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OZET

DOKTORA TEZI

FASULYEDE GPAT GEN AILESININ KARAKTERIZASYONU ve KURAKLIK
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Molekiiler Biyoloji ve Genetik Ana Bilim Dali

Danisman: Dog. Dr. Emre ILHAN

GPAT  (sn-Gliserol-3-fosfat-1-O-asiltransferaz), = membran lipidlerinin
biyosentezinde anahtar bir enzimdir. Gliserolipidlerin iiretiminde iki tiir GPAT yer alir.
sn-1-GPAT lar  lizofosfatidik asit olusturmaktan sorumluyken, sn-2-GPAT lar
monoagilgliserolii iiretir. Yapilan literatiir taramalarina gore Phaseolus vulgaris’in GPAT
genlerinin karakterizasyonu ile ilgili bir calismaya rastlanilmamastir. Bu ¢alisma, kuraklik
ve tuz stresine maruz birakilan fasulye yapraklarinda GPAT genlerinin ekspresyon
profillerini degerlendirmeyi ve biyoinformatik araglar yardimiyla GPAT gen ailesi
tiyelerinin genom c¢apinda analizinin yapilmasi amaglanmistir. Ayrica kloroplastik
PvGPATI geninin klonlanarak elde edilmesi ve bu klonun tiitiin bitkisinde agir1 ifade
ettirilerek kuraklik stresi altinda fonksiyonunun belirlenmesi de amacglanmistir. Bu
calismada fasulye genomunda molekiiler agirliklar1 50,2 kDa ile 60,4 kDa, amino asit
sayilar1 376 ile 539, teorik izoelektrik noktas1 8,41 ile 9,46 ve instabilte indeksi 31,84 ile
51,38 arasinda degisen 13 PvGPAT geni saptanmustir. P. vulgaris, Arabidopsis thaliana,
Glycine max, Vitis vinifera, Lens culinaris ve Cicer arietinum tiirlerinin GPAT proteinleri
arasinda filogenetik analiz yapilmistir. 4. thaliana ve G. max GPAT proteinlerinin
evrimsel sliregte PvGPAT genleri ile daha yakin iligski gosterdigi belirlenmistir. Segilen
altt PvGPAT geni ile yapilan qRT-PCR analizlerinde bu genlerin tuz, kuraklik ve
melatonin uygulamalarindaki ifade diizeyleri incelenmistir. Ayrica kuraklik stresi altinda
tiitiin bitkisinde PvGPAT1 geninin asir1 ifadesinin sonuglar1 kuraklik stresine karsi yanitta
bu genin diizenleyici bir fonksiyona sahip oldugunu dogrular niteliktedir. Bu ¢aligmadan
elde edilen veriler 151831nda PvGPATI geninin kuraklik stresine yanittaki rolii hakkinda
literatlirde bulunan boslugu dolduracagi beklenilmektedir.

2024, 118 sayfa
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ABSTRACT
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CHARACTERIZATION OF THE GPAT GENE FAMILY IN BEAN AND
DETERMINATION OF THE FUNCTION OF THE PvGPATI GENE UNDER
DROUGHT STRESS WITH A TRANSGENIC APPROACH
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GPAT (sn-Glycerol-3-phosphate-1-O-acyltransferase) is a key enzyme in the
biosynthesis of membrane lipids. Two types of GPATs are involved in glycerolipid
production. sn-1-GPATs are responsible for creating lysophosphatidic acid, whereas sn-
2-GPATs produce monoacylglycerol. According to the literature, no study has
characterized GPAT genes in Phaseolus vulgaris. This research was conducted to
examine the expression patterns of GPAT genes in bean leaves subjected to melatonin,
drought, and salt stress, and to carry out a comprehensive genomic analysis of GPAT
gene family members using bioinformatics techniques. We also aimed to obtain the
chloroplastic PvGPAT1 gene by cloning and determine its function under drought stress
by overexpressing this clone in tobacco plants. In this study, 13 PvGPAT genes were
detected in the bean genome, with molecular weights ranging from 50,2 kDa to 60,4 kDa,
amino acid numbers between 376 and 539, theoretical isoelectric points between 8,41 and
9,46, and instability indexes between 31,84 and 51,38. A phylogenetic analysis was
conducted using GPAT proteins from P. vulgaris, Lens culinaris, Glycine max,
Arabidopsis thaliana, Vitis vinifera, and Cicer arietinum species. It has been determined
that A. thaliana and G. max GPAT proteins are closely related to the PvGPAT genes
during the evolutionary process. In qRT-PCR analyses performed with six selected
PvGPAT genes, the expression levels of these genes in salt, drought, and melatonin
treatments were examined. Moreover, overexpression of PvGPATI in tobacco plants
under drought stress confirmed that this gene has a regulatory function in the response to
drought stress. In light of the data obtained from this study, it is expected to fill the gap
in the literature about the role of the PvGPATI gene in response to drought stress.

2024, 118 page
Keywords: Phosphatidylglycerol, Lipid, Synteny, Phylogenetic Analysis, Transgenic
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Insan beslenmesinde 6nemli bir yere sahip olan yemeklik tane baklagillerin tarihi
MO 5000 yillarina kadar uzanmaktadir. Bitkisel iiriinlere kiyasla daha fazla oranda
protein, mineral, vitamin ve lif kaynagina sahip olan baklagiller arasinda 6zellikle kuru
fasulye, nohut, bezelye, boriilce ve mercimek o6n plana ¢ikmaktadir. Insanda
sentezlenemeyen bazi amino asitlerin gida alimiyla insan viicuduna girisi saglanir. Insan
saglig agisindan oldukg¢a 6nemli olan 16sin, izoldsin, lizin, metiyonin, treonin, triptofan
ve valin amino asitleri giinliik olarak alinmalidir (Sehirali 1988; Davidova et al. 2022).
Bu amino asitler baklagillerin birgogunda mevcuttur. Diinyada insan ve hayvan
beslenmesindeki proteinlerin %60°1 ve karbonhidratlarin ise %12’si baklagiller tarafindan
karsilanmaktadir (Adak et al. 2010). Ayrica baklagillerin insan tiiketiminin disinda kalan

bitki kisimlar1 hayvan beslenmesinde kullanilmaktadir.

Diinyadaki ekim alanlarinda tahillardan sonra en fazla ekimi yapilan iiriin
baklagillerdir. Baklagiller arasinda en fazla ekim alanina sahip iriinlerden biri de
fasulyedir (Phaseolus vulgaris L.). Fasulye, Leguminosae familyasina ve Faboideae alt
familyasina ait Phaseolus cinsi bir baklagildir (Hayat et al. 2014). Fasulye nispeten kiiciik
bir genoma (633 Mbp (0.66 pg)/IC) ve 2n = 22 kromozoma sahip diploid bir baklagildir
(Arumuganathan and Earle 1991). Fasulye, Orta ve Gliney Amerika orijinli olup burada
kiiltiire alinmis 1liman ve yar1 tropik bolgelerde yaygin olarak yetistirilen tek yillik bir
bitkidir (Papa et al. 2005; Ganesan and Xu 2017). P. vulgaris renk, boyut, biiyiime modeli
ve tohum morfolojisi ¢esitliligi sergiler (Nyau 2014). Fasulyede baskin ¢esitler arasinda
kirmiz1 barbunya fasulyesi, lacivert fasulye, kirmizi fasulye, siyah fasulye, barbunya
fasulyesi, Meksika fasulyesi, Great Northern fasulyesi ve kizilcik fasulyesi bulunur
(Choung et al. 2003; Hosfield et al. 2004). Yenilebilir kuru tohumlari, protein agisindan
zengin ve ete gore daha diisiik fiyatli olmasi nedeniyle, 6zellikle gelismekte olan
ilkelerdeki diisiik gelirli insanlar tarafindan diinya ¢apinda tiiketilmektedir (Shimelis and
Rakshit 2005; Bai et al. 2023). Fasulye, kisi basina tiiketimin 40 kg’a ulasabildigi
Meksika, Giliney ve Orta Amerika ve Afrika gibi iilkelerde temel gida olarak
tiikketilmektedir (Luthria and Pastor-Corrales 2006). Fasulye genellikle kuru tohum olarak
tiikketilir; yesil yapraklar1 ve olgunlasmamis kabuklari ise sebze olarak degerlendirilebilir

(Lin et al. 2008).
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2002 yilinda, baklagiller toplam baklagil tiiketiminin %87’sini olusturmustur
(Leterme and Mutioz 2002). 2010 istatistiklerinde kiiresel kuru fasulye tiretiminin yillik
25,42 milyon ton (mt) oldugu ve 32 milyon hektarlik alanda hasat edildigi kaydedilmistir
(Ganesan and Xu 2017). Hindistan toplam {iretimin yaklasik %19,23’line katkida
bulunurken, onu Myanmar (%13,88), Brezilya (%12,42), Amerika Birlesik Devletleri
(ABD) (%5,66), Cin (%5,26), Meksika (%4,52), ve Tanzanya (%#4,28) gibi diger iilkeler
takip etmektedir. Tiirkiye ise 2010 yilinda kuru fasulye iiretiminde %1,05’lik bir paya
sahipti. 2014 yilinda diinya kuru fasulye iiretimi toplam 27,59 milyon ton, ekim alan1 ise
tahminlere gore 31,22 milyon hektar olarak ger¢eklesmistir. Myanmar, toplam tiretimin
yaklagik %16,85’ini olustururken, bunu Hindistan (%14,89), Brezilya (%11,92), Amerika
Birlesik Devletleri (%4,74), Meksika (%4,60), Tanzanya (%4,023) ve Cin (%3,84) takip
etmektedir. Tiirkiye’de ise 2014 yilinda 2010 yilina kiyasla fasulye iiretiminde artis
olmasina ragmen Tiirkiye’nin diinya fasulye iiretimindeki yiizdesi (%0,77) azalmistir.
2020 yilinda ise toplam kiiresel kuru fasulye iiretimi 27,5 mt’a ulasmis ve 34,8 milyon
hektar alanda hasadi yapilmistir. Tiirkiye ise 2020 yilinda 0,28 mt ile toplam fasulye
tiretiminin %1,02’sini olusturmustur. 2021 yilinda ise kiiresel kuru fasulye iiretimi 27,72
mt’a ulagmistir. 2021 yilinda sirasiyla en fazla tiretim yapan tlkeler Hindistan (6,12 mt),
Brezilya (2,90 mt), Myanmar (2,48 mt), Tanzanya (1,33 mt), Cin (1,29 mt), Meksika
(1,29 mt), ABD (1,02 mt), Arjantin (0,76 mt), Kenya (0,67 mt), Etiyopya (0,62 mt),
Burundi (0,49 mt), Ruanda (0,49 mt), Kanada (0,39 mt), Mozambik (0,39 mt), Kamerun
(0,37 mt), Angola (0,34 mt), Kuzey Kore (0,33 mt) ve Tiirkiye (0,305 mt)’dir (FAO 2023)
(Sekil 1.1). Tiirkiye fasulye iiretiminde diinyada 2021 yilinda 18. siradadir. Tiirkiye’deki
fasulye iiretimi her gegen yila gore artmis olsa da diger iilkelerin olduk¢a gerisinde

kalmaktadir.



1. GIRIS

t
2010 2012 2014 2016

Sekil 1.1. Fasulye iiretimi (a) 2010-2021 yillar1 arasinda diinyadaki bazi iilkelerin yillik
fasulye tiretimi (b) 2021 yilinda Diinya’da kuru fasulye tiretiminde en fazla
paya sahip tilkeler (c) 2021 yilinda Diinya’daki kuru fasulye iiretiminin Diinya
haritasi tizerinde gosterimi (Anonymous 2023a).

2017 ve 2021 yillar arasinda Tiirkiye’deki fasulye ekim alanlari, iiretim miktar
ve verim oranlar1 Sekil 1.2°de gosterilmistir. Tiirkiye kuru fasulye ekim alan1 2017 yilinda
89 bin ha alandan 2021 yilinda 107 bin ha alana yiikselmistir. Kuru fasulye iiretim miktar1
ise 2017 yilinda 239 bin tondan 2021 yilinda 305 bin tona yiikselmistir. Buna gore verim
oran1 267’den 283’e yiikselmistir (TUIK 2022). Artan ekim alanlarina paralel olarak
fasulye iiretimi ve bu alanlardan alan verim de artmustir. Ulkemizdeki bu artis {imit

vadedici olsa da diinyada fasulye tiretiminde ilk siralarda yer almak i¢in yeterli degildir.
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Sekil 1.2. 2017-2021 yillar1 arasinda fasulye ekim alani, {iretimi ve veriminin siitun
grafigi (TUIK 2022).

2050 yilina kadar, diinya niifusunun 9,1 milyar1 asacagi ve %70’ten fazlasinin
gida ihtiyacinin yalnizca tarima dayanacagi varsayillmaktadir (Castafieda et al. 2016).
Sonug olarak, gida arzi ve aymi zamanda iilkelerin mali sistemleri tarim biliminden
etkilenecektir. Ote yandan, agronomik uygulamalarla, yetersiz sulama sistemleri, iyi
ozellikli tohumlarin kitlig1, topraga uygun olmayan kimyasal bocek ilaglar1 ve asir giibre
uygulanmasi ve toprak erozyonlar1 gibi engellerle miicadele edilmektedir (Dev 2012).
Yukaridaki kisitlamalarin yani sira hem dogal hem de tarimsal alandaki bitkiler,
bliylimelerini ve gelismelerini etkileyecek, dolayisiyla iiriin verimini engelleyecek ve
asirt durumlarda bitkinin 6liimiine yol acacak c¢ok cesitli biyotik (bdcekler, bakteriler,
viriisler, mantarlar) ve abiyotik (sicaklik, su, tuzluluk, sogutma, donma) streslere maruz
kalmaktadir (Seki et al. 2003). Bitkilerin yasadig1 alanda metabolik ve fizyolojik
dengesini farklilastiran veya bozan her tiirlii degisiklik stres olarak tanimlanir (Shulaeva
et al. 2008). Kuraklik ve tuzluluk stresi bitkinin biiylime ve gelismesini en fazla etkileyen
abiyotik streslerdendir. Degisen iklim kosullar1 nedeniyle su kitlig1 hizla artan niifus i¢in

gida gilivencesine yonelik en ciddi tehditlerden biridir (Farooq et al. 2009).

Su, yasamin katalizoriidiir ve fotosentezden hidrofobik bir bag yoluyla molekiiller
aras1 etkilesimlere kadar uzanan bitki fizyolojik siire¢lerinde 6nemli rollere sahip bir

molekiildiir (Korgaonkar and Bhandari 2023). Diinya iizerindeki 35 milyon km?® tatl
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suyun sadece %0,3’1i ekosistem ve insani tiiketime uygun tatli su kaynaklarindan
3

olusmaktadir. Tiirkiye’de ise toplam 94 milyar m® yiizey suyunun 44 milyar m®ii
sulamada 13 milyar m*’ii ise igme suyu ve sanayide kullanilmaktadir. Tiirkiye, sanilanin
aksine su kithg sinirinda bir iilkedir. Tiirkiye’nin gereksinim duyacagi su miktarinin,
onlimiizdeki 25 yilda giiniimiiz su tiiketiminin 3 kat1 olacag1 dngoriilmektedir. Tiirkiye’de
kisi basina kullanilabilir su miktar1 yillik olarak; 2000 yilinda 1652 m?, 2009 yilinda 1544
m? ve 2020 yilinda ise 1346 m? (giinde yaklasik 216 litre)’tiir. Giin gegtik¢e kisi basina
diisen su miktar1 azalmaktadir (SYGM 2023). iklim sartlarinin degismemesinin miimkiin
oldugu durumda bile, yalnizca niifus artis1 sebebiyle 2050 yilinda Tiirkiye’de kisi basina
diisen su miktarinin yilda 1.200 m? civarinda olacag1 ongériilmektedir. Bir bagka ifade ile
ikliminin degistigi ve niifusunun hizla arttig1 dikkate alindiginda Tiirkiye’nin 2050

yilinda su fakiri bir lilke olacag1 6ngoriilmektedir (Kadioglu et al. 2017; Turan 2018).

Birlesmis Milletler Gida ve Tarim Orgiitii'ne (FAO) gore, tarimda “kuraklik”
terimi, toprakta belirli bir zamanda bitki taleplerini karsilamak icin yetersiz su miktari
anlamina gelmektedir (FAO 2023). Kiiresel iklim degisikligi, sicaklifin ve atmosferdeki
COs seviyesinin artmasinin ana nedenidir; bu durum topraktaki suyun buharlagsma oranini
arttirir ve dolayisiyla yagis diizeni bozulur. Bunun sonucunda diinya ¢apinda kuraklik
stresi tetiklenir ve iklim degisikligi bitkileri kuraklik stresine maruz birakir (Dai 2011;
Mishra and Singh 2011). Stresin siddeti; stresin yogunluguna, siiresine, baslangic
zamanina, topragin fizikokimyasal kosullarina ve bitkinin hassasiyet derecesine baglidir.
Su emilimi ve su kayb1 oranindaki dengesizlik, topragin su potansiyelinin kdklerden daha
diisiik olmasindan kaynaklanmaktadir. Bunun baslica nedeni, atmosferik kosullarin
terleme veya buharlasma yoluyla siirekli su acigina neden olmasidir (Mafakheri et al.
2010). Meteorolojik kuraklik tarimsal kurakliga neden olur (Dai 2011). Cevre
kosullarindan kaynaklanan degisiklikler nedeniyle, bitkiler siirekli olarak optimum su
mevcudiyeti eksikligine maruz kalir, bu da biiyliimenin bozulmasina ve su taginiminda ve
aliminda bozulmaya yol acar (Farooq et al. 2009). Kuraklik, morfolojik, fizyolojik,
biyokimyasal ve molekiiler olmak iizere ¢esitli bitki siireclerini tetikleyen 6nemli bir
cevresel faktordiir. Ornegin; kuraklik stresi, fotosentez igin &nemli elemanlar olan
klorofiller iizerinde olumsuz etkilere neden olmakta ve elektron tagima mekanizmalarini
bozarak bitkilerin fotosentez veriminin diismesine neden olmaktadir (Korgaonkar and

Bhandari 2023).
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Cesitli abiyotik stresler arasinda tuzluluk, bitki gelisimi lizerinde ¢esitli zararli
etkileriyle birlikte iiriin verimliligini ve biiyiimesini dnemli 6l¢iide etkileyen dnemli bir
faktor olarak ortaya c¢ikmaktadir (Balasubramaniam et al. 2023). Tuzluluk stresi
ekonomisi tarima dayali iilkeler i¢in ciddi bir tehdit olarak goriilmektedir. Birlesmis
Milletler Gida ve Tarim Orgiitii niin bir tahminine gore, diinya topraklarmin %8,7’si (833
mha) tuzluluk ve alkalilikten, yani diger tuzlara gore yiiksek oranda sodyum tuzunun
varligindan etkilenmektedir (Chaudhary et al. 2024). Bu yonde yapilan diger tahminler
ise, 2050 yilina kadar tarimsal olarak kullanilan arazilerin yaklasik %350’sinin
muhtemelen tuzluluktan etkilenecegini gostermektedir (Mangal et al. 2023). Tarim
arazilerinin bozulmasina baslica katkida bulunan tuzluluk, bu arazileri mahsul ekimi ve
liretimi i¢in uygunsuz hale getirmektedir (Parihar et al. 2015; Kappachery et al. 2024).
Tuzlu topraklarda bitki kokleri topraktan su emdikce, bazi ¢dzilinenlerin birikmesi,
beslenme anormallikleri, iyonik homeostazin bozulmasi, fotosentez, solunum, gaz
aligverisi, terleme, bitkinin anatomisi, morfolojisi ve biiyiime paterni gibi fizyolojik
bozulmalar da dahil olmak {izere ¢esitli zorluklara neden olur ve sonucta doku 6liimiine

yol agar (Singh and Sengar 2014; Ismail and Horie 2017; El Sabagh et al. 2019).

Bitki biiylimesi li¢ nedenden dolay1 tuz stresi nedeniyle engellenir: 1) Ozmotik
stres, kok bolgesindeki su potansiyelinin azalmasina neden olur ve bitkiler ihtiyag
duyduklart suyu alamazlar (Sevik and Cetin 2015), 2) hem klor hem de sodyum
iyonlarinin asir1 miktarda mevcut oldugu ve bitki tarafindan emildigi spesifik iyonik
toksisite (Shabala 2000) ve 3) bitkilerin potasyum, kalsiyum ve nitratlar gibi 6nemli besin
maddelerini absorbe edemedigi besin eksikligi (Read et al. 2006). Bu engellere ragmen
bitkiler, biyokimyasal ve fizyolojik siire¢leri ve birden fazla genin aktivasyonunu igeren
karmasik bir 6zellik olan tuzluluk stresine karsi koymak igin ¢esitli mekanizmalar
kullanmaktadir (Dhiman et al. 2021). Her bitkinin asir1 tuz stresine karsi tolerans diizeyi
farkli olup baz1 bitkiler tuz stresinden diger bitkilerden daha fazla etkilenmektedir (Blum
2018). Fasulye tuz stresinden etkilenen ve verim kayiplar1 yasanan bitkilerden biridir
(Yilmaz et al. 2011). Bitkiler topraga bagimli organizmalar oldugu i¢in bulundugu
ortamdaki c¢evresel sartlardan kagamazlar. Bu nedenle olumsuz ¢evre kosullarina daha

dayanikli bitkilere ihtiya¢ duyulmaktadir (Korgaonkar and Bhandari 2023).
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Yasam dongiileri boyunca bitkiler zorlu kosullarla basa c¢ikmak icin ¢esitli
teknikler gelistirmistir (Arnao and Herndndez-Ruiz 2020). Bunlardan biri bitkinin
bilinyesinde var olan melatonin (N-asetil-5-metoksitriptamin), ¢gevreye zarar vermeyen bir
biyomolekiil olup, kiiciik boyutu ve hem lipitlerde hem de suda yiiksek derecede
coziinebilme oOzelligiyle hiicre bdlmelerine kolaylikla girebilmektedir. Bu yoniiyle
bitkilerin hem biyotik hem de abiyotik strese toleransini artiran modiilator bir ajan (biyo-
uyarici ve bitki biiylime diizenleyicisi) olarak bitkilerde 6nemli bir role sahiptir (Arnao et
al. 2022; Sharma et al. 2024). Stres kosullarinda bitkide mevcut olan melatonin yetersiz
kalabilir. Bu nedenle bitkilere eksojen melatonin uygulanmaktadir. Bu uygulanma,
abiyotik streslere kars1 bitki toleransini arttirmak icin alternatif ve diisiik maliyetli bir
teknik olarak kabul edilmektedir (Moustafa-Farag et al. 2020). Bu nedenle melatoninin
kuraklik, su basmasi, siddetli sicakliklar, tuz, alkalilik, topraktaki kimyasal kirleticiler
(agir metaller, pestisitler ve digerleri gibi), UV radyasyonu ve bunlarin kombinasyonlar1
gibi spesifik abiyotik stres faktorlerine karsi dnemli bir koruyucu olarak rol aldig1 kabul
edilmektedir (Arnao and Hernandez-Ruiz 2021). Ayrica melatonin savunmada rol alan
onemli enzim ve transkripsiyon faktorlerinin ifade seviyelerini de diizenlenmektedir

(Weeda et al. 2014).

Biyoinformatik, biyolojik problemleri ¢6zmek i¢in bilgisayarlarin, matematiksel
algoritmalarin ve istatistigin giiciinii yasam bilimlerindeki kavramlarla birlestiren yeni ve
gelismekte olan bir bilimdir. Biyolojik veri toplama ve depolama, veri madenciligi, veri
taban1 aramalari, analizler ve yorumlama, modelleme ve iiriin tasarimini ele alarak
biyolojik bilgiyi islemek i¢in bilgi teknolojisi ¢oziimlerinin sistematik bir sekilde
gelistirilmesini ve uygulanmasini kapsayan, yeni ortaya ¢ikan disiplinlerarasi bir bilim ve
teknoloji alanidir (Xiong 2009; Jayaram and Dhingra 2010). Bu nedenle biyoinformatik,
biyolojik verileri bilgi teknolojisi ve bilgisayar bilimi kullanarak yorumlayan disiplinler
aras1 bir bilimdir (Alemu 2015). Biyoinformatik araglar, tarim toplulugu i¢in yararli olan
genomlardaki gen ve gen ailelerini arastirmak ve islevlerini agiklamak i¢in kullanilabilir.
Bu 6zel genetik bilgi daha sonra daha giiclii, kurakliga, hastaliklara ve boceklere karsi
dayanikli mahsuller iiretmek ve besi hayvanlarinin kalitesini artirarak onlar1 daha saglikli,
hastaliklara daha dayanikli ve daha iiretken hale getirmek i¢in kullanilabilir (Singh et al.
2011). Bitki genomlarinin karsilastirmali analizi sonucunda, bazi gen bolgelerinin ve bu

genlerin organizasyonunun evrimsel siire¢ boyunca yiiksek derecede korundugunu
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gostermistir (Kushwaha et al. 2017). Bu bulgular, model bitkilerden (Arabidopsis
thaliana (su teresi), Oryza sativa (celtik), Triticum aestivum (bugday) ve Zea mays
(musir)) elde edilen genomik bilgilerin, diger bitkilerde iyilestirmeler onermek igin

kullanilabilecegini gostermektedir (Proost et al. 2009; Kushwaha et al. 2017).

Ayrica tarim bitkilerinde verim, kalite ve biyotik ve abiyotik streslere kars1 direng
ile iligkili agronomik ozellikleri gelistirmek icin, genetik seleksiyon, mutasyon 1slahi,
somaklonal varyasyonlar, tiim genom dizisine dayali1 yaklasimlar, fiziksel haritalar ve
fonksiyonel genomik araglar dahil olmak {izere g¢esitli geleneksel ve molekiiler
yaklasimlar kullanilmaktadir. Dayanikli hatlar gelistirmek amaciyla kullanilan klasik
1slah yontemleri, cok sayida melezleme, seleksiyon ve test asamalar gibi birgok adimdan
olusmaktadir. Bu durum g6z oniine alindiginda, yeni bir hat ya da ¢esit gelistirmek bir
veya yirmi yil alabilir. Bu tlir zaman alici, zahmetli ve hedefsiz 1slah programlari, artan
kiiresel gida talebini kargilayamaz. Bu zorlugun iistesinden gelmek ve elit hatlarin se¢im
etkinligini artirmak i¢in markor destekli seleksiyon ve transgenik yaklagimlar
benimsenmektedir (Ahmar et al. 2020). Transgenik yaklasimlar ile arzu edilen 6zellik,
bitkilere aktarilarak geleneksel 1slaha kiyasla daha kisa siirede dayanikli hatlar elde
edilebilmektedir. Kurakliga dayaniklilik genleri manipiile edilerek kurakliga dayanikli
hatlarin gelistirilmesi, bu zorluklarin iistesinden gelmek i¢in potansiyel ve cekici bir
onlemdir (Rouphael et al. 2012; Bukhari et al. 2019). Bu baglamda transgenik
yaklasimlar, bitki kuraklik direncinin diizenlenmesinde 6nemli roller oynayan anahtar
genlerin madenciliginin yapilmasi, strese karst yanit mekanizmalarinin agikliga
kavusturulmasi, kuraklik stresine adaptasyon ve kuraklik stresinin {irlin verimi lizerindeki
etkilerini hafifletmek i¢in biiylik 6nem tasimaktadir (Oladosu et al. 2019; Lin et al. 2021;
Coskun 2023).

Genetik transformasyon, bir hiicrenin dis ortamdan yabanci DNA aldig1 ve kalitsal
olarak degistirilmis bir genotipin elde edildigi bir siirectir (Smith et al. 1981). Gram-
negatif bir bakteri olan Agrobacterium tumefaciens, yabanct DNA’y1 bitki hiicrelerine
transfer etme ve bu T-DNA’y1 kararli bir sekilde konak organizmanin ¢ekirdek genomuna
entegre etme yetenegine sahiptir (Gelvin 2017). Boylece daha kesin ve dogru bir genetik
transformasyon saglanmis olur (Tzfira et al. 2017). Bu dogal miihendislikten

yararlanarak, Agrobacterium aracili transformasyon hem dikot hem de monokot
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bitkilerde en yaygin kullanilan genetik transformasyon yaklasimi haline gelmistir (Liu et
al. 2023). Agrobacterium aracili gen aktarim yontemi diger gen aktarim yontemleriyle
karsilastirildiginda, diistik kopya sayisi, transformasyon kolayligi, kararl transgen ifadesi
ve seleksiyon kolayligi gibi 6zellikler sayesinde genetik transformasyon igin daha
avantajlidir (Travella et al. 2005). Agrobacterium aracili yontemler, dokuya 6zgii ifadeye

izin veren ve digerlerine kiyasla daha diisiik maliyetli prosediirlerdir (Ribeiro et al. 2019).

Tiitliin (Nicotiana tabacum) ve Nicotiana cinsindeki diger tiirler, Agrobacterium
aracilt doniisiime oldukga yatkindir ve sonug olarak hem gen islevini incelemek hem de
biyoteknoloji i¢in model bitkiler olarak yaygin sekilde kullanilir hale gelmistir (Lein et
al. 2008; Bally et al. 2018; Molina Hidalgo et al. 2021; Kallam et al. 2023). Nicotiana
tiirlerinin, yani Nicotiana tobaccum ve Nicotiana benthamiana’nin hedef eksplant olarak
yaprak diskleri kullanilarak Agrobacterium aracili transformasyonu, bitkiler aleminde
yiiksek bitkilerde transgenlerin hizli bir sekilde degerlendirilmesi agisindan degerli bir
ara¢ olarak kullanilmaktadir. Eksplanta uygulama kolayligi, yiiksek verimlilik ve
nispeten hizli geri doniis siiresi bu yontemin tercih edilme sebeplerindendir. Yaprak
disklerinin in vitro rejenerasyon semast Uretkendir ve dolayli bir organojenik
farklilasmay1 takip eder. N. tobaccum ve N. benthamiana, A. tumefaciens suslarina karsi
oldukca hassastir ve transformasyon sistemi, birgok farkli seleksiyon ajanina uygundur
(Clemente 2006). Bu calismada da daha etkili bir transformasyon i¢in N. benthamiana
bitkisi secilmistir. N. benthamiana, biber, domates, patates ve tiitiinii igeren, tarimsal
acidan dnemli Solanaceae familyasindan yerli bir Avustralya tiiriidiir. 19 kromozomdan
olusan bir genoma sahip bir allotetraploiddir (Kelly et al. 2013). 1998 yilinda N.
benthamiana’ya GFP geni aktarilarak N. benthamiana’nin model organizma olarak
kullanilmasimin onii agilmistir (Ruiz et al. 1998; Bally et al. 2018). O zamandan
giinlimiize kadar yapilan bir¢ok ¢alismada da N. benthamiana model organizma olarak

sikca tercih edilmistir.

Kapsamli biyoinformatik araglar sayesinde bitkilerdeki farkli gen ailelerinin
tanimlanmas1 ve karakterizasyonu yapilabilmektedir. Bu c¢alismada gliserolipit
biyosentezinde dnemli bir enzim olan sn-Gliserol-3-fosfat 1-O-agiltransferazi (GPAT;
[EC] 2.3.1.15) kodlayan GPAT gen ailesinin genom capli karakterizasyonu fasulye
bitkisinde gerceklestirilmistir. Bitki lipitleri, steroller, gliserollipitler ve lipit poliesterleri
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gibi ¢esitli yag asitlerinden ve bunlarin tiirevlerinden olugsmaktadir. Hiicre dis1 koruyucu
katmanlarin ve sinyal molekiillerin ana bileseni olan lipitler, hiicre zarinin yapisina katilir
ve de hiicrenin metabolizmasi i¢in gerekli enerjiyi saglar. Bununla birlikte, bitki
bliylimesi ve gelismesi gibi bircok fizyolojik ve metabolik reaksiyonlarda ve streslere
kars1 direncte 6nemli bir rol oynamaktadir (Gidda et al. 2009; Okazaki and Saito 2014;
Nakamura 2017). Lipitlerin sentezlenmesinde bir¢cok gen rol almaktadir (Guschina et al.
2014) ve bu genlerden biri olan GPAT, gliserolipit biyosentezinde 6nemli bir bilesen
olmasmin yam sira farkli metabolik yolaklarda ve fizyolojik islevlerde de gorev alir.
GPAT, hemen hemen biitiin fosfolipitlerin biyosentezinde ilk adimi katalizlemektedir.
Baz1 GPAT lar ya acil-CoA’dan ya da acil-ACP’den (acil-agil tasiyici proteinden) aldigi
bir agil grubunu gliserol-3-fosfatin (G3P) sn-1 pozisyonuna transfer eder ve lizofosfatidik
asit (LPA) olusur. LPA, membran lipitleri ve hiicre dis1 lipit poliesterlerinin olusumu ve
depolanmasi i¢in 6nemli bir ara iiriindiir. Bu GPAT ler sn-1 tipi GPAT lardir. Diger
GPAT’lar ana firiin olarak sn-2 monoagilgliserol (2-MAG) olusturmak i¢in ilave bir
fosfataz aktivitesine sahiptir. Bu GPAT lar sn-2 tipindedir ve c¢ogunlukla karasal
bitkilerde kiitin ve suberin biyosentezine katilir (Li et al. 2007; Beisson et al. 2012; Yang
etal. 2012).

GPAT lar ilk olarak 60 yildan uzun bir siire 6nce hayvan ve bitki dokularinda
biyokimyasal olarak karakterize edilmistir (Weiss et al. 1939; Kornberg and Pricer 1987).
Arabidopsis, Brassica napus (Chen et al. 2011, 2014), Z. mays (Zhang et al. 2018), O.
sativa (Men et al. 2017), Heliantus annuus (Paya-Milans et al. 2016) ve Solanum
lycopersicum (Petit et al. 2016; Fawke et al. 2019) gibi bir¢ok bitkide GPAT gen ailesi
calisgtlmistir.  Yapilan literatlir taramasinda fasulye GPAT (PvGPAT) genlerinin
karakterizasyon ¢alismasina rastlanilmamistir. Bitkilerde, kloroplast, endoplazmik
retikulum (ER) ve mitokondri olmak {izere ii¢ farkli organelde aktif olan farkli GPAT
genleri karakterize edilmistir (Gidda et al. 2009). Mitokondri ve ER’de aktivite gdsteren
GPAT lar acil vericisi olarak agil-CoA ve acil-ACP’yi tercih etmekte olup membrana
baglhdirlar. Kloroplastlardaki GPAT lar ise agil donorii olarak acil-ACP’yi tercih etmekte
ve ¢oOziinlir bir formdadir (Zheng et al. 2003). Evrimsel olarak incelendiginde farkli
organizmalardaki GPAT amino asit sekanslarinin hizalanmasiyla, bu enzimlerin hem
aciltransferaz aktivitesi hem de gliserol-3-fosfat substrat baglanmasi icin esansiyel olan

yiiksek oranda korunmus en az dort amino asit sekansi motifine sahip oldugu ortaya
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konulmustur (Lewin et al. 1999). A. thaliana genomunda iki tanesi sn-1 tipinde
(AtGPATY ve ATSI) olmak iizere 10 tane GPAT geni tespit edilmistir. At GPAT9 polen
tanelerin gelismesinde lipit damlacik {iretiminde rol almakta ve bitki zar1 lipit ve yaginin
biyosentezinden sorumludur (Shockey et al. 2016). sn-2 tipindeki diger sekiz liye
(AtGPATI-8) kara bitkilere 6zgii GPAT lardir ve kiitin ve suberin biyosentezinde gorev
almaktadirlar. Ek olarak, bazi1 GPAT larin polen ve anter gelisiminde 6nemli rol oynadig1
tespit edilmistir. Ornegin AtGPATS5 ve AtGPAT7, biiyiik 6l¢iide acil-CoA spesifitesine
sahiptir ve suberin sentezinde gerekli olan aciltransferazlardir (Yang et al. 2012).
AtGPATI, tapetum farklilagsmasi ve besin salgist i¢in elzemdir (Zheng et al. 2003).
AtGPAT6 polen dis kabugu ve tapetum olusumunda ve stamen uzamasinin gelisiminde
cesitli gorevler iistlenmektedir (Zheng et al. 2003; Li et al. 2012). Ayrica ¢eltik, misir ve
domateste erkek fertilite icin gerekli olan birkag GPAT geni vardir. Domatesin gpat6
mutantinda bozulmus polen olusumu belirlenmistir (Petit et al. 2016). Celtikte
OsGPAT3’lin, anter kiitikiilii ve polen dis kabugu gelisimine katkida bulundugu tespit
edilmistir (Men et al. 2017).

G3pP

Acyl-ACP
ATS1 ACP

Lyso-PA
Acyl-ACP
ATS2 F ace (pap
PA DAG
k;cw
CcDs pp, O N
CDP-DAG

G3p
PGP1 cop

PGP

H:0
PGP-P R

PG

Sekil 1.3. Arabidopsis plastidlerinde fosfatidilgliserol biyosentezi (47S1: gliserol-3-P
acil-ACP agiltransferaz, ATS; lizofosfatidik asit agiltransferaz, PAP; fosfatidik
asit fosfataz, CDS; CDP-diagilgliserol sentaz, PGP1; fosfatidilgliserolfosfat
sentaz, PGP-P; fosfatidilgliserol fosfataz. Yol bilesikleri: ACP; acil tastyici
protein, Acil-ACP; acil-acil tasiyici protein, CDP-DAG; CDP-diagilgliserol,
G3P; gliserol-3-fosfat, Lyso-PA; lizofosfatidik asit, PA; fosfatidik asit, PG;
fosfatidilgliserol, PGP; fosfatidilgliserolfosfat) (Xu et al. 2006).
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ATSI1, Arabidopsis kloroplastlarindaki agil-ACP substratlarin1  kullanarak
fosfatidilgliserol (PG) biyosentezinde gorevlidir (Nishida et al. 1993; Xu et al. 2006).
Sekil 1.3’te Arabidopsis plastidlerindeki PG biyosentezi sematize edilmistir. PG,
fotosistem II (PSII)’de oksijenli elektron tasima bolgesindedir ve ayn1 zamanda tilakoid
membranlarin tek fosfolipididir (Wada and Murata 1998). Bu nedenle, PG yag asidi
tiirlerinin degisiklikleri, PSII’nin fotosentetik mekanizmasinin islevini ve kloroplastik
antioksidan enzimlerin aktivitelerini etkileyebilir (Sui et al. 2007; Sun et al. 2010).
GPATlarin substrat seciciligi ise PG’deki cis-doymamis yag asitlerinin igerigini
belirleyen ana faktordiir (Roughan and Slack 1982). Ayrica diisiik klorofil igerigi ve PSII
verimliligi nedeniyle 1s1 stresi altinda fotosentezde, elektron tasinmasinin bozulmasinda
ve Rubisco’nun etkisizlestirilmesinde énemli diisiisler bildirilmistir (Ergo et al. 2018).
Siddetli kuraklik kosullarinda, stoma ile ilgili olan ve olmayan kisitlamalar, fotosentetik
hizdaki diisiisiin biiyiik boliimiinii olusturur (Fahad et al. 2017; Zandalinas et al. 2018).
Azalan yesil yaprak alani, yer iistii biyokiitlesi ve bitki boyu ile gosterildigi gibi, bitkiler
stres kosullarina maruz kaldiginda azalan fotosentez, bitki gelisimini onemli Ol¢iide
kisitlamaktadir (Abdelhakim et al. 2021). Fotosentezde yasanan aksakliklar bitkiler i¢in
hayati 6nem tasimaktadir. Tuz ve kuraklik gibi abiyotik stresler sonucunda tilakoit
membranlarda doymamis yag asidi oram1 Ozellikle PG miktar1 azalmaktadir. PG
oranindaki azalmalar PSI ve PSII’nin fotoinhibisyonuna neden olur (Sui et al. 2010). Bu
nedenle PG sentezinin ilk adimii katalizleyen enzimi kodlayan A7S/ geninin ifade
seviyesinin artirtlmasi kuraklik stresi sonucunda azalan PG miktarmi dengeleyecegi

distiniilmektedir.

Bu tez calismasmmin temel amaci PvGPAT genlerinin genom c¢aph
karakterizasyonunu gergeklestirmek, tuz, kuraklik ve melatonin uygulamalarinin
PvGPAT genlerinin ifade seviyelerinde meydana getirdigi degisimi tespit ederek
PvGPAT genlerinin stres yanitindaki roliinli tahmin etmek ve PvGPATI (kloroplastik
GPAT) geninin tiitiin bitkisinde asir1 ifade edilmesi ile PG igerigini artirarak kuraklik

stresine kars1 tiitlin bitkisine dayaniklilik kazandirmaktir.
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20. yiizyillda gozlemlenen degisiklikler arasinda kiiresel hava ve okyanus
sicakligindaki artislar, kiiresel deniz seviyelerinin yiikselmesi, kar ve buz ortiisiiniin genis
capta azalmasi1 ve mevsimsel yagislar1 etkileyen bdlgesel hava diizensizlikleri yer
almaktadir. Bu farkliliklara atmosfere salinan sera gazlarinin da eklenmesiyle kiiresel
sicaklik artist meydana gelir ve bunun sonucunda iklim degisikligi olusur. Iklim
degisikligi, ortalama hava kosullarinin birka¢ on y1l veya daha uzun bir siire boyunca
daha sicak, yagish veya kuru hale gelmesi gibi 6nemli degisikliklerdir (WCRP 2021).
Iklim degisikligi sonucunda ortaya ¢ikan hava kirliligi, su kalitesinin bozulmasi ve gida
yetersizligi gibi sorunlar sosyal ve ¢evresel yonlerden insan sagligini olumsuz yonde

etkilemektedir (WHO 2021).

Gida iiretimi, son 70 yilda kiiresel niifusun katlanarak artmasi nedeniyle
giiniimiiziin 6nemli konularindan biri haline gelmistir. 1950°de 2,5 milyar olan niifus,
2022’de 8 milyara ¢iktt ve Oniimiizdeki 30 yilda yaklasitk 2 milyar daha artmasi
beklenmektedir. Gliniimiizde oldugu gibi ilerleyen yillarda da bugday, celtik ve
baklagiller gibi iiriinler kiiresel gida glivencesinin saglanmasinda hayati bir rol oynamaya
devam edecektir. Ayn1 zamanda gida giivencesi topragin bozulmasi, yabani ot ve hasere
istilas1 ve siddetli kurakliklar nedeniyle tehdit altindadir. Bunlar kismen siirdiiriilemez
tarimdan ve ¢ogunlukla da iklim degisikliginin neden oldugu asir1 hava kosullarindan
kaynaklanmaktadir. Halihazirda ekili alanlarin yaklasik %60’ 1min kurakliktan etkilendigi
tahmin edilmekte olup, kiiresel 1sinmanin baglamasiyla bu saymin daha da artmasi

beklenilmektedir (Vedere et al. 2023).

Toksik olmayan ve niifuz edemeyen bir ozmotik madde olan molekiiler agirlig
>6000 olan polietilen glikol (PEG) molekiilleri (PEG6000), kuraklik stresini tetiklemek
icin siklikla kullanilmaktadir. Onceki arastirmalarda, PEG ile simule edilen kuraklik
stresinin, farkli bitkilerin morfolojik, fizyo-biyokimyasal ve molekiiler tepkileri
tizerindeki etkisini incelenmistir. Ayrica PEG6000’e maruz kalmanin, kuraklig: etkili bir
sekilde taklit edebilecegini ve tiim deney donemi boyunca tekdiize bir su potansiyelini
koruyabilecegini dogrulanmistir. (Jatoi et al. 2014; Rohamare et al. 2014; Mendhulkar
and Nisha 2015).
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Kuraklik stresi bitkilerin temel hayati fonksiyonlarini etkiler, bireysel organlarina
zarar verebilir ve asir1 durumlarda 6liimiine yol agabilir (Larcher 1995). Kuraklik stresi,
gelisimin her asamasinda bitkiyi morfolojik, fizyolojik ve molekiiler diizeyde etkiler.
Kuraklik stresi sonucunda bitkilerin 6zellikle hiicre membranlarinda hasar ve sizinti
meydana gelmektedir. Hiicre membranlarinin ana bileseni olan lipitler bir¢ok metabolik
aktivitede yer alan onemli biyomolekiillerdir (Liang et al. 2023). Bitkilerdeki lipitler,
steroller, gliserollipitler ve lipit poliesterleri gibi ¢esitli yag asitlerinden ve bunlarin
tiirevlerinden meydana gelmektedir. Bitki metabolizmasinda dnemli bir yere sahip olan
gliserollipitler Gliserol-3-fosfat aciltransferazi kodlayan GPAT gen ailesi tarafindan
sentezlenir. Bitkilerde sirastyla plastidlerde, mitokondride ve sitoplazmada lokalize olan
tic tip GPAT igerir (Xu et al. 2006; Li et al. 2012). Plastide lokalize olmus ¢6ziinebilir
GPAT genlerinden biri olan A7S1 agil-ACP substratlarini kullanir ve bolgeye 6zgii olarak
sn-1 agil transferi sergiler (Nishida et al. 1993). Coziinebilir GPAT genlerinin digeri
GPAT9’dur ve diger GPAT genleri ile iligkili degildir ancak yag dokularinda
triagilgliserollerin sentezinde dogrudan rol oynamaktadir (Cao et al. 2006). GPATY
proteini ER lokalizedir ve kloroplastlarin disindaki gliserolipit sentezinde rol
oynamaktadir (Gidda et al. 2009). Geri kalan sekiz GPAT geni, membran ve depo lipitleri
biyosentezinin disinda kalan lipitlerin sentezinde gorev almaktadir (Chi et al. 2015).
Kiitin sentezinde rol alan GPAT4, GPAT6 ve GPATS, 2-monoasilgliserol (MAG) iiriinleri
iiretebilen iki islevli sn-2 agiltransferaz/fosfataz enzimleri olarak davranmaktadir. Bu
genler C16:0 ve C18:1 w-oksitlenmis a¢il-CoA’lar1 subsrat olarak tercih ederler (Yang et
al. 2012). Suberin sentezinde rol alan GPAT5 ve GPAT7 ise sn-2 agiltransferaz
aktivitesine sahipken fosfataz aktivitesine sahip degildir. GPATI-GPAT3 enzimleri,
Arabidopsis’in GPAT ailesindeki GPAT4/6/8 ve GPAT5/7 gruplarindan farkli bir boliimii
temsil eder. Fosfataz aktivitesi olmayan GPATI, dikarboksilik a¢il-CoA substratlarini
kullanabilir. GPAT2 ve GPAT3, fosfataz domainlerindeki anahtar amino asitlerini
kaybetmis olsalar da HXXXXD ve CPEGT korunmus a¢il transferaz motiflerini korurlar
ve dolayisiyla aktif aciltransferazlar olarak islev gorebilir (Yang et al. 2012; Chi et al.
2015).

Biyoinformatik araglar kullanilarak ilgili gen ailelerinin genom ¢aph
karakterizasyonu gerceklestirilmektedir. Yer fistiginda (4Arachis hypogaea L.) GPAT

genlerinin genom c¢aplh karakterizasyonu ve ekspresyon analizini ger¢eklestirmislerdir.
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Bu calismada AhATS1, AhGPATI, AhGPAT2, AhGPAT6, AhGPATS ve AhGAPTY
genlerinin bitkinin farkli dokularinda ve soguk, tuz, kuraklik ve ABA stresi altinda ifade
profilleri incelenmistir. Tohum gelisimi sirasinda AhGPAT9’un ifade seviyesi artarken
diger bes genin ifade seviyelerinin azaldigi ve AhGPATI, AhGPAT6, AhGPATS ve
AhATSI genlerinin ise tuza, kurakliga ve ABA stresine maruz kalan koklerde dnemli
oOl¢tide artt1g1 rapor edilmistir. GPAT genlerinin yer fistiginda bazi abiyotik stres tiirlerinin

diizenlenmesinde rol oynayabilecegi sonucuna varilmistir (Chi et al. 2015).

Waschburger et al. (2018) yaptig1 ¢alismada alglere, tek ve ¢ift cenekli bitkilere
ait GPAT genlerinin genom ¢apinda ve evrimsel analizlerini gergeklestirmislerdir.
Yaptiklart filogenetik analiz sonucunda, bu genlerin ii¢ ana dalda gruplandigi rapor
edilmistir. Stif I (GPAT9) ve 11 (ATS)’de yer alan genlerin, alglere ve bazi bitkilere ait
oldugu, smif III (GPATI-8)’te yer alan genlerin ise kutin veya suberin biyosentezinin
gerceklestigi bitkilere 6zgii oldugunu tespit etmislerdir. Bu calismadan elde edilen
bilgiler 1s1ginda bitkilerdeki GPAT genlerinin gen organizasyonu ve ekspresyon
paternlerinin filogenide sinif olusumunu yonlendirdigi dolayisiyla evrimsel paternlerin

genlerin islevselligine yansidigi sonucuna varilmistir (Waschburger et al. 2018).

Dort farkli pamuk tiiriinde yapilan GPAT genlerinin karakterizasyon ¢aligsmasinda
Gossypium raimondii, Gossypium arboreum, Gossypium hirsutum ve Gossypium
barbadense’de sirasiyla 14, 16, 28 ve 27 GPAT geni tanimlanmistir. Pamuk, Arabidopsis
ve kakao ile olusturulan filogenetik agac ii¢ gruba ayrilmistir. Ayrica, gen yapisi analizleri
karsilagtirildiginda ayn1 grupta bulunan GPAT genlerinin Arabidopsis ve pamuk arasinda
yiiksek oranda korundugu rapor edilmistir. Segmental duplikasyonun dort pamuk tiiriinde
GPAT gen ailesinin genislemesinin ana itici giicii oldugu sonucuna varilmistir. GhGPAT
genlerinin ekspresyon modelleri farkli dokularda cesitlilik gostermistir. GhGPAT
genlerinin ¢ogu, Upland pamugunda tuz veya soguk stresinden sonra baskilanmistir. Bu
da bazt GhGPAT genlerinin tuza ve soguga karsi yanitta rol oynamasimin muhtemel

oldugunu gostermektedir (Cui et al. 2019).

Xu et al. (2019) misir genomunda on bes GPAT gen ailesi {iyesi tanimlamis ve bu
tyeleri ZmGPATI-14 ve ZMSI olarak adlandirmistir. ZmGPAT proteinleri 371 ila 557

amino asit uzunlugunda ve 42,7 ila 61,2 kDa arasinda bir molekiiler agirligindadir.
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Filogenetik analiz, ZmGPAT larin dort gruba ayrildigini ortaya ¢ikarmistir. ZmGPAT
proteinlerinin tiimii, korunmus PIsC/LPLAT (Fosfat agiltransferazlar/Lisofosfolipid
aciltransferazlar) domainine ve birden fazla agiltransferaz motifine sahiptir. ZmGPAT
genlerinin ifade profilleri, misirin ¢esitli dokularinda farklilik gostermistir. Cevresel
streslere yanit olarak, ZmGPAT genlerinin diferansiyel ifade modeli sergiledigi tespit
edilmistir. Bu calismanin sonucunda o6zellikle soguk stresi altinda bazi ZmGPAT

genlerinin ifadesinin indiiklendigi rapor edilmistir (Xu et al. 2019).

Biftek otunda  (Perilla  frutescens) = GPAT  genlerinin  fonksiyonel
karakterizasyonunun yapildig1 bir calismada biftek otu genomunda toplam 14 PfGPAT
geni tanimlanmis ve bu genler filogenetik olarak ii¢ farkli gruba (Grup I, II ve III)
ayrilmistir. ER-lokalize PfGPATY, perillanin tohum gelisimi sirasinda toplam yag ve a-
linolenik asit (ALA) birikimlerinin dinamikleri ile tutarli ifade profili sergilemistir.
PfGPATY’un heterojen ekspresyonu, transgenik tiitiin bitkilerinin hem tohumlarinda hem
de yapraklarinda toplam yag ve doymamis yag asidi (¢cogunlukla C18:1 ve C18:3)
seviyelerini onemli dlgiide arttirmistir. Ayrica, bu durum transgenik tiitiin bitkilerinin,
bitki biliylimesi ve tohum ¢imlenme hizinin yani sira diger morfolojik ve gelisimsel
Ozellikler de dahil olmak iizere diger tarimsal 6zellikler {izerinde 6nemli bir olumsuz etki
gostermedigi gézlemlenmistir. Bu calismadan elde edilen bulgularla, P\GPAT9un, yaglh
tohumlu mahsullerde yag verimini ve kalitesini iyilestirmeye yonelik yeni bir genetik

miithendisligi hedefi oldugu sonucuna varilmistir (Zhou et al. 2023).

Soguga kars1 hassas bir bitki olan Paeonia lactiflora’da yapilan bir ¢alismada
aragtirmacilar bu bitkiye GPAT genini klonlayip, GPAT geninin soguk strese
dayanikliliktaki roliinii ifade seviyesine gore test etmislerdir. Filogenetik analiz
sonucunda, PIGPAT geninin, ¢ift cenekli bitkilerdeki GPAT genleriyle yakindan iligkili
oldugu gosterilmistir. Bu calismada yapilan qPCR analizleri sonucunda PIGPAT
ifadesinin diisiik sicaklik stresi ile iliskili oldugunu ve PIGPAT geninin P. lactiflora’da
soguk stresine karsi direncin diizenlenmesinde 6nemli bir rol oynadigi rapor edilmistir

(Li et al. 2018).

Wang et al. (2020) Brassica’larda GPAT genlerinin karakterizasyonunu ve

Brassica napus’taki iki kiitin grubu GPAT geninin fonksiyonel karakterizasyonunu
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gerceklestirmistir. Bu calismada B. napus ve onun diploid progenitorleri B. rapa ve B
oleracea’da sirasiyla 32, 18 ve 17 muhtemel GPAT geni tanimlanmistir. Bu genler {i¢
farkli gruba ayrilmistir. Farkli gelisim asamalarindaki farkli doku ve tohumlarin
transkriptom analizinde, BnGPAT lar mekansal ve zamansal olarak farkli ifade profili

sergilemigstir (Wang et al. 2020).

Genetik transformasyon, aliciya belirli hedef gen veya genlerin kalitsal
fonksiyonel 6zelliklerini veren bir hiicrenin veya tiim organizmanin genetik degisimidir
(Rustgi and Luo 2020). 1983 yilinda, bitki genetik miihendisligi doneminin baslangicini
temsil eden, herbisite direngli transgenik tiitlin olan ilk transgenik bitki tiretilmistir (Greef
et al. 1989). Yaklasik kirk yillik gelisimden sonra, ¢ok sayida bitki i¢in genetik
transformasyon sistemleri basariyla kurulmustur (Hao et al. 2024). Agrobacterium,
biyolistik parcacik bombardimani, mikroenjeksiyon, elektroporasyon, lazer mikro 1sinlar,
polietilen glikol ve lipozom aracili transformasyonu i¢eren dogrudan veya dolayli gen
transfer teknikleri, genetik transformasyon i¢in basartyla uygulanmistir. Bunlar arasinda
Agrobacterium aracili genetik transformasyon, yliksek transformasyon verimliligi,
istikrarli diisiik kopya transferi, basit ve kullanisli uygulama ve nispeten diisiik maliyet

avantajlar1 nedeniyle en popiiler olani olarak kabul edilir (Kong et al. 2020).

Agrobacterium aracili bitki transformasyonu hem bakterinin hem de konakgi bitki
hiicresinin genetik belirleyicilerini iceren olduk¢a karmasik ve gelismis bir stiregtir.
Agrobacterium tumefaciens tarafindan tagiman ve bitki transformasyonu i¢in gerekli olan
genetik bilesenler arasinda bitki hiicresine aktarilan T-DNA, transformasyon i¢in gerekli
olan Ti plazmid viriilans (vir) bdlgesi ve vir bolgesinin aksine ekspresyonu konstitiitif
olan chvA, chvB ve pscA olmak {izere transfer islemi i¢in gerekli olan {i¢ kromozomal
viriilans lokusu bulunmaktadir (Mehrotra and Goyal 2012). Ilgili gen, Agrobacterium
tarafindan aktarilan T-DNA’nin sol ve sag smir tekrarlar1 arasina yerlestirilmektedir
(Gelvin 2003). A. tumefaciens, T-DNA’y1, bitkinin genomuna aktarma yetenegine
sahiptir (Sheng and Citovsky 1996). Vir bolgesi, T-DNA’nin islenmesini ve transferini
diizenlemek i¢in proteinleri kodlayan virA, virB, virC, virD, virE, virF, virG ve virH
olmak tizere sekiz operon igerir. Agrobacterium’dan bitki hiicrelerine gen transferi, Sekil
2.1°de gosterilen bes temel adimi igerir. Bunlar (1) bakteriyel kolonizasyon, (2) bakteriyel

viriilans sisteminin uyarilmasi, (3) T-DNA transfer kompleksinin olusturulmasi, (4) T-
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DNA’nin transferi ve (5) T-DNA’nin bitki genomuna entegrasyonudur (Mehrotra and
Goyal 2012).

5 Bitki Fenolik sinyaller

2. Bakteriyel P v 5. T-DNA'min

virllans b a a bitki
sisteminin LA genomuna
uyarilmasi ”’, . entegrasyonu

N VirA '
1.Bakteriyel
kolonizasyon

Gekirdek

4. T-DNAnin
transferi

Bitki Hiicresi

Agrobacterium 3.T-DNA
transfer
kompleksinin
olugturulmasi

Sekil 2.1. Bitkilerde Agrobacterium aracili transformasyonun molekiiler mekanizmasi
(Anonymous 2023b).

Kurakliga dayaniklilik genleri manipiile ederek kurakliga dayanikli gesitlerin
gelistirilmesi, stresin iistesinden gelmek i¢in potansiyel ve ¢ekici bir 6nlemdir (Chen et
al. 2021) Bu baglamda, bitkilerin kurakliga direncinin diizenlenmesinde 6nemli rol
oynayan anahtar genlerin derinlemesine arastirilmasi ve bunlarin kuraklik stresine tepki
ve adaptasyonlarinin molekiiler mekanizmalarinin aydinlatilmasi, kuraklik stresinin iiriin
verimi lizerindeki etkilerini hafifletmek icin biiyiik 6nem tagimaktadir (Yao et al. 2023).
Bir genin fonksiyonunu incelemek igin ¢esitli reverse genetik araglart gelistirilmistir; en
yaygin kullanilanlardan ikisi nakavt ve asir1 ekspresyondur (Zhang 2003). pPGFPGUSPlus
(Plasmid #64401) (Sekil 2.2) vektori bir asir1 ifade vektoriidiir. Vickers et al. (2007)
transformasyon sistemlerinin gelistirilmesini ve optimizasyonunu kolaylastirmak
amaciyla, hem yesil floresan protein (GFP) (Chalfie et al. 1994) hem de gelistirilmis bir
b-glukuronidaz (GUSPlus) (Broothaerts et al. 2005) ekspresyon kasetleri tasiyan
pGFPGUSPlus adli bir transformasyon vektorii olusturdugunu rapor etmistir. 35S
promotor:GFP ifade kaseti olusturmak i¢in, pUBIGFP’den sentetik sGFP(S65T) genini
iceren EcoRI ile kesilmis ve kiit uglu bir parca, p35SsGFP olusturmak i¢cin GUS geninin
yerini alan pBI221 plazmidine eklenmistir. pGFP::GUSPlus, p35SsGFP’den
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35S:GFP:NOS  ekspresyon kasetinin pCAMBIA1305.1’e yukar1 ydnde ve
35S:GUSPIus:NOS kasetine ters yonde, coklu klonlama bolgelerindeki HindIII ve EcoRI
bolgelerinden ligasyon yoluyla klonlanmasiyla yapilmistir. Bu sekilde, her iki raportor
genin ifadesi, iki 35S promotdriinde bulunan arttirict elementlerden yararlanir. Her
raportdr gen, dikot tiirlerinde ve birgok monokot tiiriinde aktif olan karnabahar mozaik
viriisii (CaMV) 35S promotorii tarafindan kontrol edilmektedir. Raportor gen kasetleri ve
bir higromisin diren¢ gen kaseti, T-DNA sinirlar1 arasinda yer alir ve Agrobacterium
aracili transformasyona izin verir. Her li¢ ekspresyon kaseti de kolayca ¢ikarilabilir ve

ilgilenilen bir gen veya farkli bir secilebilir direng geni ile degistirilebilir (Vickers et al.
2007).
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Sekil 2.2. p35SGFPGUSPlus vektoriiniin haritasi (Anonymous 2023c¢)
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Xue et al. (2017) yaptig1 calismada, direngli bir fasulye genotipinden bir
peroksidaz geni olan PvPOX1I’i izole edip p35SGFPGUSPlus vektoriine aktarmistir.
Ardindan Agrobacterium rhizogenes aracili sacak kok transformasyonu yoluyla hassas
bir fasulye genotipi olan BRB130’a transferi ile PvPOX1’in direncteki roliinii dogrudan
kanitlamigtir. PvPOXI geninin asir1 ekspresyonunun hem koklerde hem de transgenik
bitkilerin geri kalaninda Fusarium solgunluguna karst direnci artirdigini rapor
etmiglerdir. Sonug olarak, PvPOX]I geninin reaktif oksijen tiirlerinin (ROT) neden oldugu
asir1 duyarl yanitin ortaya ¢ikmasi yoluyla Fusarium solgunluk direncinde 6nemli bir rol
oynadigini gosterilmistir. Boylece PvPOX]I ifadesinin, ROS ile aktive edilen bir direng
mekanizmasiyla  Fusarium  solgunluguna karst konak¢r savunma  tepkisini

giiclendirebilecek degerli bir gen oldugu kanitlanmistir (Xue et al. 2017).

Vickers et al. (2009) yaptig1 calismada Populus alba’dan izole ettikleri izopren
sentaz geni modifiye ettikleri p35SGFPGUSPlus vektoriine klonlamistir. Rekombinant
vektor Agrobacterium aracili transformasyon metodu ile Nicotiana tobacum’a aktarilarak
transgenik tiitiin bitkileri elde etmistir. izopren sentazin asir1 ifadesi sonucu artan
izoprenin {i¢ abiyotik strese (1s1, kombine 1s1/151k ve ozon kaynakli oksidatif stres) karsi

koruyucu bir rol oynadigin tespit etmislerdir (Vickers et al. 2009).

Kloroplastik ~ GPAT, tilakoid membranlarda fosfatidilgliserolin  (PG)
doymamigligini belirleyen ilk anahtar enzimdir ve bitkilerin soguk, kuraklik ve yiiksek
tuzluluk streslerine toleransinda rol oynar (Xue et al. 2019). PG, yiiksek bitkilerdeki
kloroplastlarin tilakoid membranlarindaki tek fosfolipittir ve sentezi, kloroplast stromada
lokalize olan gliserol-3-fosfat agiltransferaz tarafindan baslatilir. Enzim, lisofosfatidik
asit (LPA) olusturmak i¢in bir agil zincirini G3P’nin sn-1 pozisyonuna aktarir. Daha sonra
palmitoil (16:0) acil zinciri, fosfatidik asit (PA) iiretmek i¢in yalnizca LPA’nin sn-2
konumunda esterlesmektedir. Bu PA, PG’nin sentezi i¢in kullanilir (Wada and Murata

2007; Xue et al. 2019).

Daha 6nce yapilan ¢alismalarda doymamis yag asidi igerigini artirarak, bitkinin
soguk, kuraklik, sicaklik ve tuz gibi farkli kosullara karsi toleransini degistirebilecegi
bildirilmistir (Sui et al. 2017). Bu ¢alismalardan biri olan A¢t4STI’in tiitlinde asiri

ekspresyonunu, hem fosfatidilgliseroldeki yag asitlerinin doymamiglik derecesini hem de
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tiitlinlin soguk stresine karsi1 direncini arttirdigini gésterdi (Murata et al. 1992). Celtikte
yapilan in vivo deneyde ise Arabidopsis kloroplast GPAT geni (AtATS1) aktarilmis geltik
bitkilerinde ger¢eklesen PG’deki artis, fotosentetik oranlari ve diisiik sicakliklarda
bliylimeyi iyilestirmistir (Ariizumi et al. 2002). Sui et al. (2007), LeATSI’in asir1
ekspresyonunun, domatesin tilakoid membranlarindaki PG cis-doymamis yag asitlerinin
seviyelerini artirdigin1 ve bunun sonucunda PSI’de soguk stresin neden oldugu
fotoinhibisyonunun iyilesmesini destekledigini bildirmistir (Sui et al. 2007). Yan et al.
(2008) tatl biberden elde edilen A7'S7’in tiitiin bitkisine transferi sonucunda transgenik
tiittinde tilakoid membran lipitlerindeki artisin fotosentetik iirlinlerin termotoleransini

artirdigin1 rapor etmistir (Yan et al. 2008).

Ammopiptanthus  mongolicus’ta  yapilan ¢alismada AmGPAT  geninin
fonksiyonunu karakterize etmek i¢in Arabidopsis’e transformasyonu gergeklestirilmistir.
AmGPAT geninin Arabidopsis’te yapisal ifadesi, cis-doymamis yag asitlerinin, 6zellikle
PG igerigini, linolenik asit (18:3) seviyesini ve transgenik soylardaki diger kloroplast lipit
igerigini artirmigtir. Daha da 6nemlisi, transgen, transgenik bitkilerin sadece soguk
stresine degil ayn1 zamanda hem hiicresel hem de tiim bitki kisimlarindaki oksidatif strese

karsi tolerans1 6nemli 6l¢lide artirmistir (Xue et al. 2019).

Sui et al. (2017) Suaeda salsa’dan izole edilen 1167 bp niikleotitlik SsGPAT
geninin Arabidopsis’te asir1 ifadesini gerceklestirmistir. Transgenik Arabidopsis
bitkilerini tuz stresine maruz birakarak SsGPAT genini tuz stresindeki roliinii ortaya
cikarmigtir. Tuz stresi altindaki kontrol bitkisine gore asir1 eksprese edilmis transgenik
bitkilerde, klorofil i¢erigi, PSII'nin fotokimyasal verimliligi, PSI oksidorediiktif aktivitesi
ve PG’nin doymamis yag asidi igeriginin artmistir. Bu sonuglar, Arabidopsis’te
SsGPAT 1n asir1 ekspresyonu PG’deki cis-doymamis yag asidi seviyelerini artirmistir. PG
cis-doymamis yag asitlerinin artigsi, PSI ve PSII’nin fotoinhibisyonunu hafifleterek

fotosentez elemanlarini korumus ve tuz toleransini artirmistir (Sui et al. 2017).
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Bitki materyalleri, bakteri suslar1 ve plazmitler

Arastirmada kullanilan Phaseolus vulgaris cv “Serra” ve “Elkoca-05" ve gen
aktarim calismalarinda kullanilan Nicotiana benthamiana bitkileri Erzurum Teknik
Universitesi, Fen Fakiiltesi, Molekiiler Biyoloji ve Genetik Béliimii’nden temin
edilmistir. Arastirmada fasulyeden izole edilen DNA pargasinin ¢ogaltilmasinda
CloneJET (Thermo Scientific, #K1231) klonlama vektorii kullanilmistir. Asirt ifade
vektorii olarak pGFPGUSPlus (Addgene plasmid #64401) plazmiti kullanilmistir.
Plazmitlerin ¢ogaltilmasinda Escherichia coli IM101 ve gen aktarim caligmalarinda

Agrobacterium tumefaciens AGL1 bakteri suslar1 kullanilmistir.

3.1.2. Kullanilan kimyasallar

Bu tez calismasinda kullanilan kimyasallar ve kullanim amaglar1 Cizelge 3.1°de

verilmigtir.

Cizelge 3.1. Tez calismasinda kullanilan kimyasallar ve kullanim amaglari

Kimyasalin Adi Kullanim Amaci

Agar Bitki doku kiiltiirli galismalarinda kullanilmustir.

Agaroz iki boyutlu jel elektroforezi calismalarinda kullanilmistir.
Ampisilin Bakteri seleksiyon ortaminda kullanilmistir.
Asetosiringon Gen aktarim ¢alismalarinda kullanilmistir.
B-merkaptoetanol DNA izolasyonu calismalarinda kullanilmistir.

Borik asit iki boyutlu jel elektroforezi calismalarinda kullanilmistir.
Bromophenol blue iki boyutlu jel elektroforezi calismalarinda kullanilmistir.

Etilendiamin tetra asetik asit (EDTA) Iki boyutlu jel elektroforezi ve DNA izolasyonu
caligmalarinda kullanilmisgtir.

Etidyum Bromiir (EtBr) iki boyutlu jel elektroforezi calismalarinda kullanilmistir.

Etil alkol (EtOH) Genel  sterilizasyonda ve  DNA-RNA  izolasyonu
caligmalarinda kullanilmistir.

Fenol-Kloroform DNA-RNA izolasyonu ¢aligmalarinda kullanilmisgtir.

Gliserol Bakterilerin stoklanmasinda kullanilmustir.

Hidroklorik asit (HCI) Tampon ¢dzelti hazirlamada kullanilmistir.

Izopropanol DNA izolasyonu ¢aligsmalarinda kullanilmgtir.

Indol-3-Asetik Asit (IAA) Bitki doku kiiltiirii ¢alismalarinda kullanilmastir.

Kanamisin Bakteri seleksiyon ortaminda kullanilmustir.

LB broth Bakteri biiyiitme ortaminda kullanilmistir.
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Cizelge 3.1. (Devam)

MES hidrat

Bitki doku kiiltiirli galismalarinda kullanilmistir.

MS Vitamin Solution 1000 X

Bitki doku kiiltiirli galismalarinda kullanilmistir.

MS temel besi ortami

Bitki doku kiiltiirli galismalarinda kullanilmistir.

Siikroz Bitki doku kiiltiirli galismalarinda kullanilmistir.

Sefotaksim In vitro ortamda agro eleminasyonunda kullanilmistir.

Trizol reagent RNA izolasyonu ¢aligmalarinda kullanilmistir.

Taqg 2X Master Mix PCR calismalarinda kullanilmstir.

Tris iki boyutlu jel elektroforezi ve DNA izolasyonu
calismalarinda kullanilmistir.

PVP40 DNA izolasyonu calismalarinda kullanilmistir.

CTAB DNA izolasyonu calismalarinda kullanilmistir.

Sodyum hipoklorit Sterilizasyon ¢alismalarinda kullanilmistir.

o -naftalin asetik asit (NAA)

Bitki doku kiiltiirli galismalarinda kullanilmustir.

6-benzil amino piirin (BAP)

Bitki doku kiiltiirli galismalarinda kullanilmustir.

Higromisin Bitki seleksiyon ortaminda kullanilmistir.

PEG6000 Kuraklik stresi uygulama galismalarinda kullanilmistir.
NaCl Tuz stresi uygulama caligmalarinda kullanilmistir.
Melatonin Stres iyilestirici ajan olarak kullanilmistir.

Sybr Green Mix gPCR ¢aligmalarinda kullanilmistir.

Streptomisin Bakteri seleksiyon ortaminda kullanilmistir.

Rifamisin Bakteri seleksiyon ortaminda kullanilmistir.

YEB ortami Bakteri biiyiitme ortaminda kullanilmistir.

Hoagland soliisyonu Hidrofonik ortamda bitkilerin biiyiitiilmesinde kullanilmistir.
cDNA sentez kiti cDNA sentezi ¢aligmalarinda kullanilmistir.
Thiyobarbitiirik asit MDA analizi ¢galigmalarinda kullanilmistir.
Trikloroasetik asit MDA analizi ¢calismalarinda kullanilmistir.

H,0, Hidrojen peroksit analizi ¢aligmalarinda kullanilmistir.

3.1.3. Kullanilan cihazlar

Tez caligmasinda kullanilan cihazlar Cizelge 3.2 de verilmistir.

Cizelge 3.2. Tez calismasinda kullanilan cihazlar

Cihaz Ad1 Marka/model

Bitki Bilyiitme Kabini Wisd/SWGC-450
Santrifiyj Hettich/1406

Manyetik Karisgtirici Wisd/MSH-20D

Hassas Terazi Shimadzu/ATX224

4°C Sogutucu Simens/KD5S6NAW35N
-20°C Sogutucu Beko

Emniyet Kabini Biobase/BSC-70011A2
Su Banyosu Wisd/WB-11
Spektrofotometre ThermoFisher/Multiskan Go
Real Time PCR Qiagen/Rotor-Gene Q

Jel Goruntiileme Cihazi

Bio-rad/Universal Hood III

Elektroforez Sistemi

Bio-rad/PowerPac Basic

PCR

SensoQuest/LabCycler Gradient

Etiiv

Wisd/WIR-150

Calkalamali Inkiibator

Zhicheng/ZHWY-2102C
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Cizelge 3.2. (Devam)

Otoklav Hirayama/HV-50L

-80°C Sogutucu ThermoFisher/FDE40086FV
Sinif I Emniyet Kabini Esco/NC2-4L8

Inkiibator Memmert/IN110

Mikropipet Takimi Eppendorf

Klorofil Olger Spektrometre Konica Minolta/SPAD 502
Klorofil Florometrekare Hansatech/Handy PEA

EC Metre Mettler Toledo/SevenGo Duo
pH Metre Mettler Toledo/SevenCompact
Mikrodalga Altus

Doku Pargalayict Qiagen/TissueLyser LT

3.2. Yontem

3.2.1. Arastirmada kullanilan soliisyonlarin hazirlamsi

%70’lik EtOH hazirlanisi

%99,8 saflikta olan etil alkolden 700 ml alinarak son hacim 1000 ml olacak

sekilde saf su ile hazirlanmstir.

%1°lik NaOCI soliisyonunun hazirlanis

Ticari olarak temin edilen Giildal marka %5°lik NaOCI’den 100 ml alarak son

hacim 500 ml olacak sekilde saf su ile hazirlanmistir.

%20’lik PEG6000 soliisyonunun hazirlanisi

200 g PEG6000 tartilmistir ve bir miktar saf suda ¢ozdiiriildiikten sonra son hacim

1000 ml’ye tamamlanmuistir.

150 mM NacCl soliisyonunun hazirlanigi

8,766 g NaCl tartilmistir ve bir miktar saf suda ¢ozdiiriildiikten sonra son hacim

1000 ml’ye tamamlanmuistir.

20 mM CacCl; soliisyonunun hazirlanisi
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294,02 g tartilip CaCl22H>0 bir miktar saf suda ¢ozdiiriildiikten sonra son hacim

100 mI’ye tamamlanmugtir.

%10’luk Gliserol soliisyonunun hazirlanisi

Saf gliserolden 1 ml alinarak son hacim saf su ile 10 ml’ye tamamlanmustir.

100 mg/ml Kanamisin stok soliisyonunun hazirlanisi

1 g Kanamisin siilfat (Gibco, 11815-024) alinarak 10 ml distile suda
¢cOzdiirlilmiistiir. Hazirlanan soliisyon 0,22 um goézenekli seliiloz asetat filtreden

gecirilerek sterilize edilmistir.

25 mg/ml Rifamisin stok soliisyonunun hazirlanisi

250 mg Rifamisin (Duchefa, R0146) alinarak 10 ml DMSO’da ¢ozdiiriilmiistiir.
Hazirlanan soliisyon 0,22 pum gézenekli seliiloz asetat filtreden gecirilerek sterilize

edilmistir.

100 mg/ml Ampsilin stok sollisyonunun hazirlanisi

1 g Ampsilin (Sigma, A9393) alinarak 10 ml distile suda ¢ozdiirilmistiir.
Hazirlanan soliisyon 0,22 pum gézenekli seliiloz asetat filtreden gecirilerek sterilize

edilmistir.

50 mg/ml Streptomisin stok soliisyonunun hazirlanisi

500 mg Streptomisin (Duchefa, S0148) alinarak 10 ml suda ¢ozdiiriilmiistiir.
Hazirlanan soliisyon 0,22 pum gézenekli seliiloz asetat filtreden gecirilerek sterilize

edilmistir.

25 mg/ml Higromisin stok soliisyonunun hazirlanist

250 mg Higromisin (Gold Bio, H-270-1) alinarak 10 ml suda ¢6zdiiriilmistiir.
Hazirlanan soliisyon 0,22 pum gézenekli seliiloz asetat filtreden gecirilerek sterilize

edilmistir.
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200 mg/ml Sefotaksim stok soliisyonunun hazirlanisi

2 g Sefotaksim (Gold Bio, C-104-1) alinarak 10 ml suda c¢ozdiirtilmiistiir.
Hazirlanan soliisyon 0,22 pum gézenekli seliiloz asetat filtreden gecirilerek sterilize

edilmistir.

100 mM Asetosiringon stok soliisyonunun hazirlanisi

19,62 mg Asetosiringon (ACROC, 115540050) alinarak 500 ul DMSO’da
¢Ozdiiriiliip son hacim saf su ile 1 ml’ye tamamlanmistir. Hazirlanan soliisyon 0,22 pm

gozenekli seliiloz asetat filtreden gecirilerek sterilize edilmistir.

1 mg/ml Benzilaminopurin (BAP) stok sollisyonunun hazirlanigi

100 mg Benzilaminopurin (Sigma, B3408) alinarak bir miktar saf su eklenmistir.
3 ml 1 N NaOH e ilavesi ile tamamen ¢oziinmesi saglanmistir. Coziindiikten sonra son

hacim 100 mI’ye tamamlanmustir.

1 mg/ml Naftalin asetik asit (NAA) stok soliisyonunun hazirlanisi

100 mg naftalin asetik asit (Sigma, N0640) alinarak bir miktar saf su eklenmistir.
3 ml 1 M NaOH ilavesi ile tamamen ¢dziinmesi saglanmistir. Coziindiikten sonra son

hacim 100 mI’ye tamamlanmustir.

1 mg/ml Indol asetik asit (IAA) stok soliisyonunun hazirlanist

100 mg indol asetik asit (Sigma, [3750) almmarak 5 ml EtOH igerisinde

¢Oziindiikten sonra son hacim 100 ml’ye tamamlanmastir.

0,5 M Tris soliisyonunun hazirlanisi

12,11 g tris alinarak 100 ml saf su ile ¢ozdiiriilmiistiir. 1 N HCI kullanilarak pH:
8.0’a ayarlanmistir. Son hacim saf su ile 200 ml’ye tamamlanmis ve otoklav ile sterilize

edilmistir.

0,5 M EDTA soliisyonunun hazirlanisi
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37,22 g EDTA aliarak 150 ml saf su ile ¢ozdiiriilmiistiir. NaOH kristalleri
kullanilarak pH: 8.0’a ayarlanmigtir. Son hacim saf su ile 200 ml’ye tamamlanmis ve

otoklav ile sterilize edilmistir.

10X TBE Buffer stok soliisyonunun hazirlanisi

22,0 g borik asit, 43,2 g tris alinarak 200 ml saf suda ¢ozdiiriilmiistiir. Hazirlanan
cozeltiye 0,5 M EDTA soliisyonundan 8 ml eklenmistir. pH: 8.0’a ayarlandiktan sonra

son hacim saf su ile 400 ml’ye tamamlanmis ve otoklav ile sterilize edilmistir.

1X TBE Buffer’in hazirlanisi

10X TBE Buffer’dan 50 ml alinip 450 ml saf suyla 500 ml’ye tamamlanmustir.

%S5 Trikloasetikasit (TCA) soliisyonunun hazirlanisi

5 g TCA 50 ml saf suda ¢ozdiriilmiis ve son hacim 100 ml’ ye saf su ile

tamamlanmustir.

MDA reaksiyon soliisyonun hazirlanisi

20 g TCA ve 0,5 g Tiyobarbiitirik asit (TBA) 50 ml saf suda ¢ozdiiriilmiis ve son

hacim 100 mI’ye tamamlanmustir.

Hidrojen peroksit (H20O») reaksiyon soliisyonunun hazirlanisi

0,0272 g KH>POs4 bir miktar saf suda c¢ozdiiriilerek, KOH ile pH: 7,0’a
ayarlanmigtir. Sonrasinda c¢ozeltiye 3,32 g KI eklenerek son hacim 10 ml’ye
tamamlanmistir. HoO» 6l¢iimiinde blank olarak kullanilmak iizere 290, 580, 870 uM H>O»

cozeltileri (100 ml’de sirasiyla 2,5, 5 ve 7,5 ul) hazirlanmis ve kullanilmistir.

5 M NaCl soliisyonunun hazirlanisi

292,4 g NaCl alinarak bir miktar saf suda ¢ozilindiikten sonra son hacim 1000

ml’ye tamamlanmis ve otoklav ile sterilize edilmistir.

%?2’lik CTAB stok soliisyonunun hazirlanisi
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10 g CTAB ve 4,1 g NaCl alinarak 50 ml saf suda 1s1 yardimiyla ¢ozdiirtilmistiir.

Son hacim saf su ile 100 ml’ye tamamlanmis ve otoklav ile sterilize edilmistir.

%S35,4’°liik PVP40 stok soliisyonunun hazirlanisi

5,4 g PVP40 almarak 70 ml saf suda c¢ozdiiriiliip son hacim 100 ml’ye

tamamlanmaigtir.

DNA izolasyon soliisyonunun hazirlanigi

%?2’lik CTAB soliisyonundan 10 ml, 5 M NaCl soliisyonundan 14 ml, 0,5 M
EDTA soliisyonundan 2 ml, %5,4’liik PVP40 soliisyonundan 18,5 ml ve 0,5 M Tris

sollisyonundan 5,5 ml alinarak hazirlanmstir.

Kloroform: izoamil alkol (24:1) soliisyonunun hazirlanisi

48 ml kloroform ve 2 ml izoamil alkol alinarak hazirlanmstir.

Luria-Bertani (LB) broth besi ortaminin hazirlanisi

10 g Triptofan, 10 g NaCl ve 5 g maya ekstrakti i¢eren ticari olarak temin edilmis
LB broth ortamindan 25 g alinarak 1 1 saf suya eklenmistir ve 15 dk boyunca 121°C’de

otoklavlanmustir.

LB agar besi ortaminin hazirlanisi

1 litre besi ortami elde etmek i¢in LB broth’tan 25 g ve agardan 12 g alinarak 1 1
saf suya eklenmistir ve 15 dk boyunca 121°C’de otoklavlanmistir.

YEB besi ortaminin hazirlanisi

5 g sigir ekstrakti, 1 g maya ekstrakti, 5 g pepton, 5 g siikroz ve 0,5 g MgCl,

alinarak 1 litre saf su ile hazirlanmistir ve 15 dk boyunca 121°C’de otoklavlanmustir.

Indiiksiyon ortaminin hazirlanisi

YEB ortami icerigi ve 0,5 g MES hidrat alinarak 990 ml saf suda ¢ozdiirtilmiis ve
IN KOH ¢ozeltisi kullanilarak ortamin pH=5,8’¢ ayarlanmistir ve 15 dk boyunca
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121°C’de otoklavlanmistir. Soguduktan sonra, 100 mM asetosiringon, 100 mg/ml
kanamisin, 25 mg/ml rifampisin, 100 mg/ml ampsilin ve 50 mg/ml streptomisin olacak
sekilde antibiyotikler eklenerek son hacim saf su ile 10 ml’ye tamamlanan soliisyon 0,22

um gozenekli seliiloz asetat filtreden gegirilerek besi ortamina eklenmistir.

MMA ortaminin hazirlanist

4,3 g MS tuzu, 20 g siikroz ve 0,5 g MES hidrat alinarak 990 ml saf suda
¢cOzdiirilmiis ve 1IN KOH ¢6zeltisi kullanilarak ortamin pH=5,8"e ayarlanmistir ve 15 dk
boyunca 121°C’de otoklavlanmistir. Soguduktan sonra ortama 1ml MS vitamin (1000x)
(Sigma M3900) ve 9 ml saf sudan olusan soliisyon 0,22 um goézenekli seliiloz asetat

filtreden gecirilerek eklenmistir.

MS besi ortaminin hazirlanisi

4,3 g MS tuzu, 20 g siikroz, 8 g agar ve 0,5 g MES hidrat alinarak 990 ml saf suda
¢ozdiiriilmiis ve 1N KOH ¢ozeltisi kullanilarak ortamin pH=5,8’¢e ayarlanmistir ve 15 dk
boyunca 121°C’de otoklavlanmistir. Soguduktan sonra ortama 1ml MS vitamin (1000x)
ve 9 ml saf sudan olusan soliisyon 0,22 pum gozenekli seliiloz asetat filtreden gegirilerek

eklenmistir.

MSII besi ortaminin hazirlanist

4,3 g MS tuzu, 20 g siikroz, 8 g agar ve 0,5 g MES hidrat alinarak 990 ml saf suda
¢cOzdiirilmiis ve 1IN KOH ¢d6zeltisi kullanilarak ortamin pH=5,8"e ayarlanmistir ve 15 dk
boyunca 121°C’de otoklavlanmistir. Soguduktan sonra, 1 mg/ml BAP, 0,1 mg/ml NAA,
25 mg/ml higromisin ve 200 mg/ml sefotaksim olacak sekilde bilesenler ve 1ml MS
vitamini (1000x) eklenerek son hacim 10 ml’ye tamamlanan soliisyon 0,22 uM gozenekli

seliiloz asetat filtreden gegirilerek besi ortamina eklenmistir.

MSIII besi ortaminin hazirlanisi

4,3 g MS tuzu, 20 g siikroz, 8 g agar ve 0,5 g MES hidrat alinarak 990 ml saf suda
cozdiiriilmiis ve 1N KOH c¢o6zeltisi kullanilarak ortamin pH=5,8’e ayarlanmistir ve 15 dk
boyunca 121°C’de otoklavlanmistir. Soguduktan sonra, 25 mg/ml higromisin, 200 mg/ml
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sefotaksim ve 1 mg/ml IAA olacak sekilde bilesenler ve 1ml MS vitamini (1000x)
eklenerek son hacim 10 ml’ye tamamlanan soliisyon 0,22 um goézenekli seliilloz asetat

filtreden gecirilerek besi ortamina eklenmistir.

3.2.2. GPAT genlerinin arastirilmasi ve tanimlanmasi

GPAT gen ailesi iyelerinin fasulye (Schmutz et al. 2014), soya fasulyesi
(Valliyodan et al. 2019), Arabidopsis (Lamesch et al. 2011), Vitis vinifera, Cicer
arietinum ve Lens culinaris genomlarindaki protein dizilerini elde etmek i¢in gereken
Pfam Erisim Numarasini (PF01553) elde etmek i¢in Pfam veri tabanindan (Mistry et al.
2021) yararlanilmistir. Bu erisim numarasina sahip tiim olast GPAT protein dizilerini
bulmak i¢in Phytozome v13 (Goodstein et al. 2012) veritabani ile Blastp ve Hidden
Markov Model (HMM) taramasi yapilmistir. Ayrica, PvGPAT genlerinin CDS (kodlama
dizisi), genomik, transkript ve promotdr dizileri Phytozome v13 veri tabanindan elde

edilmistir.

3.2.3. GPAT genlerinin yapisi, korunmus motifleri, cis-diizenleyici elementleri,

kromozomal konumu ve gen duplikasyon durumunun analizleri

P. vulgaris GPAT (PvGPAT) genlerinin ekzon ve intron organizasyonu, veri
tabanlarinda depolanan genomik DNA dizileri kullanilarak ve gen organizasyonu ve
yapisinin protein evrimi ve tiirler arasindaki islevsel farkliliklar {izerindeki ilkeleri ve
potansiyel etkileri anlagilarak belirlenmistir (Wang et al. 2013). PvGPAT genlerinin
ekzon-intron bolgelerinin baslangic ve bitis noktalar1 hakkinda bilgi igeren annotation-
gene-transcript (gff3) dosyasi Phytozome v13 veri tabanindan elde edilmistir. PVGPAT
amino asit dizilerinin ek korunmus motifleri “Multiple EM for Motif Elimination
(MEME)” programi kullanilarak elde edilmistir (Bailey et al. 2006). Maksimum motif
sayis1 10 olarak belirlenirken, motif genisligi aralig1 2 ila 50 olarak belirlenmistir. Tema
bolgeleri 6 ila 300 arasinda degismektedir. Domain dagilimini olusturmak i¢in herhangi
bir sayida tekrar kullanilmistir. Taninan motifleri aramak i¢in InterPro veritabaninin
varsayilan ayarlar1 kullanilmistir (Quevillon et al. 2005). PvGPAT genleri i¢in korunmus
motif bilgileri “NCBI Conserved Domain Search” tarayicisindan elde edilmistir. Elde

edilen veriler TBtools programi ile gorsellestirilmistir (Chen et al. 2020). Ek olarak,
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fasulyelerde korunmus bolge dizi analizi i¢in, PvGPAT proteinlerinin BLOCK I-1I-1II ve
-IV domainlerinin dizi logo analizleri WEBLOGO c¢evrimi¢i web araci kullanilarak
gergeklestirilmistir (Crooks et al. 2004). Fasulye kromozomu iizerindeki PvGPAT
genlerinin boyutlar1 ve yerlesimleri Phytozome v13 wveri tabami kullanilarak
belirlenmistir. PvGPAT genlerinin konumlari tiim fasulye kromozomlar1 {izerinde not
edilmis ve TBtools programi kullanilarak ¢izilmistir. PvGPAT genlerinin ikili gen g¢iftleri
arasindaki esanlamli olmayan (Ka), esanlamli (Ks) degerleri ve evrimsel zorlamalar
(Ka/Ks) PAML arayiizii (Yang 2007) ve PAL2NAL tarayicis1 kullanilarak
tanimlanmistir. PlantCARE (Lescot et al. 2002) kullanilarak PvGPAT gen ailesinin tim
tiyeleri icin yaklasik 2 kb DNA iceren 5 yukar1 akis bolgesine cis-element analizi

uygulanmistir. Elde edilen veriler TBtools araci kullanilarak analiz edilmistir.

3.2.4. PvGPAT proteinlerinin fizyolojik parametreleri ve hiicre alti lokalizasyonu

Fasulyedeki GPAT proteinlerinin amino asit sayisi, teorik izoelektrik noktas1 (pl),
molekiiler agirligl, kararsizlik indeksi ve stabilizasyon durumu ProtParam kullanilarak
belirlenmistir. Fasulye GPAT protein dizilerinin hiicre alt1 lokalizasyonlart WoLF

PSORT kullanilarak belirlenmistir (Horton et al. 2007).

3.2.5. Filogenetik agac ve dizi hizalama analizleri ve fasulye, soya fasulyesi ve

Arabidopsis arasinda karsilastirmalh haritalama

Filogenetik analiz icin 1000 tekrarli bootstrap degeri ile maksimum olabilirlik
(ML) modeli kullamilmustir. G. max, A. thaliana, P. vulgaris, V. vinifera, L. culinaris ve
C. arietinum’un GPAT protein dizileri Clustal W (Thompson et al. 1997) kullanilarak
hizalanmistir. Hizalanan veriler, MEGA v11 programi (Kumar et al. 2016) kullanilarak
bir filogenetik agac olusturulmustur. Evrimsel agac Interaktif Yasam Agaci (iTOL)

tarayicisi kullanilarak olusturulmustur (Letunic and Bork 2011).

A. thaliana, G. max ve P. vulgaris GPAT genlerinin ortologlarini belirlemek i¢in
“Coklu Dogrusallik Tarama Arag Seti (MCScanX)” kullanilmistir (Wang et al. 2012).
Ortolog genlerin protein dizileri Phytozome v13 kullanilarak kesfedilmistir. Arabidopsis,
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fasulye ve soya fasulyesindeki GPAT genlerinin sinteni haritas1i TBTools kullanilarak

olusturulmustur

3.2.6. Gen Ontolojisi (GO) analizi, homoloji modellemesi ve PvGPAT

proteinlerinin protein-protein etkilesimleri

Proteinleri modellemek icin daha ©nce bulunan GPAT protein dizileri
kullanilmustir. Proteinlerin 3D yapilarinin simiilasyonlart Phyre? (Kelley et al. 2015)
kullanilarak elde edilmistir. Giiven araligi>%90 olan simiilasyonlar tercih edilmistir.
Protein-protein etkilesimlerinin fiziksel ve islevsel baglantilarin1 belirlemek ig¢in
“Etkilesen Genlerin/Proteinlerin Elde Edilmesi i¢in Arama Araci (STRING)” veritabani
(Szklarczyk et al. 2021) kullanilmistir. Toplanan veriler siniflandirilmis ve her protein-
protein etkilesimi i¢in bir giiven puani (0,7) ile iliskilendirilmistir. Etkilegen proteinlerin
maksimum sayist 5 olarak belirlenmistir. PvGPAT proteinlerinin GO verilerine
(molekiiler islevler, hiicresel bilesenler ve biyolojik siiregler) Blast2GO, Omics Box
(Gotz et al. 2008), STRING veritabant ve DAVID: Functional Annotation Tool ¢evrimigi
tarayicilar1 (Huang et al. 2007) ile erisilmistir

3.2.7. PvGPAT genlerinin transkriptomik gen ifade diizeyleri

PvGPAT genlerinin ifade modellerini incelemek i¢in Illumina RNA-seq verileri
NCBI veri tabaninin Dizi Okuma Arsivi (SRA) veri bankasindan toplanmistir. flgili
RNA-seq verilerini bulmak i¢in tuz ve kuraklik stresi erisim numaralar1 elde edilmistir.
Kuraklik stresi analizi igcin SRR8284480 (kontrol) ve SRR8284481 (14 giinliik kuraklik)
erisim numaralar1 kullanilmistir (Gregorio et al. 2020). Tuz stresi analizi ig¢in
SRR13434024 (kontrol), SRR13434021 (3 saat tuz), SRR13434019 (6 saat tuz),
SRR13434026 (12 saat tuz) ve SRR14120315 (24 saat tuz) erisim numaralar
kullanilmistir (Anonymous 2023d). Gen ifadesi verilerini standardize etmek i¢in bir
milyon eslenmis okumanin ekzon modelinin kilobaz basina okuma (RPKM) teknigi
kullanilmistir. Ayrica, fasulye bitkilerinin farkli gelisim agamalarina (olgun yesil bakla,
geng bakla, govde, kok, nodiil, yaprak, ¢icek ve ¢igek tomurcugu) karsilik gelen ifade
verileri Phytozome v13 veri tabanindan FPKM seklinde elde edilmistir. Heatmap

analizleri, RPKM ve FPKM verileri kullanilarak TbTools programinda olusturulmustur.
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3.2.8. Bitkilerin biiyiitiilmesi, melatonin tuz ve kurakhk uygulamalari

Fasulye tohumlart ilk olarak %70’lik EtOH’de 5 dk inkiibe edildikten sonra 3 defa
ddH»O yikanarak alkolden uzaklastirilmistir. Ardindan %1°lik NaOCI ¢ozeltisinde 15 dk
siireyle ylizey sterilizasyonuna tabi tutulduktan sonra ddH»>O ile iyice durulanmistir. Steril
tohumlar 1/10 Hoagland ¢ozeltisi ile nemlendirilmis perlit dolu saksilara ekilmistir.
Fideler, 24°C°de ve %60 bagil nemde 250 mmol m™s™! fotosentetik foton akisina sahip
kontrollii bir ortam biiyiime odasinda ii¢ yaprakli olana kadar saksilarda biiyiitiilmiistiir.
Ayni biiytikliikteki bitkiler daha sonra 0,5 1 hazirlanmis 1/10 Hoagland ¢ozeltisi ile
desteklenmis bir hidrofonik ortama aktarilmistir (Hoagland and Arnon 1950). Esit
boyuttaki fidelere, kuraklik ve tuz stresi uygulamadan once spreyleme yontemi ile
yapraklara 0 ve 200 uM konsantrasyonlarinda melatonin (MEL) uygulanmistir. Ayni1
biliylime kosullar1 altindaki fasulye bitkilerine dokuz giin boyunca, 150 mM NaCl ile
desteklenmis Hoagland ¢ozeltisi kullanilarak orta derecede tuzluluk stresi uygulanmastir.
Bununla birlikte, ayn1 kosullar altindaki diger fasulye bitkileri 24 saat boyunca %20
PEG6000 ile desteklenmis Hoagland ¢ozeltisiyle kuraklik stresine maruz birakilmistir
(Aygéren et al. 2023). iki farkli fasulye cesidinde gergeklestirilen deneme modeli Cizelge
3.3’te verilmistir. Uygulamalardan sonra fasulye bitkilerinin yaprak dokular1 sivi azot
icine alinmis ve c¢alisma yapilana kadar -80°C’de muhafaza edilmistir. Calismada
kullanilan fasulye bitkileri her uygulama basina {i¢ biyolojik tekrar olacak sekilde

yetistirilmistir.

Cizelge 3.3. Fasulye ¢esitlerine uygulanan tuz, kuraklik ve MEL konsantrasyonlar1

Uygulama Fasulye Cesidi MEL (upM) NaCl (mM) PEG6000 (%)
Kontrol Elkoca-05 0 0 0
Kontrol Serra 0 0 0
Tuz Elkoca-05 0 150 0
Tuz Serra 0 150 0
MEL Elkoca-05 200 0 0
MEL Serra 200 0 0
Kurakhk Elkoca-05 0 0 20
Kurakhk Serra 0 0 20
Tuz + MEL Elkoca-05 200 150 0
Tuz + MEL Serra 200 150 0
Kurakhk + MEL | Elkoca-05 200 0 20
Kurakhk + MEL | Serra 200 0 20
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3.2.9. GPAT genlerinin ifade diizeylerinin belirlenmesi

3.2.9.1. Total RNA izolasyonu

Uygulamalarin  gergeklestirildigi fasulye bitkilerinin yaprak dokularindan
TRIzol® reagent (Invitrogen Life Technologies) kullanilarak {ireticinin talimatlar
dogrultusunda RNA izolasyonu yapilmistir. RNA izolasyonu asagida belirtildigi gibi
gerceklestirilmistir.

. Alinan yaprak oOrnekleri sivi azot yardimiyla havanda toz haline
getirilmistir. Toz halindeki orneklerden 100 mg olacak sekilde mikrosantrifiij

tiiplerine alinmistir.

. Orneklerin {izerine 1 ml TRIzol reaktifi eklenmistir. Ornekler iyice

parcalanarak homojenize edildikten sonra 5 dk oda sicakliginda bekletilmistir.

. Orneklere 0,2 ml kloroform eklendikten sonra hizli bir sekilde 15 s elle

calkalanmistir. Ardindan 6rnekler 10 dk oda sicakliginda bekletilmistir.

o 14000 rmp’de 4°C’de 20 dk santrifiij edilmistir. En tstteki faz temiz bir

mikrosantrifiij tiipiine alinmstir.

o RNA’y1 ¢oktiirmek i¢in 0,5 ml izoporopanol eklendikten 10 dk oda
sicakliginda bekletilmistir.

o 14000 rmp’de 4°C’de 10 dk santrifiij edilmistir. Stipernatant uzaklastirilip
RNA peletine 1 ml %75’lik EtOH eklenerek yikanmuigtir.

o 10000 rmp’de 4°C’de 5 dk santrifiij edilmistir. EtOH uzaklastirilip 10 dk

hava kurutmasi yapilmistir.

o RNA peleti 50 pl niikleaz icermeyen su ile ¢ozdiiriilmistiir. Ardindan

1sitict blokta 55°C’de 10 dk bekletilmistir.

o RNA o6rneklerinin Azso280 O.D. degeri Ol¢iilmiistiir.
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3.2.9.2. RNA konsantrasyonlarinin tespit edilmesi ve agaroz jel elektroforezi

Orneklerin total RNA konsantrasyonlar1 Nanodrop cihazinda dlgiimleri yapilmis
ve Azsongo O.D. degerindeki veriler kaydedilmistir. RNA 6rneklerinin konsantrasyonu
1000 ng ayarlanip 6rneklere 3 pl 2X loading dye eklenip %1,2°1lik agaroz jelde 90 voltta,
40 dk boyunca yiritilmiistiir. Jel, Bio-Rad ChemiDoc MP UV-Transilliiminator

cihazinda goriintiilenmistir.

3.2.9.3. cDNA sentezi

cDNA sentezi, 1000 ng’a esitlenen RNA orneklerinden Thermo RevertAid First
Strand cDNA sentez kitinin (#K1622) talimatlar1 dogrultusunda yapilmistir. cDNA sentez
karigimi Cizelge 3.4’e gore hazirlanmistir. Hazirlanan karigim vortekslenmistir. Ardindan
ornekler PCR cihazinda 42°C’de 60 dk inkiibasyona birakilmistir. Sentez islemini
sonlandirmak igin 70°C’de 5 dk bekletilmistir. Ornekler ¢alisma yapilincaya kadar-
20°C’de bekletilmistir.

Cizelge 3.4. cDNA sentez karigimi

Reaksiyon Bilesenleri Miktar1
Toplam RNA (1000 ng) ---
RevertAid M-MuLV Reverse Transcriptase 1 ul
RiboLock RNase Inhibitor 1 ul

5X Reaction Buffer 4 ul
10mM dNTP Mix 2 ul
Oligo(dT);s Primer 1 ul
Niikleaz igermeyen su -—--
Toplam 20 pl

Elde edilen cDNA’lar fasulye [ actin ileri  primeri (5'-
TGAGCAAGGAGATTACAGCATTGG-3") ve geri primeriyle (5'-
CATACTCTGCCTTCGCAATCCAC-3") dogrulanmistir. Asagidaki talimatlara uygun
bir sekilde PCR islemi gergeklestirilmistir. PCR Karisimi Cizelge 3.5’e gore

hazirlanmstir.
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Cizelge 3.5. PCR bilesenleri ve miktarlar1

PCR bileseni Miktari
Kalip DNA (10 ng/uL) 2 ul
Forward Primer (1 uM/uL) 0,5 ul
Reverse Primer (1 uM/uL) 0,5 ul
Buffer 2 ul
MgCl, 2 ul
Ultra Saf Su 12,2 ul
dNTP 0,5 pl
Taq Polimeraz 0,3 ul
TOPLAM 20 pl

PCR sartlari ise Cizelge 3.6’da verildigi sekilde ayarlanmistir.

Cizelge 3.6. PCR sartlar

On Denatiirasyon 94°C 5dk

Denatiirasyon 94°C 45s

Baglanma 50°C 30s 35 Dongii
Uzama 72°C 45s

Son Uzama 72°C 10 dk

Bekletme 4°C o0

3.2.9.4. qRT-PCR analizleri

PvGPAT gen ailesi lyelerine ait spesifik primerler IDT OligoAnalyzer araci
(Anonymous 2023e) ve Phytozome v13 veri tabanindan elde edilen fasulye GPAT
genlerinin cDNA dizileri kullanilarak tasarlanmistir (Cizelge 3.7). Ardindan NCBI blastn
ile dogrulanmistir. qRT-PCR analizleri asagidaki protokoldeki talimatlara uygun bir
sekilde yapilmistir (Cizelge 3.8 ve Cizelge 3.9). Her primer i¢in farkli baglanma sicakligi
ayarlanmistir. qRT-PCR’da transkriptin seviyesini karsilastirmak i¢in fasulye B-actin
genine ait primerler kullanilmigtir. qRT-PCR analizleri RotorGene Real-Time PCR
System cihazi ve ABT firmasinin 2X qPCR SYBR-Green MasterMix’i kullanarak
yapilmistir. qRT-PCR analizleri {ireticinin yonlendirmelerine gore yapilmistir. qRT-PCR
analizinde kalip olarak kullanilan cDNA’lar 1:10 oraninda seyreltilmistir. qRT-PCR
analizi 3 teknik tekrarli olarak gergeklestirilmistir. qRT-PCR reaksiyon karisimi Cizelge

3.8 ve reaksiyon sartlar1 Cizelge 3.9°da verilmistir.
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Cizelge 3.7. qRT-PCR i¢in tasarlanan primerler

Gen Ad1 Ileri Primer Geri Primer
PvGPAT2 TGTCCAGGGAGCTAACAATAAC | CCAAGTTCAAATGCACCCTTC
PvGPATS TCTCCCTCTCACTCCCATTTA GTTCTGTGGTTACAGACGTAGAG
PvGPAT7 GACACCTGGAGAGTGTTTAACT | TTCAGTCCCAAGCACCTTATC
PvGPATY CAGAGCGACGATGGAGAAAT CTCAGCAAACAAAGGACTGAAC
PvGPATI1 CTCCACCACCCTCAAAGAAA CCCTAGTGCAACAGCAGTAA
PvGPATI2 TTCCCCGGATATTGGACTCG CAGACGCTCCTGTGGTACTG
Cizelge 3.8. qRT-PCR reaksiyon bilesenleri
Bilesen Miktar
Master Mix 10 pl
Forward primer (10 uM) 0,4 pl
Reverse primer (10 uM) 0,4 pl
Ultra pure water 7,2 ul
cDNA [1:10] 2 ul
Son Hacim 20 pl
Cizelge 3.9. qRT-PCR reaksiyon sartlari
Asama Sicaklik (°C) Siire
Baslangi¢ denatiirasyon | 95°C 5dk
Denatiirasyon 95°C 15s I
Baglanma 57°C-62°C 30s 40 dongii
Melt 65°C’den 95°C’ye 5 s/her bir sicaklik

3.2.9.5. Verilerin degerlendirilmesi

Kuraklik ve tuz stresi ve melatonin uygulanmis bitkilerde ve kontrol bitkilerindeki

GPAT genlerine ait ifade profilleri

fasulye [-actin geninin ifade profili

ile

karsilastirilmistir. Elde edilen verilerin istatiksel analizi 2"22¢T (Livak and Schmittgen

2001) metoduna gére ve One Way ANOVA (Dunnett) ile gerceklestirilmistir (Dunnett

1955). Housekeeping olarak kullanilan  actin gen ifade verileri ile CT degerlerinin

normalizasyon islemi yapilmistir. Bu verilere ait istatiksel analizler ve ifade grafikleri

Graphpad Prizm 9 ile hesaplanarak ¢izilmistir.
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3.2.10. Rekombinant vektorlerin elde edilmesi

3.2.10.1. Fasulye GPATI geninin klonlanmasi

PvGPATI (Phvul.002G136600.1) geninin CDS (coding sequence) (Sekil 3.1)
dizisi Phytozome v13 veritabani kullanilarak elde edilmistir. Bu bdlgeyi ¢ogaltmasi i¢in
pGFPGUSPIus vektoriine 6zgii kesim yapmast icin BstEIl ve Bgl/Il enzim kesim
bolgelerini (Cizelge 3.10) igeren primerler tasarlanmistir (Cizelge 3.11). Kuraklik stresine
maruz birakilmis Elkoca-05 ¢esidine ait cDNA’dan bu primerler kullanilarak Bs¢EIl ve
Bglll enzim kesim bolgelerini iceren PvGPATI geni Cizelge 3.5 ve Cizelge 3.6 daki
talimatlara gére PCR ile ¢ogaltilmistir. Elde edilen PCR f{iriinii agaroz jelde yiiriitiilerek
bant boyutu kontrol edilmistir. Jel elektroforezi sonrasit uygun bant biiyiikliigiine sahip
amplikon jelden asagidaki talimatlara uygun bir sekilde izole edilmistir. Jelden elde

edilen bolge TA klonlama yontemiyle pJET klonlama vektoriine klonlanmaistir.

BLAST this sequence at: [isifierznl BN

CCACETTCTT

CTACGTCTACAACTCCTAGGETTACGCTTCTCTCTICAACE

BAATCTGC

Sekil 3.1. Phytozome v13 veritabanindan alinan PvGPATI (Phvul.002G136600.1)
geninin CDS dizisi.

Cizelge 3.10. PvGPATI-1 primerlerinin enzim kesim bolgeleri

BgllI kesim bolgesi 5-AYGATCT-3’
3'-TCTAGLA-5'

BstEII kesim bolgesi 5-G'GTNACC-3’
3'-CCANTGAG-5'

Cizelge 3.11. PvGPAT! geninin izole edilmesi ve klonlanmasinda kullanilan primerler

Primer Geri Primer ileri Primer

Ad1

PvGPAT | GGTNACCCTACTTCCATGGCTGTGAC | AGATCTATGAGCATGACCGGTTCTT
1-1 AAAGT CAGCT

pJET AAGAACATCGATTTTCCATGGCAG CGACTCACTATAGGGAGAGCGGC
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3.2.10.2. PvGPATI geninin jelden ekstraksiyonu

PvGPATI’in jelden ekstraksiyonu GeneJET Jel Ekstraksiyon Kitinin (Thermo
Scientific #K0692) talimatlar1 dogrultusunda yapilmistir. Jelden ilgili genin

ekstraksiyonu icin asagidaki adimlar izlenmistir:

e DNA fragmentini iceren parca ¢ok kisa bir siire olacak sekilde UV 1s1ik altinda
goriintiilendikten sonra temiz bir bisturi ya da jilet yardimiyla miimkiin olan en
kiigiik sekilde kesilip onceden tartilip darasi alinmis 1,5 ml santrifiij tlipiine

alimmustir.

e 1:1 (hacim:agirlik) oran1 olacak sekilde (100 mg jel i¢in 100 ul) Binding Buffer

eklenmistir.

¢ Jel ve Binding Buffer karisitmi 50-60°C aras1 10 dk inkiibasyon yapilarak jelin
tampon c¢Ozelti igerisinde erimesi/¢coziinmesi saglanmistir. Ardindan hafifce

vortex ya da dip-tap islemi yapilarak karisim iyice homojen hale getirilmistir.
e Karisimin iizerine 1 hacim olacak sekilde distile su eklenerek iyice karistirilmistir.

e En cok 800ul karisim olacak sekilde, DNA fragmentini igeren karisim GeneJET
saflagtirma kolonuna aktarilarak 12000 g’de 1 dk santrifiij edilmistir. Toplama

tiipiine akan s1v1 dokiilerek kolon tekrar tiipe yerlestirilmistir.

e GeneJET saflastirma kolonuna 100 pl Binding Buffer eklendi ve yeniden 12000
g’de 1 dk santrifiij edilmis toplama tiipiine akan s1v1 dokiilerek kolon tekrar tiipe

yerlestirilmistir.

e Kolona, dnceden etanol ile seyreltilmis Wash Buffer’den 700 ul eklendi, 1 dk oda
sicakliginda bekletilmis 1 dk 12000 g’de santrifiij edilmistir. Toplama tiipiine

akan s1v1 dokiildii ve kolon tekrar tiipe yerlestirilmistir.

e GenelJET saflagtirma kolonu ve toplama tiipii bos olarak son bir kez daha 1 dk

12000 g’de santrifiij edilmistir.

e GenelJET saflastirma kolonu bos ve steril 1,5 ml’lik santrifij tiipline alinmustir.

Kolonun tam merkezine olacak sekilde 100 pl Elution Buffer eklenmistir.

e GeneJET saflagtirma kolonu atild1 ve toplama tiipii igerisindeki saflastirilmis DNA

kullanilincaya kadar -20°C’de muhafaza edilmistir.
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Jelden izolasyon sonrasinda elde edilen DNA’nin bir kismi tekrar agaroz jelde

yiirlitiilmiis ve varlig kontrol edilmistir.

3.2.10.3. PvGPATI geninin pJET klonlama vektoriine aktarimi

Jelden elde edilen bolge pJET klonlama vektoriine iireticinin talimatlar

dogrultusunda asagidaki yapiskan uclu klonlama protokolii ile aktarilmistir.

e Kiit ug¢lama reaksiyonu Cizelge 3.12°deki belirtildigi gibi buz iizerinde hazirlandu.

Cizelge 3.12. Kiit u¢lama reaksiyonu bilesenleri

Bilesen Miktar
2X Reaksiyon Tamponu 10 pl
PCR Hiriinii (50 ng) 1wl
DNA Blunting Enzim 1 ul
ddH,O 6 pl
Toplam hacim 18 ul

e Karisim 5 s diisiik ayarda vortekslenmistir.
e Karisim 70°C’de 5 dk inkiibe edilmis ve ardindan buza alinmistir.

¢ Buz lizerinde ligasyon reaksiyonu Cizelge 3.13’te belirtildigi gibi hazirlanmistir.

Cizelge 3.13. Ligasyon reaksiyonu bilesenleri

Bilesen Miktar
pJET1.2/blunt klonlama vektorii 1 ul

T4 DNA Ligaz 1l
Toplam hacim 20 pl

e Karisim 5 s diisiik ayarda vorteklenmistir.

e Ligasyon karistimi oda sicakliginda 5 dk inkiibe edilip bir gece 4°C’de
bekletildikten sonra kullanilacak zamana kadar -20°C’de muhafaza edilmistir.

3.2.104. E. coli JM101 susu kompotent hiicrelerinin hazirlanmasi

Tek bakteri kolonisinden elde edilen bakteriler LB broth besi yerinde bir gece
boyunca c¢ogaltilmistir. Bu siispansiyon kiiltliriinden 1 ml alinip iizerine 40 ml LB broth

besi yerine ilave edildikten sonra 37°C’de 250 rpm’de As00=0,500 olana kadar
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bekletilmistir. Hiicreler 10 dk boyunca buz iizerinde inkiibe edilmistir. Hiicreler 10 dk
4000 rpm’de 4°C’de santrifilyj edilmistir. Stipernatant uzaklastirilmistir. Peletin {izerine
soguk 20 mM CaCl; ¢6zeltisinden Sml eklenip ve hafif¢e pipetaj yapilmistir. 4°C’de 2500
rpm’de 5 dk boyunca santrifiij edilmistir. Siipernatant uzaklastirilarak peletin {izerine
soguk 20 mM CaCl: ¢ozeltisinden 2 ml eklenip 4°C’de 2500 rpm’de 5 dk boyunca
santrifiij edilmistir. Hiicrelerin iizerine soguk 20 mM CaCl; ¢ozeltisinden 1 ml eklendi ve

hiicreler 1yice ¢ozdiirilmiistiir.

3.2.10.5. Rekombinant vektoriin kompotent E. coli JM101 hiicrelerine

transformasyonu

Rekombinant vektorden 5 ul ve kompotent hiicrelerden 60 ul alinarak hafifce
pipetaj yapilmistir. 30 dk boyunca buz iizerinde bekletilmistir. Buz iizerinden alinan
ornekler 42°C’de 1 dk iinkiibe edilmistir. Orneklerin {izerine 200 ul LB broth besi yeri
eklenmistir. 37°C’de 45 dk inkiibe edilmistir. Hiicreler 100 mg/ml ampsilin igeren kati
LB broth besi yeri bulunan petrilere ekilerek petriler 37°C’de bir gece inkiibe edilmistir.

3.2.10.6. Koloni PCR ile pozitif kolonilerin tespit edilmesi

Antibiyotikli besi yeri lizerinde biiyiiyen bakterilerden genelde yalniz basina
koloni olusturmus olanlardan yaklasik 7-10 adet secilmistir. Daha sonra PCR tiipleri
tizerine 5 pl ultra steril saf su eklenmistir. Segilen koloniler pipet ucu ile dikkatlice alinip
tiip igerisine daldirilarak pipetaj yapilmistir. Diger taraftan mikrosantrifiij tiiplerine 200
ul LB Broth eklenmistir. PCR tiipii icerisindeki karigimdan 3 pl alinarak mikrosantrifiij
tiiplerine aktarilarak 37°C’de 200 rpm de 1 gece boyunca inkiibasyona alinmigtir. Geri
kalan PCR tiipii igerisine Cizelge 3.5’te belirtilen PCR bilesenleri eklenmistir. Primer
olarak PvGPATTI ileri primer/pJET geri primer ve pJET ileri primer/PvGPATI1 geri
primerleri kullanilmistir. Bu igslemlerin ardindan 6rnekler mini santrifiij yapilarak PCR
cihazina yerlestirilmistir. PCR sartlar1 Cizelge 3.6’da belirtildigi gibi ayarlanmistir. Islem
sonucunda her bandin iirlin boyutu 100 bp marker kullanilarak %]1,2’lik agaroz jel
elektroforezinde 110 voltta yaklagik 1 saat yiiriitiilerek dogrulanmistir. Pozitif ¢ikan
koloniler 100 mg/ml ampsilin iceren LB broth besi yerinde 37°C’de 200 rpm’de

bliylimeye alinmistir.
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3.2.10.7. Pozitif kolonilerden plazmit izolasyonu

Pozitif kolonilerden plazmit izolasyonu EURX plazmit izolasyon (Cat. no. E3545)
kitinin talimatlarina uygun bir sekilde yapilmistir. Kolonun aktiflesmesi i¢in kolona 30 pl
Buffer Uni soliisyonundan eklenerek oda sicakliginda 15 dk bekletilmistir. Bir gece
biiyiitiilmiis bakteri kiiltiiriinden 2 ml alinarak 9000 rpm’de 2 dk boyunca santrifiij
edilmistir. Stipernatant uzaklastirilarak kagit havlu iizerinde ters ¢evrilmistir. Hiicre peleti
tizerine 250 pul Cell R ¢ozeltisi eklenmis ve iyice ¢ozdiiriilmiistiir. Bu karisimin iizerine
250 ul Lysis Blue ¢ozeltisi eklenerek birkac kez nazikge pipetaj yapilmistir. Ardindan
350 ul Neutral B. eklenmis ve birkag kez nazikge pipetaj yapilmistir. Ornekler santrifiij
cihazina yerlestirilip 9000 rpm’de 7 dk santrifiij yapilmistir. Siipernatant kismindan 600
ul alimarak daha dnceden aktiflestirilmis kolona yiiklenmistir. Ardindan 8000 rpm’de 1
dk santrifiij edilmistir. Plazmit bu asamada kolana baglanmistir. Toplama kabinda biriken
stv1 atilmigtir. Kolon tizerine 500 pl Wash UX1 soliisyonu eklenmis ve 8000 rpm’de 1 dk
santrifiij edilmistir. Toplama kabinda biriken s1vi uzaklastirilmistir. Kolon tizerine 600 pl
Wash UX2 soliisyonu eklenmis ve 8000 rpm’de 1 dk santrifiij edilmistir. Toplama
kabinda biriken sivi atilmistir. Kolon tekrar 8000 rpm’de 1 dk santrifiij edilmistir.
Ornekler yeni bir mikrosantrifiij tiipii alinarak kolon igine yerlestirilmistir. Kolonun
tizerine 70 pl Elution Buffer soliisyonu eklenerek 3 dk oda sicakliginda bekletilmistir.
Ardindan 8000 rpm’de 1 dk santrifiij edilmistir. Kolon uzaklastirilarak 6rnekler

kullanilacak zamana kadar -20°C’de saklanmuistir.

3.2.10.8. Rekombinant vektoriin dogrulanmasi

Pozitif kolonilerden izole edilen pJET.:PvGPATI rekombinant vektdriiniin
dogrulanmas1 i¢in Cizelge 3.11°deki PvGPATI-1 ve pJET primerlerin farkh
kombinasyonlar1 (PvGPATI-1 ileri primer/ pJET geri primer, PvGPATI-1 geri primer/
pJET ileri primer ve PvGPATI-1 ileri primer/PvGPATI-1 geri primer) kullanilarak
Cizelge 3.5 ve 3.6°daki talimatlara uygun bir sekilde PCR islemi ger¢eklestirilmistir. PCR
sonrast iriinler %1,2’lik agaroz jelde 100 voltta 60 dk yiiriitiilerek istenilen bant

bliytikliiglinde sahip fragmentler belirlenmistir.
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pJET klonlama vektoriine aktarilan PvGPATI-1 ileri primer/ PJET geri primer ve
pJET ileri primer/PvGPATI-1 geri primerleriyle ¢ift yonlii okuma yapilmistir. Sekans
okuma verileri diizenlendi. Phytozome v13 veri tabaninda bulunan Phvul.002G136600.1
(PvGPATI) geni ile izole edilen gen boélgesine ait dizi verileri NCBI-blastn araci
kullanilarak uyumlulugu tespit edilmistir.

3.2.10.9. PvGPAT1 genin asir1 ifade vektoriine klonlanmasi

Dogrulanan pJET::PvGPATI rekombinant vektoriinden PvGPAT1 geni asagidaki
talimatlara uygun bir sekilde Bg/ll ve BstEIl enzimleriyle kesimi yapilarak vektdrden
cikartilmigtir. Ayrica pGFPGUSPlus vektoriinde bulunan GUS boélgesi ayni enzimlerle
kesilerek ¢ikartilmigtir.

Cizelge 3.14°te verilen miktarlara uygun bir sekilde buz {izerinde reaksiyon
kurulmustur. ilk &nce reaksiyona BsEIl enzimi eklenerek reaksiyon karisimi birkag kez
pipetaj yapilmistir. PCR cihazinda 60°C’de 10 dk inkiibasyon yapilmistir. Ardindan
reaksiyon tiiptine Bg/Il enzimi eklenip birka¢ kez pipetaj yapilmistir. PCR cihazinda
37°C’de 20 dk inkiibasyon yapilmistir.

Cizelge 3.14. Reaksiyon kosullari

Bilesenler Miktar
Vektor 1pg
10X NEB Buffer Sul
Restriksiyon Enzimi 1ul
ddH,O -
Toplam 50 pl

Bglll ve BstEIl enzimleriyle kesimi yapilan pGFPGUSPlus ve pJET::PvGPATI
rekombinant vektorii %1.2°lik agaroz jelde 100 voltta 60 dk yiiriitiildii. pPGFPGUSPlus
jelinde GUS bolgesi ve kesilmis pGFPGUSPlus vektorii bulunmaktadir. Kesilmis
pGFPGUSPlus vektorii Boliim 3.2.10.2°de belirtilen talimatlara uygun bir sekilde jelden
izole edilmistir. pJET::PvGPATI jelinde ise kesili pJET vektorii ve PvGPATI geni olmak
tizere iki bant bulunmaktadir. PvGPATI geni Bo6lim 3.2.10.2°de belirtilen talimatlara

uygun bir sekilde jelden izole edilmistir. izole edilen iiriinlerin bir kism1 %1,2’lik agaroz
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jelde 100 voltta 60 dk yiiriitiilmiistiir. Bu {riinlerin varlig1 ve bant biiyiikliikleri tekrar

kontrol elde edilmistir.

Cizelge 3.15. Plazmitlerin dogrulanmasinda kullanilan primerler

Primer Ad1 | Geri Primer ileri Primer

358 TCATTGCGATAAAGGAAAGGCTATC | CATCCCTTACGTCAGTGGAGATATC
HPTII ACAGCGTCTCCGACCTGATG TTCTTTGCCCTCGGACGAGTG
PvGPATI CTACTTCCATGGCTGTGACAAAGT ATGAGCATGACCGGTTCTTCAGCT

GUS bolgesi gikarilan pGFPGUSPlus asir1 ifade vektoriinde ve pJET vektoriinden
cikartlan PvGPATI geninde kesim sonrasi yapiskan uglar olusturulmustur. T4 DNA ligaz
(ELOO11) enzimi kullanilarak pGFPGUSPlus asir1 ifade vektorii ile PvGPATI geni
birlestirilerek PvGPATI genini igeren asir1 ifade vektorii olusturulmustur. Elde edilen
ligasyon iirlinii 35S ileri primer ile PvGPAT]1 geri primeri ve PvGPATI ileri primeri ile
PvGPATI geri primeri (Cizelge 3.15) kullanilarak ligasyon iirlinii Cizelge 3.5 ve Cizelge
3.6’da belirtildigi sekilde PCR islemi gerceklestirilmistir. PCR sonras iirlinler %1,2°lik
agaroz jelde 100 voltta 60 dk yiiriitiilmiistiir ve istenilen bant biiytlikliiglinde bantlar elde
edilmistir. pGFPGUSPlus::PvGPATI kasetini iceren gorsel Sekil 3.2°de verilmistir.
Ardindan  kompotent  E. coli  JM101 susuna  ligasyon  {irlinliniin
(pGFPGUSPlus::PvGPATI) transformasyonu Bolim 3.2.10.5’te belirtildigi sekilde
gergeklestirilmistir. pPGFPGUSPlus vektorii kanamisin direng gen bolgesini igermektedir.
Bu nedenle transformasyon sonrasi bakteriler 100 mg/ml kanamisin igeren kat1 LB broth
besi yeri bulunan petrilere ekilmistir. Petriler 37°C’de bir gece inkiibe edilerek pozitif
koloniler Boliim 3.2.10.6’da belirtildigi sekilde PvGPATI primerleri ve HPTII primerleri
kullanilarak dogrulanmistir. Pozitif kolonilerden plazmit izolasyonu Boliim 3.2.10.7°de
belirtildigi sekilde yapilmistir. Daha sonra, ilgili gen bodlgesini iceren fragmentin 35S
ileri/PvGPATI geri primerleri ve 35S geri/PvGPATI ileri primerleri kullanilarak tekrar
cift yonlii okumasi yapilmistir. Sekans okuma verileri hizalama yapilarak diizenlenmistir.
Phytozome v13 veri tabaninda bulunan Phvul.002G136600.1 (PvGPATI) geni ile elde

edilen fragmentin uyumu NCBI-blastn programu ile tespit edilmistir.
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Pvull

Bgl Il BstEll

LB C HPTII 2x35S N GFP  2x35S 355 PvGPAT1 ] N RB

Sekil 3.2. Tiitiin bitkisine aktarilan gen kaseti

Ayrica Sacl, Bglll ve BstEll enzimleriyle pGFPGUSPlus::PvGPATI vektori
kesilerek dogrulugu kontrol edilmistir. Sacl enzimi hem PvGPATI gen bolgesinden hem
de pGFPGUSPlus vektoriinde tek bir bolgeden kesim yapmaktadir. Bu nedenle yaklasik
3313 bp ve 10389 bp boyutlarinda iki bant elde edilmelidir. Bg/Il ve BstEIl enzimleri ise
PvGPATI gen bolgesini iki ayr1 ugtan kesmektedir. Bu nedenle yaklagik 1386 bp ve
12316 bp boyutlarinda iki bant elde edilmelidir. Bg/Il ve BsfEIl enzimleri ile Bolim
3.2.10.9’da belirtildigi sekilde kesim yapilmistir. Sacl enzimi ile yapilan kesim isleminde
ise Cizelge 3.14’te belirtilen bilesenler kullanilmistir. Tiim bilesenler eklendikten sonra
PCR cihazinda aktivasyon i¢in 37°C’de 10 dk ve inaktivasyon i¢in 65°C’de 20 dk
inkiibasyon yapilmistir. Kesim sonucunda elde edilen iiriinler %1,2’lik agaroz jelde 100

voltta 60 dk yiiriitiilmiistiir. Dogru boyutta bantlar elde edilmistir.

3.2.10.10. Agrobacterium tumefaciens AGL1 susunun kompotent hiicrelerinin

hazirlanmasi

Tek bakteri kolonisinden elde edilen bakteriler gece boyunca cogaltilarak bu
stispansiyon kiiltiirlinden 1 ml alinip {izerine 40 ml LB low salt besi yeri ilave edildikten
sonra 28°C’de 200 rpm’de 4 saat boyunca bekletilmistir. Bakteri kiiltliriiniin, daha
onceden steril edilmis ve sogutulmus falkon tiiplere dagitilmasinin hemen ardindan 4000
rpm’de 10 dk santrifiij edilmistir. Elde edilen pelet, 40 ml soguk suda ¢ozdiirilmiistiir.
Daha sonra 4°C’de 4000 rpm’de 10 dk santrifiij edilmistir. Son asama 2 kere
tekrarlandiktan sonra pelet, 4 ml soguk steril %10’luk gliserolda ¢ozdiirtilmiistiir.
Ardindan 4°C’de 3000 rpm’de 10 dk santrifiij edildikten sonra bakteri peletinin lizerine

500 pl %10°1luk gliserol ilave edilerek peletin ¢oziinmesi saglanmistir.
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3.2.10.11. pGFPGUSPlus::PvGPATI vektoriiniin AGL1 susuna transformasyonu

2 ng plazmit tizerine 10 pl steril saf su eklenerek 200 ng/ul’ye ayarlanmigtir. Daha
sonra plazmitten 2,5 ul alinir ve iizerine 47,5 nl RNaz icermeyen su eklenerek 10 ng/ul’ye
seyreltilmistir. -20°C den alman 80 pul AGL1 kompotent bakteri iceren tiip icerisine
seyreltilmis plazmitten 5 pl eklenerek yavasca pipetaj yapilmistir ve 6nceden buzda
bekletilerek sogutulmusg elektroporasyon kiiveti igerisine tiip i¢erisindeki tiim materyaller
(80 ul AGL1 kompetent hiicre + 5 pl plazmit) aktarilmistir. Daha sonra elektroporasyon
cihazina (BioRad GenePulser Xcell) kiivet yerlestirilmistir ve 2,50 kV, 25 uFD, 400
ayarlart ve 8,0 ile 9,5 ms arasinda zaman sabiti ile transformasyon saglanmistir. Kiivet
buz iizerine alinarak ve steril kabin igerisinde 200 pul LB Broth Low Salt eklenmistir.
Yarim saat boyunca c¢alkalama olmaksizin 28°C’de bekletilmistir. Daha sonra 1,5 ml’lik
mikrosantifiij tlip igerisine kiivetin tamami alinarak ve 28°C’de 3 saat 200 rpm’de
calkalayicida inkiibe edilmistir. Ardindan 50 mg/ml kanamisin igeren LB agar {izerine
150 pl olacak sekilde farkli noktalara damlatilip daha sonra drigalski 6ze ile yayilmaistir.

28°C’de 2 giin boyunca inkiibe edilir. 36 saat sonra ilk koloniler gériilmeye baslanmistir.

Ardindan pGFPGUSPlus::PvGPATI vektoriinii igeren pozitif kolonileri tespit
etmek i¢in yukarida belirtildigi sekilde HPTII primerleri ile koloni PCR islemi
gerceklestirilmistir. Belirlenen pozitif koloniler tiitlin bitkilerine transformasyon

isleminde kullanilmak {izere 28°C’de LB Low salt besiyerinde biiyiitilmiistiir.

3.2.11. Tiitiin (Nicotiana benthamiana) bitkisine Agrobacterium aracil

transformasyon metodu ile gen aktarimm

Ordon et al. (2019) tarafindan belirtilen protokol kii¢iikk modifikasyonlarla
kullanilmistir (Sekil 3.3).
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10 9 8 7 A

Sekil 3.3. Nicotiana benthamiana bitkisine Agrobacterium aracili gen aktarim semast: 1)
MS ortamina ekilen steril tohumlardan elde edilen tiitiin bitkisi 2) Tiitiin
bitkisinden yaprak disklerin eldesi 3) Hazirlanan Agrobacterium siispansiyonu
ile yaprak disklerin inkiibasyonu 4) Steril su ile 1slatilmis Whatman kagidina
yaprak disklerin alinmasi 5) 48 saat karanlik ortamda inkiibasyon (ko-
kiiltivasyon) 6) Agrobacterium’dan yaprak disklerin arindirilmas1 7)
Agrobacterium’dan arindirilan yaprak disklerin MSII ortamina alinmasi
(seleksiyon ve siirgiin indiiksiyon ortami) 8) MS-II ortaminda kallus ve
rejenere slirglinlerin gelismeye baglamast 9) Rejenere bitkilerin  MSIII
ortamina almmas1 (Kok indiiksiyonu) 10) Iyi gelismis ve kdklenen rejenere
bitkilerin (To) topraga transferi (Aklimasyon).

3.2.11.1. Titiin bitkilerinin yetistirilmesi ve transformasyon i¢in tiitiin yaprak

disklerinin hazirlanmasi

Tiitlin tohumlar1 %70’1lik EtOH 4 dk boyunca inkiibe edilmistir. Tohumlar steril
su ile li¢ kez yikanarak etil alkolden arindirilmistir. Ardindan tohumlar 8 dk boyunca
%1°lik NaOCl (+%0,01 Tween) i¢inde inkiibe edilmistir. NaOCl kalintisindan kurtulmak
icin tohumlar steril suda ii¢ kez yikanmistir. Steril tohumlar MS besiyerine ekilerek 16
saatlik fotoperiyotta, 24/20°C’de (giindiiz/gece), %60 bagil nemde ve 130-150 uE m2s™!
151k yogunlugundaki bitki biiylitme kabininde ¢imlendirilip fideler 3-5 yaprakli olana
kadar biiyiitilmistiir. Transformasyonun tiim adimlar1 steril kosullar altinda
gergeklestirilmistir. Bitki biiylitme kabininde yetistirilen 3-5 yaprakli doneme gelen tiitiin
bitkilerinin en gen¢ yapraklar1 alinarak ana damarlari icermeyecek halde yapraklar disk

seklinde (yaklasik 1 cm x 1 cm) pargalara ayrilmistir.
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3.2.11.2. Agrobacterium siispansiyonunun hazirlanmasi

pGFPGUSPlus::PvGPATI asint ifade vektoriinii tasiyan A. tumefaciens AGLI1
susu, kanamisin (100 pg/ml), rifamisin (25 pg/ml), ampsilin (100 pg/ml ) ve streptomisin
(50 pg/ml) iceren kati YEB besi yerine yayma plak yontemiyle ekimi yapilmistir.
Kanamisin sadece vektorii biinyesine alan bakterilerin biliylimesine izin verirken
rifamisin, ampsilin ve streptomisin ise AGL1 susunun biiyiimiisine izin vermektedir. Dort
antibiyotigin kullanilma nedeni ise sadece icerisine pGFPGUSPlus::PvGPATI asir1 ifade
vektoriinii almis AGLI1 bakterilerinin  biiyimesini saglamaktir (Cizelge 3.16).
Transformasyondan iki giin once: ilgili antibiyotikleri iceren 5 ml sivi YEB besi yerine
rekombinant vektorii iceren AGL1 bakterileri inokiile edilmistir; ¢alkalamali inkiibatérde
28°C’de 24 saat bliyiitiilmiistiir (6n kiiltiir). Transformasyondan bir giin 6nce: 100 ml
antibiyotikli indiiksiyon ortam1 1 ml 6n kiiltiir ile inokiile edilmistir, bir gece boyunca
28°C’de galkalanmistir. Transformasyon giinii: indiiksiyon ortamindaki bakteriler bir
falkonda 40 ml olacak sekilde 2500 rpm’de 20 dk santrifiijlenmistir. Bakteri peleti MMA

ortaminda (antibiyotiksiz) ODe0o=0,8 olacak sekilde yeniden siispanse edilmistir.

Cizelge 3.16. A. tumefaciens suslarinin antibiyotik direnglilik tablosu

Ampsi | Karbes | Kloramfe | Gentam | Kanam | Rifam | Spektro | Strepto Tetrasi
lin ilin nikol isin isin isin misin misin klin
100mg | 100mg | 30mg/ml | 30mg/ | 50mg/ | 25mg/ | 50mg/ml | 50mg/m | 50mg/
/ml /ml ml ml ml 1 ml

GV3 | - D D D H D H D H

101

EHA | D D/H D D/H H D H D H

105

LBA |H H H H H D H D H

4404

AGL- | D D D D/H H D H D H

1

C58C | D D D D/H H D H D H

1

D: Direngli, H: Hassas

3.2.11.3. Tiitiin bitkilerine Agrobacterium aracili gen transformasyonu

Sterilize yaprak diskler daha kiigiik pargalara ayrilmistir. Yaprak diskler AGL1
inokiilasyon siispansiyonunda (MMA ortaminda siispanse edilen) inkiibe edilmistir.

Bunun i¢in AGL1 siispansiyonunu petri kabina dokiiliip ve yaprak diskler tamamen
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siispansiyon ile kaplanacak sekilde yerlestirildikten sonra en az 30 dk inkiibe edilmistir.
Inkiibe edilen eksplantlar ko-kiiltivasyon igin steril petri kabinda steril suyla 1slatilmis
Whatman kagidi iizerine yerlestirilmistir. Bu petriler parafilm ile sarildiktan sonra 151k
almayacak bir kaba koyulmustur. Bu kap bitki biiylitme kabinine alinarak 24°C’de 48

saat boyunca karanlikta inkiibasyona birakilmistir.

3.2.11.4. Seleksiyon ve bitki indiiksiyonu

Ko-kiiltivasyon ortamindan elde edilen tiitiin eksplantlar1 25 mg/ml higromisin ve
200 mg/ml sefotaksim igeren 50 ml suda yikanarak Agrobacterium’larin eksplantlardan
uzaklastirilmasi saglanmistir. Antibiyotikli sudaki eksplantlar hafifce sallanarak 10 dk
inkiibe edilmistir. Daha sonra steril bir Whatman kagidinda eksplantlar kurutulmustur.
Kurutulmus eksplantlar siirgiin indiiksiyon ortamina (MS-II) yerlestirilmistir. Her petri
kabina 8-10 eksplant yerlestirilmistir. Petri kaplar1 parafilm ile kaplandiktan sonra
siirglinler olusana kadar biiylitme kabininde 23°C’de, 16 saatlik fotoperiyotta, 151k
yogunlugu:105 — 125 pE m™2s™! altinda, 5-6 hafta boyunca inkiibe edilmistir. Siirgiin
olusana kadar eksplantlar/gelismekte olan kalluslar 2 haftada bir taze MS-II besi

ortamlarina alt kiiltiire alinmastir.

3.2.11.5. Kok indiiksiyonu ve topraga transferi

MS-II besi yerlerinde kallustan siirgiinler gelismeye basladiktan sonra
koklenmeyi baslatmak i¢in olusan siirgiinler (rejenere bitkiler) yapisinda 1 mg/ml IAA
bulunan MS-III besi yerlerine aktarilmistir. Kalluslar homojen gelismedigi i¢in olusacak
stirgiinler farkli donemlerde MSIII besiyerine aktarilmistir. Siirgiinler MS-III ortamina
yerlestirilerek siirgiiniin ve kdklenmenin daha da gelismesi i¢in 6ncekiyle ayni kosullar
altinda inkiibe edilmistir. Siirgiinler gelismeye devam edecegi i¢in dnceki kalluslar MS-
IT ortaminda yedek olarak tutulmustur. Siirgiinler MS-III ortaminda daha da geliserek 2-
3 haftanin sonunda kok olusturmaya baslamustir. Iyi gelismis ve koklenen rejenere
bitkilerin (To) topraga transferi i¢in 0,5 1 cam kavanozlar kullanilmistir ve her kavanozda
maksimum 3 silirglin olacak sekilde yerlestirilmistir. To bitkiler dnceden elenmis ve
otoklavlanmig steril toprak igceren kavanozlara aktarilmistir. Kontaminasyonu 6nlemek

icin MS ortam kalintilar1 siirglin veya koklerden uzaklastirilmistir. To bitkileri doku
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kiiltiiri ortamindan ¢iktig1 i¢in oldukg¢a hassas durumdadir. Bu nedenle Ty bitkilerin dig
ortama aligmasi i¢in yeterli biiylikliige gelene kadar steril kosullar korunmustur. Ardindan
rejenere bitkiler yavas yavas aklimizasyon ile dis ortama alistirilmistir. Tohum elde
edilinceye kadar Ty bitkileri biiyiitiilmiistiir. To bitkilerinden yaprak érnekleri alinmistir
ve pGFPGUSPIlus vektoriindeki GFP raportdr geninin {iriinii UV altinda 151ma verdigi

icin UV altinda goriintiilemesi yapilmstir.

3.2.11.6. Transgenik bitkilerin (T1) tespit edilmesi ve dogrulanmasi

To bitkilerinden elde edilen tohumlar (T;) ve yabani tip tohumlar MS ortaminda
cimlendirilmek {izere Bolim 3.2.11.1°de belirtildigi gibi yiizey sterilizasyonuna tabi
tutulmustur. Steril tohumlar MS besiyerine ekimi yapilmis ve RNA 6rnegi almak icin 3
hafta 24°C’de, 16/8 saatlik fotoperiyotta biiyiitiilmiistiir. Olusan fidelerin yapraklarindan
Boliim 3.2.9.1°de belirtildigi sekilde RNA izolasyonu ve Bolim 3.2.9.3°te belirtildigi
sekilde cDNA sentezi gergeklestirilmistir. Elde edilen ¢cDNA o6rnekleri HPTII ve
PvGPATI primerleriyle Cizelge 3.5 ve Cizelge 3.6°da belirtildigi sekilde PCR islemi
gerceklestirilmistir. PCR iirtinleri %1,2’°lik agaroz jelde 100 voltta 60 dk yiiriitiilerek bant
veren Ornekler tespit edilmistir. Sekil 3.2°de gosterilen pGFPGUSPlus::PvGPATI gen
kasetini igeren bitkiler transgenik bitkiler olarak degerlendirilmistir. Ayrica T
bitkilerinde PvGPATI geninin kopya sayisinin degisimi qRT-PCR analiziyle tespit
edilmistir. qRT-PCR reaksiyonlar1 Cizelge 3.8 ve Cizelge 3.9°da belirtildigi sekilde
gergeklestirilmistir. T1 ve yabani tip bitkilere ait ifade profilleri NbB-actin (ileri primer:
5-TGGACTCTGGTGATGGTGTC-3' ve geri primer: 5'-
CCTCCAATCCAAACACTGTA-3") ile karsilastirnlmigtir. Elde edilen veriler Boliim
3.2.9.5°te belirtildigi sekilde hesaplanmustir.

3.2.12. T1 ve yabani tip bitkilere kuraklik stres uygulamasi ve stres toleransinin

belirlenmesi

T ve yabani tip tohumlar bitki biiylitme kabininde uygun kosullar altinda 8
yaprakli doneme kadar biiyiitiilmiistiir. T1 ve yabani tip bitkilerin kuraklik toleransini
arastirmak ve karsilastirmak i¢in benzer biiylime gosteren Ti ve yabani tip bitkiler

secilmistir ve 1/10 Hoagland ¢6zeltisi igeren hidrofonik ortama aktarilmistir. Hidrofonik
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ortama alisan bitkilere ortamin konsatrasyonu %10 olacak (Qi et al. 2023) sekilde
PEG6000 eklenmistir. Bitkiler 28°C’de 16/8 saatlik bir fotoperiyot altinda 24 saat
boyunca kuraklik stresine maruz birakilarak 0., 1., 3., 6., 12. ve 24. saatlerde bitkilerin
yapraklarindaki nispi klorofil miktar1 ve klorofil floresans parametreleri alinmistir. MDA
ve H20; 6l¢limii i¢in her zaman noktasinda yaprak 6rnekleri alinmigtir. Ayrica kuraklik
Oncesi ve sonrast membran hasarini belirlemek icin 0. ve 24. saatlerde tiim bitkilerin
yapraklarindan disk seklinde 6rnekler alinmistir. Ayrica stres dncesinde T; ve yabani tip

bitkilerin kok ve gévde uzunlugu not edilmistir.

3.2.12.1. MDA ve H20:2 ol¢iimii

Lipid peroksidasyonu malondialdehit ile 6l¢iilmektedir. Doymamis yag asidi
peroksidasyonunun bir iiriinii olan malondialdehit konsantrasyonu Shams (2019)’a gore
degerlendirilmistir. Yabani tip ve T bitkilerinin stres Oncesi, stres sirasinda ve stres
sonrasinda olacak sekilde 6 farkli zamanda alinan yaprak 6érneklerinde 6l¢tim yapilmigtir.
Siv1 azot ile toz haline getirilen yaprak drneklerinden 0,2 g alinmistir. Ornekler 5 ml
%5’lik TCA ¢ozeltisi ile doku parcalama cihazinda 7 dk boyunca homojenize edilmistir.
Homojenatlar 4°C’de 15 dk 5000 g’de santrifiij edilmistir ve siipernatanttan 2 ml alinarak
2 ml MDA reaksiyon ¢ozeltisi ile karistirtlmistir. Karigim 95°C’de 45 dk boyunca su
banyosunda inkiibe edilmistir. Ardindan 6rnekler buz iizerinde sogumaya birakilmistir.
10 dk sonra orneklerin 450, 532 ve 600 nm dalga boylarinda absorbans seviyeleri
Olclilmiistiir (Shams 2019). Yapilan tiim 6l¢iimler ti¢ tekerriirliidiir. Lipid peroksidasyonu
6,45%(As32—As00)—0,56%A4s0 fomulil kullanilarak nmol/g olarak hesaplandi (Okla et al.
2023).

H>0: igerigi Shams (2019) tarafindan verilen metot kullanilarak belirlenmistir.
S1v1 azot ile toz haline getirilen yaprak rneklerinden 0,2 g alinmustir. Orneklerin {izerine
5 ml %5’lik TCA kullanilarak eklenmistir. Ornekler doku pargalama cihazinda 7 dk
boyunca homojenize edilmistir. Elde edilen homojenatlar 4°C’de 15 dk siireyle 12000
rpm’de santrifiij edilmistir. Orneklerin {ist faz1 yeni mikrosantrifiij tiiplerine alindiktan
sonra 4°C’de 60 dk bekletilmistir. Daha sonra plate kuyularina 50 pl siipernatant ve 150
ul H»O, reaksiyon ¢ozeltisi eklenmistir. Blank olarak 290, 580 ve 870 uM

konsantrasyonlarindaki H>O» reaksiyon ¢ozeltilerinden 3 tekrar olacak sekilde 200 pl
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kuyulara yiiklenmistir. Orneklerin 390 nm dalga boyunda absorbansi 8l¢iilmiistiir (Shams
2019).

3.2.12.2. Klorofil iceriginin belirlenmesi

Kuraklik stresine yanitta PvGPAT1’in asir1 ifadesinin klorofil miktari {izerindeki
etkisini anlamak i¢in yabani tip ve T bitkilerinin stres oncesi, stres sirasinda ve stres
sonrasinda olacak sekilde 6 farkli zamanda yaprak Orneklerinde Ol¢iim yapilmigtir.
Klorofilmetre (Konica Minolta SPAD-502Plus), yapragin iki dalga boyu arasindaki
absorbansini Olgerek mevcut nispi klorofil miktarin1 6lgemeye dayali yontemdir. Bu
bitkilerin ayn1 gelisim asamasinda olan yapraklarindaki klorofil miktar1 klorofilmetre

yardimiyla 6l¢iilmiistiir. Yapilan tiim l¢iimler ti¢ tekerriirliidiir.

3.2.12.3. Klorofil floresans analizi

Klorofil floresan analizi, streslerin fotosentetik siire¢ {iizerindeki etkisini
incelemek igin en giiclii ve yaygin olarak kullanilan tekniklerden biridir. ilk kullanimdan
itibaren F./Fi, orani, bitki fotosentetik performansinin hassas bir gostergesi olarak biiyiik
Olclide kullanilmaktadir. Bu indeksteki diisiisler, fotoinhibisyonun yani PSII’nin
etkinliginin azaldiginin gostergesidir (Guidi et al. 2019). Ilk floresans (F,), maksimum
floresans (Fm), degisken floresans (Fy) ve PSII’nin maksimum kuantum etkinligi (Fy/Fnm)
dahil olmak iizere klorofil floresans parametreleri, tasinabilir bir klorofil floresans sistemi
(Handy Pea, Hansatech Instruments, King’s Lynn, BK) ile 6l¢iilmiistiir. T1 ve yabani stres
sirasinda ve stres sonrasinda olacak sekilde 6 farkli zamanda yaprak 6rneklerinde 6lgiim
yapilmistir. Yapraklara karanlik ortam saglayan yaprak klipsleri takilmistir ve 30 dk

bekletildikten sonra 6l¢iim yapilmistir. Yapilan tiim ol¢timler ii¢ tekerriirliidiir.

3.2.12.4. Doku elektrik iletkenligi analizi

Strese maruz kalan bitkilerin 6zellikle yaprak dokusu ve hiicre membranlar1 hasar
gormektedir. Meydana gelen bu hasarin tespit yontemlerinden biri de yas yaprak
dokularinin elektrik iletkenlik o6l¢iimiidiir. Bu amagla her bir bitkinin gercek

yapraklarindan alinan diskler 15 ml saf su igeren falkon tiiplere konulduktan sonra 24 saat
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bekletilmistir. Ardindan falkonlardaki suyun elektriksel iletkenligi (EC1) EC metre
(Mettler Toledo/SevenGo Duo) 6l¢iilmiistiir. Hiicre ve dokularin tamamen pargalanmasi
icin ayn1 drnekler otoklavda 121°C’de 15 dk bekletilmistir. Ardindan ikinci 6l¢iim (EC2)
yapilmistir. T1 ve yabani tip tiitiinlerin hem 0. saatinde hem de 24. saatinde EC1 ve EC2
Olciimleri alinmistir. Kuraklik stresinin hiicre membran ve doku hasarini tespit etmek i¢in

EC1/EC2 oran1 kullanilarak goreceli elektriksel iletkenlik degerleri hesaplanmistir.

3.2.12.5. istatistiksel analiz

Bu caligmada gergeklestirilen tiim deneylerden elde edilen veriler GraphPad

Prism 9.0 kullanilarak analiz edilmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

4.1. Arastirma Bulgular

4.1.1. GPAT genlerinin genom ¢aph karakterizasyonu

4.1.1.1. Phaseolus vulgaris genomundaki GPAT genlerinin tanimlanmasi ve

karakterize edilmesi

P. vulgaris GPAT genleri, Phytozome v13 tarayicis1 ve Pfam veritabanindan
alian Pfam numaras1 (PF01553) kullanilarak anahtar kelime taramasi ile bulunmustur.
Bu tarama sonucunda ayni genin farkli alternatif versiyonlar1 silinmis ve PIsC (fosfat
aciltransferaz) ve gliserol-3-fosfat aciltransferaz domainlerini igeren GPAT genleri
secilmistir. Fasulye genomunda bu sartlar1 tasiyan 13 farkli GPAT geni saptanmigtir
(EK1). PIsC domainine ek olarak, bazi GPAT genleri bir N-terminal haloasit dehalojenaz
(HAD) benzeri hidrolaz domaini, bir LPLAT siiper aile iiyesi ve bir N-terminal gliserol-
3-fosfat agiltransferaz domaini (GPAT N) igermektedir (Sekil 4.3). Ornegin, PvGPATI
geni GPAT N domainini ve LPLAT siiper ailesini igermektedir. Ek olarak, PvGPATH4, 6,
7,8, 9, 11 ve 12 genleri HAD domainine sahiptir. PvGPAT2 ve PvGPAT3 genleri ek
domain igcermemektedir. Cizelge 4.1, fasulye genomunda tanimlanan 13 PvGPAT genini
ve tanmimlama bilgilerini gostermektedir. GPAT genleri fasulye kromozomlarindan
PvChr2, PvChr3, PvChr6, PvChr7, PvChr8 ve PvChr10 tizerinde lokalize olmustur (Sekil
4.1). Genlerin ¢ogu (PvGPAT7, PvGPATS, PvGPAT9, PvGPATI0 ve PvGPATII)
PvChr8 kromozomu iizerindedir. Cizelge 4.1 ayrica PvGPAT larin amino asit sayilarini,
izoelektrik noktalarini, molekiiler agirliklarimi (kDa), kararlilik durumlarini ve gen
kararsizlik indekslerini de icermektedir. PVGPATI10 en fazla amino asit sayisina (539)
sahipken, PvGPAT2 ve PvGPAT3 en diisiik amino asit sayisina (376) sahiptir. Teorik
izoelektrik noktalar1 8,41 ila 9,46 arasinda de8ismektedir. PvGPAT9 en diisiik degere
sahipken, PvGPATI12 en yliksek degere sahiptir. Yedi PvGPAT proteini kararsizken,
diger altis1 kararlidir. Kararsizlik indeksi 31,84 ile 51,38 arasinda degismektedir. Bunlar
sirastyla  PvGPAT4 ve PvGPATI’e ait degerlerdir. Molekiil agirliklart
karsilastirildiginda, PvGPAT10 (60,40 kDa) en yiiksek, PvGPAT?2 ise en distiktiir (43,26
kDa).
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Cizelge 4.1. PvGPAT proteinleri hakkinda bilgi

Gen ad1 Phytozome ID Kromo- Kromozomal | aa Molekii- pl Kararh- Kararsiz-
Zom no bolge (bp) uzun | ler agirhk hk Iik indeksi
lugu | (kDa) durumu

PvGPATI1 Phvul.002G136600 PvChr2 28182584- 461 50,67 8,5 Kararli 51,38
28192135 (-) 6 degil

PvGPAT2 Phvul.002G191600 PvChr2 35555730- 376 43,26 9,0 Kararli 45,72
35562770 (-) 1 degil

PvGPAT3 Phvul.003G022900 PvChr3 2173526- 376 43,27 9,0 Kararl 48,77
2180810 (-) 1 degil

PvGPAT4 Phvul.006G033100 PvChr6 12557623- 532 60,35 8,9 Kararl 31,84
12560228 (-) 5

PvGPATS Phvul.007G212600 PvChr7 33508147- 445 50,22 8,8 Kararli 32,97
33510579 (-) 2

PvGPAT6 Phvul.007G233600 PvChr7 35729556- 487 53,33 9,2 Kararli 40,19
35732133 (-) 5 degil

PvGPAT7 Phvul.008G106700 PvChr8 11833930- 496 55,14 9,3 Kararl 43,02
1837425 (+) 4 degil

PvGPATS Phvul.008G169400 PvChr8 47372024- 505 56,93 9,0 Kararl 36,75
47374065 (-) 4

PvGPAT9 Phvul.008G169500 PvChr8 47477960- 501 56,66 8,4 Kararli 40,60
47480037 (+) 1 degil

PvGPAT10 Phvul.008G191600 PvChr8 53130068- 539 60,40 8,9 Kararli 37,87
53132262 (+) 6

PvGPATI11 Phvul.008G192000 PvChr8 53217781- 472 52,74 8,9 Kararl 39,13
53220332 (-) 5

PvGPATI12 Phvul.010G004650 PvChrl0 | 719323- 493 54,84 9,4 Kararli 39,42
722383 (+) 6

PvGPAT13 Phvul.010G099700 PvChrl0 | 36675257- 501 55,62 9,2 Kararli 41,54
36679613 (+) 6 degil

*(+): pozitif zincir, (-): negatif zincir

PvChr2 PvChr3 PvChré PvChr7 PvChr8 PvChr10
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Sekil 4.1. PvGPAT genlerinin fasulye kromozomlari izerindeki konumu (Mavi ve kirmizi
renkli gen ciftleri segmental duplike genlerdir. Yesil renkli gen ¢iftleri tandem
duplike genlerdir).

Gen duplikasyon analizlerine gore, PvGPAT4/PvGPATI0 ve
PvGPAT7/PvGPATI2 segmental duplike genler iken, PvGPATS8/PvGPAT9 tandem
duplike genlerdir. Cizelge 4.2, bu duplike genlerin Ka ve Ks degerlerini, Ka/Ks oranlarini

ve duplikasyon tiplerini gostermektedir. Ka/Ks verilerine gore, bu genler evrimsel siire¢
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boyunca fonksiyonel sinirlama ve negatif se¢ilim (arindirict) baskisina maruz kalmistir.
GPAT genlerinin 1raksama siireci (MYO), T=Ks/2\ (A =6,56E-9) olarak yilda esanlamli
bolge basina bir ikame esanlamli mutasyon orani kullanilarak hesaplanmistir (Biiyiik et
al. 2016). PvGPAT4/PvGPATI0 genleri 11,04 milyon yil MYO),
PvGPAT7/PvGPATI2 genleri 67,96 MYO ve PvGPAT8/PvGPATY genleri 45,7 MYO

once

birbirinden ayrilmistir.

Cizelge 4.2. Fasulye genomundaki duplike GPAT gen ¢iftleri

Gen 1 Gen 2 Ka Ks Ka/Ks MYO Seleksiyon | Duplikasyon
baskisi Tipi
PvGPAT4 | PvGPATIO0 | 0,1595 0,7446 0,2124 11,04 Arindirici Segmental
PvGPAT7 | PvGPATI2 | 0,1312 0,9060 0,1445 67,96 Arindirici Segmental
PvGPATS | PvGPATY | 0,1725 0,6550 0,2632 45,70 Arindirict | Tandem

PvGPAT genlerinin hiicre alti lokalizasyonu Cizelge 4.3’te verilmistir. WoLF
PSORT veri tabani kullanilarak, PvGPAT genlerinin hiicre i¢i lokalizasyonlarinin
cekirdek, kloroplast ve mitokondri gibi on iki farkli bdlgede lokalize oldugu
belirlenmistir. PvGPAT3 sekiz farkli hiicre altt bolmede bulunmasina ragmen, PvGPATI
ve PvGPATI2 sadece iki farkli hiicre alt1 bolmede bulunmaktadir. Kloroplast organelinde
sadece PvGPATI, PvGPAT3 ve PvGPAT4 genleri bulunmaktadir.

Cizelge 4.3. PvGPAT genlerinin hiicre alt1 lokalizasyonu

Gen adi Hiicre alt1 lokalizasyon

PvGPATI1 *chlo: 12, mito: 2

PvGPAT2 plas: 7, ER.: 4, nucl: 1, cyto: 1, vacu: 1

PvGPAT3 nucl: 3.5, chlo: 3, cyto: 3, cysk nucl: 2.5, plas: 2, mito: 1, vacu: 1
PvGPAT4 plas: 4.5, golg plas: 3.5, chlo: 3, vacu: 2, golg: 1.5, nucl: 1, cyto: 1, E.R.: 1
PvGPATS plas: 5.5, golg plas: 5.5, golg: 4.5, vacu: 2, E.R.: 2

PvGPAT6 plas: 7, ER.: 4, golg: 2, vacu: 1

PvGPAT7 plas: 8.5, cyto plas: 5, E.R.: 3, mito: 1, vacu: 1

PvGPATS plas: 7, E.R.: 5, mito: 1, vacu: 1

PvGPAT9 plas: 7, nucl: 2, vacu: 2, cyto: 1, E.R.: 1, golg: 1

PvGPATI10 plas: 4, E.R.: 4, cyto: 2, nucl: 1, mito: 1, extr: 1, vacu: 1
PvGPATI11 plas: 6, E.R.: 5, extr: 1, vacu: 1, golg: 1

PvGPATI12 plas: 7, E.R.: 3, mito: 2, cyto: 1, vacu: 1

PvGPATI13 plas: 8, E.R.: 5, vacu: 1

*chlo:kloroplast, mito: mitokondri, E.R.: Endoplazmik retikulum, vacu: vakuol, nucl: ¢ekirdek, cyto: sitozol, golg: golgi, cysk; hiicre
iskeleti, plas: plazma zari, extr: hiicre dist
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4.1.1.2. GPAT genlerinin filogenetik ve gen yapisi analizleri

GPAT proteinleri arasindaki akrabalik iliskileri belirlemek icin Arabidopsis,
fasulye, lizim, nohut, mercimek ve soya fasulyesi bitkilerinin GPAT genlerinin protein
dizileri kullanilarak filogenetik agac ¢izilmistir. GPAT proteinlerinin filogenetik agaci,
1000 tekrarli bootstrap degeri ile ML yontemi kullanilarak c¢izilmistir ve iTOL
programinda sekillendirilmistir (Sekil 4.2). Filogenetik aga¢ incelendiginde GPAT
proteinleri 3 gruba ayrilmistir: Grup I: ATS1 benzeri, Grup II: GPAT9 benzeri ve Grup
III: Diger GPAT 1ar. Grup I, farkl bitkilere ait kloroplastik GPAT genlerini igermektedir.
Bu genler Arabidopsis ATSI geninin ortologlaridir. Grup II’deki GPAT genleri
Arabidopsis GPAT9 geninin ortologlaridir. Grup III bu genlerin disindaki genleri

icermektedir.

Group II: GPATY-like

Group I: ATS1-like

Group III: Other GPATs

Sekil 4.2. GPAT genlerinin filogenetik agact (MEGA v11 programi kullanilarak soya
fasulyesi, Arabidopsis, iiziim, nohut, mercimek ve fasulye GPAT genlerinin
amino asit dizileri ile bir filogenetik aga¢ olusturulmustur. Agac, Grup I: ATS1
benzeri, Grup II: GPAT9 benzeri ve Grup III: Diger GPAT lar1 igeren toplam
79 protein ile 3 gruba ayrilmistir. Rakamlar 1000 tekrarli bootstrap
degerleridir).

57



4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

PvGPAT proteinleri ile olusturulan filogenetik agac¢, domain ve korunmus motif
analizi sonuglar1 Sekil 4.3A’da sunulmustur. ilave korunmus motif analizinde, amino asit
sayilar1 32 ila 50 arasinda degisen on korunmus motif bulunmustur. PvGPAT4 ve
PvGPATI10 en fazla motif sayisina (9) sahiptir. PvGPAT]1 herhangi bir motif igermedigi
belirlenmistir. PVGPAT2 ve PvGPATS3 en diisiik motif sayisina sahip olup sadece 3 motif
icerdigi tespit edilmistir. Motif 1, PvGPATI hari¢ tiim GPAT proteinlerinde bulunur.
Cizelge 4.4, motifler i¢in en 1yi olas1 eslesme dizilerinin bir listesini igermektedir. Ayrica,
Sekil 4.3C’de, PvGPAT genlerinin gen yapisi analizinin gorsel bir temsili sunulmustur.
PvGPAT genlerinin birden fazla ekzon bolgesi igerdigi belirlenmistir. Bazi PvGPAT
genlerinin hemen hemen ayni ekzon-intron modeline sahip oldugu belirlenmistir. Gen
yapis1 analizi sonucunda ekzon sayilari iki, ii¢ ve on iki olarak, intron sayilari ise bir, iki
ve on bir olarak belirlenmistir. PvGPAT1, PvGPAT2 ve PvGPAT3 genlerinin en yiiksek
ekzona sahip oldugu belirlenmistir. Neredeyse tiim PvGPAT genleri LPLAT siiper
ailesini ve HAD domainini icerdigi tespit edilmistir. Digerlerinden farkli olarak,
PvGPAT2, PvGPAT3 ve PvGPAT4 ilave aciltransferaz domainini ve PvGPATI ise
GPAT N domainini igerdigi bulunmustur (Sekil 4.3b).
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Sekil 4.3. (a) PvGPAT proteinleri arasindaki filogenetik iliski ve PvGPAT proteinlerinin
korunmus motif diyagrami (b) PvGPAT proteinlerinde bulunan ilave
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domainler (c) PvGPAT genlerinin gen yapist. Her bir renkli kutunun
aciklamasi sekilde gosterilmistir.

Cizelge 4.4. PvGPAT genlerindeki motif dizilerine ait muhtemel en iyi eslesme

Motif no Genislik Muhtemel en iyi eslesme Domain

Motif-1 41 LLSEGDLVVCPEGTTCREPYLLRFS | GPAT/DHAPAT, agiltransferaz
ALFAELTDEIVPVAID domain

Motif-2 43 GGKSSIEVANYIQKVJADALGFEC | GPAT/DHAPAT, aciltransferaz
TNLTRKDKYLMLAGNEGVV domain

Motif-3 50 VLYVCNHRTLLDPIYISVALGRPJS | GPAT/DHAPAT, agiltransferaz
AVTYSLSKLSEIISPIKTVRLTRDR domain

Motif-4 41 SMFYGTTASGLKCLDPFFFFMNPR | GPAT/DHAPAT, agiltransferaz
PTYEITFLEKLPKELTC domain

Motif-5 50 PREKYPKPLIFHDGRLAFRPTPLAA | GPAT/DHAPAT, agiltransferaz
LLTFLWLPIGFILSILRIYLGIPLP domain

Motif-6 35 YGKRVVVTALPRVMVEPFLKEYL | N/A
GADAVLGTELKT

Motif-7 41 DGTLLRSTSAFPYFMLVAFEAGSIL | GPAT, N-terminal domain
RALJLLLSVPLVWLLN siiperailesi

Motif-8 24 VARAVLPKFYLEDVHPESFEVFAS | N/A

Motif-9 47 IEPSLVEAAGAFFDDSWTGVFKYN | N/A
PPEPWNWPKYLFPLWHTGMIDRY

Motif-10 21 LGDRLTDHDFMSJICKEGYMVP N/A

4.1.1.3. PvGPAT proteinlerinin ii¢ boyutlu yapisal modellemesi, protein-protein

etkilesimleri ve Gen Ontoloji Analizi

Protein Veri Bankasi’ndaki (PDB) PvGPAT proteinleri BLASTP ile taranmis ve
GPAT proteinlerinin yapisin ve islevini tahmin etmek i¢in kullanilan bir veri tabani olan
Phyre2 kullanilarak bu proteinlerin ii¢ boyutlu homoloji modellemesi elde edilmistir. Bu
analizde tanimlanan proteinlerin {ic boyutlu homoloji modelleri Cizelge 4.5°te
gosterilmistir. PvGPAT proteinlerinin ii¢ boyutlu yap1 analizinde, modelleme giiven
diizeyi %90’1n iizerinde olan simiilasyonlar tercih edilmistir. PvGPAT proteinlerinin {i¢
boyutlu yapisi incelendiginde, ¢cok sayida alfa-sarmal yapiya sahip olduklar1 ancak daha
az sayida beta-tabaka yapiya sahip olduklar1 goriilmiistiir. PvGPATI harig, diger GPAT
proteinlerinin ii¢ boyutlu yapilarinin birbirine benzedigi belirlenmistir. PvGPAT
proteinlerinin ii¢ boyutlu homoloji modelleme tahminlerine gore, bu proteinler farkl
etkilesim alanlarina sahip olmustur. Bununla birlikte, baglanma bélgelerinin konumu ve
tiiri bakimindan farklilik gostermislerdir. Ancak bu proteinlerin yapilarinin daha iyi

anlasilmasi i¢in fonksiyonel ¢aligmalar yapilmasi gerekmektedir.
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Cizelge 4.5. PvGPAT proteinlerinin ii¢ boyutlu yapist

PvGPAT3 PvGPATH4

PvGPAT7

PvGPAT10 PvGPAT11 PvGPATI12

PvGPAT13

PvGPAT’larin protein-protein etkilesimleri, PVvGPAT protein dizileri kullanilarak
“Etkilesen Genlerin/Proteinlerin Elde Edilmesi i¢in Arama Araci (STRING)” ara yiizii
araciligiyla tespit edilmistir. PvGPAT1 proteini diger GPAT proteinleri ile en ¢ok
etkilesime giren protein olmustur. PvGPAT6 diger GPAT proteinleri ile etkilesime
girmedigi tespit edilmistir. PvGPATS, PvGPAT8 ve PvGPAT9 proteinleri yalnizca
PvGPATI1 proteini ile etkilesime girmistir. V7AR36 PHAVU, V7BKF3 PHAVU,
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V7BFX5 PHAVU, V7BEX4 PHAVU ve V7CF69 PHAVU proteinleri PvGPAT
proteinleriyle en ¢ok etkilesime giren 5 protein olmustur (Sekil 4.4 ve Sekil 4.5). Bu bes
proteinin NCBI ID’leri ve rol oynadiklar1 molekiiler islevler Cizelge 4.6’da verilmistir.
Buna gore, PvGPAT proteinleri ¢ogunlukla gliserol degradasyonu, diagil-
gliserol/triagilgliserol biyosentezi ve fosfatidilkolin ac¢il diizenleme yolaklarinda yer alan

proteinlerle etkilesime girdigi belirlenmistir.
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Sekil 4.4. PvGPAT proteinlerinin birbirleriyle ve diger proteinlerle protein-protein
etkilesimleri.

Cizelge 4.6. PvGPAT proteinleri ile en giiclii etkilesime giren proteinler hakkinda bilgi

String ID Phytozome ID Fonksiyonu Metabolik Yolag

V7AR36 PHAVU Phvul.010G157400 gliserol kinaz gliserol degradasyonu

V7BKF3 PHAVU Phvul.007G245200 Gliserol-3-fosfat gliserol degradasyonu
dehidrogenaz

V7BFX5 PHAVU Phvul.007G099001 Gliserol-3-fosfat gliserol degradasyonu
dehidrogenaz

V7BEX4 PHAVU Phvul.007G037000 l-acil-sn-gliserol-3- | diagilgliserol/triagilgliserol
fosfat aciltransferaz | biyosentezi

V7CF69 PHAVU Phvul.003G212400 Lizofosfolipit fosfatidilkolin acil
aciltransferaz diizenleme
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Sekil 4.5. PvGPAT proteinlerinin metabolik yol diyagrami1 ve en ¢ok etkilesime girdikleri
5 protein.

PvGPAT genlerinin Gen Ontoloji analizleri varsayilan parametrelerle (seviye 1)
Blast2GO® ve Omics Box araglani ile gerceklestirilmistir. Ek olarak, GO analizleri
STRING veri taban1 ve DAVID: Functional Annotation Tool ¢evrimici tarayicisi ile
desteklenmistir. Bu genlerin molekiiler fonksiyon, hiicresel bilesenler ve biyolojik siire¢
analizlerine katilim ytizdeleri belirlenmistir. Elde edilen bulgulara gore, GPAT genleri iki
farkli molekiiler fonksiyonda islev gormektedir; hidrolaz aktivitesi (%42,86) ve
transferaz aktivitesi (%57,14). GPAT proteinleri iki farkli hiicresel kompartmanda
bulunmaktadir: kloroplast stromasi (%8,33) ve membranin integral bir bileseni (%91,67).
Ayrica arbuskiiler mikorizal iliski (%4,54), kiitin biyosentetik siireci (%40,91),
fosfatidilgliserol biyosentetik siireci (%4,55), CDP-diasilgliserol biyosentetik siireci
(%4,55), simbiyotik mantara yanit (%4,54) ve defosforilasyonunu (%40,91) iceren alt1
ayr1 biyolojik siirecte yer almistir (Sekil 4.6). GPAT genlerinin daha 6nce farkli bitkilerde
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yapilan GO analizlerine paralel olarak, bu ¢alismadan elde edilen GO sonuglar1 da
fasulyedeki GPAT genlerinin gliserol-3-fosfat agiltransferaz aktivitesinde islevsel olarak
yer aldigin1 gostermistir. Ayrica bu bulgular, GPAT geninin biyolojik siireglerde ¢esitli
lipid iiriinlerinin ve bunlarin membrana bagli hiicresel bilesenlerinin sentezinde gorev

aldigin1 da gostermektedir (Safder et al. 2021).

Molecular Function

hydrolase activity (42.86%)

cutin biosynthetic process (40.91%)
transferase activity (57.14%)

dephosphorylation (40.91%)

Cellular Component
chloroplast stroma (8.33%)

integral component of membrane (91.67%)

Sekil 4.6. PvGPAT genlerinin biyolojik siireglere, hiicresel bilesenlere ve molekiiler
islevlere katilim oranlarin1 gésteren pasta grafigi.

4.1.1.4. PvGPAT genlerinin promotor bolgesindeki cis-etkili elementlerin

tanimlanmasi

PvGPAT genlerinin transkripsiyonel diizenlemesini belirlemek icin PvGPAT
genlerinin 2000 bp yukar1 akis promotor bolgesi alinarak PlantCARE veritabaninda
analiz edilmistir. PvGPAT genlerinin promotdrlerinde stres ile iligkili otuz sekiz farkli
cis-etkili element tanimlanmis ve bu veriler TBtools ile gorsellestirilmistir (Sekil 4.7). Bu
analize gore, kuraklik stres tepkisi ile iligkili MBS elementi PvGPATI, 2, 8, 12 ve 13
genlerinde bulunmustur. Kuraklik ve tuzluluk stresiyle miicadelede de etkili olan ABRE,
PvGPATI, 3,5, 6,8,10, 11,12 ve 13 genleri arasinda tespit edilmistir. DRE-core elementi
ise sadece PvGPAT3 ve PvGPATS genlerinde bulunmustur.
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Sekil 4.7. PvGPAT genlerinin promotdr bolgelerindeki cis-etkili elementler

4.1.1.5. P. vulgaris ve diger bitkilere ait GPAT genleri ile olusturulan sinteni analizi

TBtools araci ile fasulye, soya fasulyesi ve Arabidopsis bitkilerinin GPAT
genlerinin sinteni haritasi olugturulmustur (Sekil 4.8). A. thaliana ve P. vulgaris’in sinteni
calismasinda yedi sintenik baglanti, P. vulgaris ve G. max’1n sinteni analizinde ise 28
sintenik iligki kesfedilmistir. P. vulgaris ve A. thaliana arasinda uygulanan analiz
sonucunda AtATS1 geninin PvGPATI geni ile, AtGPAT2 ve AtGPAT3 genlerinin
PvGPATS geni ile, AtGPAT6 geninin PvGPAT7 ve PvGPATI2 genleri ile ve PvGPATI3
geninin AtGPAT4 ve AtGPATS genleri ile ortolog genler oldugu tespit edilmistir. P.
vulgaris ve G. max arasinda uygulanan analiz sonucunda GmGPATI ve GmGPATI7
genlerinin PvGPATI geni ile, GmGPATI6 geninin PvGPAT3 geni ile, GmGPATS, 15, 21
ve 25 genlerinin PvGPAT4 ve PvGPATI0 geni ile, GmGPAT3, 8, 18 ve 27 genlerinin
PvGPATS geni ile, GmGPATIY9 ve GmGPAT28 genlerinin PvGPAT6 geni ile,
GmGPAT2, 7, 13 ve 26 genlerinin PvGPAT7 geni ile, GmGPAT20 ve GmGPAT23
genlerinin PvGPATS geni ile, GmGPAT2, 13 ve 26 genlerinin PvGPATI2 geni ile ve
GmGPAT6 ve GmGPATI2 genlerinin PvGPATI3 geni ile ortolog genler oldugu

belirlenmistir.
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Sekil 4.8. PvGPAT genleri ile AtGPAT ve GmGPAT genleri arasindaki ortolog iliskileri
gosteren sinteni analizi.

4.1.1.6. PvGPAT genlerinin farkh fasulye dokularinda ve farkh stres kosullar:

altinda in silico gen ekspresyon analizi

0, 3, 6, 12 ve 24 saatlik tuz stresi RNAseq verileri kullanilarak bir 1s1 haritasi
cizilmistir (Sekil 4.9). Bu haritaya gore, PvGPAT genlerinden PvGPAT4, 9 ve 12’nin
ifade seviyesinde artig gozlenirken, PvGPATII geninin ifade seviyesinde diisiis
gozlenmistir. Tuz stresi verilerine gore, artan tuz stresi seviyesinden bagimsiz olarak
yiiksek ifade seviyeleri sergileyen genler PvGPATI, 3, 7 ve 13 olmustur. PvGPATS ve
PvGPATI0 genlerinin ifadesi tuz stresinin 3. saatinde artmis ve sonraki saatlerde
azalmistir. Diger taraftan, 0 ve 14 giinliik kuraklik stresi RNAseq verileri kullanilmistir.
Buna gore, kuraklik stresi PvGPATY9, 10 ve 11 genlerinin ifadesinde azalmaya ve
PvGPAT2, 7, 8 ve 12 genlerinin ifadesinde artisa neden olmustur. Tuz stresi altinda
oldugu gibi, kuraklik stresinde de PvGPATI, 3 ve 13’iin ifade seviyelerinin hem stres

oncesi hem de stres sonrasi yliksek oldugu belirlenmistir.
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Sekil 4.9. Tuz stresi altindaki fasulyelerde tuz (0-3-6-12-24 saat) ve kuraklik (0-14 giin)
stresi altindaki fasulyelerde GPAT genlerinin transkriptomik ifade diizeyleri.

Phytozome v13 veritabani kullanilarak fasulyenin 8 farkli dokusundan elde edilen

RNA-seq verileri ile 1s1 haritas1 ¢izilmistir (Sekil 4.10). Haritaya gore, PvGPAT

genlerinin ifade diizeyleri dokulara goére farklilik gostermektedir. En yiiksek ifade

seviyesi ¢icek tomurcugu dokusunda PvGPAT7 ve PvGPATI3’te tespit edilmistir. En
diisiik ifade seviyesi yesil olgun bakla dokusunda PvGPAT710 ve PvGPAT12’de ve kok
dokusunda ise PvGPATS ve PvGPATY genlerinde tespit edilmistir. PvGPATI, 3, 7 ve 13

tiim dokularda yiiksek ifade seviyesine sahip oldugu belirlenmistir.
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Sekil 4.10. Sekiz farkli fasulye dokusunda GPAT genlerinin in silico ifade seviyeleri

4.1.1.7. Kantitatif gercek zamanh PCR analizler

Arastirmada, tuz stresi (150 NaCl) ve kuraklik (%20 PEG6000) stresi ve bu stres
sartlarinda melatonin uygulamasi altinda iki fasulye ¢esidinde (Elkoca-05 ve Serra)
PvGPAT genlerinin ifade diizeylerindeki degisimler degerlendirilmistir. Bunun igin,
PvGPAT2, PvGPATS, PvGPAT7, PvGPAT9, PvGPATI2 ve PvGPATI3 genlerine uygun
primerler tasarlanmis ve qRT-PCR yapilmistir. Daha 6nce yapilan bir ¢alismada, Elkoca-
05 ¢esidinin Serra ¢esidine gore nispeten daha dayanikli oldugu bildirilmistir (Aygoéren
et al. 2023). Bu calismada, stres kosullarina verilen yanitin ¢esitler arasinda farklilik
gosterip gostermedigini belirlemek i¢in iki farkli uygulama rejimi kullanilarak alti

PvGPAT geninin ifade diizeyleri incelenmistir (Sekil 4.11).

Arastirmada, Elkoca-05 cesidinde tuz stresi uygulamasi sonucunda, PvGPATYS,
PvGPAT7 ve PvGPATY genlerinin ifade seviyelerinde kontrole kiyasla anlamli bir artis
gozlenirken, PvGPATI3 geninde anlamli bir azalis olmustur diger genlerin ifade
seviyelerinde anlamli bir degisiklik gézlenmemistir. 150 mM tuz + 200 mM MEL
uygulamasi, PvGPATS, 9 ve 12 genlerinin ifade diizeylerinde kontrole kiyasla anlamli bir

67



4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

artisa neden olmus, ancak diger GPAT genlerinin ifade diizeylerinde anlamli bir
degisiklik meydana gelmemistir. Serra ¢esidine tuz stresi uygulamasi, PvGPAT2, 5, ve 7
genlerinin ifade seviyelerinde anlamli bir artisa neden olurken, PvGPATI2 geninde
anlamli bir azalis olmustur ve diger genlerin ifade seviyeleri acisindan anlamli bir
degisiklik meydana gelmemistir. Melatonin uygulamasi, PvGPAT7 ve PvGPATI2
genlerinin ifade seviyelerinde kontrol grubundakilere kiyasla anlamli bir artisa neden
olurken, diger GPAT genlerinin ifade seviyelerinde anlamli bir degisiklik olmamuistir. 150
mM tuz + 200 mM MEL uygulamasi sonucunda, PvGPAT2, 5, 9 ve 12 genlerinin ifade
seviyelerinde kontrol grubuna kiyasla anlamli bir artis gozlenirken, diger GPAT
genlerinin ifade seviyelerinde anlamli bir degisiklik gézlenmemistir (Sekil 4.11). qRT-
PCR sonuglarina gore, her iki ¢esitte PvGPATS5 ve PvGPAT7 genleri tuz stresi
uygulamasinda benzer sekilde yanit verirken, PvGPATS5, PvGPAT9 ve PvGPATI2
genleri tuz + melatonin uygulamasinda benzer sekilde yanit vermistir. Ancak, Serra
cesidinde PvGPAT7 ve PvGPATI2 genlerinin Elkoca-05 c¢esidinde ise PvGPATI3

geninin melatonin uygulamasina tepkisi farklilik gostermistir.

Elkoca-05 / GPAT2 Elkoca-05 / GPATS Elkoca-05 / GPATT Elkoca-05 / GPAT9 Elkoca-05 / GPATI12 Elkoca-05 / GPAT13
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Sekil 4.11. Tuz stresi ve melatonin uygulamasi altinda iki ¢esitte (Elkoca-05 ve Serra)
PvGPAT genlerinin ekspresyon seviyesi grafikleri.

Elkoca-05 ¢esidinde kuraklik stresinin bir sonucu olarak, PvGPAT genlerinin
ifade seviyelerinde kontroldekilere kiyasla anlamli bir fark bulunmamistir. Melatonin
uygulama grubunda PvGPAT2 ve PvGPATI2 genlerinin ifade diizeylerinde kontrol
grubuna kiyasla anlamli bir artis gozlenmis, ancak diger GPAT genlerinin ifade
diizeylerinde anlamli bir degisiklik goézlenmemistir. %20 PEG+200 mM MEL

uygulamasindan sonra, PvGPAT2, 5, 7, 9 ve 13 genlerinin ifade seviyelerinde kontrol
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grubundakilere kiyasla anlamli bir artis gézlenirken, diger GPAT genlerinin ifade seviyesi
acisindan anlamli bir degisiklik goézlenmemistir (Sekil 4.12). Diger taraftan Serra
cesidinde kuraklik stresinde, PvGPAT2 ve PvGPAT9 genlerinin ifade diizeylerinde
kontrol grubuna kiyasla anlamli bir azalis gozlenirken, diger genlerin ifade diizeylerinde
anlamli bir degisiklik gozlenmemistir. Melatonin uygulandiginda, PvGPAT2 ve
PvGPATS genlerinin ifade diizeylerinde kontroldekilere kiyasla anlamli bir degisiklik
gozlenirken, diger GPAT genlerinin ifade diizeylerinde anlamli bir degisiklik olmamaistir.
%20 PEG+200 mM MEL uygulamasi sonucunda PvGPAT5 ve PvGPAT9 genlerinin ifade
diizeylerinde kontroldekilere kiyasla anlamli bir artis gozlenirken, diger GPAT genlerinin
ifade diizeyleri acisindan anlamli bir degisiklik gdzlenmemistir. QRT-PCR sonuglaria
gore, her iki ¢esitte PvGPAT?2 geni melatonine benzer sekilde yanit vermistir. Ayrica, her
iki gesitte PvGPATS ve PvGPAT9 genleri tuz + melatonine benzer sekilde yanit vermistir.
Bununla birlikte, kuraklik uygulamasina tepkisi olarak sadece Serra ¢esidinde PvGPAT2
ve PvGPAT9 genlerinde anlamli degisiklik sergilenmistir. PvGPAT12 geni hari¢ diger
genlerinin kuraklik+melatonin uygulamasina tepkileri Elkoca-05 ¢esidinde farklilik
gostermistir. qRT-PCR sonuglarina gore, her iki cesitte PvGPATS ve PvGPATY9
genlerinin ifadesinde hem tuz stresi+melatonin hem de kuraklik stresi+melatonine yanit

olarak anlamli bir artis meydana geldigi bulunmustur.
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Sekil 4.12. Kuraklik stresi ve melatonin uygulamasi altinda iki ¢esitte (Elkoca-05 ve
Serra) PvGPAT genlerinin ekspresyon seviyesi grafikleri.
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4.1.2. Kuraklik stresi altinda PvGPATI geninin transgenik yaklasimla

fonksiyonunun belirlenmesi

4.1.2.1. PvGPATI geninin izole edilmesi ve pJET1.2/blunt vektoriine klonlanmasi

Vektore 6zgiin kesim enzim bolgelerini igeren primerler kullanilarak kuraklik
stresine maruz birakilmig fasulyeden elde edilen ¢cDNA kiitiiphanesinden 1386 bp
uzunlugundaki PvGPAT] genini izole edilmistir. Enzim kesim bolgeleri ile birlikte 1399
bp’ye sahip amplikon elde edilmistir (Sekil 4.13a). PvGPATI geni jelden izole edilerek,
TA klonlama yontemi ile pJET1.2/blunt klonlama vektoriine aktarilmistir.
PJET::PvGPATI rekombinant vektdrii PVGPATI1 ve pJET primerleri ile dogrulanmustir.
Yapilan primer kombinasyonlar1 PvGPAT1 (F) + pJET (R), PvGPATI (R) + pJET (F) ve
PvGPATI1 (F) + PvGPATI (R) seklinde olup bant boyutlari sirasiyla 1416, 1416 ve 1399
bp’dir (Sekil 4.13b).

Sekil 4.13. (a) Bgl/ll ve BstEIl enzim kesim bdlgelerini iceren primerler ile elde edilen
PvGPATI’e ait cDNA’nin jel gorlintlisii (b) pJET::GPATI rekombinant
vektoriiniin PvGPAT1 ve pJET primerleriyle yapilan PCR dogrulamasinin
jel goriintiisii (S: Ornek, M: Marker; 1Kb gene ruler #SM0311 Thermo
Fisher).

Dogrulanan rekombinant vektor JM101 bakterilerinde cogaltilmistir. GPATI
geninin dogrulugu i¢in pozitif kolonilerden plazmit izolasyonu yapilarak pJET (R) ve
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pJET (F) primerleriyle ¢ift yonlii okuma yapilmistir. Sekans okuma sonucu Sekil 4.14’te
gosterilmistir. Phytozome v13 veri tabaninda bulunan Phvul.002G136600.1 (GPATI)

geni ile elde ettigimiz gen bolgesinin %99,78 uyumlu oldugu bulunmustur.

Score Expect Identities Gaps Strand
2543 bits(1377) 0.0 1384/1387(99%) 2/1387(0%) Plus/Plus

Query 1 ATGAGCATGACCGGTTCTTCAGCTTACTATGTGGCACACGCCATCCCTCCCTTCCTCCGC 6@

LLEEEEERECECEE L EEe e LR ee e e e e
Sbjct 40  ATGAGCATGACCGGTTCTTCAGCTTACTATGTGGCACACGCCATCCCTCCCTTCCTCCGC 99

Query 61 CTTTCCAACAAAACTATGTTACTCCTTTCCACGCCGCCAACCACATTCTTCCCTACGTCT 128

Sbjct 10@  CTTTCCAACAAAACTATGTTACTCCTTTCCACGCCGCCAACCACATTCTTCCCTACGTCT 159

Query 121  ACAACTCCTAGGGTTACGCTtctctcttcaacctectectectectettectecatctet 180

LCLELEEETECCCEE TR e e e e e e e et
Sbjct 160  ACAACTCCTAGGGTTACGCTTCTCTCTTCAACCTCCTCCTCCTCCTCTTCCTCCATCTCT 219

Query 181 ||?|%atcttctacc%|?ccctc?ccttcct?ctcctccGTCACTCCTAAAGATAACTGC 248

Sbjct 2280  CTGCGATCTTCTACCGCGCCCTCGCCTTCCTGCTCCTCCGTCACTCCTAAAGATAACTGC 279

Query 241  CTCGCTTCCGCCAAACATTCTCCCCCTAACATGTCCGCTTCCGTCTCTTCCCGCACCTTC 300

cca
_ LCEEEEEEECEE LR EEe e e e e e e e
Sbjct 280 CTCGCTTCCG

CCARACATTCTCCCCCTAACATGTCCGCTTCCGTCTCTTCCCGCACCTTC 339
e tinsitinmymatii .
Shjct 348  CTCA AAGACGTTTTTGCTGGAATCAAGAAAGAAGTAGAAGCTGGA 399

Query 361  TCTCTGCCTGCTAATGTTGCTGCAGGAATGGAAGAAGTGTACAATAACTATAAAAAGGCA 420

Sbjct 40@  TCTCTGCCTGCTAATGTTGCTGCAGGAATGGAAGAAGTGTACAATAACTATAAAAAGGCA 459

Query 421  GTTATCCAAAGTGGAGATCCCAAGGCAAATGAAATTGTACTGTCAAATATGATTGCTTTA 480

Sbjct 460  GTTATCCAAAGTGGAGATCCCAAGGCAAATGAAATTGTACTGTCAAATATGATTGCTTTA 519

Query 481  TTAAATCGCGTATTTTTGGATGTGACGGATCCTTTTGTTTTTCAACCACA-CCACAAGGC 539

Sbjct 520  TTAGATCGCGTATTTTTGGATGTGACGGATCCTTTTGTTTTTCAACCACACCCACAAGGC 579

Query 540  AAAGAGAGAGCCTTTTGACTACTACGTGTTTGGTCAGAATTACATCCGTCCTTTGGTTGA 599

Sbjct 588  AAAGAGAGAGCCTTTTGACTACTACGTGTTTGGTCAGAATTACATCCGTCCTTTGGTTGA 639
Query 608  TTTCAAAAATGCTTATGTTGGCAACATGCCCCTTTTCATTGAAATGGAAGAGAAACTCAA 659

Sbjct 64@  TTTCAAAAATGCTTATGTTGGCAACATGCCCCTTTTCATTGAAATGGAAGAGAAACTCAA 699
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Query
Sbjct
Query
Shjct
Query
Shjct
Query
Shjct
Query
Shjct
Query
Shjct
Query
Shjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Shjct
Query
Shjct
Query
Shjct

660

700

720

760

786

820

840

880

200

946

960

999

1020

1859

1080

1119

1148

1179

1260

1239

1260

1299

1320

1359

1388

1419

GCAGGGACACAACATCATCTTAATGTCAAATCACCAAACTGAAGCTGATCCAGCCATCAT

GCAGGGACACAACATCATCTTAATGTCAAATCACCAAACTGAAGCTGATCCAGCCATCAT

TTCATTGCTTCTTGAAACACGACTTCCCTATATTGCTGAAAACCTGACCTATGTTGCAGG

TTCATTGCTTCTTGAAACACGACTTCCCTATATTGCTGAAAACCTGACCTATGTTGCAGG

AGATAGAGTTATAACTGATCCTCTGTCCAAACCATTCAGTATTGGCAGGAATCTCATTTG

AGATAGAGTTATAACTGATCCTCTGTCCAAACCATTCAGTATTGGCAGGAATCTCATTTG

TGTTTACTCTAAAAAGCACATGCTTGATGATCCGGCACTTGTTGAGATGAAAAGAACTGC

LEEEDEEEEEEEEEET LR LR PE e e R Ll e
TGTTTACTCTAAAAAGCACATGCTTGATGATCCGGCACT TGTTGAGATGAAAAGAACTGC

AAACATACGAGCTCTGAAGGAAATGGCTATGCTTTTAAGGAATGGATCACAGTTAGTCTG

LEFCLLELEECEELECEEEEEeE TECEEEEEEEEE PR e e rern
AAACATACGAGCTCTGAAGGAAA-GGCTATGCTTTTAAGGAATGGATCACAGTTAGTCTG

GATTGCCCCTAGTGGTGGTAGGGATCGCCCAGATGCCCAGACCAGAGAATGGGTGLCGGL

GATTGCCCCTAGTGGTGGTAGGGATCGCCCAGATGCCCAGACCAGAGAATGGGTGLCGEL

ACCCTTTGATATTTCTTCGGTAGATAATATGCGAAGACTTGTTGAACATTCAGGTCCACC

ACCCTTTGATATTTCTTCGGTAGATAATATGCGAAGACTTGTTGAACATTCAGGTCCACC

AGGTCATGTATATCCTTTGGCAATATTGTGCCATGATATCATGCCCCCTCCACTAAAGGT

AGGTCATGTATATCCTTTGGCAATATTGTGCCATGATATCATGCCCCCTCCACTARAGGT
TGAGAAAGAAATTGGGGAGARAAGAATTATATGCTTTCATGGGGCTGGCATATCAGTGGC

TGAGAAAGAAATTGEGGAGAAAAGAATTATATGCTTTCATGGGGCTGGCATATCAGTGGC

TCCAGCGATAAGCTTTTCTGAAACCACTGCTACTTGTGAAAATCCTGAAAAGGCTAAGGA

TCCAGCGATAAGCTTTTCTGAAACCACTGCTACTTGTGAAAATCCTGAAAAGGCTAAGGA

GGTCTTCTCAAAAGCCCTGTACAATTCTGTGACTGAGCAATATAATGTGCTGAAATCTGC

GGTCTTCTCAAAAGCCCTGTACAATTCTGTGACTGAGCAATATAATGTGCTGARATCTGC

TATACAAGGaaaaaaaGGATTTGAAGCATCAACTCCTGTAGTTACTTTGTCACAGCCATG

TATACAAGGAAAAAAAGGATTTGAAGCATCAACTCCTGTAGTTACTTTGTCACAGLCATG

GAAGTAG 1386

GAAGTAG 1425

719

759

779

819

830

879

899

939

959

998

1619

1658

1079

1118

1139

1178

1199

1238

1259

1298

1319

1358

1379

1418

Sekil 4.14. Elde edilen gen bolgesi (Sbjct) ve Phytozome v13 veri tabanindaki

Phvul.002G136600.1 (Query) geni arasindaki BLAST
goruntiisu.

sonucunun

4.1.2.2. PvGPATI geninin pGFPGUSPlus asin1 ifade vektoriine klonlanmasi ve

AGL1 susuna transformasyonu

Sekans analizi ile dogrulanan PvGPATI geni pJET1.2/blunt

klonlama

vektoriinden Bgl/Il ve BstEIl enzimleri kullanilarak ¢ikarilmistir (Sekil 4.15a). Kesim

sonucunda yapigskan uglara sahip PvGPATI geni elde edilmistir. pGFPGUSPlus asir
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ifade vektoriinde bulanan GUS bdlgesi de ayni restriksiyon enzimleri kullanilarak
cikartlmistir. Kesim sonucunda yapiskan uglara sahip pGFPGUSPlus asir1 ifade vektorii
elde edilmistir (Sekil 4.15b). Yapiskan ucglara sahip PvGPATI geni ve pGFPGUSPlus

asir1 ifade vektorii 