklerine sahiptir. Kalsiyum, magnezyum, demir, alimunyum, fosfat
ve sodyum butun toprak tiplerinde goérilen katyonlardir. Dinyada bir ¢ok toprak ¢esidinde
bu katyonlar agiri miktarda ¢ézunen tuz formlariyla sodyum klortr (NaCl) gibi en ¢ok biriken
formu birikip bitkilere zarar vermektedir.

Toprakta asiri tuz birikimi, tarimsal problemlerden biridir. Tuz, tarimsal verimi
cimlenme, buyime ve meyve Uretimi yonunden etkilemektedir. Yiuksek tuz konsantrasyonlari
temelde 3 farkh sekilde bitkiyi etkiler; su stresi, tuz stresi ve iyonik dengesizlik stresi. (Mudgal
vd.,2000). Su stresi , tuz iyonlarinin negative osmotik potansiyel yoluyla suyun aliminina
engel oldugunda gorulir. Cogdu bitki, enerjisinin blylk miktarini bliylimeye, giceklenmeye ve
meyvelenmeye harcar. Fakat tuzlu ortamlarda enerjilerini blylimek yerine yeterli su almak
icin kullanirlar (Parida, 2005). Tuz stresi, sodyum, chloride ve bor gibi bazi tuz iyonlarinin
bitki Gzerindeki toksik etkisini tanimlar. En yaygin fitotoksik tuz, sodyum klortr (NaCl) dur ve
bitki metabolizmasinda superoksit radikalleri(*O2), hidrojen peroksit (H202), hidroksil
radikalleri (OHe+) ve singlet oksijen (102) gibi reaktif oksijen tlrlerinin (ROS) agiri tretimiyle
oksidatif hasara sebep olur. Bu radikal gruplar membran lipidlerinin peroksidasyonuna ,

iskelet yapisinin tahribatina ve hicrenin fonksiyon bozukluguna sebep olur (Hu vd., 2011).
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lyonik dengesizlik stresi ise esansiyel olmayan iyonlarin esansiyel iyonlarla rekabete girmesi
(bagka bir degisle monovalent katyonlar sodium) ve onlarin alinmasi ya da biyokimyasal
reaksiyonlarda kullaniimasi gibi durumlarda nutrisyonel dengesizlige sebep olur olur
(Chinnusamyvd., 2006; Blaylock, 1994). Buna ek olarak, tuz iyonlarinin fazla alinimi
bitkideki ozmotik potansiyeli artirir. Bu artis paralel olarak ksilemdeki gerginligi etkiler ve bitki
ozmotik potansiyeli dengeleyebilmek igin daha ¢ok su alir. Uzun vadede, bitkinin daha ¢ok su
almasi turgor basincini arttirir. Bu sebeple ylksek tuzluluk su stresinin yani sira ozmotik
stresede sebep olur (Parida vd., 2005). Halofitler tuz stresi altinda glikofitlerin hayatta
kalmasindan itibaren evrilmistir. Bu fikre kanitda, ylksek glikofitik arabidopsisin  bazi
ekstrem halofitik yakin akrabalara sahip olmasidir (Zhu, 2000).

Tuza toleransh (halophytic) bitkiler tuz stresine karsi pek cok altarnetif yolak
geligtirebilirler. Bu tolerans ¢ farkli karakteristikle aciklanabilir: 1- Bitki sitoplazmadan
iyonlari disari verebelir ya da spesifik membrane tranportirler araciigiyla vokuollerinde
biriktirebilir, 2- Morfolojik 6zellikleri, biyoagirliklarinin béliinmesi, terleme oraninin stomalarin
kapanmasi ile kontrol edilmesi ve bdylece adaptasyonun saglayabilir, 3-Metabolik ve
fizyolojik regulasyon ile hiicre ici iyon seviyesini stabilize edebilir (Winicov, 1998).

Tuza tolerans mekanizmalari ise sunlari kapsamaktadir. Genetik temelli stratejiler,
DNA metilasyonu yoluyla meydana gelen epigenetik modifikasyonlar, poliploidi, spesifik
sekanslarin amplifikasyonu veya eliminasyonu gibi kromozomal degisimleri icermesinin yani
sira ABF3 ve ABF4 (Absisik asit yanit elementi baglanma faktori 3 ve 4) gibi spesifik
transkripsiyon  faktorlerinin  indiklenmesi sonucu meydana gelen transkripsiyonel
regllasyonlari kapsamaktadir (Wang vd., 2003; Parida vd., 2005).

Buna ek olarak, halofitler hucredeki spesifik bdlgelerde iyon birikimi, plazma
membranindaki transportirlarinda ve/veya su kanal proteinlerinde aktiviteyi kontrol etmek,
karbon metabolizmasi ve enerji Uretimi gibi karbon metabolizmasi iceren, fotosentetik
yolaklarda farkllagsmak, hicre ¢eper/membran kompozisyonunun modifikasyonu,
osmoprotektantlarin indiksiyonu, bitkide tuzluluk stresine uyum saglayan molekuler
saperonlar veya savunma molekdllerinin arttirlmasi (antioksidantlar, detoksifik enzimler,
proteazlar ve hormonlar) gibi birgok biyokimyasal regulasyon noktalarinida kullanirlar (Parida
vd., 2005; Winicov, 1998).

2.GEREG VE YONTEM
2.1 Bitki materyali, buyime kosullar ve 6rnekleme

Beta vulgaris subspecies maritima TR 51196 cesitleri Ege Tarimsal Arastirma Enstitlsa,

Menemen, izmirden Dr. Ayfer Tan’ dan temin edilmistir. Fideler, yari oranda seyreltiimis



Hoagland bitki blylime sollisyonunda 25 °C’de 12 saat karanlik - 12 saat aydinlik, %50 nem
ve 400 pymol m-2.s-1 1s1k yogunlugunda bayUtdimustar. Uygun blylime saglandiginda, son
konsantrasyonu 250 mM olacak sekilde NaCl blyume solisyonu eklenip ve cesitli
zamanlarda (1, 3, 12 saat ve 1, 3, 5, 7 glin) tuza maruz birakilarak, érnek alinip sivi azot ile

muamele edilip saklanmistir.

2.2 Maya susglari ve cDNA kutliiphane taramasi

Elimizde var olan Beta maritima cDNA kuatiphanesi tarafimizdan olusturulumustu
(Bozdag G. 2009 IYTE kitiphanesi Tez T000198 QH433.B79). Bu kutiphane o6n
galismada kullaniimistir.

Yabani maya susu, Saccharomyces cerevisiae W303-1A (MATa; his3; leu2; metl5;
ura3) ve onun 3 transportir delesyon mutanti olan AB11c¢ Olga Zimmermannova’ dan
(Academy of Sciences of the Czech Republic, Department of Bioenergetics Hlavni mesto
Praha, Czech Republic) temin edilmistir. Mayalarin buyutulmesinde, YPD besi yeri (%2
glikoz, %2 pepton, %1 maya 6zitl ve %2 agar (kati besi yeri igin) ve SD besi yeri (%2 glikoz,
%0.7 aminoasit icermeyen YNB ve urasil markord icermeyen %0.3 oraninda uygun
aminoasitler) kullaniimigtir. Transformasyonlarda Lityum Asetat metodu kullaniimistir (Burke,
Dawson, and Stearns 1994). Spot testi igin, gece boyunca buyidyen kalttrler (180 rpm, 30
°C’de), 600 nm’deki optik yogunluklari gére, 0.2; 0.02; 0.002; 0.0002 oranlarinda distile suyla
seyreltiimis ve bu kiltirlerden bes mikrolitre alinarak farkl tuzlarla da muamele edilerek
(800mM NaCl, 10mM LiCl, 1800mM KCI, veya tuzsuz ) SD kati besi yerlerine spotlanmistir.
Maya hucreleri bes gun boyunca 30°C’ de petri kaplarinda inklibe edilerek ve

fotograflanmigtir.

2.3 Hiicreici NaCl seviyesinin tespiti

Maya hcrelerinin hicre i¢ci NaCl konsantrasyonlari, Mulet vd., (1999) den yararlanilarak
Olcliimustir. Gece boyunca buylyen Kkalttrler 1/1000 oraninda seyreltiimis ve son
konsantrasyonu 800 mM olacak sekilde NaCl eklenerek ve hicreler blylime
konsantrasyonlari gore 48 — 60 saat arasinda buyutilmuastir. Daha sonra, hicreler 10 mM
EDTA ile 3 kez yikanip 70 °C’de bir gece boyunca inkibe edilmistir. Bes mg.’lik maya
hiicreleri % 65 HNO3 ile pargalanip, filtrelenmistir. Ozitlerin, NaCl miktarlar Agilent 7500ce
induktif Eglesmis Plazma - Kiitle Spektrometre Cihazi (ICP-MS) ile belirlenmistir (Agilent

Teknolojileri).



2.4 Hucre i¢i protein lokalizasyon (GFP)

PAG415GFP vektori kullanarak proteinlerin mayadaki lokalizasyon islemleri Gateway

klonlama teknigi ile yapilmistir.

2.5 cDNA’larin gercek zamanh PZR analizi

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

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

dizileri: BVACT1RTF- AGACCTTCAATGTGCCTGCT ve BVACT1RTR-
TCAGTGAGATCACGACCAGC. Bl primer dizileri: B1RTF 5-
GTAGACCAGAGAAGAAGCCATAC-3’, B1RTR 5- GGCATTCCAACTTCACCTTTAC-3'.
Sah7 primer dizileri: AtSAHT7F5'- GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAG

GCTTCATGTCTAAAGCAGTTCTATTGGTCG-3’ ve AtSAH7R5- GGGGACCACTTTG
TACAAGAAAGCTGGGCCTAGTCCTCG GTTTCTTGG T ATAGC-3'. Karsllastirmali gen
ekspresyonlari Beta actine gbére normalize edilmistir. Sonuglarin analizi icin, Pfaffl modeli
kullanan Bio Rad iQ5 cihazinin programi kullaniimistir. Sifirinci saat gen ekspresyonlari,
referans noktasi olarak alinarak, her uygulama saattindeki kargilastirmali gen ekspresyon
seviyeleri de bu referans noktasina gére (1’e sabitlenerek) hesaplanmistir. Relatif sinyal
degeri, U¢ bagimsiz deney igin ortalama + standart hata degerini gdstermektedir. P-degerleri

iki kuyruklu t-testi ile hesaplanmistir.

3. BULGULAR

Beta maritima cDNA kutuphanesi Ab11c (tuza hassas) susuna aktarildi ve Ab11c
hucreleri icin toksik olan 800 mM NaCl konsatrasyonu igeren besiyerinde 4 giin buylimeye
birakildi ve 3 maya kolonisinin buyludugu gozlendi. Bu blylyen kolonilerden plazmid
izolasyon islemi gerceklestirildi ve gen bankasinda taramalar yapildi. Yapilan taramalarda
bulunan 3 koloniden gelen cDNAnin, birisinin Arabidopsis thaliana S-adenozil metionin
(SAM) sentaz proteinine benzer oldugu goruldu. S-adenozil metionin sentaz ROSs (Reactive
Oxygen Species) turlerine karsi antioksidant olarak goérev yaptigi bilinen bir protein oldugu ve
stres toleransindaki rolii daha énceden bilindigi icin ¢calismalar diger genlere yogunlastiriidi.

Diger 2 gende, Arabidopsis POLEN-E1 genine benzerlik gostermistir ve Bl olarak



isimlendirilmigtir. B1 (AtPOLEN-E1 ) geni ilk defa pollen dokusundan izole edildigi igin
literatlirde bu isimle adlandirilmis olup, fonksiyonunun heniiz tanimlanmadigi gérildigunden

dolayi ¢alismalar bu gene yogunlastiriimistir.

3.1 B1 ve Sah7 genlerinin izolasyonu

B1 geni (ORF) 662 baz ciftine sahiptir ve 61 amino asitten olusur. Teorik molekuler
agirhgr 17666.13674 Da’'dur ve izoelektrik noktasi 6,45 tir. B1 ‘in homolojisini ve ¢oklu
sekans benzerliklerini bulmak icin BLAST (X) veritabani programi kullanildi (Sekil 1a, b). B1
proteinleri, Arabidopsis thaliana  Sinapsis Arabidopsis Homolog 7 adi verilen Sah7
(NP_567338.1) proteinleri ile %57 lik bir benzerlik géstermektedir. B1 geni Sah7 genine
homoloji gosterdigi icin Arabidopsis den bu gende izole edilip tuz toleransindaki roll

arastiriimigtir.

BETA
NP_56733B8.1

¥P_BeB445353.
XP_0e415e698.

KGNB2176.1

XP_Bez2268a73.

CBI33@837.3
ABCEG745.1

¥P_883634471.

CANE1R42.1
CBI19132.3

BETA
NP_56733B8.1

¥P_DeB8445353.
XP_0e415e698.

KGNB2176.1

XP_Bez2268a73.

CBI33@837.3
ABCEG745.1

XP_8B83634471.

CANE1R42.1
CBI19132.3

BETA
NP_567338.1

¥P_DeB8445353.
XP_0e415e698.

KGNB2176.1

XP_Bez2268a73.

CBI33@837.3
ABCEG745.1

XP_8B83634471.

CANE1R42.1
CBI19132.3

MAKIAGILFLLCVLPYLAMAGRPEKE PYCOVRGKYYCDOTCRAGFETPASTYLEGVEVELEC
MSK-AVLLVALCFLPALATAARPNENPFVVRGRYYCOTCLAGFETPASTYISGAVVRLEC
MAR-LVILFALIMLPALAVASRPYVRTPFVVRGKVFCOTCLAGFETSATTYIPGAKVRIEC
MAR-VIILFALIMLPALALASRPYVRTPRVVRGKYFCDOTCLAGFETSATTYIPGAKVRIEC
MAR-VIILFALIMLPALALASRPYRTPFVVRGKYFCOTCLAGFETSATTYIPGAKVRIEC
MAK -LLMSIALCLLLYYVSEARPMRE PFVLHGRYYCDTCRAGFETSATTY TAGARVRIEC
MAK -LLMSIALCLLLVYVSEARPMRE PFVLHGRYYCDTCRAGFETSATTYTAGARVRIEC
MGER-LMLLVALCVLPALYSAGRPYSQPFYLQGRYYCOTCRAGFETSAT TY TAGAKVRVEC
MER-LMLLVALCVLPALYSAGRPYSOPFYLQGRYYCDTCRAGFETSATTY TAGAKVRVEC
MaR - LMLLVALCVLPALYSAGRPYSOPFVLQGRYYCDTCRAGFETSATTY TAGAKVRVEC
MaR - LMLLVALCVLPALYSAGRPYSOPFYLQGRYYCDOTCRAGFETSATTY TAGAKVRVEC
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RHRQTQEVLYSAVATTDRTGSYKIFVENDOQX ENICDTMLLSSPHRRCK LADPGRDRSRVY
{DRRTMELTYSHEARTDSTGSYKILYNEDHDEQF CDAMLVRSSQLRCSNVSPGHDRARNT
{DRNSMEVRYTHEATTDSTGESYTLLYSEDHGDEL CDAVLVSSPQEKCSSVAEGRDRARVI
“DRNSMELQYTHEATTODSTGSYTLLYNEDHGDEL CDAVLVSSPQERCSSVSEGRDRARVI
(DRNSMELQYTHEATTDSTGSYTLLYNEDHGDEL CDAVLVSSPQEKCSSVSEGRDRARVI
(DRNSLOLVYSVEGVTDSTGTYKFSIADDHGDOMCDAVLVESPQPDCAKVDAGRDRSRLS
CDRNSLOLVYSVEGVTDSTGTYKFSIADDHGDOMCDAVLVESPQPDCAKVDAGRDRSRLS
(DRNSMOLLYSIEGITDSTGTYKIMVTEDHEDQLCDAVLYSSPQSDCASYDPGRDRAANT
(DRNSMOLLYSIEGITOSTGTYKIMVTEDREDQLCDAVLYSSPOSDCASYDPGRORAAVT
CDRNSMQLLYSIEGITDSTGTYKIMVTEDREDQLCDAVLYSSPQSDCASYDPGRDRAAVT
CDRNSMOLLYSIEGITODSTGTYKIMVTEDREDQLCDAVLYSSPQSDCASYDPGRDRAANT
LTSNMGVVSMDRY ANNMGF TVEEPMSYCAQLMOQYQLTEDEY
LTRFMGIASDDRFANNMGF LRDAAMPGCADIMKLYQETED- -
LTRYMGLASMNDRYVNAMGF AIDEPMSGCNQVMSQYQDIED- -
LTRYMGIASMERYVNAMGF AMDEPMSGCNQVMSQYQDIED- -
LTRYMGIASMERYVNAMGF AMDEPMSGCHNOVMSQYQDIED- -
LTRSMGLWSDTRFANAMGFMEDEPASGCTQLLEQYQESDD- -
LTRSMGLWVSDTRFANAMGFMEDEPASGCTOLLEQYQESDD - -
LTRYMGIWVSDNRYANSMGF LEDHPMSECTQLLOQQYQEFED- -
LTRYNGIVSDNRYANSMGF LEDHPMSECTQLLQQYQEFED- -
LTRYMGIWVSDNRYANSMGF LKDHPMSECTQLLOQQYQEFED- -
LTRYMGIVSDNRYANSMGF LEDHPMSECTQLLQOYQEFED- -
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— BETA 0.25236
L NP_L567338.1 0.17521

XP_008445353.1 0.02785
XP_004150698.1 0
— KGN62176.1 0
— XP_002268073.1 0
L CBI33037.3 0
ABCS6745.1 0.00039

— ¥P_0036534471.1 0
CANG1642.1 0

CBI19132.3 0

b.
Sekil 1. B1 protein sekansinda ¢oklu amino asit sekans benzerlikleri. A) Ayni renkler, Beta
vulgaris subp. Vulgaris , XP_010676978.1) Vitis pseudoreticulata (ABC86745.1), Vitis
vinifera (XP_003634471.1), Vitis vinifera (CBI119132.3), Vitis vinifera (XP_002268073.1), Vitis
vinifera(CBI133037.3), Cucumis melo (XP_008445353.1), Cucumis sativus
(XP_004150698.1), Cucumis sativus(KGN62176.1), Arabidopsis thaliana (NP_567338.1)

arisindaki korunmus amino asitleri géstermektedir. B) Proteinlerin filogenetik agaci.

3.2 Buyume testleri
B1 ve Sah7 genlerinin tuz toleransindaki rollerini test etmek icin 6ncelikle, YNB-Ura
besiyerinde NaCl tolerans spot deneyi gerceklestirildi. B1 genini iceren kolonilerin 800 mM

NaCl konsantrasyonunda buyuyebildikleri géruldu (Sekil 2).

CONTROL YNB-Ura 800mM Nacl
0,2 0,02 0,002 0,0002 0,2 0,02 0,002 0,0002
W303
ABllc
Bl

Sekil 2. B1 geni iceren maya hicrelerinin kati bliyime testi. O.D 600= 0,2 den O.D. 600 =
0,0002°e kadar minimal mediyumda 4 seri dilisyon gerceklestirildi. W303, pAG426GPD
plazmidini iceren yabani tip sustur. Ab11c , pAG426GPD plazmidini iceren mutant sustur. B1,
Ab11c icinde B1 geni tagiyan mutant hucrelerdir.

B1 ve Arabidopsiste homolugu olan Sah7nin tuz tolerans segiciligini anlayabilmek
icin, 1M, 40 mM ve 800mM gibi farkli konsatrasyonlarda KCI, LiCl ve NaCl kullanilarak tuz



tolerans deneyi gergeklestirildi. Maya igin toksik seviyeler olan 1M KCI , 40 mM LiCl ve 800
mM NaCl iceren besiyerlerindeki, Sah7 ve B1 cDNA si olan maya kolonileri ayni blyimeyi
gOsterirken, bos vektére sahip Ab11c (pAG426GPD)'nin ayni kosullarda blylime
gOstermedigi belirlendi (Sekil 3). Bu sonuglar bize B1 ve Sah7 nin mayada tuz toleransinda

rollerinin bulundugunu gostermektedir.

CONTROL Mkl 40mM Licl 800mM Nacl
YNB-ura

W303

ABllc

Bl

SAH7

Sekil 3. B1 ve Sah7 geni iceren maya hcrelerinin kati blylime testi.

3.3 Gen ifadelenme analizleri

Beta maritima bitkisi 400 mM NaCl igeren kosulda buyutuldu. Yapraklar ve kokler tuz
stresine maruz kalmadan 6nce ve NaCl indiksiyonundan sonra 1, 3, 5 ve 7. saatte olmak
Uzere toplandi. Ayrica 1, 3, 5 ve 7 gunluk olarakda yaprak ve kok érnekleri toplandi. Toplam
RNA’lardan cDNA sentezi gergeklestirildi ve gergcek zamanlh PZR (RTPCR) ile gen

ifadelenmesi analizi yapildi.

3.4 B1 Geninin ifadelenme sonuglari

Tuz muamelesinin 1, 3, 5 ve 7. saatlerinde toplanan yapraklardaki B1 mRNA
seviyesi, kontrol grubuna kiyasla énemli élglide (yaklasik 2 kat) artarak degisiklik gostermistir
(Sekil 4.a). Bu sonug¢ B1 geninin, B. maritima yapraklarinda erken safhalarda tuz stresine
karsi fonksiyonel bir etkisinin olabilecegini gdstermektedir.

Kokte, B1 mRNA miktari, tuz muamelesinin 1 ve 3 saatleri arasinda alinan
orneklerdeki miktarla kiyaslandiginda istatiksel olarak anlamli bir fark gérilmemektedir. Gen
ifadelenmesi tuz muamelesinin 5. saatinde (yaklagsik 2,5 kat) yukseldigi g6zlemlenmistir
(Sekil 4.b). Bu sonug, B1 mRNA ‘in tuz muamelesinin erken safhalari olan 5. saatinden sonra
bir etkisi oldugunu gdéstermistir.



B1 mRNA miktarinin 1, 3, 5, 7 glnlik olarak bakilan ifadelenme analizlerinde ise

ornekler arasinda bir fark gérilmemigtir (Sekil 5 a, b).

Yaprak
4 -
3,5 - C
3 -
b
2,5 - b
’ b

1,5 A

gen ifadesi, kat

=
1

KONTROL 1s 3s 5s 7s

stres (saat)

Kok

2,5

3]

gen ifadesi, kat

o
w

KONTROL 1s 3s 5s 7s

stres (saat)

b)

Sekil 4. B1 geninin saatlik ifadelenme seviyeleri. (A) NaCl'e maruz birakiimig yapraklarin B1
cDNA ifadelenmesi (B) NaCl'e maruz birakilmis koklerin B1 cDNA ifadelenmesi. Bitkiler 400
mM NaCl ‘e maruz birakildi. Olgiimler (iglii tekrarlar halinde yapildi. Dikey gubuklar standart
hatayi ifade etmektedir. Ayni harf ile gésterilen de@erler arasinda belirgin bir fark yoktur
(p<0.005).



Yaprak

gen ifadesi, kat
\D \D \D \D h.'_‘ h.'_‘ h.'_‘ h.'_‘
O N OB~ O Rr N R Oy 0N

KONTROL 1g 3g 5g 7g
stres (gun)

a)

Kok

gen ifadesi, kat
\D \D \D \D h.'_‘ h.'_‘ h.'_‘ h.'_‘
o N Y 0 N O ]
|

KONTROL 1g 3g 5g 7g
stres (gun)

b)
Sekil 5.B1 geninin gunlik ifadelenme seviyeleri. (A) NaCl'e maruz birakilmis yapraklarin B1
cDNA ifadelenmesi (B) NaCl'e maruz birakiimis kéklerin B1 cDNA ifadelenmesi. Bitkiler 400

mM NaCl ‘e maruz birakildi ve dlgtimler Ggli tekrarlar halinde yapildi.

3.5 SAM geninin ifadelenme sonuglari
Tuz muamelesinin 1, 3, 5 ve 7. saatlerinde toplanan yapraklardaki SAM MmRNA
seviyesi kontrol grubuna kiyasla énemli dlgiide (yaklasik 2 kat) degisiklik gostermistir (Sekil

6a). SAM geninin, B. maritima yapraklarinda erken devrede tuz stresi altinda dizenleyici



etkisi oldugunu gostermektedir. Kokte, SAM mRNA  miktari anlamli bir degisiklik
gOrulmemistir (Sekil 6b).
SAM mRNA miktarinin 1, 3, 5, 7 gunluk olarak bakilan yaprak ve kdkdeki ifadelenme

analizlerinde ise bir fark géralmemistir (Sekil 7a, b).

Yaprak
3,8 -
3,3 -
b
2,8 -
r b b
2,3 - b

gen ifadesi, kat

1,3 - )
038 -
03 -
0.2 7 konTROL 1s 3s 55 7s

stres (saat)

a)
Kok
]
(1]
-
B
Q
-]
[1]
=
o
@
[+14]
KONTROL 1s 3s 5s 7s
stres (saat)
b)

Sekil 6. SAM geninin saatlik ifadelenme seviyeleri. (A) NaCl'e maruz birakilmis yapraklarin
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B1 cDNA ifadelenmesi (B) NaCl'e maruz birakilmis kdklerin SAM cDNA ifadelenmesi. Bitkiler
400 mM NaCl ‘e maruz birakildi ve élgiimler Gglu tekrarlar halinde yapildi. Dikey gubuklar
standart hatayi ifade etmektedir. Ayni harf ile gosterilen degerler arasinda belirgin bir fark
yoktur (p<0.005).

Yaprak
1,6 -
1,4 -
1,2
-
- 1A
0
- 08 -
(1]
"= 06 -
= r
Q
%0 0,4 -
0,2 -
0 |
KONTROL 1g 3g 5g 7g
stres (gun)
a)
kok
1,5 -
1,3 -
2 11
-
> 09 -
0
- 0,7 -
(1]
= 05 -
= r
Q
%0 0,3 -
0,1 -
-0,1 - koNTROL 1g 3g 5g
stres (gun)

b)

Sekil 7. SAM geninin gunlik ifadelenme seviyeleri. (A) NaCl'’e maruz birakilmis yapraklarin
SAM cDNA ifadelenmesi (B) NaCl'e maruz birakilmis kdklerin SAM cDNA ifadelenmesi.

Bitkiler 400 mM NaCl ‘e maruz birakildi ve dl¢ctimler Ug¢ll tekrarlar halinde yapildi

11



3.6 Hiicre i¢i sodyum konsantrasyonu

B1 proteininin hicre icindeki sodyumun disari atiliminda roli olup olmadigini
anlayabilmek i¢cin maya hicrelerinde sodyum konsantrasyonu dl¢uld.

Hiicre igi Na* seviyesi indiiktif Olarak Eslestirilmis Plazma - Kiitle Spektrometresi
(ICP-MS) kullanilarak dlgtlmasttr. B1 geni aktariimis olan Ab11c susunda hicre igi sodyum
konsantrasyonunda, yabani tip W303 susuna gore bir fark gérilmemistir. Bu sonuglar, asiri
miktardaki tuzun hicre icinde diger organellere zarar vermeyecek sekilde depolandigini
gOstermektedir (Sekil 8).

B1 W(303)

Sekil 8. B1 geni aktarilmis Ab11c susunda hiicre i¢i sodyum konsantrasyonu. W303 kontrol
grubunu temsil etmektedir. Hicreler 400 mM NaCl iceren YNB-Ura mediyumunda, 30 C'de
36 saat buyutalda.

3.7 B1 proteinin hiicreigi lokalizasyonu
B1 geni pAG415GFP plazmidine aktarildiktan sonra hicreler YNB-Leu mediyumunda
blyGtildi ve konfokal mikroskop ile gézlendi. B1 proteini hiicre zarinda lokalize olmadigi

sitoplazmada lokalize oldugu gorulmustar.
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Sekil 9. B1 geninin maya hiicrelerindeki lokalizasyonu. pAG415GFP plazmidine aktarilan
B1 geni ve proteinleri hlcreicinde noktall desenler seklinde lokalize olmustur. B1

proteinlerinin maya hucrelerinde hilcre i¢i zarlarda lokalize oldugunu gostermektedir.

SAH7 proteininin Arabidopsis deki lokalizasyonu “Arabidopsis eFP Browser data”
sayfasinda gdsterilmis olup proteinin endoplasmik retikulum, golgi ve g¢ekirdekde lokalize
oldugu gosterilmistir (Sekil 10). B1 genine benzer olarak protein hiicre membraninda dedgil

hlcre ici membranlarda lokalize olmaktadir.

Atdg0B685 Cell eFP Browser - bar.utoronto.ca
\\.:_____ﬂ'—'d_,———_hh‘*_—hz—__‘_______——-"_d'___r-#———‘_——"‘ 7
Cell Wall 5 —

Mitochondria

asma .\\‘—~-~ O &H
:lamhrane ’ ?;ﬁh‘-_ P—— _‘__‘__f:_‘, frf:: Golgi
\ © i Vacuole
Microtubule I ] / ﬂ*
(Cytoskeleton) ﬁ ’
Chloroplast
| (Plastid)
Nucleus ’ (>£ \ \J -[r
Endoplasmic \

S\
Reticulum L eroxisome
Cytosol — \ (\

(7 Contidence: N\

min NN max -

Sekil 10. SAH7 proteinin  Arabidopsisdeki hicre igi lokalizasyonunu gdsteren sema

(Heazlewood vd., 2007)

4. TARTISMA

Deniz pancari bitkisinin cdna kutiphanesi, tuz tolerans genlerini belirlemek igin
Saccharomyces cerevisiae ab11c mutant susunda tarandi. Kati blyime test sonuclarinda
SAM ve B1 geninin maya hucrelerine belirgin bir tuz toleransi sagladigi gosterildi.

Sekans ve homoloji analizlerine gére, Arabidopsis thaliana da bulunan Sah7 geninin
Beta maritima bitkisindeki polen-E1 geninin homologu oldugu belirlendi. Sah7, sinapsis
arabidopsis homolog 7 olarak adlandirilan ve ilk olarak polen tlpinde bulunan ve
fonksiyonu henuz belilenmemis bir gen olup, tuz ve antioksidant stress altinda asir

ifadelenen bir gen oldugu bildiriimistir (Zhou vd., 2013).
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“Arabidopsis eFP Browser data” sonuclarina gére Arabidopsis de sah7 geni 1 saatlik
tuz uygulamasi altinda 1,5 kat artmakta ve 12 saatde 2 katina ¢ikmaktadir. (Winter vd.,
2007). B1 genide kisa sdreli tuz uygulamasi altinda ifadelenmesini 2 kat arttirmistir. Bu
sonuglar, B1 ve Sah7 nin tuz stresine cevap olarak ekspresyonlarini artirdiyi ve mayada tuz
toleransi sagladiklari icinde bitkilerde tuz toleransinda bir mekanizmaya dabhil olabileceklerini
gOstermektedir.

Sah7 proteininin Arabidopsis’de ER, golgi ve gekirdek te lokalize oldugu bildirilmistir
(Hooper vd., 2014; Tanz vd., 2013). B1 proteinide benzer sekilde hiicre sitoplazmasinda
lokalize olmustur. Bitkilerde, endomembranda bulunan N-glycosylation proteinleri  tuz
toleransini reglle etmede, hlicre biyosentezinde ve protein kalite kontrolunde etkilidir (Kang
vd., 2008). Arastirmalar, Arabidopsiste N-glicanlarin olgunlagsmasinin tuz stresi adaptasyonu
icin gerekli oldugunu gostermistir. Golgi aygitinda N-glican olgunlasmasi tuz hassasiyetini
saglamaktadir (Kang vd., 2008; Von Schaewen vd., 2008). Bu sonuclara gore, B1 ve Sah7
proteini buyuk olasilikla toksik seviyedeki tuzu ER yada Golgiye génderilmesini saglamak
gibi bir fonksiyona sahip olabilir. ileriki calismalarda bu konu (izerinde calismalar yapilabilir.

Kati besiyeri blyime testine gore, B1 ve Sah7 toksik seviyelerdeki KCI, LiCl ve NaCl
iceren besiyeri ortaminda ayni biyime sonugclarina sahip oldugu gérilmustir. Bu sonuglarda
B1 ve Sah7 proteinin sadece sodyum degil diger iyonlara kargida fonksiyonel bir rollerinin
oldugunu tek substratinin sodyum olmadigini géstermektedir.

S-adenozil metionin sentaz, ROS (Reactive Oxygen Species) turlerine karsi
antioksidant olarak goérev yaptigi bilinmektedir (Lieber, 2002). Baska bir ¢alismada da
SAMDC enziminin tatinde polyamine seviyesini yukselterek abiyotik stres toleransinda
onemli rolindn oldugu bildirilmistir (Wi vd., 2006). Bu gen, B. maritima tarafindan tuz stresine
karsl olusan ROS larl yok etmek icin fazla sekilde ifadelemeye gitmis olmasi bitkinin tuza

tolerans mekanizmalarindan biri oldugunu dusundurmektedir.

5. SONUC

Bu calismada, Beta maritima cDNA kitiphanesi, tuz toleransinda rol alabilecek
genlerin bulunmasi amaciyla Saccharomyces cerevisiae maya susu kullanilarak tarandi.

Tarama deneylerinden sonra, maya hucrelerine tuz toleransi saglayan iki gen
bulundu. ilk genin S-adenozil metionin sentaz oldugu digerininde, B1 olarak isimlendirdigimiz
fonksiyonu heniz karakterize edilmemis bir gen oldugu géruldiu. B1 proteininin, hicre
icindeki sodyumu hucre digina tagimak yerine hucre iginde depolamaya yardimci oldugu
gosterildi. B1 proteini, maya hucrelerinde endomembran sistemlerde lokalize olmaktadir.
MRNA ifadelenmesi analizlerinde, B1 mRna seviyelerinin tuz stresi altinda yapraklarda ve

kokte ifadelerinin artigi tesbit edildi. B1 geninin Arabidopsis deki homologu olan Sah7 genide
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klonlanip karakterize edildiginde, B1 proteininin fonksiyonlarina benzer sonuglar verdigi
g6rildd. Bu iki gen grubunun dahil oldugu gen ailesi i¢inde diger bitkilerde bulunmakta olup
fonksiyonlari henuz bilinmemektedir. Sonuglarimiz, B1 geninin fonksiyonu bilinmeyen ve
henliz karakterize edilmemis bir gen olarak Beta maritima da tuz toleransini reglle etmede
roli oldugunu ilk defa gdstermistir. Bundan sonraki ¢alismalarda, B1 homologu olan diger
bitkilerdeki genlerde klonlanip, ayni fonksiyonlari gosterip gostermedigi, biyoinformatik
analizler ile korunmusg bdlgelerin iyon toleransindaki rolleri ve B1 geninin ekspres edildigi
maya hucrelerindeki mMRNA ve protein ekspresyonlari (mikroaray ve proteomik analizleri ile)

kontrol edilerek, hangi yolaklar tGzerinden tuz toleransi sagladigi ¢aligilabilir.
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