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Onsoz:

Borun, son yillarda Tiirkiye’de oldukga yiiksek miktarlarda bulundugunun saptanmasi
ve ekonomik olarak katkisiin artacagimn 6grenilmesinden sonra. canlilar iizerindeki
etkileride giincellik kazanmig bulunmaktadir. Canlilarin yap1smda var olan biitiin elementlerin
fonksiyonlarinin bilinmesine ragmen bor hakkindaki b11g1ler1mlz olduk¢a kisithdir. Bu
gahsmada da borun bitkiler tizerindeki etkilerini sgrenmek amaciyla bor toksisitesine tolerans
gisteren arpa bitkisindeki genetik mekanizma anlagilmaya  caligilmistir. Bu amagla,
Farkliigin  Gosterimi (Differential Display), RT-PCR, 2D-PAGE molekiiler teknikleri
kullantlarak, bor toksisitesine dayanikhi ve dayaniksiz arpa gesitleri arasinda klyaslama
yaparak dayaniklhilikda rol oynayan genlerin bulunmasima calisiimustir. Bulunan sonuglar,
bitkinin girdigi stress sonucu fotosentez ve strese bagli olarak artan genlerin ve proteinlerin
seviyelerinin degistigini gostermis olmakla beraber dayaniklihifin mekanizmasinin tam olarak
agiklanmasint saplamamaktadir. Bu nedenle borun hiicre digina atilmasini saglayan protfcinleri‘
bulmak icin bor stresine dayanikli olan cesitlerden cDNA kutuphanes1 haiirlaxmiaya ~
caligilmakta olup bu kiitiiphane maya icinde ekspres edilerek komplementation (;ahsmalannda' -
kullamlacaktir. Proje bu agamaya kadar TUBITAK tarafindan desteklenmis olup proje diger

kaynaklardan elde edilen destekle devam edecektir.
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Ozet:

Bor, bltkllerm gehsmesmde roI oynayan bir m;kroelementttr Ancak fazia m;ktardaki bor - .

bltkder igin toksxktlr ’I'urkiye, dunyada en fazla bcr rezervine sahip 1kmc1 ulkedn‘ ve bu yuzden bor"j" -
tarimda Turklye u;m Clddl bir pmblemdlr Arpa (Hordeum vulgare), Turkiye’de bugdaydan sonra en -
gok uret;len tahlldlr Turk;ye’de 10 farkh arpa (}8§1d1 vardlr ve bunlar bor toksmtesme kar§1 farkh'fj . "

genetxk vaxyasyon!ar gosterir Bu z;ahgmada Hamxdiye (bora karst dxrem;sm) ve Anadoiu (bora karsx .

dlrengh) geslﬂerl arasmdak; bor toleransmdan scsrumlu genetik mekamzmayl crtaya gzkarmak mm -

mRNA Farkhhk Gostenm (leferennal Dlspiay) RT~PZR 2D PAGE tekmklerl kullanilmustir.

mRNA Farkhhk Gostenm tekmg1 ﬂe farkh eksprese olan 8 gen tesp1t edllmlstlr RT PZR ile .

43 antiporter genmden 6’smm Anadolu ve Hamidlye gesiﬂen arasinda farkh duzeylerde' _

eksprese olduklan géstenkmgtir 2D PAGE tekmgl ilede 9 farkls protem bcr uygulanms .

Anadolu gesldmde tespit edﬂm1§t1r Elde edﬂen bu genienn strese bagh Qlarak ortaya cikan ve .

fotosentezle ilgili oldugu gozlemlemmg olup bora dayamkhhkia dlrek olarak ﬂgih olmadikiari 7 .

gorulmektedxr

Anahtar Sozciikler

Arpa, bor, differentialr‘fdisplay (farklzligfn'gﬁéférixﬁi),,RTjPCR',éD-VPAGE f




Abstract:

Boron, isa mlcroelement that plays a role in plant development However, exc ,ss amount of

boron is toxic for plants. Turkey is the second country that has the most boron reserve in the world,rr -

thus boron is a serious problem in agrxculture in Turkey. Barley (Hordeum Vulgare) is the second

widely produced cereal after wheat. Because barley is used in human diet, ammal feedmg and beer

mdustry it is an economxcaily valuable crop. There are ten dlfferent barley varxet;es in Turl\ey and
these varieties show different genetic vamatlons against boron tox:clty In this study, Ha:m1d1ye (boron
sensitive) and Anadolu (boron tolerant) varieties were used to 1dent1fy genes respon51ble for boron ,'
tolerance using RT-PCR and mRNA Differential Display, RToPCR and 2D- PAGE techmques Eight

differentially expressed genes 1dent1ﬁed by using Differential Dlsplay techmque and expressma ievel

of six of forty three antiporter genes showed differences between Anadoiu and Hamxdlye cultwars in
RT -PCR Nine higher expressed proteins were detected in Anadolu cultwar usmg 2D-PAGE '
Differentially expressed genes, obtained from this study, have functlon in photosynthests and stress '

regulation but not directly related with boron tolerance

Keywords

Barley, bofon, differential display, RT-PCR, 2D-PAGE .




1. 0 Gmg

Bor canhlar icin gereklz olan bﬂ' mmeraldir ve bxyolaﬁk 31stemlere SIV1 ortamdan bonk asxtr

seklmde ahmr Bor eks1k11g1 Veya fazlahgl hem bitkiler ve hemde hayvan!arc a gehsme bozukluguna .

sebeb venr Yapﬂan arastmnalar bomn bltkilerde hiicre duvan yapisina kaﬁldxgl pollen tiipiiniin

olugmasmda roi oynadlgmx, 1ayvaniarda ise hormonal zregulasyon, ureme ve bam mmerallermé

barsaklardan emlhmmde rol oynadlgxm gostem1§tlr ' - ‘
~ Esasi bir mlkrobesm oimasma ragmen borun hucr‘ ] ,r:sme nasil transfer edﬂd;gl hucreye'
gxrd;kten sonra hangi protemler de ethies,txgx ve b in bu biyokimyasal basamaklarm nasil

diizenlendigi henuz tesbit edx!ememlstn' . , 7
' Turklye’de bor tok51srte51 bitkllerm yetlgmesmde onemh' b ',nro}up bor stresme dayamkh ,:

b1tk1 gesltlermdekl genetik mekamzmayx anlamak amacxy!a arpa bttkm bu gahsmada ku 1amlm1$ttr .
Bu amagla farkhhgm gostenm, RT-PCR, ZD—PAGE g1b1 molekuier tekmkier kullamlarak gen ve

protein duzeymdekz farkhhklar tesblt edllmeye (;ahgﬂm' ro

2.0. Genel*Bilgﬂer
: Bor bitkilerin buyume ve gehsmesmde gerek_ ,Ian :z elementlerdendlr Hucre duvarmm ,
olusumunda, glqek meyve ve tohum gehszmmde roiu olan B eksﬂdlgz veya faz]ahgmda bitkilerde :
anormal gelismelere sebep olmaktad1r (Dell ve Huang 1997) Borun teprakiardakx eksﬁ(hgl ya da '
fazlahgl dunyamn bir ¢ok bﬁlgesmde yet:sen tarlm uninlennm venm kaybmda buyuk ol
oynamaktadxr (Gupta, 1993 Nable ve Paull 1991) yaf_ki, bir gok bo}ge g1b1 yurdumuzda da
yitksek ve diisiik konsantrasyonlardaB u;eren toprakl Iz édilmlstxr (Gezgm 2002) 7
Borun bitkilerdeki mekamzma:»;l ve nasﬂ ta§md1g1 tam olarak aydln a’uhms degxldir Uzun
yillarca B’nin borik asit sekhnde pasif olarak tasin 115 teonm ﬂen suruldu 1sede son fi zyolojxk '
calismalar borun aktif olarak tasmdxgl gostermasm : Vel ve ark 2002 Brown 2002 Stangouhs -
2001). Takano ve arkadaglart (2002) tarafindan yaymlanan son g:ahsmada blr B (transporter) ta;;xyzcxsi '
olan BOR! geninin Arabzdopszs thalzana’dan kionlandxgx 1¥dzrﬁm1$t1r BORI mutasyonuna sahlp_ .
A.thaliana bitkilerinin koklennde yeterh seVIyede B eid"“ ﬁéide yapraklarda daha az B saptanmis,f .
bununda borun ksilem sayesmde yukan beigede 1,organlara tasmmadlgm: ve B ta§mrr

mekan 1zmasmdak1 mutasyondan kaynaklandlgz behrnlmzstxr Yapdan posmonal kionlama sonucu,

homoloy gosterdigi agxldanng;tlr .. , 7
Bazi bugday ve arpa gesltlermm B toks:tesme kar§1 toierans gosterd1g1 gesltlz aragtlnnacdaf

BOR] genmm bir hiicre zart protem; kod]ad1g1 ve hayvaniardak: bikarbonat ta§1y1c151 olan genlerle 7, -

'tarafmdan bildirilmektedir (Nab!e 1998 Yau, 2002 Iefferzes 2000) Avustralya’da bugdayda yapxlan; - .

gen haritalamas: gahsmalarmda B toksnesme tolerant gosteren turlerde 2 RFLP marklr bulunmus ve

kromozom 7B ve 7D lokuslarlnm B toleransmda rol oynadlgl bﬂdl i m1$tu' (Jeffenes 2000)




, : 4
B toksxslta toleransma kargt arpanm genetik varyasyon!ar gosterd1g| behrlenm1§ ve B .

toleransmdan sorumlu genlerm arpa genomu igindeki RFLP hantalamas; yapllmlstlr (Jefferies ve ark

1999) Bu gahsmamn sonuglarmna gore 4 kmmosomal bolge B toieransmdan sorumlu olarak tesbitr o

: edﬁmlstxr Bu bolgelerden; 2H kromosomu bolgesi B toksmtesmden kaynaklanan yaprak
: nekrez&ndan 3H krornosom bolgesi B tokmsﬁesme dayamkhhktan kaynaklanan superior kok
buyﬁmesmden, 6H kromosom bolgesi B ahmmm azaltilmasmdan ve 4H b01g651 B ahmmm

kontrolunden sorumludur Turk1ye’de Anadolu ve Ham1d1ye arpa ge$1tler1nde yapllan ¢aligmada ',

Anadolu gesldmmm B tolerans gosterdigi Avet ve ark. (1998) tarafmdan kayitlara gecilmistir. Ayni
zamanda bu 1k1 arpa ¢esidinde B toksitesisinin antioksidant etkileri mceienmlg ve Anadolu gesldmde A
anﬁoks:dant enzxmlerm B tolerans mekamzmasmda roli olmad1g1 Karabal ve ark (2003) ta:afmdaﬂ
b11d1nlm1§t1r . ', . ‘
 Bor toleran51 ile ilgili genleri bulmak i igin bitkilerden cDNA kutuphanesx olusturularak maya
u;mde eks;:res edilmesi yontetm ile Nozawa ve ark. (2006) Arabldops;s cDNA kutuphanesmz mayada
ekspres eﬁms ve bes cDNA bulmuslardir Bu cDNA lar RNA tasmmasx, pargalanmasi,
' transkmps1yonda rol oynayan genler olup direk borun hiicre disina ta;;mmam ile ﬂglh -
. garulmemektedir Ancak borun RNA ile bazt ktmyasal baglanmalar yaparak hucre u;:mdekl toksik
etkisinin azalmasx yuzunden bu bitki cDNA lannin maya hiicrelerini tok51k bor ethsmden korudugu—

‘ Vduwnulmektedir Nc;zawa ve ark (20()6)

,3 0. Gereg ve Y{mtem , : : 7
' Anadolu ve Hamidiye tiirlerinden 40’ar adet tohum sec;lhp bu tohumlar 20°serli gruplar

' halmde 0.8 g/L;tre Hoagland igeren bemyerlermde yet;gtmich C1mlenmey1 takzp eden on gunhik siire
sonunda, 2 grup kcmtml grubu o]arak birakilirken( 20 adet hamidiye ve 20 adet anadolu) 2 gruba
. leM borzk asu uyguiandl( 20 adet hamidiye ve 20 adet anadolu). Borik asit uygulamasint takiben 2 ,
74 6,24 ve 48 saat sonra herbir gruptan kok ve govde ornekleri alind1. Almnan omekler hemen SVl
- nitrojen dolu 15ml lik falkon tuplere konulup — . 80°C’ de sakland1. Herbir grubun 2 saatlik yaprak
' omekiermden Promega nin SV Totai RNA Isolatxon System kiti kullamlarak RNA zzolasyonu
yapxldx ; ' L o '
' Izole edﬁen RNA miktars spektrofotometre kullamlarak oi;uldu
(HKY}Hamxdxyg kontroi yaprak 2 saat: 2 14pg/m1
: —:V (HBY) Hﬁrﬂidiy’é borrryapriaiié 2 saat: 224Qg/m12 .
(AK;‘[}Aiiadélﬁ konﬁoi yapfék 2 saat: 298yg/ml -
(ABY) Anadolu bor yaprak 2 saat 350pg/ml 7 ,
Izole edllen RNA iardan reverse transcnpiase enzimi kuilamlarak cDNA sente21 yapﬂdx ve -80 °C’ de
sakiand: Daha sonra bu cDNA’ler arasindaki ekspresyon farklan Delta D1fferent1al Display kiti - '

kullamlarak goste;g;}dl, er ‘methoda gore cDNA ler farkh ve rasgele primer kombinasyonlart ile




agaglda behrtzlen oraniarda pohmeraz zineir reak31yonunda (PCR) am;:hﬁye edlldl. -

Tagq polymerase. 1 pl 10X buffer: 2 pl dNTP: 03 ulP prlmer 1 pIT pnmer 1l cDNA 1 pi Hz() l
137ul .
PCR ko$ullan" o - .
94°C 2dk - ~ [94C 30sn 98°C 20sn | 68C 7dk
40°C Sdk  |a0°C 30sn | 60°C 30 |
68°C Sdk  |68C sdk  |68°C 24k

[dongs | 2dongt Ddongh | [ dongii

~ PCR drtntleri, 1.5%’luk agarose jelde yurutuldu ve farkh eksprese olmus olan banﬂar jeiden; '
kesip alindi. Bu bantlardan daha sonra QIAquick Gel Extractlon km yardimlyla DNA 1zolasyonu 77
yapildi. [zole edilen DNA’lar aym primerler kullanilarak PCR’da reamphfiye edlldx. Reamplifikasyon
tiriinleri, Promega’nin pGEM-T Easy Vector Systems kiti kuﬂamiarak JM109 E Coh hucreierme:f'

transforme edildi.

Sekil 1: Delta dlfferenttal dxsplay Kiti kuHamiarak cDNA’larf::
arasindaki ekspressyon farkhlﬂdarmm agamz(i 5%) Jeldef ,

gosterilmesi
S;ramyia Markir (100 nt)- HBY-ABY
1 2 3

Primer kombmasyonu. P3T3

 Sekilde okla gosterﬁen bandlar farkh duzeylerde ekspres olan
cDNA lart gostermektedlr Bu bandiar Jjelden kemhp gikartlimag ve

izole edildikten sonra PCR’ da tekrar reamp fifi ye edllmxg,ieydlr .




- Sekil 2: Reamphﬁye edilen HBY 550 nt, 570 nt ve ABY 680 nt

bandlarinin agaroz jelde gosteril megi.
Sirastyla: Markir (1000nt)-HBY 550-HBY 57 0-ABY680
1 .7 3 4

Elde edﬂen reamphﬁkasyon firiiniiniin bir mlktarl (10ul) agaroz jelde
yﬁrﬁtulmus ve reamphﬁkasyon teyid ed:lmlstir Daha sonra

- reamplifikasyon firiiniiniin geri kalam klonlama icin kullamlm;stxr.

Sekil 2 de transformasyonun bagarili oldugu koloniler okla gésteﬁimistir. Trarisfgjnnasyonun

gerceklestigi

Promega’nin Wizard SV Mmlpreps DNA P
yapilmustir. [zole edilen

ebatta oldugu kanitlanmigtir.

RT-PCR yé6ntemi ile Borl gemn amplifikasyonu:

Gen bankasmdan, Arabidopsi

belirtilen - primerler

kolonilerden alinan hiicre omekleri LB medium iginde ‘tekrar yetigtirildikten sonra

urification Systém kiti ku!lamlarak plasmid' izolasyonu

bu plasmldler daha sonra EcoRI en21m1 1le kesﬂerek insertlerimizin dogru

is’teki Borl genmm arpa EST verltabanmdakl homolojisine bakilarak
(BorlFl: GGTCTGCTGCAAGATGTAATCTGGGT BorlR1:

TATTATGGAAGCACGCGCCTAGCAC) dlzayn edildi. Yapfak sreklerinden  alinan
RNA’ lardan sentezlenen cDNA’lar bu prlmerler ile asagldakz parametrelere uyuiarak PZR’da -

amplifiye edildi.

Taq polimeraz: 0,5 ui,10X

cDNA(ABY):

PCR kosullars:

per buffer:s pl, dNTP(lOmM) Iul, BORIRI: 2. p.l BORIF1: 2 i,
2 pl, H,0: 37.5 pl ,

94°C

3dk

1 déngili

RealTime PCR ' o
Bor uygulanmis ve uygulanmalms Ham1d1ye ve Anadolu ces

6, 24, 48 ve

dondurulduktan sonra .80°C’de saklandl. Bu

iti arpa &hekl,ekrrinden'()' .
144 saat sonra hem kok hem de yaprak dokulan toplandi. Dokular sw1 azot ile
rneklerden Promega ﬁnnasnun “RNA




isolation”  kiti yard1m1yla‘ RNA iZolasyohu “yapildi. Izole edilen RNA’lanﬁ miktarlari

spektrofotometre 6l¢iildii. ¢cDNA izolasyonu icin RNA’lar Fermentas firmasinin “First strand

¢DNA synthesis” kiti kullanarak cDNA’ya gevrildi.

Bitkilerdeki ~ antiporter proteinlerini kodlayan sekanslardan arpada bulunanlart
amplifiye edebilecek olan pirimer cifti siparis edildi.-Bu pirimer ciftlerinin arpada bizim
deney kosullarimizda  ¢alisip calismadigini anlamak icin herbir pirimer ¢ifti PZR

reaksiyonunda denendi.
Oreklerin amplifikasyonu igin gerekli olan karigim asagidaki sekilde hazirland::

iQ SYBR Green Supermix 12,5 ul
Pirimer 1 1l
Pirimer 2 1ul
Distile su 9,5 ul
cDNA 1l

Real-Time PCR’1n kogullar asagidaki gibi ayarlandi:

Dongii 1 Dongii 2 40x Déngii 3 Déngti 4 Dongii 5 81x
95°C 130dk ] 94°C 0:50dk | 95°C 1:00dk | 55°C 1:00dk | 55°C 0:30 dk
58°C 0:45 dk
72°C 0:45 dk

istatistik hesaplamalar IQ5 real time (BIO-RAD) cihazindaki program 3 o6rnek

kullanilarak ve normalizasyon islemi yaptirilarak hesaplanmistir.

2D-PAGE Analizi
Anadolu Kontrol (AC), Anadolu Bor (AB), Hamidiye Kontrol (HC), Hamidiye Bor (HB) arpa

cesitlerinden yaprak &rnekleri almip TriZOL cozeltisi kullanilarak toplam proteinler izole edildi.

Toplam proteinlerin konsantrasyonu Bradford metodu kullanilarak hesaplandi. Bio-rad firmasindan

alinan PROTEAN 1I xi Cell ve PROTEAN II xi 2-D Cell iki boyutlu jel elektroforezi kullanilarak
toplam proteinler birbirlerinden ayrigmalari saglandi.

Proteinleri isoelektrik noktalarina gore aywrmak igin IPG pH 3-10 (17 cm) veya IPG pH 4-7
(17 cm) striplerin iizerine protein érnegi ile rehydration bufer eklendikten sonra proteinlerin ugmasini
engellemek igin mineral yag ile stripin iizeri kapatildi. 12 saat aktif rehydration yaplldiktan sonra
istenilen voltaj basamaklari uygulanarak proteinlerin iizerindeki yiikiin sifir oldufu noktaya kadar

ilerlemeleri ssagland.




£

o o
PG strip iizerine proteinler yﬁkléndikten sonra 10’ ar dakika dengeleme rc;ijzeltisi Ivell ye
tabii tutuldu. Dengeleme gozeltlsl iire, SDS, gliserol, Tns pH 8.8 ve DTT igermektedir.
Ikinci basamak ise protemlerm molekiiler agxrhklarma gore. blrblrmden aynlmasu:hr SDS jel icin 12%
akrilamit jel kullanilarak proteinler ayr;lmalan saglandt. Kullamlan klmyasallar agagidaki g1b1d1r

(Acrylamide and N N-methyleneblsacrylamxde, Sodium dcdecyl sulfate (SDS), Tris buffers, TEMED,

Ammonium persulfate, Tris-glycine electrophoresm buffer)
Son olarak Jeller Coomassie Col}mdal Blue (CBB. G-250) ku]lamlarak 12 saat boyunca

boyanmaya birakilmustir. Daha sonra Jehn uzermdek; fazia boya %S5 lik asetik asit ¢Ozeltisinde

bekletilerek uzaklastiriimigtir. Farkli ekspres olan spotlar kesﬁerek MALDI TOF anahzl icin yurt

digma gonderildi.

4.0. Bulgular

Farklilik Gosterim tekﬁiginde 2 saat Bor uygu ‘aﬁm1$ yaprék,éméklerinde kullanilan pirimer
giftleri asagldakl gibidir: P1TI, P1T9, P2T2, P2T6, P3T2, P3T3, P3T7 P4T3, PAT4, P5TI, PSTS,
P5T6, P6T3, P6T5, P6T6, P7TS, P7T17, P8T2, P8T4 PST? PSTS P9T5 P9T9, PlOTl P10T9. 24 saat
bor uygulanmis yaprak orneklerinde kullamlan pmmer g:xﬂlen de asagldakl glbldlr P1T3, PIT5,
P1T7, P2T1, P2T9, P3T4, P3T5, P3T8, P4T2, P4T6 P4T9, P5T3, P6T7, PTT1, P7T2, PTTS, P7TS,
P9TS, P10T4, P10T9. Bu pmmer giftlerinden, 7 saat bor uygulanmig yaprak orneklerinde kullanilan
P4T4, P3T3, P2T2, P6T6, P3T8, P3T7, P6T5 P8T7 P4T 3 ve 24 saat bor, uygulanmig yaprak
Sreklerinde kullanilan P2T9, P3T8 P7T2 P7T5 pmmer f;}ﬁien farkli eksprese olan _bantlar
gosterdi.Sekil 3 de drnek bir Jel resmi ve 2 ile 3 sirada ise farkh ekspres olan bir bant gosterilmektedir.
Sonug olarak 24 saat bor uygulanmig yaprak omekiermde ekspresyonu artan 4, ekspresyonu azalan 2,

2 saat bor uygulanmis yaprak omeklermde ekspresyonu artan 2, ekspresyonu azalan 3 cDNA elde

edilmistir.




'Farkhhk Gdstenm PZR’m Agaroz Jei Fotograﬁ 1 Markir IOOObp, ABLZ PZTZ 3: 7
HBL2 P2T2, 4: RNA P2T2, 5: ABL2 P6T6 6 HBL2 Po6T6, 7: RNA P6T6 8 ABL2 ; 
P7T7, 9: HBL2 P7T7 10: RNA P7T7‘1I. ABLZ 8T8, 12 HBL2 P8T8 13 RNA
7P8T8 14: ABL2 P8T4 15: HBLZ P8T4 16 RNA P8T4 .

Gen bankasi Anahza

Sekanslarin gen bankasmdakl anahzienne gore P7T5 HBL24 730 bp cDNA ve P7T inBLzé .
724 bp cDNA Arabzdopszs thalzana ’dakl bir translasyon baglangig: faktoru’ ol an TIFBBI e homclojl
gbstermektedtr P7T5 HBL24 574 bp cDNA Triticum aestzvum d ki b;r Idorof } a/b bacf aym protetm
WCAB onciisiine homoloji gostermektedlr. P7T2 ABL24 3 kb CDNA Oryza saz‘wa ’dalﬂ blr uzama
faktoriine homoloji gostermektedlr ?2'1‘9 ABL24 747 bp cDNA Arabzdapszs z‘halzana "daki bzr Lzsa«, .
zincir dehldrogenazjreduktaz (SDR} ail lesi protemme homole}i gostermektedar P3T8 HBL24 440 bp
¢DNA Triticum aestivum dakx txoredoksm H 1zeformuna homolép g stemiektedlr P3T37 HBL 408'

bp cDNA Triticum aestszn’dakl bir shaggy benzerl kmaz protemme homolo;
HBL2 466 bp cDNA P4T4 HBL2 385 bp cDNAV ve P4T4 ABLZ 649 bp cDNA Hordeum
vulgare 'deki kleroplast genomuna homolop gostermektedir. P3T3 ABL2 524 bp cDNA Ambzdopszs -

thaliana 'daki bt hypothetlcal proteme homcio;l gostermektedir. .

rFark 1 Eksprese Olan Genlerm Real T ime PZR’ . 7
~ Farkli cksprese oian genlerm Reai Time ?ZR’mm kanm" tif sonuglart V{er 6ksp$ré$§fon' seviyesi

' graﬁklen a§aéxda verllmxsnr. Sonuc;lar mtema] b1r control o}an (JAEDHjléhquah;e;edx;misk” up3
farkhomekkuliamlmlst{ . . . . . . '
. PID ABL24 3kb’mn RT~PZR sonm;lan farkhhk gostenm tekmgmm sonug;?aﬂ ﬂe benzzri
gosterir (Sekil 4) Farkhhk gostenm PZR’mda bu gen Anadoiu geg;dmde Ham;é;y@ gzeg;dm&%

oidugundan daha fazla ekspresyon gdstenr Kontrol grubunda, kmaz bengfzn grg;st@m ko




. T
HBL2 408bp sekansinin ekspresyonu Anadolu gesidinde daha yiiksektir. Ancak bor uygulamasindan
sonra ekspresyon seviyesi her iki arpa gesidinde de birbirine yakin seviyededir (Sekil 5). Klorofil a/b
baglayict protein kodlayan P7T5 HBL24 574bp (Sekil6)'geni P3T3 HBL2 408bp geni ile benzer bir
ekspresyon gosterir. Bu genin ekspresyonu Anadolu control grubunda Hamidiye control grubunda
oldugundan daha yiiksektir. Ancak bor uygulamasindan sonra Hamidiye cesidindeki ekspresyon

seviyesi Anadolu ¢esidindekinden daha yiiksek olmustur.

P7T2 ABL24 3kb

30

Normalized Expression Levels

HC AC HB24 AB24 HB48 AB48
Samptle/Time (hour)

Sekil 4. P7T2 ABL24 3kb (uzama faktoril) Geninin Arpa Cesitlerindeki Ekspresyon Seviyesi

P3T3 HBL2 408bp

&

Normalized Expression Levels
3 & 8 & 8

o

o

HC AC HB24 AB24 HB48 AB48
Sample/Time (hour)

S —

Sekil 5. P3T3 HBL2 408bp (kinaz benzeri protein) Geninin Arpa Cesitlerindeki

R R G e A R R S R R
%
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P7T5 HBL24 574bp

BB peirrnim s e e e

Normalized Expression Levels

HB24 AB24 HB48 ABA4B

Sample/Time (hour)

Sekil 6. P7T5 HBL24 574bp (klorofil a/b baglayict protein) Geninin Arpa Cesitlerindeki

Ekspresyon Seviyesi

P3T8 HBL24 440bp

27 4

Normalized Expression Levels

HB24 AB24 HB48 AB48

Sample/Time (hour)

Sekil 7. P3T8 HBL24 440bp (tioredoksin H izoform) geninin Arpa Cesitlerindeki Ekspresyon

Seviyesi

Anti-Porter Genlerin RT-PZR’1
Bor toleransi fazla miktardaki borun hiicreden digari atilmast yada vakuollere pompalanmasi

ile ilgili olabilir. Disart pompalayan(efflux) proteinler ve digari tagiyan (anti-porter) proteinler boru

transfer etme ozelligine sahiptirler. Bu nedenle bu galigmada arpa genomundaki sekanst gen

bankasinda bulunan bu proteinler test edilmistir.

Anti-porter genlerin RT-PZR’mnin kantitatif sonuglari ve ekspresyon seviyelerinin grafikleri

asagida verilmistir. Sonuglar, internal bir control olan GAPDH ile normalize edilmis olup 3 farkl

drnek kullanilmistir.




#

PDR-benzeri ABC transporter anti-porter geninin bor uygulanmis ve uygulanmamis Anadolu
cesitlerindeki ekspresyon seviyesi, 144. saatteki drnek hari¢ Hamidiye Qesitlgrindeki seviyesinden

yiiksektir (Sekil 8). MRP-benzeri ABC transporter anti-porter geninin bor uygulanmi3 ve

uygulanmamis Anadolu cesitlerindeki ekspresyon seviyesi, 24. saatteki ornek harig Hamidi)’e
cesitlerindeki seviyesinden yiiksektir (Sekil 9). ABC transporter ailesi proteini anti-porter geninin
ekspresyon seviyesi tiim Anadolu gesitlerinde daha yiiksektir (Sekil 10). Multi gntimicrobial extrusion
protein MatE ailesi proteini anti-porter = geninin bor uygulanmis ve uygulanmamis Anadolu
cesitlerindeki ekspresyon seviyesi, 48. saatteki &rnek hari¢ Hamidiye cesitleﬁndeki seviyesindeﬂ
yiiksektir (Sekil 11). MATE efflux ailesi proteini olan iki anti-porter geninin de bor uygulanmis V€
uygulanmamis Anadolu cesitlerindeki ekspresyon seviyesi tiim Hamidiye gesidi émeklerinden daha
yitksektir (Sekil 12 ve Sekil 13). Anti-porter genlerinin ekspresyon sev'iyeleriniﬁ Anadolu cegidinde
yiiksek olmas: direk olarak bor ile iliskili degilmis gibi goziikmektedir ¢iinkii bu genlerin ekspresyon

seviyeleri Anadolu kontrol grubunda da Hamidiye kontrol grubuna kiyasla daha yitksektir.

Anti-Porter 6

Normalized Expression Levels

HBE ABG HB24  AB24 HB4B. AB48 HB144 AB144
Sample/Time {hour)

Sekil 8. PDR-benzeri ABC transporter anti-porter Geninin Arpa Tiirlerindeki Ekspresyon Seviyesi

Anti-Porter 7

Normalized Expreslion Levels
8

HB6  ABB. LB24  AB24 HB4S AB4B HB144 AB1M4

Sample/Time {hour)

Sekil 9. MRP-benzeri ABC transporter anti-porter Geninin Arpa Tiirlerindeki Ekspresyon SijinSi




AntifPorler 8

Nomalized Expression Levaels
T

(%)

(=]

AB67 HB24::AB24 - HB48  AB48 HB144 ABi44
Sample/Time (h&ur) :

Sekil 10. ABC transporter ailesi proteini anti-porter Geninin Arpa Tiirlerindeki Ekspresyon Seviyesi

Anti-Porter 19

Normallzad Expression Levels

ABS - HB24 - AB24  HB4
Sample/Time {hour)

Sekil 11. Multi antimicrobial extrusion profein, MatE aile ‘proteiﬁi an’rti—porter' Geninin Arpa

Tiirlerindeki Ekspresyon Seviyesi

Anti-Porter 24

Normalized Expression Lavels

Sample/Time (hour)

Sekil 12. MATE efflux family proteini anti-porter Geninin Arpa Tiirlerindeki Eksprésydn Seyiyesrir -



Anti-Porter 25

Normalized Expression Levels
3
2

HE6. . AB6 HE24 AB24 HB48 AB48 HB144 AB144
Sample/Time (hour)

Sekil 13. MATE efflux family proteini anti-porter Geninin Arpa Tiirlerindeki Ekspresyon Seviyesi

2D PAGE Analizleri

Genetik analizlerin yanmda protein seviyesindeki farkliliklan gormek igin Anadolu ve
Hamidiye gesitleri arasinda 2DPAGE analizleri yapilip farkli seviyede ekspres olan spotlar jelden
kesilerek MALDI-TOF ile sekanslar1 ¢ikarilmigtir (Sekil 14,15,16).

Sekil 14. 2D PAGE jel' analiz resimleri: Bor uygulzrmmls’Anadolu (sol resim) ve kontrol Anadolu (sag

V'resir‘n). '
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Anadofu Bor 3

Anadolu Kont. 3

.

Sekil 15. Bor uygulanmis Anadolu ve kontrol Anadolu émeklerinde farkls olarak ekspres olin "
proteinler.

SRS
- -

: - o o - : .

Sel 16. Bor uyglanls Anadolu ve kontrol Anadolu srmeklerinde
proteinler




1-Ribulose 1,5-bi
1 MSPQTETKAG VGFKAG

51 EEAGAAVAAE SSTGTW SLDI
101 VAYPLDLFEE GSVTNMETSI VGNVFGFKAL RALRLEDLRI PPI¥ 51

151 PPHGIQVERD KLNKYGRPLL GCTIKPKLGL SAKNYGRACY EC
201 KDDENVNSQP FMRWRDRFVF CAEAIYKSQAETGEIKGHYL NATAGIL ]

2 - Thaumatin-like protein TLPS . :
| MAFSGVVHLI ALVIAVAAAA TDATTITVVN RCSYTIWPGA LPGGGARLDP

51 GQSWQLNMPA GTAGARVWPR TGCTFDRSGR GRCITGDCAG ALVCRVSGEQ
101 PATLAEYTLG QGGNRDFFDL SVIDGFNVPM SFQPVGGAPC RAATCAVDIT
151 HECLPELQVP GGCASACGKF GGDTYCCRGQ FEHNCPPTYY

3 _basic pathogenesis-related protein PRS [Hordeum vulgare subsp. vulgare]
1 MASSRVVYLL AGLLLAALAA TTDAATITVV NRCSYTVWPG ALPGGGVRLD
51 PGQSWALNMP AGTAGARVWP RTGCTFDGSG RGRCITGDCN GVLACRVSGQ
101 QPTTLAEYTL GQGANKDFFD LSVIDGFNVP MSFEPYGGCR AARCATDITK

151 DCLKELQVPG GCATCGKFGG DTYCCRGQFE HNCPPTINYSM FFKGKCPDAY
201 SYAKDDQTST FTCPAGTNYQ IVLPLDQYQS ITWVNKE s

4-S-like RNase [Triticum aestivum}]

1 MAQRTISLCL ILGLLAAAAP ANATSFDFYY LVLMWPGAYC VDSEYGCCVP

51 KYGYPAEDFF VQSFTTFDLS LNKAIVRCNS DKPFDINKLE PIENNLNHYW

101 SNIHCPRTDG TSTWKSEWRS YGVCSGLKEV DYFRAGLNLR KNADVLGALA
151 EQGINPDYRL YSTEHIKWAV NQKLGVMPGVQCRDGPFGKK QLYQIYLCVD
201 KNGETIIDCP KLPKLHCPEE VLFHPFHTWM LNATSPAKIM LPTEA Lo

5-RNase S-like protein [Hordeum vulgare] . , o :
1 MAMRAISLCL ILGLLAAAAP ASATSFDEYY LILMWPGAYC ADSDYGCCVP

51 KYGYPAEDFF VEGFMTFDLS [NKAIVRCNS DKPFDVNKLE PIENNLNHYW

101 SNIHCPRNDG TGTWKSEWRS YGVCSGLKLYV DYFRAALNLR KKADVLGALA
151 EQGINPDYRL YNTEHIKWAV NQKLGVMPGV QCRDGPFGKK QLYQIYLCVD
201 KDGQIFIDCP KLPKLHCPEE VLFHPFHTWM LNATSPAKIT LPTEA '

6 -GTP-binding nuclear protein Ranl o : , ,
1 MALPNQQTVD YPSFKLVIVG DGGTGKTTFV KRHLTGEFEK KYEPTIGVEV o

51 HPLDFFINCG KIRFYCWDTA GQEKFGGLRD GYYIHGQCAIL IMFDVTARLT = '
101 YKNVPTWHRD LCRVCENIPI VLCGNKVDVK NRQVKAKQVT FHRKKNLQYY

151 EISAKSNYNF EKPFLYLARK LAGDGNLHFV ESPALAPPEV HIDLAAQALH
201 EEELQQAANQ PLPDDDDEAFE - .

7. Vacuolar ATP synthase subunit E (V-AT Pase subunit E) (Vacuolar

proton pump subunit E) : . ' . -

D NDYDVSROI QQMVRFIRQE AEEKAGEISV SABEEFNIEK LQLVEAEKKK
51 IROEYERKEK QVDYRKKIEY SMQLNASRIK VLQAQDDLYN KMKEDAMKEL

101 LNISSNHHEY RNL‘LKELVVQ GLLRLKEPAV LLRCRKEDHH NVESVLHSAK
151 NEYASKADVH EPEILVDHSYV YLPPSPSHDD KHGQICHGGY VLASRDGKIV

201 FENTVDARLE VVFRKKLPEIRKLLVAA



|

e

e

s e AR SR

8-PSI type III chlorophyll a/b bmdmg protem , '

1 MAAQALVSSS LTSSVQTARQ IFGSKPVASA SQKKSSFVVK AAAAPPVKQ(}

51 ANRPLWVASS QSLSYLDGSL PGDYGFDPLG LSDPEGTGGF IEPRWLAYGE

101 IINGRFAMLG AAGAIAPEIL GKAGLIPAET AL PWFQTGVI PPAGTYTYWA 7
151 DNYTLFVLEM ALMGFAEHRR LODWYNPGSM GKQYFLGLEK GLAGSGNPAY _
201 PGGPFFNPLG FGKDEKSLKE LKLKEVKNGR LAMLAILGYF IQGLVT GVGP -
251 YONLLDHLAD PVNNNVLTSL KFH -

9-light-harvesting complex I; LHC I [Hordeum vulgare]

1 PGRSGLPFCA YATTSGRVTM SAEWFPGOPR PAHLAGSSPR GLRVRPLGLA '
51 TVPENFERFK ESEIYHCRWA MLCVPGVLVP EALGLGNWVK AQEWAALPDG' -
101 QATYLGNPVP WGNLPTILAI EFLAIAFAEQ QRTMEKDPEK KKYPGGAFDP

151 LGFSKDPAKF EELKLKEIKN GRLAMLAFVG FCVQQSAYPG TGPLENLATH

201 LADPWHNNIG DIVIPRNIYG P

5.0. Tartisma ve Sonug¢

Farkliigin  gdsterim teknigi sonuglarma bakildiginda, bor toksisitesinin rfbtos'eﬁtezi

etkileyerek kloroplast genomundaki genlerin' aktivasydnuna neden oldugu goriilmektedir. Anadolu

cesidindeki olasi bor tolerans mekanizmalarindan biri kloroplast genomunﬁn’ _gen ekspresyon
diizeyinin degistirilmesi olabilir. ' -

HBL24 smeklerinde, Skaryotik translasyon baslatict faktorii TIF3B1 benzeri cDNA’nn farkls
ekspresyonu, Hamidiye ¢esidinin mRNA’larin translasyonuhu gerceklestirmeye caligifim gosterir
¢iinkii TIF3B1 mRNA’larin ribozom-y6netimli translasyénlarmda fonksiyonaldir. Boron toksisitesinin
RNA metabolizmasi iizerindeki etkileri de bu goriisii 'destekler. ABIL24 orneklerindeki kisa-zincir
dehidrogenaz/reduktaz (SDR) ailesi proteini ve oxidoreduktaz protein benzeri cDNAlarm yﬁksek
orandaki  ekspresyonu bitkilerdeki membran aktivitesi ve bor: arasmdaki iligkiyi dogrulairllstxr.
Dehidrogenaz/reduktaz (SDR) ailesi proteinleri, oksidasyon-indirgenme reaksiyonlarini katalizleyenr
proteinlerdir. Hamidiye’deki olasi bor hassasiyeti nedenlerinden biri de bazi redoks reaksiyonlarinin
inhibisyonu olabilir. HBL24 orneklerindeki tioredoksin H izoform benzeri cDNA’Ia’rm farkh

ekspresyonu, bordan kaynaklanan oksidatif strese karst tioredoksin H izoformunun hiicresel koruma 7

roliinti gostermektedir. HBL2’deki shaggy-like kinaz protein benzeri cDNA’larm ekSprgsyénﬁ,

Hamidiye ¢esidinin  bor yiiziinden sekteye ufrayan hiicre uzamasini onarmaya Vc;ahigﬁgmli .
gostermektedir. Shaggy-like kinaz proteininin 6zellikle cicek gelisiminde hiicre uzamésinda, tuz ver
yaralanma stresinde dnemli bir rol oynadig: bilinmektedir Jonak ve ark (2002). ':V o 7 '

Genel olarak Farkliligin Gosterim teknigi sonuglarina bakildiginda, bu 'tekniidéi féiéseﬁiﬁzzi ve

stres proteinlerini etkileyen genleri ortaya ¢ikardig gériilmektedir. Ancak bulunan bu genlerin dirck

olarak Anadolu gesidindeki bora dayaniklilig1 agiklayan mekanizma oldugunu 'séyleygmégi;ia Jelh

SP ve ark. (2000) haritalama ve fizyoloji sonuglarina gére boru disariya atan bir'aﬁ%igﬂéﬁ@ per

arpada bor toleranst sagladigi diisiiniilmektedir. Bizim ¢alismamizda ise borun hiicre ¢

pompalanmasina yardimer olacak bir gene rastlanmamistir,




Arabidopsis bitkisinde bulunan BOR1 geninin ekspresyonuda 2 gesit arasinda test edilmis
ancak herhangi bir gen ekspresyonu farklilig1 géri‘llmemistir.

Gen bankasinda arpa genomu icinde varolan, antiporter- genlerinin  ekspresyonlarma
bakildiginda iki gesit arasinda bazi farkhliklar goriilmiis olsa bile bu farklilik borun yeterince bu test
edilen antiporter proteinler tarafindan atildigini kanitlayacak seviyede degildir.

Yapilan son calismalarda, toksik seviyedeki * minerallerin, metallerin hiicre digina
atilmasindaki mekanizmalarda rol oynayan genlerin ekspresyonlarinda degisme olmadigint protein
seviyesindeki post translasyonal degismelerle hiicrenin kendini toksik maddelere kars1 korudugu
ortaya konulmustur. Bu nedenle bu galigmada proteomik yaklagimla 2D-PAGE analizide yapilmistir.
Buradan ¢ikan sonuglarda da farklihgin gdsterimi teknigi ile benzer olarak fotosentezle ilgili olan
proteinler ve RNA mekanizmali ile ilgili proteinlerin seviyesinde artma bulunmugtur. RNA
mekanizmastnin bor ile iliskisi diger caligmalarda da (Nozawa ve ark, 2006) saptanmig olup bizim
¢aligmada bunu destekler niteliktedir.

Caligmada kullanilan teknikler ile istenen bor toleransina dayanikhlikda direk olarak rol
oynayan genlere rastlanilmamistir. Caligmada ekonomik sebeplerden dolayr gok fazla sayida ve
degisik zamanlarda srnekleme alinarak genlerin tarama islemlerinin hepsi yapilamamistir. Kullanilan
teknikler ile genomun ancak yiizde 25 taranmigtir. Arpanin genom sekanst heniiz bitirilmedigi igin
bitkiye ait bir mikroaray ¢ip sistemi heniiz tam olarak geligtirilemediginden dolay1 dezavantaji fazla
olan farkliligin gdsterimi, RT-PCR gibi varolan teknikler kullanilmigtir ancak arzu edilen genler
bulunamamustir. Cahsma diger kaynaklarin katkst ile devam ettirelecektir. Gelecek zaman icinde bora
dayanikli bitki cesitlerinden cDNA kiitiiphanesi hazirlanmaktadir. Bu kiitiiphane maya iginde ekspres
edilip bora dayanikl Koloniler segilerek varolan cDNA secilecektir. Mayada ekspres yontemi
laboratuvarimizda denenmis olup maya genomu icinde bor toleransina dayanikli 8 koloni halihazirda

belirlenmistir. Ayni yontem bitkiler icinde uygulamaya devam edilecektir.
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