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OZET

AYRIK TUZ CIMI’NDE (Puccinellia distans) SELENYUM (Se) TOKSISITESINE
DAYANIKLILIK GENLERININ BELIRLENMESI

Kiibra BUDAK
Yiiksek Lisans Tezi, Tarimsal Biyoteknoloji Anabilim Dalh
Damisman: Do¢. Dr. M. Aydin AKBUDAK
Ocak 2023; 54 sayfa

Metal/metaloid toksisitesi, bitki gelisimini olumsuz yonde etkilemektedir ve
tarimsal iiretimde kayiplara yol agmaktadir. Bir metaloid olan selenyum (Se) insanlar ve
hayvanlar i¢in esansiyel bir element olmakla birlikte, fazlalig: bitkiler dahil olmak {lizere
tim canlilarda toksisiteye neden olmaktadir. Metal/metaloid faktorlerine karsi tolerans
gosteren mekanizmalarin arastirilmasinda hiperakiimiilator bitki tiirleri kullanilmaktadir.
Bu ¢alismada, bor hiperakiimiilatér ve selenyum akiimiilator bir tiir olan Puccinellia
distans kullanilmistir ve bu bitkinin ayrica kuraklik ve tuzluluk gibi stres faktorlerine de
tolerans sagladigi bilinmektedir. Ancak, Se toleransligi ile iligkili genler P. distans’ta net
olarak olarak belirlenmemistir. Bu nedenle, Se tolerans genlerini belirlemek amaciyla; P.
distans cDNA kiitliphanesi, toksik dozda selenyuma karsit maya hiicreleri ile taranmustir.
Tarama sonucunda; toksik dozda selenyuma tolerans gosteren iki farkli gen; kok ve
yaprak ¢cDNA kiitliphanelerinde belirlenmis olup, sirasiyla PKS1 ve PYS9.1 olarak
isimlendirilmiglerdir. ~ Sekanslama islemi sonrasinda PKS1’in  “Tiyosiyanat
metiltransferaz”, PYS9.1’in ise “Cinko Transporter 8" oldugu belirlenmistir. Cinko
Transporter 8 tasiyan kolonilerin, 15 mM'a kadar sodyum seleniti tolere edebildigi
belirlenirken; Tiyosiyanat metiltransferaz’in 50 mM’a kadar sodyum seleniti tolere
edebildigi belirlenmistir. Ayrica bu genlerin, tuz ve kuraklik stresine kars1 toleransligi,
maya hiicreleri kullanilarak arastirilmistir. Ancak yiliksek konsantrasyonlardaki
selenyuma tolerans saglamasi nedeni ile; bu c¢aligmada Tiyosiyanat metiltransferaz
geninin karakterizasyonuna yogunlasilmis ve bu genin ifadesi P. distans kok dokular1 ve
mayada RT-qPCR ile belirlenmistir. ICP-MS analizi ile hiicre igerisindeki selenyum
miktari belirlenmistir. Elde edilen sonuglarin; metal/metaloid stresine karsi toleranslilikla
iligkili genlerin belirlenmesine yonelik ¢calismalara ve bu streslere karsi dayanikli kiiltiir
cesitlerinin gelistirilmesine yoOnelik biyoteknolojik arastirmalara katkida bulunacag:
diistiniilmektedir.

ANAHTAR KELIMELER: cDNA kiitiiphanesi, kuraklik, maya, metal/metaloid
toksisitesi, Puccinellia distans, selenyum, tolerans, tuz
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ABSTRACT

DETERMINATION OF SELENIUM (Se) TOXICITY TOLERANCE GENES IN
EUROPEAN ALKALI GRASS (Puccinellia distans)

Kiibra BUDAK
MScThesis in Agricultural Biotechnology
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. M. Aydin AKBUDAK
January 2023; 54 pages

Abiotic stresses such as metal/metalloid toxicity negatively impact plant growth
and development. Selenium (Se), a metalloid, is essential for humans and animals, but
excessive amounts of Se can cause toxicity in all organisms, including plants. The
identification of mechanisms that tolerance to metal/metalloid factors plant species that
are hyperaccumulators often used. In this study, Puccinellia distans, an accumulator
species of boron and selenium, is known to have multi-tolerance to stress factors such as
drought and salinity. While transcriptomic studies have attempted to shed light on Se
tolerance mechanisms, the genes involved in this mechanism have not been clearly
identified. To identify Se tolerance genes, the existing P. distans cDNA library was
screened with yeast cells against toxic levels (15 mM) of selenium. As a result of the
screening, two different genes that showed tolerance to toxic levels of selenium were
identified in the root and leaf cDNA libraries, respectively, and were named PKS1 and
PYS9.1. After sequencing, PKS1 was determined to be Thiocyanate methyltransferase 2,
and PYS9.1 was determined to be Zinc Transporter 8. Colonies carrying the Zinc
Transporter 8 gene were found to be able to tolerate up to 15 mM sodium selenite on
YNB medium, while yeast cells carrying the Thiocyanate methyltransferase 2 gene were
found to be able to tolerate up to 50 mM sodium selenite. The tolerance of P. distans "
Thiocyanate methyltransferase 2" and "Zinc Transporter 8" genes to salt and drought
stress was also investigated using yeast cells carrying these genes. However, due to its
ability to provide tolerance to high concentrations of selenium, the characterization of the
Thiocyanate methyltransferase 2 gene was not carried out in this study. Future studies on
the functional characterization of these genes in plant cells and their roles in the Se
tolerance mechanism will contribute to the development of plant species with increased
tolerance to metal/metalloid toxicity and other abiotic stresses.

KEYWORDS: cDNA library, drought, metal/metaloid toxicity, Puccinellia distans,
tolerance, salt, selenium, yeast
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AKADEMIK BEYAN

Yiiksek Lisans Tezi olarak sundugum “Ayrik Tuz Cimi’nde (P. distans) Selenyum (Se)
Toksisitesine Dayaniklilik Genlerinin Belirlenmesi” adli bu ¢alismanin, akademik
kurallar ve etik degerlere uygun olarak yazildigini belirtir, bu tez ¢alismasinda bana ait
olmayan tiim bilgilerin kaynagini gosterdigimi beyan ederim.
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1. GIRIS

Metal ve metaloid elementler gezegenimizin dogal bir parcasidir ve birgok
canlinin yasamini siirdiirmesinde temel Ooneme sahiptirler. Metal/metaloidler dogada
yaygin halde bulunmaktadir, ancak yiiksek konsantrasyonlarda bir¢ok canli igin
toksisiteye sebep olmaktadirlar. Dogada metal/metaloid toksisitesi, Ozellikle insan
faaliyetlerinin bir sonucu olarak her gegen giin artmaktadir. Bu durum toprak kirliligine
sebep olmakla birlikte, yiiksek konsantrasyonlardaki elementler besin zincirine dahil
olarak, insanlar ve hayvanlarda toksisiteye neden olmaktadir (Angulo vd. 2021).

Bir metaloid olan selenyum (Se) insanlar ve hayvanlar igin esansiyel
elementlerden birisidir. Ancak fazlalig1 bitkiler dahil tiim canlilarda toksisiteye neden
olmaktadir. Se toksisitesi genellikle yogun sanayi ve madencilik faaliyetlerinin sonucudur
(Gebreeyessus ve Zewge 2019). Ayni sekilde bazi topraklar ve maden yataklar1 dogal
olarak zengin selenyum icerigine sahiptir, selenyum icerigi yiiksek (selenifer) topraklarda
Se toksisitesine siklikla rastlanilmaktadir (Zhu vd. 2009). Selenyum toksisitesinin
bitkilerdeki etkilerinden birisi toksik metal veya metaloitlerle etkilesime girerek, bu
elementlerin toksik etkilerini arttirmasidir (Hasanuzzaman vd. 2020). Ayrica reaktif
oksijen tiirlerinin (ROS) artmasina ve protein yapilarinda bozulmalara sebep olmaktadir
(Gomes-Junior vd. 2007). Bu nedenle bitkilerde Se toksisitesine karsi tolerans genlerinin
ve mekanizmalarinin aydinlatilmasi 6nem kazanmaktadir.

Hiperakiimiilator bitkilerin, diger bitkilere kiyasla metal / metaloid elementlerini
¢ok daha yiiksek miktarlarda dokularinda biriktirebildikleri bilinmektedir (Freeman vd.
2010). Bu bitkiler topraktan bir veya birden fazla metal / metaloidi es zamanl olarak
alabilmekte ve bunlar1 koklerinde ve/veya toprak iistii aksanlarinda depolarken higbir
toksisite belirtisi gostermemektedirler (Rascio ve Navari-1zzo 2011). Dogada bahsedilen
metal/metaloid toksisitesini iceren topraklarda hayatta kalabilen hiperakiimiilator
bitkilerin sahip olduklar1 molekiiler mekanizmalar ve iligkili genler, giiniimiizde arastirma
konusu olmustur.

Calismamizda segilen Puccinellia distans bitkisi bor (B) hiperakiimiilatér ve
selenyum (Se) akiimiilator bir bitkidir. Mevcut ¢alismalar P. distans’in diger bitkiler i¢in
toksik konsantrasyonlarda bor igeren topraklarda rahatlikla yetisebildigini gostermistir
(Babaoglu ve Topal 2004; Stiles vd. 2010). P. distans’in yiiksek miktarda borun yani
sira, kuraklik (Babaoglu vd. 2004) ve tuzluluk (Dashtebani ve Aliasgharzad 2014) gibi
diger abiyotik stresleri de tolere edebildigi belirlenmistir. K6k vd. (2020) tarafindan
yapilan ¢alismada yiiksek miktarda Se tolere edebilen akiimiilatér bir bitki oldugu
belirtilmekle birlikte, yapilan transkriptomik ¢aligsmalarda Se stresinde rol alan genler net
bir sekilde ortaya konulmamustir.

Bu nedenle; caligmamizda P. distans bitkisinden elde edilen yaprak ve kok cDNA
kiitiiphanesi kullanilarak, Se stresine karsi toleranslilik ile ilgili genler aragtirilmistir.
Kiitiiphaneyi taramak amaciyla maya (BY4741) hiicreleri kullanilmistir. Kiitiiphanenin
maya hiicreleri kullanilarak, toksik dozda selenyum iceren besi ortaminda taranmasi
sonucunda iki farkli geni tasiyan kolonilerin hayatta kaldig: tespit edilmistir. Kok ve
yapraklar kiitiiphanelerinden elde edilen cDNA’larin sirasiyla “PKS1 (P. distans Kok
Selenyum 1)” ve “PYS9.1 (P. distans Yaprak Selenyum 9.1)” olarak isimlendirilmistir.
Belirlenen bu genlerin dizilimi sekanslama ile belirlenmis olup daha sonrasinda bu
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genlerin fonksiyonlarint belirlemek amaciyla seri-diliisyon ve damlatma testi; model
organizma olan S. cerevisiae BY4741 kullanilarak gergeklestirilmistir. Ayrica PKS1
olarak isimlendirilen geni tasiyan kolonilerin, PYS9.1°1 tasiyan kolonilere gére daha
yuksek konsantrasyonlardaki selenyumu tolere etmesi nedeniyle bu genin fonksiyonuna
yonelik; ICP-MS ve RT-qPCR islemleri gergeklestirilmistir. Ayrica ayni genin ifadesi P.
distans’dan elde edilen kok dokulari kullanilarak RT-qPCR ile belirlenmistir.

Elde edilen wverilerin; hiperakiimiilator veya aklimilator bitki tiirlerinin
kullanildig1 fitoremediasyon yontemi ile toprak ve ¢evredeki metal/metaloidlerin
arindirilmasina yonelik calismalarda veya bu streslere kars1 dayanikli kiiltiir bitkilerinin
gelistirilmesine yonelik biyoteknolojik yaklasimlarda kullanilabilecegi diistiniilmektedir.
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2. KAYNAK TARAMASI
2.1. Selenyum

Selenyum (Se) ilk olarak Isvegli kimyaci Jacop Berzelius Jons tararafindan, Telliir
(Te) izole etmeye calisirken kesfedilmistir. Baslangicta elde edilen element telliir olarak
adlandirildiktan sonra, farkli kimyasal 6zelliklere sahip oldugu anlagilmistir. Selenyum
olarak isimlendirilen bu elementin isim kokeni; mitolojik karekter olan Yunan Ay
Tanrigas1 “Selene”den gelmektedir. Periyodik tabloda kalkojenler (16A) grubunda yer
alan ve atom numarasi 34 olan selenyum ametal element olarak siniflandirilmaktadir. Bir
metaloid olup, NCBI-PubChem’de kimyasal 6zellikler bakimindan metaller ve ametaller
arasindaki bir ara element olarak nitelendirilmektedir. Ayrica kimyasal ve fiziksel
ozellikleri kiikiirt (S) ve telliir (Te) ile olduk¢a benzerdir (Mehdi vd. 2013). Dogada
nadiren element formunda var olan selenyum, bakir, giimiis, kursun, civa gibi metallerin
cevherlerinde selenit bilesikleri halinde bulunmaktadir (Gebreeyessus ve Zewge 2019).

2.2. Selenyumun Insanlar ve Hayvanlada Toksik Etkileri

Selenyum insanlar ve hayvanlar i¢in esansiyel olarak nitelendirilen temel
elementlerden birisidir. Ancak fazla miktarda alinmasi toksisiteye neden olmaktadir.
Bitkiler insanlar ve hayvanlar i¢in temel selenyum kaynaklarindan birisidir. Bu sebeple
bitkilerde toksik konsantrasyonlarda bulunan Se besin zinciri ile diger canlilar
etkilemektedir. Insanlarda selenyum toksisitesinin selenoza, sag ve tirnak dokiilmelerine,
norolojik hasara ve ileri boyutta 6liimlere sebep oldugu bildirilmistir (Vinceti vd. 2001).
Hayvanlarda minimum alinmasi gereken Se miktar1 0.05-010 mg/kg’dir. Hayvan
yemlerinde bulunan Se konsantrasyonunun 2-5 mg/kg’a ulasmasi durumunda bu
yemlerin tiikketilmesi toksisiteye sebep olmaktadir (Gupta ve Gupta 2017). Hossain vd.
(2021) tarafindan belirtildigine gore; Giiney Dakato eyaletinde, Se igerigi yiiksek bugday
danelerinin, tavuk yemi olarak kullanilmasi sonucunda kiimes hayvanlarinin 6liimii rapor
edilmistir (Franke 1934).

2.3. Bitkilerde ve Cevrede Selenyum

Bircok canli tiirli selenyum ihtiyacini biiylik 6lciide bitkilerden karsilamaktadir.
Ancak, selenyum bitkiler i¢in esansiyel bir element olmamasina ragmen; Se
konsantrasyonuna ve kimyasal formlarina gore bitkilerde selenyumun hem olumlu hem
de toksik etkileri bildirilmistir (Hasanuzzaman vd. 2018). Ayrica, selenyumun bitkilere
diisiik dozlarda uygulanmasi sonucunda bircok olumlu etkisi bildirilmistir. Bilinen
olumlu etkilerinden birisi, agir metal stresinin azaltilmasinda gérev almasidir (Bhatia vd.
2013). Ayrica bitki-biyotik etmen etkilesimlerinin incelenmesi sonucunda Se birikiminin
genel olarak biyotik streslere karst koruyucu etkisinin oldugu bildirilmistir. Ancak,
selenyumun bu koruyucu etkisi konsantrasyonla iligkili olarak degismektedir (Pilon-
Smits 2019).

Fazla miktarda Se alinmast durumunda bitkilerde toksik etkilere neden
olmaktadir. Asir1 selenyum bitkilerde; solma, kloroz ve bodur kok/siirglin gelisimine
neden olmaktadir (Kolbert vd. 2019). Protein yapisinin bozulmasina neden olmakla
birlikte, ileriki asamalarda bitki 6liimii ile sonuglanmaktadir (EI-Mehdawi vd. 2011).
Diger yandan zararlilar, polinatorler ve bitkiler arasindaki etkilesimler selenyuma
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tolerans ac¢isindan tiirlerin evrimine yol agmaktadir ve bu durum ekosistemdeki selenyum
dongiisiinii etkilemektedir (Schiavon ve Pilon-Smits 2017; Pilon-Smits 2019).

Selenyum dogada organik; selenosistein (Se-Cys), selenometiyonin (Se-Met), Se-
metilselenosistein (SeMet-SeCys) ve inorganik; selenat (SeO472), selenit (Se037?) ve
selenyum elementi (Se) olmak {izere farkli formlarda bulunmaktadir. Bahsedilen Se
formlar1; topraktaki pH, mikroorganizma aktiviteleri, sicaklik, nem ve toprak kalitesi gibi
birgok faktore bagl olarak degismektedir (Hasanuzzaman vd. 2020). Bitkiler genel olarak
topraktan selenat ve selenit formlarin1 almaktadir (Kolbert vd. 2019). Ayni zamanda
selenat ve selenit; dogada selenyum toksisitesinin %95’ine sebep olan en toksik
formlardir (Gebreeyessus ve Zewge 2019).

Toprakta Se konsantrasyonu; toprak yapisina, mevcut organik maddeler ve
yagislara bagh olarak degismekle birlikte, diinya genelinde topraktaki selenyum miktari
0,4 mg/kg’dir. Ancak, Se konsantrasyonu yiiksek olan selenifer topraklarda bu oran (>2-
5000 mg/kg arasinda degismektedir (Gupta ve Gupta 2017).

2.4. Metal-Metaloid Toksitesi ve Toksisitenin Molekiiler Mekanizmasi

Cesitli dogal siiregler ve endiistriyel faaliyetler, toprakta metal/metaloid birikimini
arttirmaktadir. Metaller biyolojik olarak dogada parcalanamazlar. Toprakta ve yer alti
sularina karisan metaller besin zincirine dahil olup, ekolojik dengeyi bozarak bir¢cok canli
tiirti i¢in toksisiteye sebep olmaktadir (Yan vd. 2020).

Diisiik dozlarda bulunan metal veya metaloidler bitkilerde gergeklesen
reaksiyonlara dahil olarak mikro besinler gibi hareket edebilir ve bitki gelisiminde 6nemli
roller oynayabilirler. Ancak belli konsantrasyonlar1 astiklarinda bitkilerde bu durum
toksisite ile sonuglanmaktadir. Bitkilerde veya diger canlilarda yasamsal faaliyetler igin
onemli gorevler iistlenen kofaktdér veya ligandlarda bulunan iyonlarla rekabet etme
kapasitesine gore zararli etkileri ortaya cikabilmektedir. Bu durum iyonlarin yer
degistirmesine, molekiillerin yap1 ve fonksiyonlarinin bozulmasina sebep olmaktadir
(Angulo vd. 2021).

Benzer durum selenyum toksisitesi sirasinda da meydana gelmektedir. Selenyum
kimyasal yap1 olarak kiikiirte (S) benzemektedir. Bu nedenle Se ¢ogu kez S metabolik
yolaklariyla ve tasiyici proteinlerle bitkilere alinarak diger organlara tasinabilmektedir.
Kloroplastta S metabolik yolaklar1 dnce selenat1 selenite, ardindan enzimatik olarak
selenosistein (SeCys)’e ve selenomethiyonin (SeMet) formuna indirger. Olusan SeCys ve
SeMet gibi aminoasitlerin, protein zincirinde Cys ve Met’in yerini almasi sonucunda
proteinlerde yap1 ve fonksiyon bozukluklart meydana gelmektedir (Gupta ve Gupta
2017).

Metal/metaloid elementlerin topraktan alinarak siirgiinlerine taginmasinda ve
depolanmasinda, belirli tasiyici proteinler rol oynamaktadir. Bu 06zel tastyicilar
(transporter) koklerde hiicre zarinda bulunmaktadir ve metallerin topraktan bitki
biinyesine alinmasini saglamaktadirlar. Ayn1 sekilde, bitki biinyesine alindiktan sonra
elementlerin ¢esitli dokulara tasinmasinda da rol oynamaktadirlar. Genel olarak
tanimlanan metal tasiyict gen aileleri ZIP (Zinc-regulated transporters, Iron-regulated
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transporter-like Proteins), HMA (Heavy Metal ATPase), MTP (Metal Tolerance Proteins)
ve NRAMP (Natural Resistance-Associated Macrophage Protein)’lerdir (Yan vd. 2020).

ZIP protein ailesinin tastyicilari olan ZRT (zinc-regulated transporters) ve IRT
(iron-regulated transporter) benzeri proteinler; birgok elementin 6rnegin, Demir (Fe),
Manganez (Mn), Cinko (Zn), Kadmiyum (Cd) vb. kokten alinarak, cesitli dokulara
tasinmasinda ve agir metallerin biriktirilmesi siireglerinde yer almaktadir (Corso ve Torre
2020).

Bitkilerde Se biriktirebilme ve bu mekanizmada rol oynayan yolaklarin
belirlenmesi, yalnizca Se toksisitesin giderilmesinde degil; ayn1 zamanda eksikliginin de
giderilmesine katki saglayacagi diisiiniilmektedir (Zhao ve McGrath 2009).

Bitkiler i¢in selenyumun kullanilabilir formu selenat (SeO 2" ) ve selenit
(SeO 3¥)’tir. Bitkiler, her iki Se formunu alabilmekle birlikte, topraktan dokulara
alinmasi selenyuma 6zgii olan tastyici proteinler ile gerceklesmez. Selenat; S tastyicilar
olan SULTR (Sulfate transporters) ile selenit; fosfat (P) tasiyicilart ve aquaporinler ile
taginmaktadir (Trippe ve Pilon-Smits 2021).

Literatiirde yapilan g¢aligmalar, Se birikiminde rol alan farkli genleri ortaya
koymustur. Arabidopsis thaliana’dan elde edilen ATP siilfiiriilaz (APS1) geninin
Brassica juncea’da asir1 ifadesi sonucunda bitkilerde Se birkimini {i¢ kat artmustir (Pilon-
Smits vd. 1999).

Benzer sekilde Se baglayici protein (SBP) homologunun A. thaliana'da asirt
ifadelenmesi sonucunda selenyuma, ayrica kadmiyuma karsit toleransin arttigi
bildirilmistir (Schild vd. 2014).

2.5. Se Hiperakiimiilator Tiirler ve Yeni Yaklasimlar

Hiperakiimiilator ~ bitki tiirleri, birgok metal/metaloid elementi yiiksek
konsantrasyonlarda biriktirebilmektedirler. Yiiksek miktarda metal/metaloid igeren
topraklarda, higbir toksisite 6zelligi gostermeden kolaylikla yetisebilemektedirler (Rascio
ve Navari-1zzo 2011). Ayrica, bu bitki tiirleri i¢in metal birikimi patojenlere kars1 dogal
bir savunma aracidir.

Hiperakiimiilator bitkilerin yiiksek miktarda metal metaloid biriktirebilme
mekanizmalarinin  aydinlatilmasi, toksisiteye sebep olan elementlerin ortamdan
uzaklagtirilmast i¢in olduk¢a Onemlidir (Leitenmaier ve Kiipper 2013). Keeran vd.
2019)’¢ gore hiperakiimiilator tiirlerini diger bitki tiirlerinden ayiran siralanmis ti¢ 6zellik
bulunmaktadir.

1- Toprakta bulunan agir metalleri yiiksek konsantrasyonda alma kapasitesi

2- Metal/metaloidlerin hizli ve etkili sekilde koklerden alindiktan sonra siirgiinlere
tasinmasi

3- Yapraklarda yiiksek miktarda elementleri biriktirebilme kapasiteleridir.
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Hiperakiimiilator tiirler iizerinde yapilan arastirmalar sonucunda, yiliksek miktarda
metal/metaloid biriktirebilme kapasitesinin altinda yatan gen veya genler arastirilmistir.
Ancak, bu 6zelligin yeni gen/genlerden ziyade hem hiperakiimiilator tiirler hem de diger
bitki gruplarinda var olan ancak farkli sekilde ifade edilerek diizenlenen genlerle iliskili
olabilecegi belirtilmistir (Rascio ve Navari-1zzo 2011).

Bitkilerde genel olarak selenyum biriktirme miktari, tiirlere ve yetistikleri
kosullara gore cesitlilik gostermektedir. Tahil tohumlarinin, yiiksek miktarda selenyum
biriktirebilme kabileyetine sahip olduklar1 bilinmektedir. Ayn1 zamanda Brassicaceae
familyasina ait sarimsak, lahana, brokoli, hardal gibi bitkiler ve brezilya fistig1, selenyum
igerigi bakiminda zengin bitkilerden bazilaridir (Hasanuzzaman vd. 2020). Yiiksek
miktarda Se biriktirebilen hiperakiimiilator bitkilerin dogal yasam alanlar1 genellikle
selenifer topraklardir ve 1930 yilinda bir grup arastirmaci Se hiperakiimiilasyonuna sahip,
seleniferli topraklarda yetisen bitki tiirlerini tanimlamistir (Hossain vd. 2021).

Bilenen yaklasik 50 Se hiperakiimiilator familyas1 bulunmakla beraber en bilinen
tirler; Fabaceae, Asteraceae ve Brassicaceae familyalarinda bulunmaktadir (Reynolds
ve Pilon-Smits 2018). Bu bitkiler Se igeren topraklarda higbir toksisite gostermeden
1000-15,000 mg Se depolayabilmektedirler (EI-Mehdawi ve Pilon-Smits 2012).

Hiperakiimiilator tiirler genellikle fitoremediasyon tekniklerinde
kullanilmaktadir. Fitoremediasyon; ¢evredeki yiiksek konsatrasyonlarda bulunan

metal/metaloidlerin bitkiler araciligiyla uzaklastirilmasim1i kapsayan yontemlerin
biitiintidiir (Yan vd. 2020).

Diger bir yandan bitkilere yiiksek miktarlarda Se biriktirebilme kapasitesinin
kazandirilmasi, Se eksikligi goriilen bolgeler i¢in bir alternatif yaklagim olarak
goriilmektedir. Bitkiler bir¢ok canli i¢in temel Se kaynagidir. Bu nedenle belirli
gidalardaki var olan Se miktarinin arttirllmas: veya farkli besinlere Se biriktirebilme
ozelliginin kazandirilmasi, kiiresel olarak Se yetersizligi problemine kars1 alternatif bir
¢oziim olacag diistiniilmektedir (Hasanuzzaman vd. 2020).

Ornegin; Brassica juncea L. (Hint hardal1), Kaliforniya’da tarim arazilerinde ve
yer alt1 sularinda Se kirliligini uzaklastirmak amaciyla kullanilmistir. Hasat sonrasi Se
icerigi yiiksek hardal bitkileri, hayvanlar i¢in Se takviyesi olarak kullanilmistir (Bafiuelos
vd. 2010).

2.7. Ayrik Tuz Cimi (P. distans)

Ayrik tuz ¢imi (P. distans) genel olarak tuzlu ve alkali topraklarda yetisen,
Poaceae familyasina ait monokotiledon bir bitkidir (Oztiirk vd. 2017). Mevcut ¢alismalar
ile P. distans’in bor (B) hiperakiimiilatorii ve selenyum (Se) akiimiilatorii bir tiir oldugu
belirlenmistir. Diger bitkiler i¢in toksik konsantrasyonlarda bor igeren topraklarda
rahatlikla yetigebildigini gostermistir (Babaoglu vd. 2004; Stiles vd. 2010). P. distans’in
yiiksek konsantrasyonlarda borun yani sira, kuraklik (Babaoglu vd. 2004; Stiles vd. 2010)
ve tuzluluk (Dashtebani vd. 2014) gibi diger abiyotik streslere karsi da tolerans gosterdigi
belirlenmistir. K6k vd. (2020) tarafindan yapilan bir ¢alismada P. distans’in Se
akiimiilatorii oldugu ve Se stresi altindaki transkriptomu RNA dizileme (RNAseq)
yoluyla ortaya konulmustur.
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2.8. Maya cDNA Kiitiiphaneleri ve Metal Stresi Calismalar

Saccharomyces cerevisiae 16 kromozoma ve 12.068 kb’lik genomik DNA’ya
sahip Okaryotik bir organizmadir (Parapouli vd. 2020). Ekmek mayasi olan S. cerevisiae

Okaryot canlilar arasinda en ¢ok c¢alisilan model organizmalardan birisidir (Duina vd.
2014).

S. cerevisiae’nin 6karyotlarda bulunan hemen hemen tiim biyolojik islevlere sahip
olmasi, kolay {iretilebilmesi, genetik manipiilasyonun kolay olmasi bilimsel ¢aligmalar
i¢in siklikla tercih edilmesine sebep olmaktadir (Parapouli vd. 2020). S. cerevisiae genel
olarak molekiiler biyoloji uygulamalarinda ve genetik kiitiiphanelerin olusturulmasinda
kullanilir. Bu kiitiiphaneler; bir promotor kontrolii altinda ifade edilen cDNA’lar veya
genomik DNA’lardan olusan kiitiiphaneler olabilir. Boylece maya hiicreleri,
indiiklenebilir promotor sayesinde yiiksek seviyede ifade edilerek istenen genlere sahip
vektorlerin secimine imkan tanirlar. Yine, stres kosullari altinda biiyiitilen maya
hiicrelerinde ifade edilen genler, bir ¢cDNA kiitiiphanesinde mevcut dayaniklilik
genlerinin tanimlanmasina olanak saglamaktadir (Liu 2002). Literatiirde cDNA
kiitiphaneleri ve S. cerevisiae’nin stres kosullarinda dayaniklilik genlerinin
tanimlanmasinda faydalanildigi pek ¢ok ¢alisma mevcuttur.

Bu calismalardan birisinde; halofit bir tiir olan Paspalum vaginatum cDNA
kiitliphanelerinin, maya hiicrelerinde tuzluluk ve Cd stresi altinda taranmasiyla tuzluluga

kars1 tolerans sagladig diisiiniilen onsekiz adet ve Cd stresine kars1 da bes adet gen
belirlenmistir (Chen vd. 2016).

Bir diger ¢alismada ise bugdaydan elde edilen cDNA kiitliphanesi tuz, soguk ve
kuraklik stresleri uygulanarak maya hiicreleri ile taranmistir (Wang vd. 2019). Boylelikle,
bitkilerde normalde patojen saldirisina kargi savunmada rol oynayan PR gen ailesine
mensup TaPR1-1 geninin, maya hiicrelerinde {i¢ farkli abiyotik strese karsi tolerans
sagladig1 belirlenmistir. Ayn1 ¢alismanin devaminda, TaPR1-1 geni A. thaliana’da asir1
ifadelendirilmistir ve TaPR1-1’in, mayada oldugu gibi bitkilerde de tuz, soguk ve
kuraklik streslerine kars1 tolerans sagladigi dogrulanmistir
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3. MATERYAL VE METOT
3.1. P. distans ¢cDNA Kiitiiphanesi ve Vektor Yapisi

Calismada, Akdeniz  Universitesi, Tarmmsal Biyoteknoloji ~ Béliimii
Transformasyon Laboratuvari’nda mevcut olan P. distans c¢DNA kiitiiphanesi
kullanilmigtir. cDNA kiitiiphanesi, P. distans’a ait bitkilere bor stresi uygulanmasinin
ardindan kok ve yapraklardan izole edilen RNA’lar kullanilarak hazirlanmistir.
Kitiiphane hazirliginda ise pA426GPD-ccdB (Sekil 3.1) vektori kullanilmistir. attR1 ve
attR2 bolgeleri arasinda kalan “ccdB+CmR” yerine, Gateway klonlama sonucunda, farkli
boyutlarda P.distans bitkisine ait cDNA'lar aktarilarak, yaprak ve kok olmak iizere
kurulmus iki ayr1 kiitiphane mevcuttur. pAG46GPD-cDNA vektorleri  sonraki
asamalarda kok (PKS) ve yaprak (PYS) cDNA kiitiiphanesi olarak adlandirilmistir.

Sacl (3620

2427) Notl

Sekil 3.1. cDNA kiitiiphanesinde kullanilan ifade vektorii (pA426GPD-ccdB)

Kullanilan BY4741 (MATa his3A1 leu2A0 met15A0 ura3A0) mutant bir maya
irkidir. Kullanilan vektoriin igerdigi URA3 geni nedeniyle, besiyerlerinde transformant
kolonileri segmek igin urasil mutasyonundan yararlanilmistir. Urasil segiciligi icin YNB
besiyerleri kullanilmistir. Vektori tastyan transformant maya hiicreleri urasil igermeyen
YNB besiyerinde “URA3 ” proteini iireterek kolaylikla hayatta kalabilmektedir.

3.2. YNB ve YPD Besiyeri

YNB (Yeast Nitrogen Base): Urasil oksotrafik mayalar igin segici besiyeridir.
Amino asit icermez. Bu sebeple aminoasitleri igeren (ancak urasil icermeyen) CSM-ura
ile birlikte kullanilir. S. cerevisiae suslarina transformasyon sonucunda transformantlarin
seciminde kullanilmaktadir.
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YPD (Yeast extract Peptone Dextrose): Secici olmayan bir besi ortami olup, maya
hiicrelerinin biiyiitiilmesi igin kullanilan yaygin bir besiyeridir.

3.3. BY4741 i¢in Toksik Selenyum Konsantrasyonunun Belirlenmesi

Kiitiiphane tarama islemlerine gegilmeden 6nce, literatiirde BY4741 (WT) maya
irkina ait segici YNB besiyerinde toksik selenyum konsantrasyonuna rastlanmamistir. Bu
nedenle toksik konsantrasyonu belirlemek amaciyla; 0, 1, 3, 5,7, 10,15 ve 20 mM olmak
tizere farkli konsantrasyonlarda sodyum selenit (NaSeOs) igeren YNB besiyerleri
hazirlanmistir. Sodyum selenit stok soliisyonu Kieliszek vd. (2016)° a gore hazirlanarak
kullanilmistir. Farkli dozlarda sodyum selenit igeren tiim besiyerlerine, bos vektor igeren
maya hiicreleri (EV) yayilmistir. 3 ve 7. giinler igerisinde petriler gozlemlenerek takibi
yapilmigtir. 15 mM’a kadar tiim petrilerde koloni ¢iktig1 goriilmiistiir (Sekil 3.2). Bu
nedenle kiitliphane taramak i¢in toksik doz 15 mM olarak se¢ilmistir.

Sekil 3.2. BY4751 Maya susu ic¢in segici YNB besiyerinde toksik konsantrasyon
belirleme ¢aligmasi; a) 0 mM kontrol; b) ImM NazSeOs ¢) 3 mM Na SeOs; d) 5 mM
Na,SeOs; e) 7 mM NazSeOs; f) 10 mM NazSeOs; g) 15 mM NazSeOs; h) 20 mM NazSeOs
iceren YNB besiyerleri

3.4. ¢cDNA Kiitiiphanesinin Escherichia coli Hiicrelerinde Cogaltilmasi

cDNA kiitiiphanesini  yeteri kadar c¢ogaltmak amaciyla E. coli hicrelerine
elektroporasyon ile aktarilmistir. Elektroporasyon islemi igin;

e Elektroporasyon kiivetleri (Biorad) buz tizerinde sogumaya birakilmistir ve -80 °C’de
muhafaza edilen DH10B T1 kompotent E. coli hiicreleri (ElectroMax) buz iizerinde
¢Ozdirilmiistiir.

e Ardindan elektroporasyon kiivetlerine 100 puL E. coli ve 5 uL pAG426-cDNA vektorii
eklenerek (her bir kiitiiphane igin ayr1 olarak) pipet yardimiyla hafifce karistirilmastir.
Kiivetler cihaza yerlestirildikten sonra elektroporasyon islemi; 2.2 kV, 200 Q ve 25
uF sartlarinda gergeklestirilmistir.

o Elektroporasyon iglemi gergeklestirildikten sonra kiivetlere 900 uL LB besiyeri
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eklenmistir ve hiicreler 15 ml’lik tiiplere alinmistir.

e Transformasyon yapilan hiicreler ¢alkalayictya alinarak 37 °C’de 250 rpm’de 1 saat
boyunca calkalanmaya birakilmistir.

e inkiibasyon sonrasinda daha dénceden hazirlanmis 100 pg/ml ampisilin antibiyotigi
iceren LB agar besiyerlerine 100’er pL hiicreler yayilmistir ve 37 “C’de inkiibe
edilmistir

e Ertesi giin tiim petrilerde koloni olusumu goézlemlenmistir. Elde edilen transforme
hiicreler petrilerden kaziyici yardimai ile 30 ml sivi LB besiyerine toplanmastir.

e Tiim petrilerden hiicreler toplandiktan sonra sogutmali santrifiijde 10 dk 4000 rpm’de
cOktiliriilmiistiir.

e Pellete zarar vermeden iist fazda bulunan sivi LB besiyeri uzaklastirilmistir. GeneJET
Plasmid Miniprep kiti kullanilarak plazmit izolasyonu agamasina gegilmistir.

e Elde edilen plazmitlerde bulunan cDNA’larin gesitliligini kontrol etmek amaciyla
rastgele 10 plazmit segilerek cDNA bolgelerinin uglarinda bulunan CYC ve GPD-F
pro primerleri ile PCR reaksiyonu kurulmustur.

Sekil 3.3. E. coli hiicrelerine P. distans yaprak cDNA kiitiiphanesinin elektroporasyonu
sonrasi ¢ikan transforme hiicreler; a) Transformasyon sonrasi ampsilin antibiyotigi igeren
LB agara ekilen E. coli hiicreleri; b) Kanamisin antibiyotigi i¢eren ortama ekilen E. coli
hiicreleri (Negatif kontrol); c) LB besiyerine ekilen E. coli hiicreleri (Pozitif kontrol)

3.5. Kok ¢cDNA Kiitiiphanesinin Maya Hiicrelerine Transformasyonu

Kok ¢cDNA Kkiitiiphanesi, E. coli hiicrelerinde ¢ogaltildiktan sonra yabanil tip
BY4741 maya hiicrelerine transformasyonu yapilmistir. Maya transformasyon protokolii
Benatuil vd. (2010)’ye gore takip edilmistir:

e -80 °C’de muhafaza edilen BY4741 maya hiicreleri 6ze yardimiyla YPD agar
besiyerine ¢izilmistir. Koloni olusumu gézlemlenene kadar yaklasik 2 giin 30 °C’de
inkiibe edilmistir.

e Petriden elde edilen kolonilerden, tek koloni kiirdan yardimiyla alinarak 10 ml sivi
YPD besiyerine birakilmistir. Vorteks yardimiyla iyice karistirilan tiip, calkalayicida
30 °C’de 225 rpm’de gece boyunca ¢alkalanmaya birakilmistir.

10
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e Ertesi giin hiicrelerin miktarini belirlemek i¢in ODeoo’deki degeri spektrofotometre
cihaziyla ol¢iilmiistiir.

e Miktar Olgiilen hiicreler 50 ml sivi YPD besiyerinde ODsgo= 0.2 olacak sekilde
seyreltilmistir. Calkalayicida 30 °C 225 rpm’de ¢alkalanmaya birakilan hiicre kiiltiirti
her saat basi spektrofotmetre cihazinda ODggo= 1.2 ‘ye gelinceye kadar ol¢iilmeye
devam edilmistir.

e Yaklasik 5 saat sonra ODeoo degeri 1.2°ye gelmistir. Hiicreler 3000 rpm’de 3 dakika
santrilij sonrasi pellet elde edilmistir.

e Pellet 50 ml soguk dH20 ile iki kez yikanmistir. Ardindan bir kez 50 ml soguk
elektroporasyon buffer1 (1 M Sorbitol/ 1 mM CaCly) ile yikanmuistir.

e Elde edilen hiicreler, 300 rpm’de 3 dk santrifiij yapilmistir. Pellet 20 ml 0.1 M
LiAc/10 mM DTT ile c¢ozdirildiikkten sonra 30 °C 225 rpm’de 30 dakika
calkalanmaya birakilmistir.

e Inkiibasyon siiresinin ardindan, hiicreler tekrar 3000 rpm’de 3 dakika santrifiij ile bir
araya toplanarak sivi faz uzaklastirilmastir.

e Hiicreler 50 ml soguk elektroporasyon buffer1 ile yikanmistir.

e Santriflijiin ardindan, pellet yaklasik 100 ile 200 pL elektroporasyon buffer: ile
¢ozdiiriilerek final hacim 1 ml’ye tamamlanmistir. Yaklasik 1.6x10° hiicre/ ml’ye
karsilik gelmektedir.

e Daha 6nceden buz lizerinde bekletilen elektroporasyon kiivetlerinin her birine 400 pL
olmak tizere hiicreler eklenmistir. 400 pL hiicreye 1 pg pAG426-cDNA plazmiti
eklendikten sonra tiipler nazik¢e karistirilmistir.

e Elektroporasyon islemi; 2.5 kV, 25 uF ve 3.0 milisaniye sartlarinda
gergeklestirilmistir.

e Elektroporasyon islemi sonrast hiicreler 8 ml 1:1 oraninda 1 M sorbitol ve YPD
besiyeri igeren tiiplere alinmigtir.

e Tiipler, karistiricida 30 °C, 225 rpmde 1 saat boyunca c¢alkalanmaya birakilmistir.

e Inkiibasyon sonrasinda hiicreler 3000 rpm de 3 dakika santrifiij yapilarak bir araya
toplanarak besiyeri uzaklagtirilmistir.

e Hiicreler, 1 ml YNB besiyeri ile c¢ozdiiriilerek iyice karistirilmistir. Daha sonra
onceden hazirlanmis olan YNB agar besiyerlerine 1/10%, 1/102 ve 1/10° diliisyonlar
100 pL yayilmstir.

e Petri kaplari, 30 “C’ye hiicre biiylitme kabininde koloniler ¢ikana kadar yaklagik 2
giin inkiibasyona birakilmistir.

e Inkiibasyon sonrasinda, her petride 1000’i askin koloni goriilmiistiir (Sekil 3.4).
Olusan koloniler petrilerden kaziyici yardimiyla 25 ml sivi YNB besiyerine
toplanmustir.

e Bu sekilde olusturulan maya kok cDNA kiitiiphanesi ependorf tiiplere boliinerek
gliserol stok alinmis ve -80 °C’de muhafaza edilmistir.

11
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Sekil 3.4. Kok c¢cDNA kiitiiphanesinin maya hiicrelerine transformasyonu; a) YPD
besiyerinde hiicre (pozitif kontrol); b) YNB besiyerinde hiicre (negatif kontrol); c)
Transforme hiicrelerin YNB besiyerinde 107 diliisyonu; d) 1072 diliisyonu; €) 102
diliisyonu

3.6. Yaprak cDNA Kiitiiphanesinin Maya Hiicrelerine Transformasyonu

Kok kiitiiphanesindeki ¢cDNA’larin, maya hiicrelerine transformasyonu igin
3.4’teki igslem tekrar edilmistir. Transformasyon sonrasinda elde edilen koloniler Sekil
3.5’te verilmistir.

12
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Sekil 3.5. Yaprak cDNA kiitiiphanesinin maya hiicrelerine transformasyonu; a) YPD
besiyerinde hiicre (pozitif kontrol); b) YNB besiyerinde hiicre (negatif kontrol); c)
Transforme hiicrelerin YNB besiyerinde 107 diliisyonu; d) 1072 diliisyonu; €) 102
diliisyonu

3.7. EV (Empty Vector)’nin Maya Hiicrelerine Transformasyonu

EV olarak adlandirilan pAG426GPD-ccdB bos vektoriin  kontrol olarak
kullanilmas1 amaciyla maya hiicrelerine transformasyonu yapilmistir. cDNA’lar1 tagiyan
vektorler gibi EV’ninde BY4741 maya hiicrelerine transformasyonu béliim 3.5’te verilen
protokoldeki asamalar takip edilerek gerceklestirilmistir. Boylece her asamada, cDNA
tagtyan vektorleri iceren maya hiicreleri ile bos vektorleri (EV) iceren maya hiicreleri
karsilastirilmistir (Sekil 3.6). Bu sekilde ¢cDNA’larin maya hiicrelerine Se stresi
karsisinda sagladiklari tolerans belirlenmeye ¢aligiimistir.

13
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Sekil 3.6. pA426GPD-ccdB (EV) vektoriiniin maya hiicrelerine transformasyonu; a)
YPD besiyerinde hiicre (pozitif kontrol); b) YNB besiyerinde hiicre (negatif kontrol); )
Transforme hiicrelerin YNB besiyerinde 107 diliisyonu; d) 102 diliisyonu; €) 103
diliisyonu

Elde edilen EV’leri kontrol etmek amaciyla, rastgele segilen kolonilerin icerdigi
plazmitler izole edilerek restriksiyon enzimleri ile kesim yapilmigtir. Kesim reaksiyonu
icin Xbal enzimi kullanilmistir. Reaksiyonda asagidaki protokol takip edilmistir.

Cizelge 3.1. Xbal restriksiyon enzimi ile kesim reaksiyonu

pA426GPD-cDNA plazmiti 12 uL
Xbal 1 uL
Buffer (CutSmart) 2 ul
Niikleaz icermeyen Su SuL
Toplam 20 ul

Hazirlanan reaksiyon 37 °C’de 1 saat boyunca inkiibasyona birakilmistir. Daha
sonra %]1’lik agaroz jelde 75 V’da yiiriitiilerek kesim tirlinleri kontrol edilmistir.

14
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3.8. ¢DNA Kiitiiphanesinin Taranmasi

Maya kiitiiphesini taramak i¢in daha 6nceden belirlenmis olan toksik selenyum
konsantrasyonu (15 mM) kullanilmistir. Hazirlanan 20 petriye 150 uL. maya cDNA
kiitiiphanesi yayilmistir. Pozitif kontrol olarak maya kiitiiphanesi de YPD besiyerine
yayilmistir. Negatif kontrol olarak daha 6nceden transformasyonu yapilmis olan cDNA
icermeyen bos vektorii tasiyan (EV) hiicreler YNB-URA+15 mM sodyum selenit i¢eren
besiyerlerine yayilmistir.

3.8.1. P. distans yaprak Kiitiiphanesinin taranmasi

30 °C’ de inkiibasyona birakilan, yaprak cDNA kiitiiphanesini tasiyan maya
hiicrelerinin yayildigi petriler, her giin gézlemlenmistir. Ayrica EV igceren maya
kolonileri ile karsilastirilmigtir. 3. giiniin sonunda kiitiiphaneyi tasiyan ve selenyuma
tolerant oldugu muhtemel olan 10 maya kolonisi belirlenmistir. Ancak 15 mM sodyum
selenit iceren besiyerlerinde EV iceren herhangi bir maya kolonisi goriillmemistir. yaprak
kiitliphanesinin taranmasi sonucunda belirlenen tolerant koloniler: PYS1, PYS7.1,
PYS7.3, PYS7.4, PYS8, PYS9.1, PYS10, PYS11.1, PYS12.1 ve PYS12.3 seklinde
isimlendirilmistir. Daha sonra isimlendirilen her koloni kiirdan yardimiyla tek tek
secilerek 10 ml sivi YNB besiyerinde biiyiitillmiistiir. Biiyiitiilen koloniler gliserol stok
olarak alinarak -80 °C’ye atilmistir.

3.8.2. P. distans kok Kkiitiiphanesinin taranmasi

30 °C’ de inkiibasyona birakilan ve kdok ¢cDNA Kkiitiiphanesini tasiyan maya
hiicrelerinin yayildig: petriler, her giin gézlemlenmistir. 3. giiniin sonunda selenyuma
tolerant oldugu muhtemel olan 8 koloni belirlenerek: PKS1, PKS2, PKS3, PKS4, PKS5,
PKS6, PKS7, PKS8 olarak isimlendirilmistir.

3.9. Damlatma Testi

Selenyuma tolerant oldugu belirlendikten sonra isimlendirilen maya kolonileri,
farkli konsantrayonlarda selenyum igeren besiyerlerinde damlatma testine tabi
tutulmustur.

3.9.1 P. distans yaprak kiitiiphanesi damlatma testi

Damlatma testi i¢in dncelikle 0, 5, 10, ve 15 ve 17 mM konsantrasyonlarda
sodyum selenit iceren YNB-URA besiyerleri hazirlanmstir.

Py (Puccinellia yaprak) cDNA kiitiiphanesinden segilen: PYS1, PYS7.1, PYS7.3,
PYS7.4,PYS8, PYS9.1, PYS10, PYS11.1, PYS12.1 ve PYS12.3 kolonilerin her biri 5 ml
YNB-URA siv1 besiyerlerine alinmistir. Daha sonra hiicreler 30 °C 225 rpm’e ayarlanan
calkalayicida bir giin boyunca ¢alkalanmaya birakilmistir.

Ertesi sabah her bir hiicrenin miktar1 spektrofotometre cihazinda ODsoo” deki
degeri Olclilmiistiir. Absorbans degerleri belirlenen hiicreler ODeoo= 0.2 olacak sekilde
seyreltilmistir. Daha sonra 0 mM (kontrol), 5 mM, 10 mM 15 mM ve 17 mM artan
dozlarda sodyum selenit iceren YNB besiyerlerine her bir hiicreden 5 pL pipet yardimi
ile damlatilmistir. Petriler 30 °C ‘ye inkiibasyona birakilarak her giin koloni gelisimleri

15
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takip edilmistir. Beklendigi iizere pozitif kontrolde (0 mM YNB-URA) tiim koloniler
gelismistir. Artan sodyum selenit konsantrasyonuna gore ¢ikan kolonilerde farkliliklar
gbzlemlenmistir. Koloniler EV igeren hiicrelere gore kiyaslanmistir. EV’nin gelisim
gostermedigi petriler esas alinmustir. Segici dozda (15 mM) gelisen ve gelisim
gostermeyen koloniler belirlenmistir (Sekil 3.7).

PYS1 PYS1 PYS1 PYS1 PYS1

PYS6.1 iEilI PYS7.3 ii | PYS7.1 iIiIlI Piil iiill iIIlI PYS6.1 _ PYS7.1 iill
H ivsn‘ ‘ ivsn‘ L @ 1
I II | i ilI PYS11.1 pvsi.1 PYS10 ii" | PYS9.1 PYS10 i" | iil ill ii" |

omM 5 mM Na,SeO, 10 mM Na,SeO, 15 mM Na,SeO; 17 mM Na,SeO,

PYS6.1__ PYS7.1 _ PYS7.3

Sekil 3.7. Yaprak kiitiiphanesinden segilen kolonilerin 5mM, 10 mM, 15 mM ve 17 mM
Na>SeOs igeren YNB besiyerlerinde damlatma testi

3.9.2. P. distans kok kiitiiphanesi damlatma testi

Ayni iglemler PK (Puccinellia kok) cDNA Kkiitiiphanesinden secilen; PKS1,
PKS2, PKS3, PKS4, PKS5, PKS6, PKS7, PKSS kolonileri i¢in de uygulanmistir. Kok
kiitiiphanesine ait damlatma testi Sekil 3.8’de verilmistir.

PKS1 PKS2 PKS3 PKS1 PKS2 PKS3 PKS1 PKS2 PKS3 PKS1 PKS2 PKS3 PKS1 PKS2 PKS3

PKS4 EV PKS5

PKS6 _ PKS7 PKS8

omMm 5 mM Na,SeO; 10 mM Na,SeO, 15 mM Na,SeO; 17 mM Na,SeO;

Sekil 3.8. Kok kiitiiphanesinden segilen kolonilerin 5mM, 10 mM, 15 mM ve 17 mM
Na>SeOs igeren YNB besiyerlerinde damlatma testi

3.10. Seri Diliisyon
3.10.1. P. distans yaprak kiitiiphanesi seri diliisyon

Secgilen PYS1, PYS7.1, PYS7.3, PYS7.4, PYS8, PYS9.1, PYS10, PYS11.1,
PYS12.1 ve PYSI12.3 kolonilerinin her biri kiirdan yardimiyla alinarak, 5 ml falconlar
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icerisinde bulunan sivi YNB-URA besiyerine birakilmistir. Hiicreler bir giin boyunca 30
°C 225 rpm’e ¢alkalayicida inkiibasyona birakilmistir.

) Ertesi sabah hiicrelerin absorbansi spektrofotometre cihazinda oOl¢iilmiistiir.
Olgiilen ODgoo degerlerinin hesaplanmasi sonucunda hiicrelerden 10 kat seri diliisyonlar

(OD 0.5, 0.02, 0.002, 0.0002, 0.00002) hazirlanmistir. Daha 6nceden hazirlanmis 0 mM
(kontrol), 5 mM, 10 mM ve 15 mM sodyum selenit igeren YNB-URA kat1 besiyerlerine
her koloni i¢in diliisyonlar pipet yardimiyla 5 pL. damlatilmistir.

3.10.2. P. distans kok kiitiiphanesi seri diliisyon

Damlatma testine tabi tutulan ayni kolonilere: PKS1, PKS2, PKS3, PKS4, PKS5,
PKS6, PKS7, PKSS8 yukarida yaprak kiitiiphanesinde bahsedildigi sekilde seri diliisyon
yapilmistir.

3.11. Maya Koloni PCR

Seri diliisyon sonrasinda segilen maya kolonilerinin tasidiklart cDNA’larin bant
boyunu gérmek amaciyla maya koloni PCR’1 yapilmigtir. Maya koloni PCR reaksiyonu
asagidaki protokol takip edilerek kurulmustur:

e PCR tiiplerine her koloni i¢in 20 pL. NaOH eklenmistir.

e Steril kabinde her bir maya kolonisinden pipet ucu kullanarak susam tanesi kadar
maya kolonisi nazik¢e NaOH icerisinde ¢ozdiiriilmiistiir.

e Ardindan tiipler thermocycler cihazinda 95 °C, 45 dakika inkiibasyona birakilmustir.

e Inkiibasyonun ardindan 10 dakika maksimum hizda santrifiij edilen tiiplerde,
hiicrelerin ¢okmesi saglanmastir.

e Ardindan elde edilen siipernetanttan PCR reaksiyonuna 1 pL template olarak ilave
edilmistir.

PCR reaksiyonu i¢in kullanilan primerler:

GDP-F: CGGTAGTATTGATTGTAATTCTG (Forward primer)
CYC1l: GCGTGAATGTAAGCGTGAC (Reverse primer)’ dir.
PCR reaksiyonu Cizelge 3.2°de gosterildigi gibi kurulmustur:

Cizelge 3.2. PCR reaksiyonu

Reaksiyon igerigi Miktar
Dream Taqg Green PCR Master Mix (2X) 12 pl
Forward Primer (CYC1) 1yl
Reverse Primer (GPD-F) 1 ul
Template 1 ul
Niikleaz igermeyen H2O 10 pul
Toplam Hacim 25 ul
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PCR islemi ise Cizelge 3.3’te verilen dongiilere gore gerceklestirilmistir.

Cizelge 3.3. PCR reaksiyonu kosullari

Sicaklik Siire Dongii Sayisi
95°C 3 dk. 1

95 °C 30 sn

58 °C 45 sn 35

72°C 30 sn

72 °C 5 dk. 1

3.12. Plazmit Kurtarma

3.12.1. P. distans yaprak kiitiiphanesi plazmit kurtarma

Gergeklestirilen damlatma testi ve seri diliisyon testi sonrasinda toksik selenyum

konsantrasyonlarinda hayatta kalan koloniler belirlenmistir. Tolerant oldugu belirlenen
koloniler; PYS1, PYS7.1 PYS7.3, PYS8, PYS9.1, PYS10, PYS11.1, PYS12.1°dir.

Secilen maya hiicrelerinden, tolerans sagladig: diisiiniilen plazmitler Zymoprep
Yeast Plasmid Miniprep (Zymo Research, ABD) kiti kullanilarak izole edilmistir.
Ardindan izole edilen plazmitlerin tasidiklart cDNA bdélgelerinin uglarinda bulunan
CYC1 ve GPD-F primerleri kullanilarak PCR kurulmustur. Elde edilen PCR f{iriinleri %1
konsantrasyonda agaroz jelde 1 kb’lik ladder ile 75 V’da yiiriitiilmiistiir. Jel sonuglari
incelenerek elde edilen cDNA ¢esitliligi belirlenmeye ¢alisilmistir. Ancak koloni PCR
sonuglarinin incelenmesi sonucunda elde edilen toleransli kolonilerin tagidigi cDNA
irlinlerinin boyutlarinin ayni oldugu goriilmiistiir. Bu nedenle yaprak kiitliphanesinden
temsilen “PYS9.1” plazmiti secilerek islemlere devam edilmistir.

3.12.2. P. distans kok kiitiiphanesi plazmit kurtarma

Yaprak kiitliphanesinde oldugu gibi damlatma testi ve seri diliisyon testi
sonrasinda toksik selenyum konsantrasyonlarinda hayatta kalan koloniler belirlenmistir.
Secilen koloniler; PKS1, PKS2, PKS3, PKS4, PKS5, PKS7, PKS8 olmustur. Ayni
sekilde kurulan maya koloni PCR’1 sonucunda elde edilen tolerant kolonilerde mevcut
cDNA’larin boyutlarinin ayn1 oldugu goriilmiistiir. Bu sebeple kok kiitiiphanesinden ise
temsilen PKSI1 segilerek islemlere devam edilmistir.

Maya hiicrelerinden izole edilen yaprak kiitiiphanesi i¢in PYS9.1 ve kok
kiitiiphanesi i¢in PKS1 plazmitlerinin miktarlarini arttirmak amaciyla, DH5a kompetent
E. coli hiicrelerine 1s1 soku ile aktarilarak ¢ogaltilmistir.

3.13. DHS5a Kompetent Hiicrelerine Transformasyon

Dayaniklilik gosteren kolonilerden izole edilen ve yukarida isimleri verilen
plazmitleri yeteri kadar ¢ogaltilmak amaciyla her biri E. coli hiicrelerine aktarilmistir.
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3.13.2. DH5a hiicrelerine transformasyon

Transformasyon islemi i¢in asagidaki islemler takip edilmistir.

e Hazirlanmis olan ve -80 "C’ye gliserol stok atilmis olan DH5a hiicreler ¢ikarilarak
buz lizerine alinmistir.

e Hiicreler buz iizerinde ¢oziinene kadar bekletildikten sonra, her bir koloni i¢in 100 pL
hiicre olacak sekilde ependorf tiiplere boliinmiistiir.

e Buz ilizerine alinan ependorf tiiplere 5 pL her bir plazmitten eklenerek nazikge
karigtirilmastir.

e Elde edilen hiicre ve plazmit karigimi 30 dakika buz iizerinde inkiibasyona
brrakilmastir.

e Inkiibasyon sonrasi daha énceden 42 °C 1s1 bloguna alinan ependorf tiipler 30 saniye
bekletilerek plazmitlerin hiicre igerisine 1s1 etkisiyle girmesi saglanmistir.

e [s1s0ku sonrasi buz iizerine alinan ependorflara oda sicakliginda bekletilmis olan 900
uL s1vi LB besiyeri pipet yardimiyla eklenmistir.

e Sivi besiyerinin eklenmesinin ardindan tiipler 37 ‘C’ye calkalayiciya alinarak 225
rpm’de 60 dakika ¢alkalanmaya birakilmistir.

e Inkiibasyon sonrasinda hiicreler daha énceden 37 °C’de 1sitilmis olan 100 pg/ml
ampsilin antibiyotigi igeren LB agar besiyerlerine 150 pL yayilmistir.

e Kontrol olarak antibiyotik igermeyen petriye DH5a hiicreleri yayilmistir.

e Petri kaplar1 37° C’ye bir gece boyunca inkiibasyona birakilmistir.

e Ertesi giin transforme oldugu gdzlemlenen kolonilerden plazmit izolasyonu yapmak
i¢in kiirdan yardimiyla tek koloni secilmistir.

e Her bir koloni bu sekilde 10 ml 100 pg/ml ampisilin i¢eren sivi LB besiyerine
alimmistir. Daha sonra bir gece boyunca 37 °C’de 225 rpm’de calkalanmaya
birakilmistir. Bir gece boyunca biiyiitiilen kolonilerden (Sekil 3.9), GeneJET Plasmid
Miniprep (Thermo Fisher Scientific) kiti kullanilarak plazmit izolasyonu yapilmigstir.

Sekil 3.9. PYS9.1 ve PKS1 plazmitlerinin E. coli hiicrelerine transformasyonu; a) LB
besiyerinde PKS1 ve PYS 9.1 (Pozitif kontrol); b) Ampisilin igeren LB besiyerinde
PKS1’i tagtyan E. coli hiicreleri; ¢) Ampisilin i¢eren LB besiyerinde PYS9.1°i tasiyan E.
coli hiicreleri
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3.14. Re-Transformasyon
3.14.1. P. distans yaprak kiitiiphanesi re-transformasyon

E. coli hiicrelerinde gogaltilan plazmitler yeteri kadar elde edilmistir. Ardindan
maya kolonilerinin gosterdigi toleransin hiicrelerin kendi dayanikliligindan m1 yoksa
plazmitlerin igerdigi cDNA’larin sagladig: toleransliktan mi1 kaynaklandigini test etmek
amaciyla re-transformasyon islemi gergeklestirilmistir. Bu amagla izole edilen PYS9.1
plazmiti yabanil tip BY4741 maya hiicrelerine tekrar elektroporasyon yontemi ile
aktarilmigtir. Elektroporasyon protokolii Benatuil vd. (2010)’ye gore takip edilmistir.
Elektroporasyon sonucunda segici YNB besiyerine her bir koloni ayr1 ayri yayilmistir.
Petri kaplar bir giin boyunca 30 °C’de inkiibasyona birakilmistir (Sekil 3.10).

Sekil 3.10. Yaprak kiitiiphanesinden elde edilen PYS9.1’in re-transformasyonu; a) YNB
besiyerinde yabanil tip BY4741 maya hiicreleri (negatif kontrol); b) YPD besiyerinde
yabanil tip BY4741 maya hiicreleri (pozitif kontrol); ¢) Transformasyon sonrasinda YNB
besiyerinde ¢ikan PYS9.1 transforme koloniler

3.14.2. P. distans kok kiitiiphanesi re-transformasyon
Yukarida yaprak kiitliphanesi i¢in yapilan re-transformasyon islemleri kok

kiitiiphanesinden sec¢ilen PKS1 plazmiti i¢in de tekrar edilmistir. Transformasyon sonrasi
petrilere ait gorlintii Sekil 3.11°de verilmistir.
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Sekil 3.11. Kok kiitiiphanesinden elde edilen PKS1 plazmitinin re-transformasyonu; a)
YNB besiyerinde yabanil tip BY4741 maya hiicreleri (negatif kontrol); b) YPD
besiyerinde yabanil tip BY4741 maya hiicreleri (pozitif kontrol); ¢) Transformasyon
sonrasinda YNB besiyerinde ¢ikan PKS1 transforme koloniler

3.14.3. Re-transformasyon sonrasi seri diliisyon testi

Re-transformasyon sonrasinda, yaklagik 2 giin sonra yeteri biiyiikliige ulasan
transforme PYS9.1 ve PKSI1 kolonilerinden tek koloni segilerek sivi YNB besiyerine
alimmustir. Hiicreler 30 °C 225 rpm’de bir gece c¢alkalayicida biiylimeye birakilmistir.
Ertesi giin hiicrelerin spektrofotometre cihazinda ODsoo-deki degeri Sl¢lilmiistiir. Hiicre
kiiltirinin ODegoo degeri 0.2 olacak sekilde seyreltilmistir. Ardindan yukarida “Seri
diliisyon” baglig: altinda anlatildig: tizere 0, 10 ve 15 mM sodyum selenit iceren YNB
besiyerlerine damlatilmistir.

3.15. Tuz ve Kuraklik Stres Denemeleri

Puccinellia yaprak ve kok kiitiiphanesi tarandiktan sonra, selenyuma tolerant
maya Kkolonileri, farkli konsantrasyonlarda tuz ve sorbitol igeren besiyerlerinde de
denenmistir. Bu sekilde bulunan kolonilerin tuz ve kuraklik stresine karsi tolerans
gosterip gostermedigi arastirilmistir.

3.15.1 Tuz stresi denemesi

Tuz denemesi i¢in NaCl stok soliisyonu hazirlanarak pH =5.1"¢ ayarlanmistir.
Ardindan YNB besiyerleri hazirlanarak, her bir ortama final konsantrasyonlar1 1.5, 2, 2.3
M NaCl igerecek sekilde eklenmistir Yu vd. (2017)’nin kullandig1 konsantrasyonlardan
yararlanilarak; 0 mM(kontrol), 1.5, 2, 2.3 M hazirlanan NaCl igeren besiyerlerinde
bulunan koloniler “Seri Diliisyon” bagligi altinda tarif edildigi iizere dillisyonlar
hazirlanarak YNB agar besiyerinde test edilmistir.

3.15.2. Kuraklik stresi denemesi

Kuraklik denemesi i¢in kuraklik stresi sorbitol ile verilmistir. Tuz denemesinde
oldugu gibi stok solisyonu hazirlanarak pH =5.1"¢ ayarlanmistir. Sorbitol
konsantrasyonlar1 Wang vd. (2019)’a gore; 0, 2, 3, 3.5, 3.6 M segilerek hazirlanmistir.
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Farkli konsantrasyonlarda sorbitol iceren YNB besiyerlerde koloniler seri diliisyon
yapilarak test edilmistir.

3.16. Sekanslama ve Filogenetik Analizler

Sekanslanmak tizere kok kiitiiphanesinden “PKS1” olarak adlandirilan cDNA’y1
tasiyan plazmit, yaprak kiitiiphanesinden ise “PYS9.1” olarak isimlendirilen plazmit
secilmistir. Secilen plazmitler i¢in Yeni Nesil Sekanslama (NGS) hizmeti alinarak tiim
plazmit sekanslanmistir. Sekanslama sonucunda gelen sekans kullanilarak, SnapGene
Programi kullanilarak vektorler olusturulmustur. Olusturulan vektor icerisinde attbl ve
attb2 arasinda kalan cDNA bdlgesinin sekansi tespit edilmistir. Elde edilen cDNA
bolgelerinin sekanslart NCBI-Blast kullanilarak benzerlik gosterdigi genler tespit
edilmistir. Ardindan NCBI-ORF finder kullanilarak elde edilen agik okuma c¢ercevesi
protein sekansina ¢evrilmistir. Protein sekanslar1 kullanilarak MEGA 7.0 programinda NJ
filogenetik agac ¢izilmistir.

3.17. P. distans Yetistirme ve RT-gPCR

P. distans’ta yalnizca PKS1 geninin ifade seviyesini belirlemek i¢in RT-qPCR
islemi gergeklestirilmistir. Bu analizler i¢in P. distans’a ait tohumlar %70 EtOH ve %50
NaClO ile steril edilerek ve dH>O 3 kez durulanmistir. MS ortamina ekilen tohumlar 24
°C 16/8 uzun giin kosullarinda biiytimeye birakilmistir (Sekil 3.12).

Sekil 3.12. MS ortaminda gelisimlerini siirdiiren P. distans bitkileri

Iki aylik bitkiler 2 Hoagland soliisyonu igeren hidroponik sistemlere aktarilmigtir.
10 giin alisma ve bliylime siiresi sonras1 P. distans bitkileri siras1 ile 80 uM sodyum
selenit iceren %2 Hoagland soliisyonu ile strese maruz birakilmistir (Sekil 3.13). 0, 6, 12,
24 ve 48 saat stres uygulamasi sonrasinda hasat edilen 6rnekler sivi azot ile 6giitiilerek
RNA izolasyonunda kullanilmistir. Bu islem 3 tekerriirlii olarak gerceklestirmistir.
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Sekil 3.13. Hidroponik ortaminda yetistirilen P. distans bitkileri

Bitkilerin yaprak ve kok total RNA izolasyonlari, Plant RNA Isolation Kit
(Qiagen) kullanilarak kit protokoliine uygun olarak gergeklestirildi. RNA miktarlari,
Qubit Fluorometer (Invitrogen) kullanilarak belirlendi. DNA kirlikleri Turbo Dnase
uygulamasi ile giderilmistir. RT-gPCR ¢alismalart One-Step RT-gPCR Kit (NEB)
kullanilarak Light Cycler 96 System (Roche) cihazinda gergeklestirilmistir. Her bir stres
saatine ait RNA ornekleri RT-gPCR reaksiyonunda kullanilmak tizere konsantrasyonlari
5 ng olacak sekilde seyreltilmistir. Ardindan RT-gPCR master mix ve diger reaksiyon
bilesenleri oda sicakliginda ¢ozdiiriilmistiir ve buz iizerine almmistir. Tamamen
coziindiikten sonra tiim bilesenler vorteks yardimiyla karistirilmistir. Reaksiyon
karisimlar: 6rnek RNA'lart hari¢ olmak tizere mix olarak hazirlanmistir (Cizelge 3.4).

Cizelge 3.4. RT-gPCR reaksiyon bilesenleri

Luna Universal One Step Reaction Mix (2X) | 2.5 ul
Luna WarmsStart RT Enzyme Mix (20X) 0.25 ul
Forward primer (10 uM) 0.4 ul
Reverse primer (10 uM) 0.4 ul
Template RNA (5ng/ul) 2 ul
Niikleaz igermeyen su 1.45 ul
Toplam hacim 7 ul
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Reaksiyonda kullanilan primer giftleri ise Cizelge 3.5’te verilmistir

Cizelge 3.5. P. distans RT-qPCR'da kullanilan primer ciftleri

cDNA spesifik primerler Kontrol (aktin) primerleri
PKS1g2_F: PHK-F:
GCAATCCAAAAGGCCAGACA CCATTGGTGCTGAGCGTTT
PKS1g2_R: PHK-R:
GGTCGTACATTCTTCTTGCCC GCTTCCATCCCAATGAAGGA

3.18. Maya RT-gPCR

Maya hiicrelerinde PKS1 geninin ekspresyon seviyelerini belirlemek amaciyla
RNA izolasyonu yapilmistir. PKS1 cDNA bdlgesin i¢ceren maya hiicreleri ve bos vektor
iceren (EV) maya hiicreleri 20 ml YPD igeren besiyerinde sabaha kadar biiytitiilmiistiir.
Ardindan spektrofotometre ile ODeoo’de hiicrelerin  miktarlar1 Sl¢lilmiistiir.  Final
konsantrasyonlart 1, 3, 7 ve 10 mM olacak sekilde sodyum selenit igeren YPD
besiyerlerine baslangi¢ hiicre miktarlart OD600=0.2 olacak sekilde hiicreler eklenmistir.

Kontrol grubu olacak sekilde hig stres verilmeyen (0 mM) bos vektdr igceren maya
hiicreleri ayni kosullarda biiyiitilmiistiir. Ardindan 250 rpm’de 30°C’de karigtiricida 3
saat stres verilen hiicreler ve kontrol grubu hasat edilmistir. Elde edilen maya
hiicrelerinden Green ve Sambrook (2021)’e goére RNA izolasyonu gergeklestirilmistir.
Belirlenen genler igin tasarlanmig primerler ve kontrol olarak Teste vd., (2009)’a gore
elde edilen maya housekeeping TAF10 genine ait primerler (Cizelge 3.6) kullanilarak
stres uygulamasinin 0. (kontrol), 1 mM, 3 mM, 7 mM ve 10 mM sodyum selenit
konsantrasyonlarina gore gen eckspresyonlar: delta-delta CT metodu kullanilarak
belirlenmistir.

Cizelge 3.6.PKS1qg2 ve TAF10 ileri (F) ve geri (R) primerleri

cDNA spesifik primerler Kontrol (housekeeping) primerleri

PKS1qg2-F: TAF10-F:
GCAATCCAAAAGGCCAGA | ATATTCCAGGATCAGGTCTTCCGTAGC
CA

TAF10-R:
PKS1g2-R: GTAGTCTTCTCATTCTGTTGATGTTGTTGT
GGTCGTACATTCTTCTTGC | TG

CC

3.19. Hiicre I¢i Selenyum Miktarmn ICP-MS ile Belirlenmesi

ICP-MS ig¢in tiim cam ve plastik malzemeler, %10 nitrik asit ile bekletilerek steril
edildi. PKS1 cDNA bolgesini iceren maya hiicreleri YPD besiyerine gizilerek 2 giin
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boyunca 30 C’de inkiibe edilmistir. Ardindan tek koloni segilerek 50 ml sivi YPD
besiyerinde bir giin boyunca biiyiitiilmiistlir. Ertesi giin, hiicre miktarin1 belirlemek
amaciyla spektrofotometre cihazinda ODegoo degeri dlctilmiistiir.

Final konsantrasyonlar1 5, 15, 30 ve 50 mM olacak sekilde sodyum selenit igeren
100 ml YPD besiyerlerine baslangic hiicre miktarlar1 OD600=0.2 olacak sekilde
eklenmistir. Ardindan hiireler 48 saat biiyiitiilmiistiir. Kontrol olarak hig stres verilmeyen
ve 0 mM olarak adlandirilan hiicreler kullanilmistir. (Sekil 3.14).

Sekil 3.14. ICP analizi igin siv1 kiiltiirde farkli konsantrasyonlarda sodyum selenit Stresi
uygulanan maya (PKS1) hiicreleri; a) EV, 5 mM ve 15 mM; b) EV, 30 mM ve 50 mM

Inkiibasyon siiresinin ardindan hiicreler 6000 g’de 5 dakika (4 °C)’de santrifiij
edilmistir. Siipernetant kism1 dokiildiikten sonra hiicreler soguk ultra saf su ile iki kere
yikanmustir (Sekil 3.15).

omM 5mM 15 mM 0 Mm 30 mM 50 mM
Na,SeO; | Na,SeO; Na,SeO; | Na,SeO;

Sekil 3.15. Elde edilen hiicre pelletlerinin ultra saf ile yikanmasi

Ardindan hiicrelere ait pelletler (Sekil 3.16) kuru agirligi lgmek tizere 60 “C’de
24 saat inkiibe edilmistir.
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s
mi
—

| omm | [smMNaseo, | |15 mmNaSe0, | |30 mM NaSe0, | | 50 mm Na,Se0, |

Sekil 3.16. Farkli konsantrasyonlarda 48 saat stres verilmesinin ardindan elde edilen
kiiltiire ait pelletler

Hiicrelerin kuru agirliklar: tartilmistir. Hiicreler 9 ml HNOs (nitrik asit) ve 3 ml
HCI (hidroklorik asit) eklenerek (Sekil 3.17) yakilmustir.

Sekil 3.17. Maya hiicrelerinin asit ile yakilmasi i¢in hazirlanmasi; @) 9 ml HNOs ve 3 ml
HCI karigimlart; b) Elde edilen asit karigimlarina sirasi ile hiicre pelletlerinin eklenmis

hali

Yakilan hiicreler filtreden gegirildikten sonra ultra saf su ile 100 ml’ye
tamamlanarak ICP-MS 6l¢iimii igin (Laben- Antalya) gonderilmistir.
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4. BULGULAR
4.1. ¢cDNA Kiitiiphanesinin PCR ile Cesitliliginin Kontrolii
4.1.1. P. distans yaprak ¢cDNA Kkiitiiphanesi

Maya yaprak kiitiiphanesi aktarildiktan sonra rastgele 10 koloni segilerek
kolonilerdeki cDNA’larin ¢esitliligine bakilmistir. CYC ve GPD-F primerleri ile yapilan

koloni PCR’da cDNA’larin boyutlarinin 500 bp ve 3 kb arasinda degistigi goriilmektedir
(Sekil 4.1).

3 kb —

1 kb —

Sekil 4.1. Maya yaprak cDNA Kkiitiiphanesinden rastgele se¢ilen 10 koloninin tasidiklar
cDNA boyutlarinin agaroz jelde incelenmesi

4.1.2. cDNA Kkiitiiphanesinin maya hiicrelerine transformasyonu ve PCR

Aynm islem kok kiitiiphanesi i¢in de gerceklestirilmistir. Maya hiicrelerine
transformasyonu sonucunda, ¢ikan 6 transforme koloni rastgele se¢ilmistir ve koloni PCR
yapilmustir. %1°lik konsantrasyona sahip agaroz jelde PCR fiiriinleri yiiriitiilerek, se¢ilen
6 rastgele koloninin tasidiklari cDNA’larin farkli boyutlarda oldugu, 500 bp ve 2 kb

PR

arasinda degistigi gorliilmustiir (Sekil 4.2).
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3 kb

1 kb —

Sekil 4.2. Maya kok cDNA Kkiitiiphanesinden rastgele segilen 6 koloninin tasidiklar
cDNA boyutlarinin agaroz jelde incelenmesi

4.1.3. EV (Empty Vector) ‘nin restriksiyon enzimleri ile kesimi

Calismada kiitiiphane taramak i¢in ve tolerans denemesinde kontrol olarak
kullanmak amaciyla, EV (pAGPD426-ccdB) maya hiicrelerine aktarilmistir.
Transformasyon sonrasi rastgele secilen kolonilerden plazmit izolasyonu yapilmistir.
Vektoriin dogrulugu Xbal ile kesim yapilarak kontrol edilmistir. Kesim enzimi vektori
428. ve 4277. Bolgelerden kesmekte ve 3 kb ile 4 kb arasinda ¢ift bant olusumu
beklenmektedir. Sekil 4.3’te vektoriin kesim yapilmamis hali ve kesim islemi sonrasi
yiirtitiilen jel goriintiisii yer almaktadir.

Sekil 4.3. pAGPD426-ccdB (EV) vektoriiniin Xbal enzimi ile kesim yapilarak
dogrulanmasi
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4.2. Yaprak Kiitiiphanesinden Elde Edilen Koloniler

P. distans yaprak kiitiiphanesinin taranmasi sonucunda 10 koloni elde edilmistir.
Koloniler oldukc¢a kiiciikk oldugundan dolay1 goziiken 4 petri fotograflanmis, temsili
olarak Sekil 4.4’te gosterilmistir.

Sekil 4.4. Yaprak cDNA kiitiiphanesinin taranmasi; &) YNB cDNA kiitiiphanesini tagtyan
koloniler (Pozitif kontrol); b) YNB besiyerine ekilen EV tasiyan maya hiicreleri (Pozitif
kontrol); ¢) 15 mM YNB besiyerinde EV tasiyan mayalar; €) 15 mM'da ¢ikan toleransl
maya kolonileri

4.3. Kok Kiitiiphanesinden Elde Edilen Koloniler

PKS kiitiiphanesinin taranmasi sonucunda 8 koloni elde edilmistir. Elde edilen
koloniler yaprak kiitliphanesinde bulunan kolonilere gore daha iyi gelisim gostermistir.
Ancak secilen bazi koloniler ayn1 sekilde kiigiik oldugundan dolay1 yalnizca 4 petrideki
koloniler net sekilde goziikmektedir (Sekil 4.5).

Sekil 4.5. Kok ¢cDNA kiitiiphanesinin taranmasi; @) YNB ¢cDNA kiitiiphanesini tasiyan
koloniler (Pozitif kontrol); b) YNB besiyerine ekilen EV tagiyan maya hiicreleri (Pozitif
kontrol); ¢) 15 mM YNB besiyerinde EV tasiyan mayalar; d) 15 mM'da ¢ikan maya
kolonileri
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4.4. Kolonilerin Tasidiklar1 cDNA’larin PCR ile Kontrolii (Yaprak kiitiiphanesi)

Damlatma testi yapildiktan sonra ¢ikan koloniler secilerek tasdiklart cDNA’larin
boyutlarint belirlemek i¢in maya koloni PCR’1 yapilmistir. Ardindan Agaroz jelde
yiritiilmistir. Elde edilen jel goriintiisti 4.6’da goriildiigii gibidir ve iirlin boyutlarinin
hepsinde 1.5 kb oldugu goriilmektedir. Jel goriintiisii sonrasinda yaprak kiitiiphanesinde
bulunan kolonilerin tagidiklari cDNA’larin boyutlarinin ayn1 oldugu belirlenmistir.

1.5 kb —

Sekil 4.6. Yaprak cDNA Kkiitiiphanesinde tolerans saglayan kolonilerin tagidiklar1 cDNA
boyutlarina ait jel goriintiisii

4.5. Kolonilerin Tasidiklar1 cDNA’larin PCR ile Kontrolii (Kok kiitiiphanesi)

Kiitiiphane tarandiktan sonra bulunan koloniler farkli konsantrasyonlarda
damlatma testine tabi tutulmustur. Bulunan 8 maya kolonisi ve EV’den CYC-GPD-F
primerleri kullanilarak koloni PCR yapilmistir. PKS6 kolonisi hari¢ diger cDNA’larin
boyutlarinin ayni oldugu goriilmiistiir. Ancak PKS6 kolonisi damlatma testi sonrasinda
gelisim gostermedigi i¢in elenmistir. EV’ye ait PCR {iriinii beklendigi sekile 1.5 kb’da
bant vermistir (Sekil 4.7).

Sekil 4.7. Kok cDNA kiitiiphanesinde tolerans saglayan kolonilerin tasidiklari cDNA
boyutlarina ait jel goriintiisii
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4.6. Seri Diliisyon Sonras1 Hayatta Kalan Koloniler

Damlatma testine tabi tutulan aymi koloniler materyal metot kisminda “seri
diliisyon” baslig1 altinda anlatildig: iizere gergeklestrilmistir. Bu test sonucunda hayatta
kalan koloniler secilerek plazmit izolasyonu yapilmis, diger koloniler elenmistir.

4.7. Yaprak Seri Diliisyon

0 (kontrol), 5 mM 10 mM, 15 mM konsantrasyonlarinda seri diliisyon yapilan
petrilerde koloniler asagidaki sekilde gelisim gdstermistir. 0 mM ‘da beklendigi {izere
tiim kolonilerde gelisim goriilmiistiir. 10 mM’dan itibaren EV’nin biiylimesi tamamen
durmustur. EV’ye kiyasla PYS 12.3 gelisim gostermeyerek elenmistir (Sekil 4.8).

0% 107 10° 10 101 102 100 10¢ 10t 102 10°  10¢ 101 102 10%  10¢
EV
PYS1
PYS7.1
PYS7.3
PYS7.4
PYS8
PYS9.1
PYS10
PYS11.1

PYS12.1

o
®
®
o
o
o
o
O
®
L ]
(]

PYS12.3

omM 5 mM Na,SeO, 10 mM Na,SeO, 15 mM Na,SeO;

Sekil 4.8. Yaprak kiitiiphanesinden elde edilen ve tolerans sagladigi belirlenen kolonilerin
farkli konsantrasyonlarda seri diliisyonu; 0 mM (konrol), 5 mM, 10 mM vel5 mM

4.8. Kok Seri Diliisyon

Kok i¢in O (kontrol), 5 mM, 10 mM, 15 mM ve 17 mM olmak iizere 4 farkli
konsantrasyonda seri dilisyon yapilmistir. 0 mM YNB de beklendigi sekilde tim
kolonilerde gelisim goriilmiistiir. Diger konsantrasyonlarda EV’nin her asamada
biliylimesi baskilanarak, 15 mM’da hi¢ koloni goriilmemektedir (Sekil 4.9). Ayrica,
yaprak kiitliphanesine kiyasla kok kiitliphanesinde bulunan koloniler toksik
konsantrasyonda daha iyi gelisim gostermistir.
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10 1072 103 10 ) 10 102 103 104 10! 102 10 104
EV
PKSS1
PKS2
PKS3
PKS4
PKS5
PKS6
PKS7

PKS8

5 mM Na,SeO, 10 mM Na,SeO,

10t 102 103 104 101 102 103 104

PKS5

PKS6
PKS7

PKS8

15 mM Na,SeO; 17 mM Na,SeO;

Sekil 4.9. Kok kiitiiphanesinden elde edilen ve tolerans sagladig: belirlenen kolonilerin
farkli konsantrasyonlarda seri diliisyonu; 0 mM (konrol), 5 mM, 10 mM, 15 mM,17 mM

4.9. Plazmit Kurtarma
4.9.1. P.distans yaprak kiitiiphanesi plazmit kurtarma

Diger kolonilerin tagidiklart c¢cDNA boyutlar1 ayni oldugu i¢in yaprak
kiitliphanesinden secilen PYS9.1 maya hiicrelerinden izole edilmistir. Elde edilen
plazmiti yeteri kadar ¢ogaltmak amaciyla DH5a E. coli hiicrelerine transformasyonu
yapilmistir. Transformasyon sonrasi gelisen kolonilerin tasidigi cDNA’lar koloni PCR ile
dogrulanmustir.

32



BULGULAR K. BUDAK

4.9.3. P.distans kok kiitiiphanesi plazmit kurtarma

Ayni sekilde kok kiitiiphanesinden secilen PKS1 kolonisi mayadan izole
edildikten sonra E. coli hiicrelerine transformasyonu yapilmistir. Cikan transforme
kolonilerin tasidiklar1 ¢cDNA’lart kontrol etmek amaciyla E. coli koloni PCR’1
kurulmustur. Cikan bant boyutlar1t PKS1 i¢in yaklasik 1 kb ve PYS9.1 igin yaklasik 1.5
kb olamak iizere en basta elde edilen bant boyutlari ile tutarlt ¢ikmistir (4.10).

Sekil 4.10. Sirasiyla; PKS.1 ve PYS9.1 Koloni PCR ile dogrulanmasi

4.10. Re-Transformasyon Sonrasi Seri diliisyon

Tekrar transformasyon sonrasi PKS1 ve PYS9.1 kolonilerine seri diliisyon Sekil
4.11°deki gibidir. PKS1 ve PYS1’in, EV’nin gelismedigi besiyerlerinde (10 ve 15 mM)
geliserek tolerans gosterdigi gorilmiistiir.

[ ]

EV

PYS9.1

EV

PYS9.1

Sekil 4.11. Yaprak kiitliphanesinden segilen PYS9.1 ve kok kiitiiphanesinden PKS1
kolonilerinin tekrar transformasyonu, ardindan seri diliisyon testinin uygulanmasi; a) 0
mM ve 15 mM'da EV ve PYS9.1; b) 0 mM ve 15 mM'da EV ve PKS1
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PKSI i¢in daha iist dozlara ¢ikilarak 50 mM sodyum selenit iceren besiyerlerde
seri diliisyon testi yapilmistir. Hiicre miktarlar1 azalsa da hayatta kaldigi goriilmiistiir
(Sekil 4.12).

PKS1 [ & ) @

0,50 mM Na,SeOs 0,75 mM Na:SeOs 1 mM Na;SeOs
EV
PKS1

3 mM Na;SeOs 7 mM Na;SeOs; 10 mM Na,SeOs

EV

PKS1

15 mM Na.SeOs 20 mM Na,SeOs 30 mM Na,SeOs

EV

PKS1

50 mM Na,SeOs

Sekil 4.12. EV (kontrol) ve PKS1'in farkli konsantrasyonlarda sodyum selenit igeren
besiyerlerinde seri dillisyonu

4.11. Tuz Stresi Denemesi

Sodyum selenit stresi sonrast tolerans sagladigi gézlemlenen koloniler, belirlenen
konsantrasyonlarda tuz (NaCl) ve kuraklik (sorbitol) igeren besiyerlerinde test edilmistir.
Tuz denemesi i¢in 0 M (kontrol), 1.5 M, 2 M ve 2.3 M konsantrasyonlar kullanilmigtir. O
M kontrol petrisinde tiim koloniler beklendigi lizere gelisim gostermistir ve kolonilerin
canlilig1 test edilmistir. 1.5 M NaCl iceren petrilerde 0 mM’a gore kolonilerin gelisimleri
beklendigi sekilde azalmistir. Ancak EV gelisim gdstermistir. 2 M NaCl igeren petrilerde
EV dahil olmak iizere birgok koloninin gelisiminin azaldig1 gériilmiistiir. Ozellikle PKS
7, PKS 7.1 ve PYS 11.171in gelisimleri EV’ye kiyasla daha az oldugu goriilmiistiir. 2.3 M
NaCl toksik konsantrasyon olarak belirlenmistir ve EV’nin gelisimi tamamen durmustur.
Ancak PKS4, PKS8, PYS8 ve PYS 9.1 kolonilerinin gelisim gosterdigi gorilmistiir
(Sekil 4.13).
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Sekil 4.13. Farkli konsantrasyonlarda NaCl iceren besiyerlerinde kok ve yaprak
kiitiphanesinden elde edilen kolonilerin test edilmesi; a) 0 M (kontrol); b) 1.5 M NacCl,;
¢) 2 M NacCl; d) 2.3 M NaCl

4.12. Kuraklik Stresi Denemesi

Kuraklik stresi (sorbitol) denemesinde 0 mM kontrol petrisinde beklendigi tizere
tiim kolonilerde gelisim goriilerek, hiicrelerin canliligi kontrol edilmistir. 2 M sorbitol
iceren besi ortaminda EV dahil olmak iizere tiim koloniler gelisim gostermistir. 3M’da
EV’nin gelisiminin baskilandigi goriilmiistiir, ancak gelisimi tamamen durmamaistir.
Bununla birlikte diger kolonilerde gelisimlerine devam etmistir. 3.5 M toksik
konsantrasyon kabul edilmistir. Buna kiyasla diger kolonilerin gelisimleri
kargilastirilmistir. PKS7, PKS7.1, PYS 9.1 ve PYS 11.1 kolonilerinin sorbitol igeren
ortamda daha toleransli oldugu goriilmiistiir (Sekil 4.14).

PYS10

PYSILL

PYSIZ1

Sekil 4.14. Farkli konsantrasyonlarda sorbitol igceren besiyerlerinde kok ve yaprak
kiitiphanesinden elde edilen kolonilerin test edilmesi; @) 0 M (kontrol); b) 2 M
sorbitol; ¢) 3 M sorbitol; d) 3.5 M sorbitol
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4.13. Sekanslama ve Filogenetik Analizler
4.13.1. PKS1 i¢in sekanslama ve filogenetik analizler

Sekanslama islemi i¢in hizmet alim1 yapilmistir. Kok kiitliphanesinden PKS1
plazmit sekansi i¢in ¢izilen SnapGene vektorii Sekil 4.15°te verilmistir.

CYC1 terminag,,. /

7
Proy,
ote,.

s/
5
5 &
s/ &
a E
s £ PAG426GPD-PYS9.1
e 8138 bp
==
]
- _
lac operator \> =3

CAP binding site

3
e\o\”o’ aos ETH
¥

<
AmpR  AmpR pro™OS

4000

Sekil 4.15. PKS1 plazitine ait sekansdan SnapGene prorami ile vektdr haritasinin
olusturulmasi

Elde edilen insert sekans NCBI-BLAST kullanilarak diger genlerle benzerligi
arastirilmistir.  BLAST sonucunda gore elde eldilen PKS1 geni Triticum urartu’
“Tiyosiyanat metiltransferaz 2” geni ile %88,45 oraninda benzerlik gostermistir (Sekil
4.16).

Sequences producing significant alignments Download ™ Select columns ¥  Show | 100 ¥ =]
select all 13 sequences selected GenBank Graphics Distance tree of results ~ MSA Viewer
P SN || oo | Covm |vatme | i | La | Aecesion
- - - - - -
PREDICTED: Triticum urartu probabile thiocyanate methyltr: 2 (LOC125554369). mRNA Triticum urartu 909 909 85% 0.0 8845% 1100 XM_048717943.1
PREDICTED: Triticum urartu probable thiocyanate methyltr 2 (LOC125530421), mRNA Triticum urartu 909 909 85% 0.0 88.45% 1100 XM_048694823 1
PREDICTED: Triticum dicoccoides probable thiocyanate meth 2 (LOC119289420), mRNA Triticum dicoccoi... 909 909 856% 0.0 88.45% 1084 XM_037568751.1
PREDICTED: Triticum aestivum probable thiocyanate methyltransferase 2 (LOC123084102). mRNA Triticum aestivum 824 824 75% 0.0 89.02% 1110 XM_044505880.1
PREDICTED: Lolium rigidum probable thiol methyltr 2 (LOC124682038), mRNA Lolium rigidum 531 531 73% 1e-145 §178% 972 XM_047216803 1
PREDICTED: Lolium perenne probable thiol methyliransferase 2 (LOC127321346)_mRNA Lolium perenne 520 520 73% 2e-142 §150% 1038 XM_051350370 1

PREDICTED: Hordeum vulgare subsp._vulgare probable thiol methyliransferase 2 (LOC123395049),_mRNA Hordeum vulgar. 488 488 73% Te-133 8034% 1182 XM_045089969 1

PREDICTED: Oryza brachyantha probable thiol methyltransferase 2 (LOC102704970) mBNA Oryza brachyantha 479 479 73% 4e-130 8006% 1071 XM_0066519513

PREDICTED: Triticum aestivum probable thiol methyltransferase 2 (LOC123114275), mRNA Triticum aestivum 462 462 73%  d4e-125 79.88% 1061 XM_044535693 1

Triticum aestivum cDNA clone: SET2_D01,_cultivar: Chinese Spring Triticum aestivum 462 462 73%  4e-125 7988% 1010 AK3338311

PREDICTED: Triticum dicoccoides probable thiol methyltransferase 2 (LOC119312799). mRNA Triticum dicoccoi... 435 435 73% 9e-117 79.26% 1035 XM_037588564.1

PREDICTED: Sorghum bicolor pentatri ide repeat-containing protein At2g27610 (LOC8080161),_transc... Sorghum bicolor 584 584 5% 0002 8800% 2740 XM_0214518191

[E<E NN NN NN N NN

Hordeum vulgare subsp. vulgare mRNA for predicted protein, complete cds, clone: NIASHv2011L14 Hordeum vulgar... 547 547 6% 0029 8393% 922 AK362962.1

Sekil 4.16. PKS1 plazmitindeki cDNA bdolgesinin NCBI BLAST programi ile benzerlik
gosteren gen gruplari
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Elde edilen cDNA sekanst NCBI-ORF finder programi kullanirak agik okuma
cercevesi belirlenerek protein sekansina g¢evrilmistir. Protein sekanslar1 ile MEGA 7.0
programinda filogenetik agac (NJ) ¢izilmistir (Sekil 36). Filogenetik agag incelendiginde
PKS1 olarak isimlendirilen genin T. aestivum ve T.urartu ile yakin oldugu goriilmektedir
(Sekil 4.17).

0.03 2.90 S.italica Methyl halide transferase
0.06 ﬂ S.viridis Methyl halide transferase
. Z'Zz P.hallii Methyl halide transferase
0.01 - P.virgatum Methyl halide transferase
2.0% 0.06 O_sativa Thiol S-methyltransferase
005 0.08 o E.coracana Methyl halide transferase
0.1z - H.vulgare Methyl halide transferase
4'? T.inter 1i Methyl halide transferase
0.13 0.0 006 P. distans PKS1
e 001 T.aestivum THIOCYANATE METHYLTRANSFERASE 1
0.0 0.0o Triticum urartu thiocyanate methyltransferase 2
D.14 P.latifoli Methyl halide transferase
o.12 ’L Z.mays Methyl halide transferase
L o.ns B.distachyon Methyl halide transferase
0.01 0.03 C.hispanica Thiol S-methyltransferase
0.01 0.0t S.alba Thiol S-methyhtransferase
b B.rapa THIOCYANATE METHYLTRANSFERASE 1
B.oler: pi Thiol S hyltransferase
0.08 B.oler: pi Methyl halide transferase
D.strictus Methyl halide transferase
A linifoli Methyl halide transferase
C.rubella Methyl halide transferase
A _thaliana Methyl halide transferase

Sekil 4.17. Elde edilen PKS1’e ait cDNA sekansi kullanilarak MEGA 7.0 programinda
filogenetik agag¢ cizilmesi

4.13.2. PYS9.1 icin sekanslama ve filogenetik analizler

Yaprak kiitiiphanesinden sekanslanmasi iizere segilen PYSO9.1’e ait sekanstan
SnapGene programi kullanilarak vektor olusturulmustur (Sekil 4.18).

XS primer
M13 fwd

PAGA26GPD-PYS9.1

lac operator
CAP binding site

Sekil 4.18. PYS 9.1 plazitine ait sekansdan SnapGene prorami ile vektor haritasinin
olusturulmasi

37



BULGULAR K. BUDAK

Kirmiz1 (Sekil 4.18) ile isaretlenmis bolge attB1 ve attB2 arasinda kalan cDNA
inserti (PYS9.1)’dir. Elde edilen insert sekans ayni sekilde NCBI-BLAST kullanilarak
diger genlerle benzerligi arastirilmistir. BLAST sonucunda gore Poaceae familyasina ait
bir ¢im tiirii olan “Lolium rigidum” ile %89,27 oraninda “Cinko Transporter like-8” geni
ile benzerlik gostermistir (Sekil 4.19).

select all 100 sequences selected GenBank Graphics Distance tree of results MSA Viewer
. o Max Total Query E Per.
Description Scientiic Name | (| Cover |value | Ident | Actlen FrrEestn
-

PREDICTED: Lolium rigidum zinc 8-like (LOC124701945) mRNA Lolium rigidum 1546 1546 83% 0o 83.27% 1441 XM _047234047 1

PRLDICTLD: Lolium perenne rinc transporter O-like (LOC127296159)_mRMNA Lolium perenne 1535 1535 01% 0o 09.56% 1494 XM

26104.1

PREDICTED: | olium rigidum zinc transporter 8-like (| 0C124701983) mRNA olium rigidum 1531 1531 83% 0o 83.03% 1520 M_047234087

PREDICTED: Triticum urartu zinc transporter §-like (LOC125539987), mRNA Triticum urartu 1297 1297 78% 0.0 86.74% 1541 XM_048703543.1

PREDICTED: Triticum aestivum zinc transporter 8-like (LOC123190718),_mRNA Triticum aestivum 1291 1291 78% 0o 86.66% 1819

PREDICTED: Triticum dicoccoides zinc tr &-like (LOC 6781). mRNA Triticum . 1280 1280 T78% 0.0 86.49% 1588

PREDICTED: Hordeum vulgare subsp. vulgare zinc wransporter 8-like (LOC123423587), mRNA Hordeum vulgar. .. 1279 1279 78% 0.0 8661% 1548

Hordeum vulgare subsp. vulgare mRNA for pradicted protein, complete cds, clone: NIASHy3115C18 Hordeum vulgar . 1279 1279 78% 0.0 86.61% 1433

Triticum aestivum Zn-transporter ZIP13-A (ZIP13 mRNA _complete Triticum aestivum 1271 1271 74% 0o 87 .40% 1149

PREDICTED: Triticum aestivum zinc transporter 8-like (LOC123042376), mRNA Triticum aestivum 1264 1264 78% 0.0 86.24% 1660

PREDICTED: Triticum dicoccoides zinc tr &-like (LOC119368562), mRNA Triticum 1264 1264 78% 0o 86.24% 1420

PREDICTED: Triticum aestivum zinc transporter 8 (LOC101669851) mRNA Triticum aestivum 1253 1253 80% 0o 8568% 1678

PREDICTED: Triticun

estivum zinc transporter 8-like (LOC123054879) mRMNA Triticum aestivum 1251 1251  78% 00 86.18% 1590

o000 0000O00OAa

PREDICTED: Triticum dicoccoides zinc tr 8-like (LOC119362752). mRNA Triticum dicocc... 1249 1249 50% 0.0 85.63% 1454
PREDICTED: Aegilops tauschii subsp_strangulata zinc transporter 8 (LOC109772245), transcript varian .. Aegilops tausch 1245 1245 78% 0o 86.10% 1337 09303
PREDICTED: Triticum aestivum zinc transporter 8-like (LOC123040877). mRNA Triticum aestivum 1243 1243 80% 0o 85.55% 1651 XM_044463608 1

Sekil 4.19. PYS9.1 plazmitindeki ¢cDNA bolgesinin NCBI BLAST programi ile
bakilmasi sonucunda benzerlik gosteren gen gruplari

Elde edilen PYS9.1°¢ ait cDNA sekansi ile MEGA 7 programi kullanilarak NJ
filogenetik agac ¢izilmistir. Elde edilen PYS9.1’in filogenetik agaca gére en ¢ok bir ¢im
tirli ve bugdaygiller familyasinin iiyesi olan Lolilum rigidum, T. eestivum, H. vulgare
¢inko transporterlar ile yakin oldugu gézlemlenmektedir (Sekil 4.20).

oo —22_ p. distans PYS9.1
0.0z —E Lolium rigidum zinc transporter 8-like
o om —itaesﬁvum ZINC TRANSPORTER
0.01 : H.vulgare ZINC TRANSPORTER
0,11 o.07 O.sativa ZINC TRANSPORTER.
0.07 E.coracana ZINC TRANSPORTER
0.04 T 085 p_hallii ZINC TRANSPORTER
.02 ooz L% 7 mays ZINC TRANSPORTER
0.22 B.distachyon ZINC TRANSPORTER
0.01 o0.34 A.thaliana ZINC TRANSPORTER
0.14 G.max ZINC TRANSPORTER
= 0.01 E.vesicaria ZINC TRANSPORTER
0.0z — 0.01 B.rapa ZINC TRANSPORTER
oo 25  B.oleraceacapitata ZINC TRANSPORTER
oo L™ g alha ZINC TRANSPORTER
0.20 L.japonicus ZINC TRANSPORTER
— C.rubella ZINC TRANSPORTER

Sekil 4.20. Elde edilen PYS9.1¢ ait cDNA sekansi kullanilarak MEGA 7.0 programinda
filogenetik agac cizilmesi
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4.14. P. distans PKS1 i¢in RT-gPCR

P. distans’a 80 puM sodyum selenit stresi verilmesi sonucunda farkli saat
araliklarinda 6rnekler hasat edilmistir. PKS1 geni P. distans kok cDNA kiitiiphanesinin
taranmast sonucunda bulunmasindan dolayr RT-qPCR analizinde kok dokular
kullanilmistir. 48. saatte en yiiksek ifade seviyesine ulagarak kontrol 6rnegine kiyasla
38,59 kat ekpresyonunun arttig1 gézlemlenmistir (Sekil 4.21).

45,00

40,00

3859

35,00
30,00
25,00
20,00
15.00 14,03
10,00

5,00 3.61

2,25
1,00 i 1,00 1,00 1,00
.00 o) ah ah ol

6 KONTROL 6 SELENYUM 12 KONTROL 12 SELENYUM 24 KONTROL 24 SELENYUM 48 KONTROL 48 SELENYUM
KOK KOK KOK KOK KOK KOK KOK KOK

Sekil 4.21. P. distans kok dokularindan elde edilen RNA’lardan PKS1l'e spesifik
primerler kullanilarak farkli saatlerde stres sonrasi RT-QPCR ile gen ifadelerine bakilmasi

4.15. Maya PKS1 i¢in RT-gPCR

PKSI1 plazmitini igeren maya hiicrelerine materyal metotda tarif edildigi iizere
farkl1 dozlarda sodyum selenit stresi verilmistir. Ardindan maya hiicrelerinden RNA
izolasyonu yapilmistir. PKS1 cDNA’sina spesifik primerler ile kurulan RT-gPCR
sonucunda 10 mM’a kadar gen ifadesinin artarak devam ettigi gézlemlenmistir (Sekil
4.22).
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25000001,00

20000001,00 17981374,88

15000001,00

10000001,00 8805661,77
7353501,767

5000001,00
3007222,116

1,00 -
1,00

0O mM 1mM

10 mM

Sekil 4.22. PKS1 cDNA's1 iceren maya hiicrelerine farkli konsantrasyonlarda stres
uygulanmasi sonucunda gen ifadesinin degisimlerine bakilmasi

4.16. Hiicre I¢i Selenyum Miktarinin Belirlenmesi (ICP-MS)

PKS1 plazmitini tasiyan maya hiicrelerine farkli konsantrasyonlarda sodyum
selenit stresi verilerek hiicre i¢i Se birikimi ICP-MS ile belirlenmistir. Hiicrelerin Se
birikimi mg/L cinsinden verilmistir. En yiiksek birikimin 30 mM sodyum selenit verilen
hiicrelerde oldugu goézlemlenmistir (Sekil 50). 50 mM’da Se birikiminde azalma
goriilmistiir (Sekil 4.23).
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Sekil 4.23. PKSI1 igeren maya hiicrelerine farkli konsantrasyonlarda sodyum selenit
verilmesi sonucunda hiicreigi Se birikiminin ICP-MS ile belirlenmesi
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5. TARTISMA

Diinya genelinde metal/metaloid toksisitesi biiylik bir sorundur. Bu elementlerin
cevrede kalici olmasi ve kolaylikla besin zincirine dahil olmasi nedeniyle bir¢ok canlinin
yasamini tehdit etmektedir (Hasanuzzaman vd. 2018). Ayrica topraklarda yiiksek
konsantrasyonlarda metal/metaloid birikimi, tarimsal tretimdeki verimi diigiirmekle
birlikte, ileriki asamalarda bitkilerin 6liimiine sebep olmaktadir (Angulo-Bejarano vd.
2021).

Bitkiler aracihigiyla toprak ve sulardaki kontaminasyona sebep olan
metal/metaloidlerin uzaklastirilmas1 yontemine dayanan fitoremediasyon teknikleri,
yaygin olarak kullanilan ¢evre dostu bir yontemdir (Hasanuzzaman vd. 2018). Bu agidan
metal metaloid toksitesine karsi toleranshi bitki tiirlerinin, bahsedilen ortamlarda
yetistirilmesi 6nem arz etmektedir.

Bahsedilen metaloitlerden birisi de selenyumdur. Selenyumun (Se) diinyada
dagilis1 bolgelere ve cografyalara gore farklilik gostermektedir. Belirli bolgelerde
eksikligi goriiliirken, bazi1 bolgelerde yliksek konsantrasyonuna bagli olarak Se toksisitesi
goriilmektedir. Bitkiler i¢in eser element olan selenyum, insanlar ve hayvanlar icin
mutlak gerekli elementlerden birisidir. Ayrica selenyumun mutlak gerekli oldugu canlilar
icin bitkiler, temel selenyum kaynagidir (Gupta ve Gupta 2017). Bu sebeple bitkilerdeki
selenyum biriktirme kapasitesinin arttirllmasint ve bu mekanizmalarin aydinlatilmasi
hem Se eksikligi hem de toksisitesi agisindan avantaj olarak goriilmektedir
(Hasanuzzaman vd. 2020). Ancak dogada her bitki metal/metaloid toksisitesine karsi
elverisli degildir. Gilincel molekiiler ve biyoteknolojik yaklasimlar, hiperakiimiilator
bitkilerdeki molekiiler mekanizmalar1 ve bu mekanizmalarda rol alan gen/genlerin
belirlenmesine yardimci olmaktadir (Hasanuzzaman vd. 2018).

Yapmis oldugumuz ¢alismada segilen P. distans bitkisi bor hiperakiimiilator ve
selenyum akiimiilator bir bitkidir. Bunun yani sira tuz ve kuraklik streslerine karsi
tolerans gosterdigi de belirlenmistir (Stiles vd. 2010). Ancak bu stres faktorlerinde rol
oynayan genler net bir sekilde belirlenmemis olup, yalnizca transriptomik calismalar ile
stnirh kalmistir (Kok vd. 2020).

Bu nedenle bor stresi uygulanarak kurulmus olan P. distans cDNA kiitiiphanesi
taranarak Se toksisitesine karsi tolerans saglayan gen/genler arastirilmistir. Bunun
sonucunda selenyum stresine karsi tolerans sagladigi belirlenen PKS1 ve PYS9.1 olarak
isimlendirilen cDNA’lar sekanslanmistir. Elde edilen sekanslara ait NCBI-BLAST
sonuglarina gére PKS1 Triticum urartu’da “Tiyosiyanat metiltransferaz 2” ile %88,45
oraninda oraninda benzerlik gosterirken, PYS9.1 aym sekilde “Lolium rigidum” da
bulunan “Zinc Transporter like-8 ile %89,27 oraninda benzerlik géstermistir. P. distans
bitkisinin Poacea (bugdaygiller) familyasina ait bir bitki tiirii olmasi sebebiyle, belirlenen
genlerin en ¢ok bugdaygiller ile benzerlik gosterdigi goriilmiistiir. P. distans’a ait
literatiirdeki ¢aligsmalar incelendiginde, bulunan genlerin tuz ve kuraklik stresine de
tolerans saglama ihtimali iizerinde durularak kurulan bu hipotez ¢alismamizda maya
hiicreleri ile test edilmistir.

Tiyosiyanat Metiltransferaz (TMT) geninin transgenik tiitin (Abida 2011)
domates (Ritika 2013) ve Diplotaxis tenuifolia L. (yabani roka)’da tuza stresine karsi
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hafifletici etkisinin oldugu bildirilmistir (Cocetta vd. 2018). Bu da ¢aligmamizda bulunan
PKS1 (Tiyosiyanat metiltransferaz 2) genini tasiyan maya hiicrelerinin tuz (NaCl) igeren
besiyerlerinde test edilmesi sonucunda bir miktar tolerans gostermesini destekler
niteliktedir.

Se stresi acgisindan kiyaslandiklarinda damlatma testinde PKS1°i tagiyan maya
kolonilerinin PYS9.1°e gore daha fazla gelisim gosterdigi goriilmiistiir. Bu durum Se
stresine karsi toleransta farkli derecede etkili olduklarini diisiindiirmektedir. Ancak
bildigimiz kadariyla literatiirde, bahsedilen iki genin veya bu genlerin homologlarinin Se
toksisitesindeki rollerini kiyaslayan ¢aligmalara rastlanmamustir.

Ayrica, Tiyosiyanat metiltransferaz 2 (TMT2) geninin literatiirde dogrudan
selenyum toksisitesine karsi toleransta rol aldigini gosteren ¢aligmaya rastlanmamustir.
Literatiirde Brassica oleracea’dan klonlanan TMT1 ve TMT2 genlerinin glukosinolat
metabolizmasinda yer aldig: tespit edilmistir (Attieh vd. 2002).

Glukosinolatlar, bitkilerde doku hasar1 vb. durumlarda mirosinaz veya tiyosiyanat
S-metiltransferaz (TMT) enzimleriyle hidrolize edilerek; izotiyosiyanatlar, tiyosiyanatlar
ve nitriller gibi yan iriinleri olustururlar (Burow vd. 2007; Spadafora vd. 2019).
Glukosinolatlar, bitkilerde S (kiikiirt) iceren sekonder metabolitlerden birisidir (Pongrac
vd. 2010). Ayrica patojenlere karst savunma bilesikleri olarak da tanimlanmigtir (Walker
vd. 1937; Sotelo vd. 2015). Se igerigi bakimindan zengin olan Brassicaceae
familyasindaki bitkilerin (Yawata vd. 2010) karakteristik aci tat ve kokularindan sorumlu
olan glukosinolat bilesikleri ¢ok fonsiyonludurlar (Wieczorek vd. 2018).

Kok ¢cDNA kiitiiphanesinde bulunan TMT2 geninin glukosinolat bilesikleri ile
iligskili olarak Se’a tolerans sagladigi diisiiniilmekle birlikte, glukosinolatlar bir¢ok
reaksiyonda dogrudan veya dolayl1 olarak yer almaktadir.

Bir metiltransferaz enzimi olan Tiyosiyanat metiltransferazin dogal {iriin
metiltransferazlar smifina ait oldugu bilinmektedir. Dogal iirlin metiltransferazlar
metilledikleri kiiciik molekiillere veya atom gruplarina (O, N, C, S veya Se) gore
isimlendirilmektedir. S- metiltransferazlar (SMT'ler) genellikle tiyosiyanatin yani sira
ugucu halojen ve kiikiirt bilesiklerinin iiretiminde yer almaktadir (Lashley vd. 2022).

Metiyonin halid/bisiilfit metiltransferaz enzimlerinin haloheniirlerin; iyodiir,
bromiir ve kloriiriin metilasyonuna katilarak halometanlara ve bidiilfiirlin metantiyole
katalize ettigi bildirilmistir (Attieh vd. 1995). Brasica oleracea’da yapilan ¢alismada ise
elde edilen tiol metiltransferaz geninin metil alic1 dondr olarak giiclii sekilde tiyosiyanati
tercih ettigi belirlenmekle birlikte, glukosinolatlarin hidrolizi sonucunda {iretilen reaktif
tiyollerin detoksifikasyonunda yer alabilecegi bildirilmistir. Bu sebeple ilk olarak
glukosinolat i¢eren bitkilerle iliskilendirilmistir (Attieh vd. 2000).

Se, S ve glukosinolat iliskisini incelemek fiizere Brassica oleracea ve
Arabidopsis’te calisilmistir. Se ve S uygulamasi sonucunda Glukosinolat (GS) ve
izotiyosiyanat (ITC) konsantrasyonlarinda ciddi derecede diisiis goriillirken,
yapraklarinda Se ve S konsantrasyonlari1 artmistir (Barickman vd. 2013).
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Raphaus sativus (Daikon turpu)’dan klonlanan halojeniir/tiyol metiltransferaz
geninin, yalnizca Brassicaceae familyasinda degil bugday Triticum aestivum, geltik
Oryza sativa da dahil olmak iizere bugdaygiller Poaceae familyasinda halojeniir/tiyol
metiltransferaz geni CHsl emisyonu ile iliskilendirilmistir. Triticum aestivum, Oryza
sativa ve R. sativus yapraklarinda CHsl emisyonunun arttigi belirlenmistir (Itoh vd.
2009).

HOL genlerinin A. thaliana’da yapilan ¢aligmada benzer sekilde tuz toleransina
veya glikozinolatlarin hidroliz iiriinleri olan tiyol ve tiyosiyanat olusumuna katildigi
diistiniilmektedir. A. thaliana’dan klonlanan AtHOL1 geninin metil kloriir, metil bromiir
ve metil iyodiir gibi metilhalojeniirlerin sentezinde rol oynadigi bildirilmistir.
Arabidopsiste homologlari olan AtHOL2 ve AtHOL3 belirlenmis olmakla birlikte diger
iki genin de benzer islevde rol aldig: belirlenmistir (Nagatoshi ve Nakamura 2007).

Metal stresi ve GS etkilesimleri arasinda bir iligki oldugu diistilmekle birlikte bu
durum literatiirde farkli ¢alismalar ile incelenmistir. Ancak bu iliski bitki tiirlerine,
calisilan metal elemente ve bircok faktore gore farklilik gostermektedir. Ayrica
glukosinolatlarin bitkilerdeki savunma tepkilerinde aldiklar1 roller diistiniildiigiinden de
karisik olabilecegi ileri stirilmiistiir (Pongrac vd. 2010).

Literatiirde goriildiigii tizere; Brassicaceae ve Poaceae familyalarina ait bitkilerde
bir¢ok halojentir/tiyol metiltransferaz geninin fonksiyonuna ve yer aldig1 yolaklara iligkin
calismalar gergeklestirilmistir ve farkli hipotezler 6ne siiriilmiistiir. Kok vd. (2020)’nin
P. distans’da yaptiklari ¢calismada Se stresi sonrasinda; S-adenosil methiyonin bagimli
metiltransferanzin  ifadesinin  arttig1  belirlenmekle  birlikte RT-gPCR ile
dogrulanamamustir. Calisma ayrica, Se dayanikliligin P. distans’da jasmonik asit sinyal
yolu ile iligkili oldugunu 6ne siirmektedir.

Se ve Glukosinolat iliskisi arasinda ters rekabet olduguna dair ¢alismalar da
literatirde mecvuttur. Bitkilerde stres sonrasinda Tiyosiyanat metiltransferazin
glukolizinolatlarin hidrolizinde rol oynayarak tiyosiyanat gibi bilesikleri agiga ¢ikarmast,
Se ve Glukosinolatlar arasinda ters iligkinin oldugunu destekler niteliktedir. Ancak TMT2
geninin Se stresindeki rolil ve rol aldig1 yolaklar ile ilgili daha fazla ¢aligmaya ihtiyag
vardir.

PKSI ile yapilan seri diliisyon testinde 50 mM’a kadar sodyum selenit iceren
YNB besiyerinde maya hiicrelerinin hayatta kaldigi goriilmektedir. Ancak PYS9.1°i
tasiyan maya hiicreleri yalnizca 15 mM’a kadar sodyum selenit iceren YNB besiyerinde
hayatta kalabilmistir. Bu durumun, igerdikleri genlerin Se stresine kars1 toleransta farkli
roller oynamalarindan kaynakli oldugu diisiiniilmistiir. Bu nedenle, tez kapsaminda Se
stresine karsi tolerans saglayan genlerin fonksiyonun belirlenmesine yonelik yapilan
calismalarda PKS1 genine yogunlasilarak devam edilmistir.

Damlatma testinde ve seri diliisyon testinde sodyum selenit igeren YNB
besiyerlerinde hayatta kalan maya kolonilerinin kirmizi renkte oldugu goriilmiistiir. Bu
durum sodyum selenit ile yapilan farkli ¢alismalarda da bildirilmistir. Ayni1 zamanda,
artan sodyum selenit konsantrasyonu ile birlikte hidrojen siilfiir kokusunun olustugu rapor
edilmistir (Suhajda vd. 2000; Mota vd. 2021). Selenyumun sodyum selenit kimyasal
formu, seffaf bir renktedir, ancak saf selenyum elementinin kirmizi renkte oldugu
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bilinmektedir. Bu durumun, maya hiicrelerinin sodyum selenit (Na;SeOz3) bilesiginin
selenyuma indirgemesinden kaynakli olabilecegi bildirilmistir. Bu indirgenme
sonucunda, kolonilerde Se birikimine bagli olarak kirmizi, pembe ve kahverengiye dogru
renk olusumu meydana gelmektedir (Kieliszek vd. 2015 ).

Kok vd. (2020)’nin yaptigi ¢alismada belirtildigi tizere hidroponik ortamda
yetistirilen P. distans bitkilerine 80 uM sodyum selenit stresi verilmistir. Farkli saat
araliklarinda hasat edilen kontrol bitkileri ve sodyum selenit stresi verilen bitkilerden
PKS1 genine spesifik primerler ile RT-qPCR yapilmistir. PKS1 geninin sodyum selenit
stresi verilmesi ile birlikte artan saat araliklarinda gen ifadesinin arttigi goriilmistiir. 48.
saatte ifade seviyesi en yliksek olan saat aralig1 olmak ile birlikte gen ifadesinin kontrole
kiyasla 38,59 kat arttigi belirlenmistir. Ayni sekilde maya RT-gPCR reaksiyonu
sonucunda 10 mM’a kadar sivi YNB besiyerinde 3 saat sodyum selenit stresi verilerek
PKS1 genin ifadesine bakilmistir. Bunun sonucunda bitki RT-qPCR reaksiyonlar ile
tutarli olarak genin ifadesinin artan sodyum selenit konsantrasyonlar ile birlikte arttigi
gorilmiistir.

PKSI genini tagiyan maya hiicrelerinin farkli sodyum selenit i¢iren besiyerlerine
hiicre i¢i selenyum biriktirme miktarlarina ICP-MS ile bakilmstir. 30 mM’a kadar hiicre
ici selenyum birikiminin arttig1 goriilmiistiir. Ancak 50 mM’da azalmaya baslamistir. Bu
durumun seri diliisyon testinde de goriildiigii lizere sodyum selenit konsantrasyonu
arttikga canli koloni sayisinin azalmaya baglamasindan kaynakli olabilecegi
distiniilmektedir.

Yaprak kiitiiphanesinin taranmasi sonucunda belirlenen PYS 9.1 genin
sekanslanmasi sonucunda “Zinc Transporter 8-like” geni ile bezerlik gostermistir. ZIP
gen ailesine mensup Zinc Transporter 8’in temel fonksiyonu ¢inko (Zn)’nun bitkilere
alinarak cesitli dokulara tasinmasidir. Ancak ZIP gen ailesi ayn1 zamanda Fe, Zn, Cd, Co,
Cu ve Ni gibi metallerin tasinmasinda ve metal toksisitesine toleransta rol oynamaktadir
(Jain vd. 2018).

ZIP gen ailesinin iiyeleri ve fonsiyonlar1 A. thaliana, ¢eltik ve misir gibi bitkilerde
tanimlanmistir. Ancak bir¢ok Zn tasiyici genlerin karakterizasyonu hala eksiktir (Ajeesh
vd. 2020). P. distans’da daha 6nce ZIP 8 geninin Se stresinde rol aldigina dair ¢aligmalar
mevcut degildir.

Arpada (HvZIP3, HvZIP5, HvZIP8) (Tiong vd. 2015), geltikte (OsZIP3, OsZIP3,
OsZIP4, OsZIP5, OsZIP7 ve OsZIP8) (Bashir vd. 2012) ve misirda (ZmZIP5 ve ZIP8)
(Li vd. 2013) bir grup ZIP genleri ile ZIP8’in ¢inko eksikliginde ¢inkonun kokten
stirgiinlere alinmasinda rol oynadig: belirlenmistir (Ajeesh vd. 2020) sZIP7a esas olarak
Fe eksikligi olan koklerde indiiklenirken, OSZIP8 Zn eksikligi olan siirgiinler ve koklerde
uyarildig belirlenmistir.

Ayrica, geltikte OSZIP5 ve OsZIP8'in asir1 ekspresyonu, transgenik bitkilerde
stirgiinlerde ve olgun tohumlarda azalmasina ragmen, koklerde Zn seviyesinin artmasina
yol agmustir (Li vd. 2013). Bitkilerde ZIP gen ailesinin {iyeleri tanimlanmaya baslamistir
ancak bahsedilen genlerin Se tasinmasinda ve stresindeki roliine iliskin bitkilerde heniiz
bir ¢calismaya rastlanmamustir.
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ZIP gen ailesinin yalnizca bitkilerde degil insanlar, hayvanlar ve diger
organizmalarda da ortologlar1 tanimlanmistir. Yapilan bir calismada bikarbonat bagimli
ZIP8’in memeli hiicrelerine selenit alinmasinda ve tagmmmasinda rol oynadigi
belirlenmistir (McDermott vd. 2016). Benzer sekilde, insanlarda, kanser hastaliklarindaki
rolii nedeni ile sikg¢a calisilan Se’un ZIP8 proteini tarafindan tasinabilecegi ileri
stiriilmiistiir. Crispr Cas9 sistemi kullanilarak Hela olarak adlandirilan hiicrelerde ZIP8
geninin susturulmasi sonucunda, mikro besinlerden Cd ve Se’un hiicrelere aliminin
azaldigi tespit edilmistir. ZIP8 geni asir1 ifade edildiginde ise hiicrelere Se aliminin arttig1
belirlenmistir (Liang vd. 2021).

Bitkilerde her ne kadar ZIP8 ve selenyum iliskisi ¢alisilmasa da ZIP8 geninin
insanlardaki ortologu Se’a tolerans sagladig fikri, bitkilerde de Se stresi durumunda
benzer rolii iistlenebilecegini diisiindiirmektedir.

ZTP29’ un (Zinc Transporter 29) yapilan c¢alismada Tuz stresine yanitta rol
oynadig1 belirlenmis olmakla birlikte, ZIP 8’in heniiz bu konudaki etkisine yonelik
calisma mevcut degildir. Ancak buldugumuz yaprak kiitiiphanesine ait kolonileri tuz
iceren ortamda tolerans gostermesi, ZIP 8’mm Tuz stresine karsi toleransda rol
alabilecegini diisiindiirmektedir (Wang vd. 2010).

Iyon tasiyicilar (fon transporters) bitki bilyiime ve yasamsal faliyetlerinin
korunmasinda degil, ayn1 zamanda terleme yolu ile su kaybini diizenlemek, stoma
acikligimin hizli ayarlanmasi sebebiyle ani kuraklik tepkilerinin diizenlenmesi iginde
onemlidirler. Transkriptom analizi yapilan ¢alismada ¢inko tasiyicilarin (ZIP5, ZIP6) ve
potasyum tasiyicilarin (POT1,2 ve HAK 25) ifade oldugu genotiplerin daha toleransh
oldugu belirtilmistir. Transkripsiyon faktorleri incelendiginde bZIP 19 ve bZIP 23’{in
toleransli genotiplerde daha yiiksek ifade oldugu ve abiyotik stres sinyalleri i¢in dnemli
oldugu bildirilmistir (Parmar vd. 2019).

Her ne kadar ZIP8 geninin bu konudaki roliine iliskin ¢calisma yapilmasada, farkl
ZIP genlerinin kuraklik ve tuzluluk stresinde rol aldigina dair ¢aligmalar goriilmektedir.
ZIP 8 ‘in de benzer rol oynadig1 goriilmektedir.

Yaprak ve kok kiitliphanelerinden elde edilen genlerin, (Kok vd. 2020)
P.distans’da buldugu ve diger Se hiperakiimiilator bitkilerde bulundugu iizere S tasiyici
genleri ile dogrudan iliskili degildir (Freeman vd. 2010; Cabannes vd. 2011). Bu durumun
kiitiiphane kurulurken bor stresi uygulanmasi ile ilgili oldugu diistiniilmektedir.

Bir diger sebebi kiitiiphane taranirken Se stresi sodyum selenit ile verilmistir.
Arabidopsis thaliana ve Brassica juncea'da selenosistein metiltransferazi  (SMT")
kodlayan genin asir1 ifade edilmesi sonucunda, bitkilere selenit (SeO 32 ) verildiginde
artan Se toleransina ve birikimine yol ag¢tigini, ancak selenat verildiginde ayn1 durumun
gerceklesmedigi goriilmiistiir (Freeman vd. 2010). Bitkilerin selanat ve selenit formuna
gore ifade edilen genlerde farklilik olabilecegi diisiiniilmektedir (Zhang vd. 2006). Ancak
calismamizda ki yaklagimlarla, buldugumuz iki genin Se stresine karsi tolerans da rol
oynadigi bildigimiz kadar ile literatiirde daha 6nceden bildirilmemistir.

Calisma sonucunda, bir akiimiilator bitki olan P. distans’ta yiiksek
konsantrasyonlardaki selenyuma karsi toleransligi saglayan iki farkli gen belirlenmistir.
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Akiimiilator ve hiperakiimiilator bitkiler, metal/metaloidlerin topraktan veya yeralti
sularindan arindirilmasinda kullanilan ¢evre dostu bir yontem olan fitoremediasyon
kapsaminda kullanilmaktadir. Bu nedenle de akiimiilator ve hiperakiimiilator bitkilerdeki
metal/metoloid stresine kars1 toleranslikla iliskili mekanizma ve bu mekanizmalara iliskin
genlerin tanimlanmasi olduk¢a 6nemlidir. Yapilan tez ¢aligmasi sonucunda, PKS1
(tiyosiyanat metiltransferaz 2) geninin, PYS9.1 (Zinc Transporter 8) genine gore daha
yiiksek Se konsantrasyonlarini tolere edebildigi belirlenmis. Belirlenen bu genler,
gelecekte selenifer topraklardan, yiiksek miktarlardaki Se’nin arindirilmasina yo6nelik
fitoremidasyon ¢aligsmalarina katki sunabilir. Ayrica belirlenen bu genler, A. thaliana gibi
model bitkilere aktarilarak, genlerin daha 1yi karakterize edilmesi saglanabilir.

Calismamiz kapsaminda bulunan genlerin, gelecekte biyoteknolojik yaklagimlar
ile metal/metoloid stresini tolere edebilen kiiltiir bitkileri gelistirilmesine katki
saglayabilecegi diisiiniilmektedir.
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6. SONUCLAR

Metal /metaloid toksisitesi giiniimiizde yaygin bir problemdir. Bitkiler dahil
olmak iizere bir¢cok canlida problemlere sebep olmaktadir. Se toksisitesi diinyada bir¢ok
bolge i¢in 6nemli bir problem olmakla birlikte tuzluluk ve kuraklik yaygin goriilen ve
tarimsal retimi smirlandiran abiyotik stresler arasinda yer almaktadir. Giiniimiizde
tarimsal tliretimde bitkiler bahsedilen stres faktorleri de dahil olmak tizere, bir¢cok farkli
strese ayn1 anda maruz kalmaktadir. Bu stresler ile basa ¢ikabilmek i¢in bitkilerin birden
cok strese karsi toleransda rol oynayan ilgili genlerin belirlenmesi 6nem arz etmektedir.

Calismamizda se¢ilen P. distans bitkisi selenyum (Se), bor (B) gibi toksisiteye
neden olan elemenlere karsi tolerans gostemesinin yaninda tuz ve kuraklik gibi streslere
kars1 da tolerans gosterdigi bildirilmistir. Bu sebeple P. distans bitkisinden elde edilen
c¢DNA Kkiitiiphanesi sodyum selenit stresine maruz birakilan maya hiicreleri kullanilarak
taranmistir. Bunun sonucunda Se stresine karsi tolerans da rol oynadigi disiiniilen
“Tiyosiyanat Metiltransferaz 2” ve “Cinko Transporter 8” olmak tizere 2 adet gen tespit
edilmistir.

Literatirde  “Tiyosiyanat ~ Metiltransferaz  2”  geninin  glukosinolat
metabolizmasinda yer alan bir gen oldugu ve bitkilerin hasar almasi durumunda
glukosinolat bilesiklerinin hidrolizinde yer aldig1 bildirilmistir.

Belirlenen diger gen olan Zinc Transporter-8 ZIP gen ailesine mensup ¢inko
alimindan sorumlu bir gendir. ZIP gen ailesi metal toksisitesinde tastyici rol aldigi Cd,
Fe, Ni gibi elementlerde gosterilmis olsada, Se stresine karsi tolerans gosterdigine dair
calisma bildigimiz kadar ile yoktur.

Calismamizda bahsedilen genlerin hem P. distans bitkisinde tanimlanmasi, hem
de Se stresine kars1 tolerans’da rol oynayabilecegi yoniinden literatiire yeni bir katki
saglamaktadir. Tespit edilen genlerin Se stresi basta olmak iizere, tuz ve kuraklik gibi
streslere dayanikli cesitler gelistirilmesine yonelik 1slah ¢alismalarina katki saglayacagi
diisiiniilmektedir. Ancak bu konuda bahsedilen genlerinin rollerinin Se, tuz, kuraklik gibi
streslerde rol aldig1 yolaklarin ve fonksiyonlarin daha ayrintili sekilde agiga ¢ikarilmasina
ithtiyag vardir.
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