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OZET

Brassica juncea var. P78 BITKISINE BAZI AGIR METALLERIN
UYGULANMASIYLA ANLATIMI DEGIiSEN GENLERIN TANIMLANMASI
VE BELIRLENMESI

Brassica juncea (kahverengi hardal), belli agir metalleri hiperakiimiile ettigi bilinen ve
gelismis kok sistemine sahip bir kara bitkisidir. Bu ¢alismada B. juncea var. P78
bitkisine, Amerika Birlesik Devletleri Cevre Koruma Ajansi tarafindan agiklanan en
tehlikeli 10 Kirletici arasinda bulunan kursun (50 uM Pb(NOs),) ya da kadmiyum (25
uM CdSOy) 24 saat boyunca uygulanmistir. Pb uygulamasiyla anlatimi degisen genlerin
tanimlanmasi ile ilgili ¢alismalarin ¢ok sinirli bulunmasi ve Pb’nin akiimiilasyonunda
bitkideki en 6nemli kismin kokler olmast nedeniyle bu metalin uygulandigi B. juncea
bitkisinin koklerinde mikroarray analiz yapilmistir. B. juncea bitkisinin mikroarray
platformunda ticari temsilcisi bulunmadigi i¢in yapilan analizde ayni familyaya iiye
Arabidopsis bitkisine ait gen ¢ipler kullanilmis ve tiirler arasi hibridizasyon (TAH)
denenmistir. Ayrica, TAH’m gen ekspresyon profillemesi ¢alismalarinda
kullanilabilirligi, Arabidopsis ve Brassica tiirleri 6znelinde yapilan biyoenformatik
calismayla irdelenmistir. Mikroarray analiz sonucunda agir metal metabolizmasinda
etkin oldugu diisiiniilen baz1 genlerin mRNA diizeyindeki ekspresyon seviyeleri, Pb ya
da Cd uygulamalar1 yapilan B. juncea bitkisinin kok, govde ve yapraklarinda RT-PCR
yontemiyle belirlenmistir. BOylece bu genlerin metal homeostazisindeki rollerinin
molekiiler seviyede anlasilmasi ve buna bagli olarak tiirler arasi hibridizasyonun
kullanilabilirliginin ortaya konmas1 amag¢lanmustir.

Bu ¢alismada, B. juncea var. P78 bitkisinin farkli kisimlarinda agir metal igeriklerinin
belirlenmesi sonucunda bu bitkinin iyi bir Pb akiimiilatorii ve Cd hiperakiimiilatorii
oldugu tespit edilmistir. Pb uygulanmis bitkilerin kok kisminda yapilan mikroarray
analiz sonucunda ¢ogunlukla tiirler aras1 diizeyde korunmus az sayida gen tanimlanmis
ve buna bagl olarak tiirler arasi hibridizasyonun genis Olcekte gen ekspresyonu
profillemesinde kullanilabilirliginin basarili olmadig1 ortaya konmustur. Bu sonug
ayrica, Arabidopsis ve Brassica tiirleri 6znelinde yapilan biyoenformatik ¢alismayla
desteklenmistir. ~ Mikroarray  analiz ~ verilerinin  giivenilirligi, agrr  metal
metabolizmasinda rol oynadigi diisiiniilen birbirinden bagimsiz 6 adet genin RT-
PCR’de calisilmasiyla dogrulanmistir. Agir metal alimi ve tasinmasiyla iliskili olarak bu
genlerin, Pb ve Cd uygulamalar1 yapilan bitkilerin kok, govde ve yapraklarinda mRNA
diizeyindeki ekspresyon seviyelerinin belirlenmesi ile her iki agir metale 6zgii anlatim
gosteren genler bulunmustur.
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SUMMARY

THE IDENTIFICATION AND CHARACTERIZATION OF HEAVY METAL
STRESS RESPONSIVE GENES IN Brassica juncea var. P78

Brassica juncea (brown mustard) is a land plant that is known that it hyper-accumulates
certain heavy metals and has a developed root system. In this study, lead (50 uM
Pb(NO3),) or cadmium (25 uM CdSO,), which are among 10 most hazardous pollutants
that have been declared by United States of America Environmental Protection Agency,
were administered to the plant of B. juncea var. P78 for 24 hours. Because the studies
on identification of genes, whose expression has been changed through Pb
administration, are very restricted and the most important part in plants in Pb
accumulation is roots, microarray analysis was conducted on roots of B. juncea plant,
which had been made expose to the metal. Because commercial representative of B.
juncea plant is not available on microarray platform, gene chips of Arabidopsis plant,
which is a member of the same family, were used in the conducted analysis and
hybridization between species (TAH) was tested. Furthermore, usability of TAH in gene
expression profiling studies was searched through the bioinformatics study conducted
on the subject of Arabidopsis and Brassica species. mMRNA expression levels of certain
genes, which are believed to be effective in heavy metal metabolism, as a result of the
microarray analysis, were identified in root, stem and leaves of B. juncea plant treated
with Pb and Cd with the help of RT-PCR method. Thus, the objective has been to
discover these genes’ roles in metal homeostasis at molecular level and accordingly, to
evidence usability of hybridization between species.

It was understood as a result of identification of heavy metal contents in different parts
of B. juncea var. P78 in the present study that this plant is a good Pb accumulator and
Cd hyper-accumulator. Genes, which had mostly been protected at interspecies level,
were identified in low number as a result of the microarray analysis conducted on root
section of Pb-treated plants and thus, it was evidenced that usability of hybridization
between species has failed in wide scale gene expression profiling. This result was
supported by a bioinformatics study conducted on subject of Arabidopsis and Brassica
species. Reliability of data from microarray analysis was verified by studying 6
independent genes, which are believed that they have a role in heavy metal metabolism,
in RT-PCR. Genes displaying expression specific to both of the heavy metals were
identified upon identification of MRNA expression levels in root, stems and leaves of
the plants treated with Pb and Cd with respect to heavy metal intake and carrying.
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1. GIRIS

Cok diisiik konsantrasyonlarda bile toksik etkiler gdsterebilen agir metaller dnemli
inorganik c¢evresel kirleticilerdir. Endiistri Devrimi’nin baslangicindan bu yana
biyosfere agir metal salinimi 6nemli derecede hiz kazanmistir. Kentsel atiklar, atik
sularin kullanimi, atik yakma tinitelerinin salinimlari, fosil yakitlarin kullanimi, metal
madenleri ve eritme endiistrilerinin atiklari, endiistriyel atiklarin uzaklastirilmasi, toprak
dolgu islemleri, pestisit, herbisit ve giibre gibi tarimsal kimyasallarin kullanimi gibi
antropojenik uygulamalarin artisiyla birlikte daha fazla agir metal iyonu dogal ¢evreye
eklenerek ekosisteme zarar vermektedir. Diinya ¢apindaki toprak kirliligine, organik ve
inorganik kirleticiler arasinda en fazla agir metaller neden olmaktadir (%37°den daha
fazla) (Vamerali ve dig., 2010). Bu metallerin toprakta yiiksek konsantrasyonda
bulunmasi, toprak kalitesinin bozulmasina, {iriin veriminin azalmasina ve tarimmsal
iriinlerin kalitesinin diismesine yol agmakta (Long ve dig., 2002; Yang ve dig., 2005);
insan, hayvan ve ekosistem sagligi acgisindan 6nemli tehlikeler ortaya ¢ikarmaktadir.
Agir metallerin insan ve hayvan saglhigi lizerindeki olumsuz etkisi, bu metallerin ¢cevrede
uzun siire kalmalar1 sonucunda giderek artmaktadir (Gisbert ve dig., 2003). Ornegin,
kursun (Pb)’un 150 ile 5000 y1l arasinda toprakta tutulma siiresine sahip oldugu tahmin
edilmekte ve toprakta aritma ¢amuru uygulamasindan sonra 150 yil kadar uzun bir stire
yiiksek konsantrasyonda devamliligini siirdiirdiigii bildirilmektedir (Nanda ve dig.,
1995). Kadmiyum (Cd)’un biyolojik olarak yarilanma siiresinin toprakta ortalama 18 yil
civarinda, insan viicudunda da 10 yil oldugu tahmin edilmektedir (Forstner, 1995;
Jabeen ve dig., 2009). Besin zinciri yoluyla hayvanlarin ve insanlarin viicuduna
ulasarak burada biriken toksik agir metaller, mutajenik yetenekleri ile DNA yikimina ve

karsinojenik etkilere sebep olabilmektedir (Yang ve dig., 2005).

Antropojenik aktivitelerin yanisira diinyanin pek ¢ok bolgesinde, ozellikle biiyiik
miktarlarda farkli agir metalleri iceren dogal maden yataklar1 bulunmaktadir. Bu
alanlarda genellikle metal bakimindan zengin ortamlarda yasayan karakteristik bitki

tirleri mevcuttur. Bu bitki tiirlerinin birgogu ortamdaki agir metali biinyelerine



almaktan kagmmakta, buna karsin bazi bitki tiirleri biyolojik olarak fonksiyonu
bilinmeyen bu metallerin yiiksek konsantrasyonlarini akiimiile etme ve toprak iistiindeki
organlarina tasima yetenegi gostermektedir (Baker ve Brooks, 1989). Akiimiilator
bitkilerin belirlenmesi, toprak, su ya da havada bulunan kirleticilerin bitkiler tarafindan
ortadan kaldirilmasini saglayan fitoremediasyon teknolojisinin gelismesini saglamistir.
Bu yontem diger remediasyon teknolojilerine kiyasla siirdiiriilebilir kalkinma
saglanmasi1 agisindan daha fazla potansiyeli olan yenilik¢i bir yontem olarak ortaya
cikmaktadir. Bu remediasyon teknigi, topragin biyolojik 6zelliklerini ve fiziksel yapisini
korumaktadir (Khan ve dig., 2000). Toprakta en derin bolgeye ulasmak, yayilmak ve
biiylik bir alan kaplamak i¢in genis bir kok sistemine sahip olan bitkiler, toprakta ve
suda bulunan elementleri ortadan kaldirma ve biriktirme islemini yerine getirmektedir.
Metalleri depo eden bitkiler hasat edilerek, toksik atiklar i¢in ayrilmis alanlara
gomiilmekte ya da biriken metaller geri kazanilmaktadir. Fitoremediasyonun
faydalarinin pek ¢ok alanda gosterilmesi, bir¢ok c¢evresel kurulus tarafindan bu
teknolojinin kullanilmasina yol agacaktir (Eapen ve D’Souza, 2005). Giiniimiizde klasik
metodlar ya da transgenik teknolojiler kullanilarak bitkilerin fitoremediasyon
uygulamalar1 i¢in gelistirilmesi, bir¢ok kurulusun fitoremediasyon teknolojisine
gosterdigi talebi arttiracaktir. Ancak bu yaklasim, metal toleransi, akiimiilasyonu ve
translokasyonu daha net bir sekilde anlasildiktan sonra tamamen kullanilabilecektir. Bu
nedenle bitkilerde agir metal akiimiilasyonu ve toleransinin molekiiler mekanizmasi
hakkindaki bilgilerin artmasi, mevcut remediasyon teknolojilerinin gelistirilmesi
bakimindan son derece Onemlidir (Hassinen ve dig., 2009). Bu anlamda, son
zamanlarda kullanilan c¢cDNA mikroarray teknigi ile Onemli metabolik yollarin
molekiiler temelinin anlasilmas1 ve genlerin fonksiyonlarmin basariyla agiklanmasi
saglanabilecektir (Ma ve dig., 2001). Ayn1 anda binlerce genin ekspresyon seviyelerinin
calisilmasini miimkiin kilan yeni ve giiglii bu teknoloji sayesinde, hiicre ve dokularin

gen ekspresyon profillerindeki degisiklikler biiyiik 6lgekte incelenmektedir.

Bu tez caligmasinda, agir metal akiimiilasyonu ve toleransi ile iliskili molekiiler
mekanizmada aciklanamamis noktalara katkida bulunmak i¢in mikroarray teknigi
kullanilarak B. juncea var. P78 bitkisinin kok kisimlarinda Pb’nin gen ekspresyon
profili lizerine etkisi arastirilmistir. Agir metal alimi ve taginmasinda gorevli oldugunu

diisiindiiglimiiz bazi1 genlerin mRNA diizeyindeki ekspresyon seviyeleri, Pb ve Cd



uygulanan bitkilerin kok, govde ve yapraklarinda belirlenerek, bu genlerin metal
homeostazisindeki rollerinin molekiiler seviyede anlagilmasi ve buna bagl olarak tiirler

arast hibridizasyonun kullanilabilirliginin ortaya konulmasi amaglanmustir.

Tezin amaci kapsaminda, uygulama yapmak iizere belli agir metalleri hiperakiimiile
ettigi bilinen ve gelismis kok sistemine sahip bir kara bitkisi olan Brassica juncea
(kahverengi hardal) kullanilmistir. Amerika Birlesik Devletleri Cevre Koruma Ajansi
tarafindan agiklanan en tehlikeli 10 kirletici arasinda bulunan (ATSDR, 2011) Pb ve Cd
metalleri B. juncea var. P78 bitkisine uygulanmistir. Agir metal uygulamalari
sonucunda B. juncea var. P78 bitkisinin iyi bir Pb akiimiilatorii ve Cd hiperakiimiilatorii
oldugu tespit edilmistir. Pb uygulamasiyla anlatimi1 degisen genlerin tanimlanmasi ile
ilgili caligmalarin ¢ok smirli bulunmasi ve Pb’nin akiimiilasyonunda bitkideki en 6nemli
kismin kokler olmasi nedeniyle bu metalin uygulandigi B. juncea bitkisinin kok
kisimlarmda mikroarray analiz yapilmistir. B. juncea bitkisinin mikroarray
platformunda ticari temsilcisi bulunmadigi i¢in yapilan analizde ayni familyaya iiye
Arabidopsis bitkisine ait gen ¢ipler kullanilmis ve tiirler aras1 hibridizasyon (TAH)
denenmistir. Ayrica, TAH’m gen ekspresyon profillemesi ¢alismalarinda
kullanilabilirligi, Arabidopsis ve Brassica tiirleri 6znelinde yapilan biyoenformatik
caligmayla irdelenmistir. Pb ve Cd uygulamalar1 yapilan B. juncea bitkisinin kok, govde
ve yapraklarinda, mikroarray analize gére agir metal metabolizmasiyla iliskili oldugu
digiiniilen genlerin mRNA seviyesindeki kat degisimleri RT-PCR ydntemiyle

belirlenmistir.

Bu tez ¢alismasinda, Pb uygulanan B. juncea var. P78 bitkisinin kok kisminda agir
metal metabolizmasinda rol oynayabilecek genlerin mikroarray teknigi kullanilarak
taranmasiyla, cogunlukla tiirler arasi diizeyde korunmus az sayida gen tanimlanmis ve
buna bagli olarak TAH’in genis Olcekte gen ekspresyonu profillemesinde
kullanilabilirliginin basarili olmadigi ortaya konmustur. Bu sonu¢ Arabidopsis ve
Brassica 6znelinde yapilan biyoenformatik analizle desteklenmistir. Mikroarray analize
gore agrr metal akiimiilasyonu ve toleransiyla iliskili oldugu diisiiniilen genlerin
ekspresyon seviyeleri, Pb ve Cd uygulamalar1 yapilan bitkilerin farkl kisimlarinda RT-
PCR yontemiyle belirlenmis ve her iki agwr metale 6zgli anlatim gdsteren genler

bulunmustur.



Elde edilen bu 06zglin sonuclar, agwr metal akiimiilasyonu ve toleransiyla iligkili
molekiiler mekanizmada aydinlatilmamis noktalarin agiklanmasma ve fitoremediasyon
sistemlerinin gelistirilmesi bakimmdan agir metal stresine karsi dayanikli transgenik
bitkilerin gelistirilmesine yonelik ¢aligmalara 6nemli kaynak olusturmustur. Bu tiir
calismalarin yapilmasi uzun vadede, agir metal kirliliginin bitkiler tarafindan ortadan
kaldirilmasmin ekonomik ve verimli bir sekilde gergeklestirilmesine katkida

bulunacaktir.



2. GENEL KISIMLAR

2.1. BITKILER VE AGIR METALLER

Bitkilerin biliyiime ve gelismeleri icin belli elementlerin mutlak gerekli oldugu
belirlenmistir. Bitkinin iz miktarda ihtiyag duydugu mikro elementler arasinda yer alan
bakir (Cu), ¢inko (Zn), mangan (Mn), demir (Fe), molibden (Mo) ve nikel (Ni)
enzimatik reaksiyonlar i¢cin gerekli olan agir metallerdir. Mutlak gerekli metallerin
yanisira bitki i¢cin gerekli olmayan ve biyolojik olarak fonksiyonu bilinmeyen agir
metallerde bitkiler tarafindan alinmaktadir. Bu agir metaller arasinda en yaygin olarak
bulunan kursun (Pb) ve kadmiyum (Cd) (Lal, 2010), Amerika Birlesik Devletleri Cevre
Koruma Ajansi tarafindan agiklanan “tehlikeli kirletici maddeler” arasinda ilk 10°da yer
almaktadir (ATSDR, 2011). Yogunlugu 5 g/cmg’ﬁn lizerinde, atom numaras1 40’dan
biiyiilk olan elementler agir metal olarak tanmimlanmaktadir (Duffus, 2002). Baslica
inorganik kirleticiler grubu olan agir metaller, dogal siire¢ler ya da antropojenik
uygulamalar aracilifiyla ¢evreye girmektedir. Yerkiirede dogal olarak varolan 90 tane
elementten 53 tanesi agir metaldir (Weast, 1984). Hava sartlarinin etkisiyle dogal kaya
olusumlarmin asinmasi sonucunda toprak, gol, nehir, deniz suyu ve deniz tabanindaki
sedimentlerde partikiil ya da ¢6ziinmiis formlarda yaygin olarak bulunmaktadirlar
(Babula ve dig., 2008). Dogal kirlenmenin yanisira, kentsel atiklar, atik sularin
kullanimi, atik yakma {initelerinin salmimlari, fosil yakitlarin kullanimi, metal
madenleri ve eritme endiistrilerinin atiklari, endiistriyel atiklarin uzaklastirilmasi, toprak
dolgu islemleri, pestisit, herbisit ve giibre gibi tarimsal kimyasallarm kullanimi vb.
antropojenik uygulamalarin artisiyla birlikte daha fazla agir metal iyonu dogal ¢evreye

eklenerek ekosisteme zarar vermektedir (Jabeen ve dig., 2009).

Agir metaller toprakta yiiksek konsantrasyonlarda bulunduklarinda bitki metabolizmas1
ve biiyiimesi lizerinde toksik etkiler gostermektedir (Shah ve Dubey, 1998; Agrawal ve
Sharma, 2006; Shah ve Nongkynrih, 2007). Agir metallerin ¢oziiniirlikleri, absorbe

edilebilirlikleri, tasmmalar1 ve kimyasal reaktivitelerindeki farkliliklar, canli



organizmalarin bilinyesindeki toksisite iizerinde spesifik farkliliklara yol agmaktadir
(Stohs ve Bagchi 1995; Lal, 2010). Agir metallerin bitkiler tizerindeki toksik etkileri; a)
Fe ve Cu gibi metaller i¢in tipik olan, otoksidasyon ve Fenton reaksiyonu araciligiyla
reaktif oksijen tiirlerinin iiretimi, b) Ozellikle Cd ve Hg gibi redoks-reaktif olmayan agir
metallerde bildirilen, biyomolekiillerdeki temel fonksiyonel gruplarin engellenmesi, C)
Farkli agir metal tiirii olusumuna yol agan, biyomolekiillerdeki esas metal iyonlarinin
yer degistirmesi seklinde karakterize edilmektedir (Schiitzendiibel ve Polle, 2002; Gasic
ve Korban, 2006). Hall (2002) agir metallerin asir1 miktarlarina maruz kalan bitkilerde
hiicresel seviyede goriilen toksisite semptomlarini rapor etmistir. Toksik etkiler
dogrudan ya da dolayli olabilmektedir. Bu etkiler, enzim aktivitesi, protein yapisi, su
dengesi, solunum ve ATP igerigi, fotosentez, bliylime ve morfogenez, reaktif oksijen
tiirlerinin olusumu agisindan hiicre metabolizmasinda metallerin tesvik ettigi toksik

etkiler olarak ortaya ¢ikmaktadir.

Bitkiler agir metallerle kirlenmis topraklarda biliylimek i¢in 3 temel strateji
gelistirmistir. Bu stratejilere gore bitkiler metal alimiyla ilgili olarak 3 gruba ayrilmistir:
Metale toleransli (metal excluder), metal indikator ve metal akiimiilator bitkiler (Baker,

1981; Hassinen, 2009).

1) Metale toleransh bitkiler: Bu tiir bitkilerde kdklerden metal alim1 ve/veya koklerden
toprak {istii organlara metal taginmasi smirlanmaktadir. Bu nedenle, topraktaki metal
konsantrasyonu yiiksek olsa bile bitkinin toprak {istii organlarindaki metal
konsantrasyonu diisiiktiir (Baker, 1981). Bu bitkiler membran permeabilitesini ya da
hiicre duvarma metal baglama kapasitesini degistirebilmekte ya da daha fazla selatlayici
madde (hiicre i¢i metal baglayici bilesikler) yaymaktadir (Cunningham, 1995; Ghosh ve
Singh, 2005). Silene vulgaris bu stratejiyi izleyen bitki tiirlerinden biridir (Schat ve Ten
Bookum, 1992; Hassinen, 2009).

2) Metal indikator bitkiler: Indikatdr bitkilerin toprak iistii organlarinda bulunan metal
miktari, topraktaki metal miktarmi yansitmaktadir. Bu tiirler, toprakta varolan metal
konsantrasyonlarini selatlar lireterek tolere etmekte ya da vakuol gibi duyarli olmayan

kisimlarinda depo ederek metallerin hiicre i¢i boliimlendirilmesini degistirmektedir



(Ghosh ve Singh, 2005). Populus alba toprakta metal kirliligini takip etmek igin
kullanilan Cd\Zn indikator bitkisidir (Madejon ve dig., 2004; Hassinen, 2009).

3) Metal akiimiilator bitkiler: Akiimiilator bitki tiirleri toprak iistii organlarinda, toprakta
bulunan metal miktarindan daha fazlasini konsantre edebilmektedir. Hiperakiimiilatorler
olarak adlandirilan bu  bitkiler, kirleticilerin ¢ok  yiiksek  seviyelerdeki
konsantrasyonlarint kok, govde ve/veya yapraklarinda absorbe edebilmektedir (Baker
ve dig., 1994; Cunningham ve Ow, 1996; Raskin ve dig., 1994; Ghosh ve Singh, 2005).
Baker ve Brooks (1989) Cd i¢in 100 pg/g KA; Ni, Cu, Co, Pb i¢in 1,000 pg/g KA; Zn
ve Mn i¢in 10,000 png/g KA olacak sekilde bitkilerde hiperakiimiile edilen metal
konsantrasyonlarint sinirlandirmigtir.  Bu  elementler i¢in tanimlanan seviyeler,
akiimiilator olmayan tiirlerde bulunan miktarlardan daha fazladir (Salt ve Kramer 2000;
Peer ve dig., 2005). Diinya capinda 22 familyadan yaklasik 400 tane hiperakiimiilator
bitki tiiri tanimlanmigtir. Tanimlanan hiperakiimiilator bitkilerden 87 tanesi
Brassicaceae familyasina tiye 11 cinse aittir (Baker ve Brooks, 1989; Ghosh ve Singh,
2005).

2.1.1. Bitkilerde Agir Metal Alimi ve Tasinmasi

Bitkiler tarafindan agwr metal alimi ve tasmimi siireci, metal iyonlarmin kokler
tarafindan tutulmasini, koklere girisini ve sonrasinda kiitle akis1 ve diflizyon yoluyla

toprak {istii organlara translokasyonunu kapsamaktadir (Jabeen ve dig., 2009).

Birgok metal toprakta ¢Oziinmeyen formlarda bulunmaktadir. Bitkiler toprak
matriksinden metalleri ayristirmak i¢in 2 metod kullanmaktadir. Bunlar, plazma
membranindaki proton pompalarmin hareketiyle rizosferin asitlestirilmesi ve metalleri
selatlama yetenegine sahip ligantlarin salgilanmasidir (Peer ve dig., 2005). Koklerden
proton ekstriizyonu ve metal selatlayict molekiiller (mugenik ve aveik asit)’in rizosfere
salinmasi ile toprak parcaciklarina bagli olan metaller harekete gegirilmektedir (Salt ve
dig., 1995). Bir bagka eksudat tipi, Fe’yi baglayan ve alimini kolaylastiran
fitosideroforlardir (Higuchi ve dig., 1999; Jabeen ve dig., 2009). Fitosideroforlarin
selasyonu ile metal iyonlari, plazma membranindan 6zel tastyicilar araciligiyla metal-

siderofor kompleksler halinde tasinmaktadir.



Metaller harekete gegirildikten sonra kok hiicreleri tarafindan tutulmaktadir. Metaller ilk
once diistik affinite ve secicilik goOsteren iyon degistiriciler ile hiicre duvarina
baglanmaktadir. Metallerin plazma membranindan alimina, tagima sistemleri ve hiicre
ici yiiksek affiniteli baglayic1 bolgeler aracilik etmektedir. Metal iyonlarmin alimi
muhtemelen, kanal proteinleri ve/veya H'-birlesmis tasiyic1 proteinler gibi sekonder
tagtyicilar araciligryla gerceklesmektedir. Sekonder tastyicilar araciligiyla katyonlarin
alinmasinda, membran potansiyeli (kok epidermal hiicrelerinde plazma membranimin ig¢
kismi -200 mV’nin {izerinde) itici gii¢ saglamaktadir (Hirsch ve dig., 1998; Ghosh ve
Singh, 2005).

Metal iyonlarinin bitkiye girisi, metal tipi ve bitki tiirtine bagl olarak apoplastik ya da
simplastik yolla gerceklesmektedir. Kok epidermisi ve korteksinin apoplastik yolu,
coziinen maddeler i¢in oldukca gegirgendir. Apoplastik yol goreceli olarak diizensizdir.
Cinkii su ve suda ¢oOziinmiis maddeler, plazma membranindan gegmek zorunda
kalmadan difiize olmaktadir. Endodermal tabakanm hiicre duvarlari, vaskular sisteme
apoplastik diflizyonda bariyer olarak gérev yapmaktadir (Ghosh ve Singh, 2005).
Apoplastik tasima, hiicre duvarinin yiikksek katyon degisim kapasitesi ile
smirlanmaktadir (Raskin ve dig., 1997). Simplastik tasima, metal iyonlarinin plazma
membranindan hareketini gerektirmektedir. Metal iyonlar1 genellikle yaklasik olarak
170 mV negatif potansiyele sahip olan plazma membranindan tasmmaktadir. Bir¢ok
metal iyonu enerjiye bagimli bir siiregcle 6zel ya da genel metal iyon tasiyicilar ya da
kanallar araciligiyla bitki hiicrelerine girmektedir (Bubb ve Lester, 1991; Jabeen ve dig.,
2009). Suda ¢o6ziinmiis maddelerin biiyliik bir kismi endodermal tabakayi simplastik
yolla gecerek ksileme ulasmaktadir (Tester ve Leigh, 2001). Metal iyonlarmin ksileme
taginmasi, genellikle membran tagima proteinleri tarafindan ¢ok siki bir sekilde kontrol
edilmektedir (Gaymard ve dig., 1998). Ksileme metal yiiklemesine katilan metal
tastyicilar heniiz yeteri kadar tanimlanamamustir. Ayrica agir metal iyonlarinin ksileme

apoplastik yolla taginimi, kok ucunda gerceklesebilmektedir (Clemens, 2002a).

Cd gibi toksik agir metaller, mikro elementler tarafindan kullanilan transmembran

tastyicilar icin etkin bir sekilde rekabet etmektedir. Yapilan ¢aligmalar Cu*? ve Zn"* nin,
Ni*? ve Cd*? ile ayn1 transmembran tastyicilar igin rekabete girdigini ortaya koymustur

(Crowley ve dig., 1991). Fe-fitosiderofor taginmasinda oldugu gibi metal-selat



kompleksler, 0Ozellesmis tasiyicilar ile plazma membranindan tasmabilmektedir
(Cunningham ve Berti, 1993; Ghosh ve Singh, 2005). Agir metal iyonlar1 koklere
girdikten sonra, koklerde depo edilmekte ya da ksilem yoluyla toprak iistii organlara
iletilmektedir. Toprak iistii organlara metal translokasyonu orani, koklerdeki metal
konsantrasyonuna bagli olabilmektedir (Hardiman ve dig., 1984; Jabeen ve dig., 2009).
Prezemeck ve Haase (1991) metal translokasyonu icin olast mekanizma olarak, ksilem
Ozsuyundaki fitokelatin aracili metal baglayicilar1 gostermistir. Alyssum lesbiacum’da
sitrat (Lee ve dig., 1977) ve serbest histidin (Kramer ve dig., 1996) gibi disiik
molekiiler agirlikli selatorlerde bu siirecle iliskilendirilmistir. Malat, sitrat, histidin
benzeri selatlayict bilesikler, bitkilerde metal iyonlarinin hareketinde bir role sahip
olabilmektedir (Von Wiren ve dig., 1999; Jabeen ve dig., 2009). Metal iyonlari, serbest
iyonlar ya da metal-selat kompleksler olarak vakuolar membrandan aktif olarak
tasinmaktadir. Ornegin Cd, yulaf koklerinin tonoplastindan Cd/H" antiport yoluyla
serbest iyon olarak aktif bir sekilde tasinmaktadir (Dierberg ve dig., 1987) Organik
asitler ya da fitokelatinler tarafindan selatlanan metal iyonlar1 vakuolde depolanmakta
ve belirli kosullarda ¢oziinmeyen ¢okeltiler olusabilmektedir. Hiicre i¢i boliimlendirme
ve selatlama, metallerin bitkiler {izerindeki yikici etkilerine karsi gerceklesen onemli

olaylardir (Cunningham ve dig., 1995; Ghosh ve Singh, 2005).

2.1.2. Bitkilerde Agir Metal Toleransi

Agir metal tolerans1 gosteren bitkiler, diger bitki tiirleri i¢in toksik olan topraklarda
yasayabilme yetenegine sahiptir (McNair ve dig., 2000; Shah ve Nongkynrih, 2007).
Bitkilerde agir metallerin yiiksek seviyelerine karsi gosterilen tolerans 2 mekanizmaya
baghdir. Bu mekanizmalar, agir metallerin alimmin azalmasi ve bitki i¢

sekestrasyonunun artmasidir.

Bitkiler agir metal iyonlarim1 kok sistemleri araciligiyla topraktan almaktadir. Agir
metal iyonlar1 kok yiizeyinde, kok sistemini kaplayan miisilaj tironik asitin karboksil
grubuna baglanmaktadir. Agir metallerin miisilaja baglanma yetenekleri, ¢esitli metaller
arasinda farklilhik gostermektedir. Agir metallerin topraktan alim orani, toprak
soliisyonunun pH’sma, organik madde igerigine ve topraktaki diger iyonlarin
konsantrasyonlarina baglidir. Yiiksek pH degerinde, toprak ¢ozeltisindeki bir¢ok metal

tuzunun ¢oziinlirligi diismektedir. Bu nedenle, agir metallerin topraktaki biyolojik
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kullanilabilirligi azalmaktadir. Bunlara ek olarak, toprakta diger iyonlarin bulunmasi
agrr metal alimmi 6nemli Olclide etkilemektedir. Toprakta bulunan diger iyonlarin
birbirleriyle etkilesimlerinin, agir metal alimmin ve topraktaki biyolojik
kullanilabilirliginin azalmasma yol ag¢mast ile ilgili belirli bir mekanizma
bilinmemektedir. Bitkide i¢ sekestrasyon mekanizmasmin artmasi, genotip ve gevre
arasindaki etkilesim ile kendini gostermektedir (Hall, 2002). Bazi bitkiler hiicresel
seviyede detoksifikasyonda rol alan potansiyel mekanizmalar ile agmr metal stresine
kars1 tolerans gostermektedir. Agir metal homeostazisi ve detoksifikasyon sistemlerinin
baslica 6gelerini, membran-bazli agir metal tasiyicilart (Williams ve dig., 2000), az
miktardaki mikro elementlerin etkili bir sekilde dagilimini1 saglayan hiicre i¢i metal
saperonlari, selasyon (Cobbett ve Goldsbrough, 2002) ve sekestrasyon siiregleri
olusturmaktadir. Bu kritik siireglerin herhangi birinin hasara ugramasi, agir metal

iyonlarina kars1 agir1 duyarliliga yol agmaktadir (Gasic ve Korban, 2006).

2.2. AGIR METAL AKUMULASYONU VE TOLERANSININ MOLEKULER
MEKANIZMASI

2.2.1. Metal Alm

Bitkiler toprakta ¢dziinmeyen formlarda bulunan agir metalleri harekete gegirmek icin
rizosfere bazi metal selatlayict maddeler salmaktadir. Bu metal selatorlerden biri olan
nikotinamin (NA) yiiksek bitkilerde yaygin olarak bulunmaktadir. Gramineae
familyasinda fitosideroforlari biyosentetik prekiirsorii olan NA, Fe alimi i¢in 6nemli
bir bilesendir. Piring bitkisinde OSNAS1, OsNAS2 ve OsNAS3 olmak iizere 3 tane
nikotinamin sentez geni bulunmustur. Bu genler, kdklerden fitosiderofor salinimindaki
rollerine ek olarak Fe’nin uzun mesafe tasimiminda da 6nemli rollere sahiptir (Inoue ve
dig., 2003). Misir bitkisinde Fe(I1I)-fitosideroforlar, oligopeptid tastyici ailesine ait YS1
tastyicilar araciligiyla koklerden alinmaktadir (Curie ve dig., 2001, Gasic ve Korban,
2006).

Bitki hiicrelerinde agir metallerin hareketini kapsayan siirecler molekiiler diizeyde
incelendiginde, metal tagimasina katilan gen ailelerinin metal toleransinda anahtar rol

oynayabilecekleri ortaya konmustur. Agir metal ATPazlar, dogal direngle iliskili
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makrofaj proteinler, ¢inko-demir permeazlar metal tasimasina katilan gen ailelerinden
bazilaridir (Hall ve Williams, 2003).

Agir metal ATPazlar (HMA lar), bakteriler, bitkiler ve insanlarda bulunan agir metal
pompalaridir. Bu organizmalarda bulunan HMA’lar 6nemli derecede dizi benzerlikleri
gostermekte ve Pip alt ailesi olarak kiimelenmektedir (Palmgren ve Axelsen, 1998;
Gasic ve Korban, 2006). Bu grup, membran iginde korunmus sistein-prolin-
sistein/histidin/serin dizisi igerdigi i¢in CPx-ATPazlar olarak da tanimlanmaktadir
(Solioz ve Vulpe, 1996; Hall ve Williams, 2003). P-tipi ATPaz tist ailesi iginde yer alan
bu iyon pompalari, hiicre zarindan katyonlarn pompalanmasinda fonksiyoneldir.
HMA’lar, membrandan iyonlarin tasmmasi i¢in ATP hidrolizinin gergeklestigi ortak bir
enzimatik mekanizmay1 paylasmaktadir. Enzimin katalitik dongiisii, fosforile edilmis
ara Urlinler icerdigi i¢in “P-tipi” tanim1 yapilmaktadir (Pedersen ve Carafoli, 1987; Hall
ve Williams, 2003; Gasic ve Korban, 2006). Arabidopsis genomu ve kendisinden 3 kat
daha biiyiik piring genomu karsilastirildiginda, her iki bitkideki P-tipi ATPaz genlerinin
benzer sayilarda oldugu ortaya konmustur (sirasiyla 43 ve 46) (Baxter ve dig., 2003;
Gasic ve Korban, 2006). Piring ve Arabidopsis’de P-tipi ATPazlarin 5 ana alt ailesi
bulunmaktadir. Bu alt aileler, agir metal ATPazlar (P1g), Ca™-ATPazlar (endoplazmik
retikulum-tip Ca*>-ATPaz ve otoinhibe Ca™-ATPaz, P,n Ve Pus), H'-ATPazlar
(otoinhibe H'-ATPazlar, Psa), putativ aminofosfolipid ATPazlar (ALA, P;) ve
bilinmeyen bir 6zellik gosteren bir dali (Ps) seklindedir. P1g alt ailesinin filogenetik
analizi, tasima spesifitesiyle iliskili olarak 2 ana grubun varligini ortaya koymustur. Bu
gruplar, monovalent Cu*/Ag* katyonlar1 ve divalent Zn*?/Co*%/Cd**/Pb*? katyonlarindan
olugmaktadir (Solioz ve Odermatt, 1995; Beard ve dig., 1997; Axelsen ve Palmgren,
2001; Arnesano ve dig., 2002; Hall ve Williams, 2003; Mills ve dig., 2003).

Bakteriler, mantarlar, bitkiler ve hayvanlar1 kapsayan organizmalarda metal iyonlarmin
taginmasina katilan bir baska tasiyicit grup dogal direngle iligkili makrofaj proteinler
(Nramp’lar) dir (Cellier ve dig., 1995; Lang ve dig., 2011). Bu aile bitkilerde ilk olarak
piringte tanimlanmis ve 3 tane Nramp geni (OsNramp 1-3) rapor edilmistir (Belouchi ve
dig., 1995; 1997; Hall ve Williams, 2003). Arabidopsis thaliana’da metal tasimasinda
farkli rolleri olan 6 adet Nramp geni bulunmustur (Curie ve dig., 2000; Williams ve
dig., 2000; Méser ve dig., 2001; Hall ve Williams, 2003; Lang ve dig., 2011). A.
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thaliana’ da yapilan ¢aligmalarda Nramp’larin oncelikli olarak Fe tasinmasinda gorev
aldiklar1 gosterilmistir. Bitkilerde AtNRAMP1 ve 2’nin asir1 ekspresyonu, Fe’ye karsi
direncin artmasina neden olmaktadir (Curie ve dig., 2000). AINRAMP3 ve AtINRAMP4,
Fe eksikliginde artis gostermektedir (Lanquar ve dig. 2005; Lanquar ve dig., 2010).
Bazi Nramp’lar daha diisik affiniteyle Fe’den baska metallerin taginmasinada
katilmaktadir (Thomine ve dig., 2000; Thomine ve dig., 2003). Son zamanlarda
AtNRAMP 1, 3 ve 4’tin Mn homeostazisinde rol aldiklar1 ortaya konmustur (Cailliatte
ve dig., 2010; Lanquar ve dig., 2010). Bunun yanisira AtNRAMP4, Zn tasinmasinda da
onemli bir role sahiptir (Oomen ve dig., 2009). AINRAMP3 ve 6’nin, Cd gibi bitki i¢in
gerekli olmayan metallerin homeostazisine katildiklar1 gosterilmistir (Hall ve Williams,

2003; Thomine ve dig., 2003; Cailliatte ve dig., 2009).

Nramp’lar hiperakiimiilator bitkilerde daha az karakterize edilmistir. NRAMP3 geninin
ekspresyon seviyesinin, Zn hiperakiimiilator Arabidopsis halleri’de hiperakiimiilator
olmayan A. thaliana’ya kiyasla arttig1 bulunmustur (Talke ve dig., 2006). Zn, Cd ve Ni
hiperakiimiilatér Thlaspi caerulescens’de de AtNRAMP3 ve 4’in ortologlar1 olan
TcNRAMP3 ve 4’iin ekspresyon seviyeleri benzer sekilde artis gostermektedir (Milner
ve Kochian 2008; Lang ve dig., 2011).

Metal tasimasina katilan ¢inko-demir permeaz (ZIP) gen ailesi iiyeleri, Cd, Fe, Mn ve
Zn’yi igeren katyon cesitlerini tasima yetenegine sahiptir. ZIP ailesi, ZRT (Zn-
diizenlenmis tastyici) ve IRT (demir-diizenlenmis tasiyici)-benzeri proteinleri i¢cine alan
ilk tanimlanmis tiyelerden tiiretilmistir (Guerinot, 2000; Miser ve dig., 2001; Hall ve
Williams, 2003; Gasic ve Korban, 2006). ZIP ailesine ait genlerin bircogu Fe ve Zn
yoklugunda artmakta, ekspresyonlar1 kok ve nodiillerde ¢ogunlukla simirlanmaktadir.
ZIP ailesinin tanimlanan ilk tiyesi Arabidopsis’den izole edilen AtIRT1 genidir (Eide ve
dig., 1996; Hall ve Williams, 2003). Bu gen, topraktan yiiksek affiniteyle Fe alimindan
sorumlu 6nemli bir tasiyicidir (Eide ve dig., 1996; Connolly ve dig., 2002; Vert ve dig.,
2002; Hall ve Williams, 2003; Gasic ve Korban, 2006). IRT1’in asir1 ekspresyonu,
metal aliminda baskin bir sekilde fonksiyon artis1 saglamamaktadir. IRT1’in transkript
seviyesi Fe eksikliginde artarken, Fe yeterliliginde ve Zn ile Cd’nin yiiksek
seviyelerinde azalmaktadir (Connolly ve dig., 2002). Bir baska ZIP ailesi iiyesi olan
AtIRT2 ise, Fe eksikliginde kok epidermal hiicrelerinde eksprese olmaktadir. Ancak
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IRT1’in kaybinda yerini alamamakta (Grotz ve Guerinot, 2002; Hall ve Williams, 2003)
ve ilgili substrastlara biiylik spesifite gostermektedir. Yapilan caligsmalar, bu tagiyicilarin
Arabidopsis’de farkli fonksiyonlara sahip oldugunu gostermektedir. Arabidopsis’de
AtIRT1 ve AtIRT2 nin asir1 ekspresyonu ile Cd akiimiilasyonunun arttig1 rapor edilmistir
(Connolly ve dig., 2002; Vert ve dig., 2009, Takahashi ve dig., 2011). Arabidopsis
AtIRT1 geni ile yiiksek oranda homoloji gosteren piring OsIRT1 geni agirlikli olarak
koklerde eksprese olmakta ve Fe ve Cu eksikligi tarafindan tesvik edilmektedir (Bughio
ve dig., 2002; Hall ve Williams, 2003). Fe tasiyicilar olan OsIRT1 ve OsIRT2, Cd
aliminda da fonksiyoneldir. OSIRT1’in asir1 ekspresyonu ile Cd akiimiilasyonunun
arttig1 gosterilmistir (Lee ve An, 2009; Takahashi ve dig., 2011).

Hiperaktimiilator bitki T. caerulescens’in Ganges ekotipi ile yapilan galismalarda, Fe
eksikligi nedeniyle Cd alimmnin biiyiik dl¢iide artmasmin kok dokularinda TcIRT1-G
mRNA’smin bol miktardaki artisiyla iliskili olabilecegi diistiniilmiistiir (Lombi ve dig.,
2002). Bunun yanisira, T. caerulescens’de ZIP geni homologu olan TCZNT1’in,
Saccharomyces cerevisae (ekmek mayasi)’de cksprese edilmesini takiben yiiksek
affiniteyle Zn*? ve diisiik affiniteyle Cd*® alimma aracilik ettigi gozlenmistir (Pence ve
dig., 2000; Hall ve Williams, 2003). Bu tastyici, T. caerulescens’in kok ve govdesinde
yikksek seviyelerde eksprese edilmektedir. Zn’nin degisen durumuna baglh olarak
tastyicinin asirt ekspresyonu, koklerde hiicre igine Zn akisinin artmasmna neden
olmaktadir. Assungdo ve dig. (2001) TcZNT1 ile TcZNT2’nin agirlikli olarak koklerde
eksprese edildiklerini ve Zn konsantrasyonlarina diisiik oranda yanit verdiklerini rapor
etmistir. Buna karsilik hiperakiimiilator olmayan Thlaspi arvense’de bu genler sadece
Zn eksikligi kosullarinda eksprese olmaktadir (Assuncdo ve dig., 2001; Hall ve
Williams, 2003).

Saccharomyces cerevisae ile yapilan negatif mutantlar1 kurtarma ¢alismalarina
dayanarak, ZIP gen ailesi gibi metal tasiyicilarin fonksiyonel 6zellikleri hakkinda daha
fazla bilgi elde edilmistir. Biiylime i¢in ortamda artan Zn seviyesine ihtiya¢ duyan S.
cerevisae mutantlar1 zrtl ve zrt2’ de, Arabidopsis ZIP1-3 tasiyicilarinin Zn*? alim
aktivitesi goriilmektedir (Grotz ve dig., 1998; Guerinot, 2000; Hall ve Williams, 2003;
Gasic ve Korban, 2006). ZIP1 ve ZIP3, Zn eksikligine cevaben koklerde eksprese

olmakta ve bitkide Zn tasmmmasinda rol aldiklar1 diistiniilmektedir. Oysa ZIP4, Zn’nin
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sinirlt miktarda bulundugu bitkilerin koklerinde ve govdelerinde artarak bitki dokular1
arasinda ya da hiicre i¢inde Zn tasinmasina katilmaktadir. Bununla birlikte ZIP2 geni, S.
cerevisae’ de Fe ve Zn alim mutantlarmi kurtarmakta ve Cd ya da Mn taginmasina

katilmamaktadir (Vert ve dig., 2001; Hall ve Williams, 2003).

Agir metallerin bitki hiicrelerine alinmasinda fonksiyonel olan gen aileleri arasinda,
Arabidopsis ve diger bitkilerde tamimlanan putativ katyon tasiyicilar ailesi de
bulunmaktadir (Schuurink ve dig., 1998; Arazi ve dig., 1999; Kohler ve dig., 1999).
Arabidopsis’de tanimlanan protein, hayvanlardaki siklik niikleotid baglayicilarla
ortlisen kalmodulin baglayici bolge icermektedir (Méser ve dig., 2001; White ve dig.,
2002). Monovalent ve divalent katyonlar i¢in gecirgen olan bu kanallarin, plazma
membraninda yerlesmis olduklar1 ve secici olmadiklar1 goriilmektedir (Schuurink ve
dig., 1998; Arazi ve dig., 1999; White ve dig., 2002). Tiitiin kalmodulin-baglayic1
proteinin  aswr1  eksprese oldugu transgenik tiitiinler (NtCBP4)’de, Ni*?
akiimiilasyonunun indirgenmesiyle Ni+2’ye karst tolerans, Pb™ akiimiilasyonunun
artmastyla da Pb+2’ye kars1 asir1 duyarhilik gelistigi gozlenmistir (Arazi ve dig., 1999;
Sunkar ve dig., 2000). Bunun yanisira bugdaydan Ca*? ve Cd*? alimindaki potansiyel
roliiyle ilgili olarak, bir baska tasiyict LCT1 (diisiik-affiniteyle katyon tasiyici) geni
klonlanmistir (Schachtman ve dig., 1997; Clemens ve dig., 1998). Arabidopsis ya da
diger bitki tiirlerinin genomlarinda LCT1 homologlar1 bulunamamistir (Méser ve dig.,

2001; Hall ve Williams, 2003).

Bitkilerde agir metal iyonlarinin alimi i¢in ¢esitli sistemlerin gelistigi ¢cok aciktir. Elde
edilen bulgular 1s181nda, her bir agir metalin alimi i¢in birbirinden farkli mekanizmalar

oldugu diistiniilmektedir.

2.2.2. Selasyon

Metal iyonlar1 hiicre icine girdikten sonra selatorler ve saperonlar tarafindan
baglanmaktadir. Selatorler, sitosolik metal konsantrasyonlarmi tamponlama yoluyla
metal detoksifikasyonuna katkida bulunmaktadir. Saperonlar ise 6zellikle organellere ve
metal-ihtiyact duyan proteinlere metal iyonlarmi dagitmaktadir. Bitkilerde bilinen

bircok metal-selatdor vardwr. Bu selatorler, fitokelatinler, metallotiyoninler, organik
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asitler ve amino asitleri kapsamaktadir (Clemens, 2001; Gasic ve Korban, 2006).
Fitokelatinler ve metallotiyoninler, bitkilerde agir metal baglayici ligantlar arasinda en

iyi karakterize edilmis olanlardur.

2.2.2.1. Fitokelatinler

Bitkilerde agir metal akiimiilasyonu, fitokelatin (PC)’lerin iiretimiyle tesvik
edilmektedir. PC’ler, genel yapis1 (y-Glu-Cys),-Gly olan tiyol-zengin peptid ailesidir (n,
normal olarak 2 ile 5 arasinda bir degerdir) (Steffens, 1990; Rauser, 1995). Cd ve As
(arsenik) etkin bir sekilde PC sentezine neden olurken, Zn ve Ni elementleri ayni etkiye
sahip degildir (Grill ve dig., 1989). PC sentazin substrati olan glutatyon (GSH), amino
asitlerden 2 asamada sentezlenmektedir: ilk asama y-glutamil-sistein sentaz (y-ECS),
ikinci asama ise glutatyon sentaz (GS) tarafindan katalize edilmektedir. y-ECS
aktivitesi, glutatyon araciligiyla geri bildirim diizenlenmesi yoluyla kontrol edilmektedir
ve sistein mevcudiyetine baghidir (Mejare ve Billow, 2001). Bu enzimi kodlayan gen, A.
thaliana (Clemens ve dig., 1999; Ha ve dig., 1999; Vatamaniuk ve dig., 1999), Triticum
aestivum (Clemens ve dig., 1999) ve Schizosaccharomyces pombe (Clemens ve dig.,
1999; Ha ve dig., 1999)’de bulunmustur (Jabeen ve dig., 2009).

GSH’ye bagimli PC sentaz aktivitesi, Silense cucubalis’in kiiltiire alinmis hiicrelerinde
tamimlanmustr (Grill ve dig., 1989). Bu enzim sadece Cd, Cu, Zn, Ag (giimiis), Hg
(civa) ve Pb’nin varhg@inda aktiftir. Domates ve bezelyede de benzer aktiviteler
tanimlanmistir (Howden ve dig., 1995; Klapheck ve dig., 1995). Vatamaniuk ve dig.
(1999) AtPCS1 olarak adlandirilan bir Arabidopsis ¢cDNA’st tanmimlamistir. Cd
aklimiilasyonuna AtPCS1 proteinin ekspresyonunun aracilik etmesi, Cd selasyonu ya da
sekestrasyonunda AtPCS1’in olasi roli oldugunu gostermektedir. Clemens ve dig.
(1999) TaPCS1 olarak adlandirilan ve yabani tip mayada eksprese edildiginde Cd
direncini artiran bugday cDNA’s1 tanimlamistir. Ayrica, vakuol eksik mutantlarda
AtPCS1 ve TaPCS1’in aracilik ettigi toleransin olusumuna bakildiginda, PC’lerin
sitozolde lokalize oldugu ve tolerans mekanizmasinda Onemli rol oynadiklari
goriilmektedir. Bitkilerde Cd*? detoksifikasyonu i¢in PC-Cd kompleksinin olusumunun
onemi, Arabidopsis cad 1 mutanti ile gosterilmistir. PC-eksik cad 1 mutanti, yabani
tipte bulunan seviyelerde GSH icermekte ve Cd**ye asir1 duyarhlik gostermektedir
(Howden ve dig., 1995). AtPCS1 olarak adlandirilan CAD1 geninin ekspresyonu
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Escherichia coli’de yapildiginda, GSH ve metale bagimli PC sentezi saptanmistir. Bu
genin belirgin bir sekilde PC sentezini kodladig1 ortaya konmustur (Ha ve dig., 1999).
Cd*"®ye tolerans fenotipi gdsteren S. cerevisiae hiicrelerinde bu genlerin ekspresyonu,
GSH-bagimli ve PC senteziyle iligkilidir. Arabidopsis ve S. pombe’den saflastirilan
rekombinant PC sentaz proteinleri, GSH’den PC’lerin olusumunu katalize etmektedir
(Clemens ve dig., 1999; Vatamaniuk ve dig., 1999). Arabidopsis cadl-3 mutantlari
yabani tipe gore, Cd ve As’ye oldukc¢a duyarli iken, Cu, Hg, ve Ag’ye az duyarhlik
gostermektedir (Ha ve dig., 1999; Jabeen ve dig., 2009). Gisbert ve dig. (2003) tiitiinde
PC sentazi kodlayan bugday TaPCS1 geninin asir1 ekspresyonunun, Pb ve Cd’ye
tolerans1 biiyiik Olgiide artirdigin1  gostermistir. 1,572 mg/kg Pb igeren maden
bolgelerinde yetistirilen bu transgenik fideler, yabani tipe gére Pb ve Cd’yi iki kat daha

fazla miktarda akiimiile etmistir.

Agir metal detoksifikasyon stireci, metal iyonlariin selasyonuyla
smirlandirilmamaktadir. PC sentazin metal iyonlar1 tarafindan aktive edilmesinden
sonra PC’lerin senteziyle metal selasyonu gergeklesmektedir. Metal-iyon kompleksi
vakuole tasinmakta ve burada siilfidler ya da organik asitlerle kompleks olusturarak
stabilize edilmektedir (Rauser, 1990). PC’lerin sentez edilmesi ve aktivasyonu
araciligiyla metal selasyonundan sonra PC-Cd komplekslerinin tonoplasta taginmasi ve
vakuolar boliimlendirilmesi, PC’lerin metal baglama kapasitesini artirmaktadir (Vogeli-
Lange ve Wagner, 1989; Salt ve Rauser, 1995; Bae ve Mehra, 1998; Jabeen ve dig.,
2009).

2.2.2.2. Metallotiyoninler

Metallotiyonin (MT)’ler, diisiik molekiiler agirlikli, sistein-zengini, metal baglayici
proteinlerin bir grubudur. MT’ler metal selasyonu i¢in tiyolleri saglamaktadir. MT
proteinler hayvanlarin yanisira okaryotik mikroorganizmalar ve bitkilerde de rapor
edilmistir. Bitkiler genellikle 60-80 amino asitten olusan ve 9-16 sistein kalintis1 igeren
peptidleri kodlayan MT genlerinin bir ailesine sahiptir (Chatthai ve dig., 1997). MT-
metal kompleksinin glutatyonlagmis olmasi (Brouwer ve dig., 1993), bu kompleksin
uzun siireli sekestrasyon i¢in vakuole tasmmis olabilecegini diisiindiirmektedir. MT
sentezine neden olan faktorlerin ¢esitliligi diistiniildiigiinde, MT’lerin 6ncelikli roliiniin

metal detoksifikasyonu olmadigi fikri 6ne siiriilmiistiir (Karin, 1985). Hiicrede metalleri
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sekestere eden MT’ler, ihtiyaci olan apoenzimlere metal iyonlarini tagimaktadir. MT’ ler
araciligiyla Zn iyonlarmin taginmasi ile, Zn’ye ihtiyag duyan apoenzimlerin
reaktivasyonu kanitlanmistir (Udom ve Brady, 1980). Benzer bir baska durum
Nuerospora crassa’da MT’lerle Cu ihtiyac1 olan apoenzimlere Cu tasmmasidir
(Beltramini ve Lerch, 1982; Jabeen ve dig., 2009).

Bitki MT genlerinin ekspresyonu ¢ok iyi ¢alisilmistir. Bitkilerdeki MT’ler MT1, MT2,
MT3, MT4 olmak iizere 4 alt aileye ayrilmaktadir. Bunlarm her biri, gelisme siiresince
bitki dokularinda farkli ekspresyonlara ve fonksiyonlara sahiptir (Cobbett ve
Goldsbrough, 2002). Cd, Cu ve Zn’ye maruz kalan A. thaliana ve kavak gibi
akiimiilator olmayan bitkilerde MT1a ve MT1b koklerde yiiksek seviyelerde eksprese
edilmektedir (Garcia-Hernandez ve dig., 1988; Zhou ve Goldsbrough, 1994; Kohler ve
dig., 2004). Buna karsin Cu’ya maruz kalan hiperakiimiilatér T. caerulescens’de MT1
mRNA seviyesi, koklerden daha fazla yapraklarda artis gostermektedir (Roosens ve
dig., 2005). A. halleri ve T. caerulescens’de MT2 ekspresyonu, Cu’ya toleransl bitkiler
Silene paradoxa ve Silene vulgaris’deki gibi yiiksektir (van Hoof ve dig., 2001;
Mengoni ve dig., 2003; Roosens ve dig., 2005; Chiang ve dig., 2006; van de Mortel ve
dig., 2006). MT2b’nin asir1 ekspresyonu Cu toleransiyla iliskilidir (Schat ve dig., 1996).
MT3 genlerinin ekspresyonu, Cu’ya maruz kalan akiimiilator olmayan bitkilerde
artmaktadir (Guo ve dig., 2003; Kohler ve dig., 2004; Roosens ve dig., 2004). Cd
uygulamasi yapilan hiperakiimiilator T. caerulescens’de de, bu genin ekspresyonunda
artis gorilmistiir. S. cerevisae’de yapilan fonksiyonel ¢aligmalar, TcMT3’iin Cd’den
ziyade Cu’ya daha fazla tolerans gosterilmesine katildigini isaret etmektedir. TCMT3
sitoplazmada yiiksek miktarda Cd ve Zn bulunmasi durumunda, normal Cu
homeostazisinin korunmasinda rol oynamaktadir. MT4, A. thaliana tohumlarinda
oldukga fazla eksprese edilmektedir (Guo ve dig., 2003; Maestri ve dig., 2010). Bu gen
metal kontaminasyonundan ziyade tohum gelisimi ve c¢imlenmesi silirecinde metal

homeostazisinin saglanmasinda gorev almaktadir.

MT genlerinin eksprese edildigi transgenik bitkilerde genellikle metal toleransinda artis
goriilmektedir (Zimeri ve dig., 2005; Zhigang ve dig., 2006). S. vulgaris’deki MThis
geni transgenik tiitlinde eksprese edildiginde, kokler ve govdelerde Cd

akiimiilasyonunda artis rapor edilmistir (Gorinova ve dig., 2007; Maestri ve dig., 2010).
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Benzer olarak, A. thaliana’da bezelye MT geninin asir1 ekspresyonu ile Cu

akiimiilasyonunda artis tespit edilmistir (Pan ve dig., 1994; Jabeen ve dig., 2009).

2.2.2.3. Organik Asitler ve Amino Asitler

Sitrat, malat ve histidin benzeri karboksilik asitler ve amino asitler agir metaller i¢in
potansiyel liganlardir. Bu ligantlar, agir metal toleransi ve detoksifikasyonunda rol
oynamaktadir (Rauser, 1999; Clemens, 2001). Metale maruz kalma ve asit {iretim
miktar1 arasmdaki iligki, agir metal toleransmna katildiklarin1 agik bir gsekilde
gostermektedir. Ornegin, Ni’ye maruz kalan Ni hiperakiimiilator bitki Alyssum
lesbiacum’da ksilem Ozsuyunun histidin igeriginin 36 kat arttigi rapor edilmistir
(Kramer ve dig., 1996). Bununla birlikte histidin miktar1 akiimiilatér olmayan tiirlerde
biiyiik 6l¢iide Ni toleransini ve Ni’nin govdeye tagmmasini artirmistir. Ancak bir bagka
Ni hiperakiimiilator olan Thlaspi goesingense’de yapilan ¢alismalar histidin yanitinin,
Ni tolerans mekanizmasinda yaygin olmayabilecegini gostermektedir (Persans ve dig.,

1999; Hall, 2002).

Histidin (His), hiperakiimiilasyonda yer alan serbest bir amino asit olarak Onem
tasimaktadir (Haydon ve Cobbett, 2007). Hiperakiimiilatorlerin koklerinde yiiksek
konsantrasyonda bulunan His, Ni, Zn ve Cd ile stabil kompleksler olusturmaktadir.
Hiperakiimiilator Alyssum lesbiacum’da His konsantrasyonu Ni uygulamasiyla
artmakta; fakat biyosentez yolundaki genler tesvik edilmemektedir (Persans ve dig.,
1999; Ingle ve dig.,, 2005). His biyosentez yolunun ilk enzimi olan ATP-
fosforiboziltransferazin ekspresyonu, A. lesbiacum’da akiimiilator olmayan Alyssum
montanum’a gore daha fazladir. Ayni genin transgenik A. thaliana’da asir1 ekspresyonu
tolerans1 artirirken, akiimiilasyonu degistirmemistir (Ingle ve dig., 2005).
Hiperakiimiilator bitkilerde kokler selasyon icin biiylik bir His havuzuna sahiptir. T.
caerulescens’in koklerinde yiiksek konsantrasyonda His bulunmasi, kok hiicrelerinin
sitoplazmasinda olusan Ni-His kompleksinin vakuolde Ni’nin sekestrasyonunu
azalttigim1  ortaya koymaktadir. Akilimiilator olmayan T. arvense kiyasla T.
caerulescens’de ksilem Ozsuyuna yiiksek oranda Ni yiiklemesi bu sekilde
aciklanabilmektedir (Richau ve dig., 2009; Maestri ve dig., 2010). Simdiye kadar

Thlaspi ve A. halleri’de His biyosentetik genlerinin artan ekspresyonu bulunamamustir.
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Organik asitler gibi kiigiik ligantlar, detoksifikasyon faktorleri olarak 6nemli bir role
sahiptir. Bu ligantlar, sitoplazmada serbest iyonlar halinde bulunan agir metallerin
kalicihigmi onlemede yardimci olabilmekte ve metal-organik asit selatlarmm 6ncelikle
yerlestigi vakuollerde sekestrasyonu artirmaktadir. Ornegin sitrat, T. goesingense’nin
yapraklarinda baslica Ni ligant1 iken (Kramer ve dig., 2000), S. nigrum’un
yapraklarinda Cd’yi baglamaktadir (Sun ve dig., 2006). Ayrica A. halleri’de Zn’nin, T.
caerulescens’de ise Cd’nin, en fazla malatla kompleks olusturdugu tespit edilmistir
(Salt ve dig, 1999; Sarret ve dig., 2002; Rascio ve 1zzo, 2011).

Protein olmayan amino asit nikotinamin (NA)’in metal akiimiilasyonundaki rolii {izerine
yapilan c¢alismalarda, T. caerulescens ve A. halleri ile A. thaliana ve Zea mays L.
kullanilmistir. Molekiil agirhigi kiiciik olan NA, 4 tane NA sentez geni (NAS1-4) iceren
bir yol araciliftyla enzimatik olarak sentez edilmektedir. NA’nin Fe, Cu ve Zn’nin uzun
mesafe tasinmasina katildig1 ortaya konmustur (Stephan ve Scholz, 1993; Wintz ve dig.,
2003). NA’nin vaskular dokulardan yapraklara Fe yiiklenmesiyle iligkili oldugu
kanitlanmistir (Wintz ve dig., 2003; Haydon ve Cobbett, 2007; Maestri ve dig., 2010).

2.2.3. Metal Als Verisi

Bitkilerde agir metal detoksifikasyonu ve toleransi siirecinde, membran tasima
sistemleri merkezi rol oynamaktadir. Molekiiler genetik tekniklerin uygulandigi
calismalarla, metal tasimasina katilan gen aileleri tanimlanmistir. Bu gen aileleri, agir
metal ATPazlar, dogal direncle iliskili makrofaj proteinler, katyon diflizyon

kolaylastiricilar, ¢inko-demir permeazlar ve katyon zit-tasiyicilar1 kapsamaktadir.

2.2.3.1. Hiicre i¢i sekestrasyon

Metal iyonlar1 bitki hiicrelerinde asir1 miktarda biriktiginde, sitozolden
uzaklastirilmalar1 gerekmektedir. Sitozolden uzaklastirma, genellikle disa akis ya da
boliimlendirme yoluyla gerceklesmektedir. Bitki hiicresindeki toksik bilesenler i¢in ana
depolama organeli vakuoldiir. ATPaz (ATP tarafindan desteklenen) ve PPaz (PPi
tarafindan desteklenen) olarak adlandirilan vakuolar proton pompalari, bir¢ok
¢oziinenin vakuolar alimi i¢in enerji saglamaktadir. Bu pompalar tarafindan olusturulan

proton itici gilicii, pH gradiyenti ve oldukca kiiclik bir tonoplast potansiyeli



20

yaratmaktadir (Walker ve dig., 1996; Pottosin ve dig., 2007). Proton itici giicii, sekerler
ve aminoasitler gibi organik maddeler ile K", Na*, Ca™ ve NO7 gibi mineralleri
tonoplast boyunca tastyan sekonder tastyicilar i¢in enerji saglamaktadir. Tiim bitki iyon
kanallar1 arasinda ilk ve en iyi karakterizasyon, tonoplast tastyicilar i¢in yapilmistir
(Hedrich ve dig., 1987; Barkla ve dig., 1996; Isayenkov ve dig., 2010). Yapilan
calismalarda katyon kanallarmm, K"ya secici, Ca'®’ye gecirgen ve secicilik
gostermeyen kanallar1 igerdigi bulunmustur. Anyon kanallariyla ilgili olarak da, malate,
CI" ve NO'3’e gegirgen olduklar1 ortaya konmustur. Tonoplastta bir¢ok iyon igin birden
fazla primer ya da sekonder tasiyici bulunmaktadir (Martinoia ve dig., 2000; Gasic ve
Korban, 2006).

Metallerin vakuolde boliimlendirilmesi tizerine birgok ¢alisma bulunmaktadir (Vazquez
ve dig., 1994; Kupper ve dig., 1999; Jabeen, 2009). Cd ile kirlenmis topraklarda
biiyiiyen Brassica napus’da, Cd’nin Oncelikli olarak vakuol ve hiicre duvarinda
depolandigini ve boylece yapraklardaki Cd toksisitesinin azaldigini gostermistir (Carrier
ve dig. 2003; Gasic ve Korban, 2006). Metal detoksifikasyonu ve bitki toleransi
acisindan onemli olan bu siireg, sitozoldeki serbest metal iyonlar1 konsantrasyonunu
engellemekte ve onlar1 simirl bir alan i¢inde tutmaktadir (Tong ve dig., 2004; Jabeen ve

dig., 2009).

2.2.3.2. Saperonlar

Coziinen metal reseptor proteinlerin bir ailesi olan metallosaperonlar, hiicre i¢i metal
alisveriginde aktiftir. Bu metal reseptorler, “saperon-benzeri” islevde bulunduklar1 i¢in
detoksifikasyon proteinleri degildir. Metallerin uygun reseptorlere teslimatini yaptiklar

icin metal iyonlarina rehberlik ederek korunmasini saglamaktadirlar.

Prokaryotik organizmalar ve mayalarda yapilan genetik ¢aligmalarla, Cu’nun hiicrelerde
thracma ya da alimina aracilik eden membranla iligkili proteinler tanimlanmistir. Hiicre
icinde Cu saperonlar olarak tanimlanan kiiciik sitozolik proteinler bulunmustur. Bu
saperonlar Cu iyonlarini baglamakta, 6zel hiicresel boliimlere ve Cu’ya ihtiya¢ duyan

proteinlere ihrag¢ etmektedir (Pena ve dig., 1999; Gasic ve Korban, 2006).
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Bitkilerde Arabidopsis’de CCH (Himelblau ve dig., 1998), CCS (Wintz ve Vulpe, 2002)
ve AtCOX17’nin (Balandin ve Castresana, 2000), domateste CCS ve LYS7’nin (Zhu ve
dig., 2000; Gasic ve Korban, 2006) dahil oldugu Cu saperon ailesinin farkli iiyeleri

tanimlanmistir.

A. thaliana’da tanimlanan Cu saperon (CCH) ve antagonist 1’e duyarlilik (RAN1), bitki
hiicrelerinde tanimlanan ilk Cu ihra¢ sistemidir (Himelblau ve Amasino, 2000). CCH,
senesense ugrayan dokularda artmakta (Himelblau ve dig., 1998) ve Cu’nun bu
dokulardan floem araciligiyla uzun mesafede tasinmasima katilmaktadir (Mira ve dig.,
2001; Gasic ve Korban, 2006). RANI1’de post-Golgi vesikiillerindeki etilen
reseptorlerine Cu ihrag etmektedir (Hirayama ve dig., 1999; Hall ve Williams, 2003).
Wintz ve Vulpe (2002) CCS tarafindan kodlanan proteinin bir kloroplast proteini
oldugunu ve kloroplast Cu/Zn siiperoksit dismutaz apoproteini olgunlagmasina
katildigin1 rapor etmistir. COX17’nin Arabidopsis’de AtCOX17-1 ve AtCOX17-2
olarak adlandirilan 2 homologu bulunmustur. COX17 proteinleri agirlikli olarak
koklerde eksprese olmaktadir. Bu nedenle, fonksiyonlarinin Cu’nun mitokondriye ihraci

ile sinirlandirildigi, fakat koklerde Cu taginmasina katilabilecekleri diisiiniilmektedir.

2.2.3.3. Taswyicular

ABC-Tipi Aile: ATP baglayici kaset (ABC) protein ist ailesi, mikroorganizmalar,
bitkiler ve hayvanlar1 kapsayan organizmalarda bilinen en biiyilk membran protein
ailesidir (Rea ve dig., 1998; Rea, 1999; Davies ve Coleman, 2000; Theodoulou, 2000;
Martinoia ve dig., 2002). ABC proteinlerinin birgcogu, ATP hidrolizi ile ¢alisan
pompalardir. Bu proteinler iyonlar, sekerler, lipidler, peptidler, pigmentler,
ksenobiyotikler ve antibiyotikleri iceren ¢ok ¢esitli maddeleri tasimaktadir. Bugiine
kadar bitkilerde bu ailenin iki biliylik alt smifi tanimlanmistir. Bunlar coklu ilag
direnciyle iliskili proteinler (MRP’ler) ve ¢oklu ilag direng proteinleri (MDR’ler)’dir.
[lk ABC tasiyict olarak Arabidopsis’den MDR-benzeri gen klonlanmis olsa da
bitkilerde sadece belli MRP’ler fonksiyonel olarak tanimlanmistir (Rea ve dig., 1998;
Theodoulou, 2000; Hall ve Williams, 2003). Ozellikle vakuolde glutatyon S-
konjugatlarmm tasimnmasinda rol aldiklar1 ¢ok iyi bilinmektedir. ABC tasiyicilarm,

glutatyon S-konjugat pompasi olduklar1 ortaya konmustur.



22

Arabidopsis ABC tasiyicilarin alt ailesi olan AtMRP’ler, ¢oklu ilag-direnci ile iliskili
proteinlerin bitkideki homologudur. Bitki hiicrelerinin vakuollerine madde tasinmasinda
gorevli olduklar1 diisiiniilmektedir (Rea ve dig., 1998; Rea, 1999). Cd’nin vakuolar
sekestrasyonunda AtMRP’lerin rolii arastirilmistir. AtMRP’leri kodlayan eksprese
olmus putativ dizilerin, kok ve govdelerde farkli seviyelerde oldugu gézlenmistir (Bovet
ve dig., 2003; Gasic ve Korban, 2006). Glutatyon ve fitokelatin sentezi i¢in mutantlarla
yapilan c¢alismalar da, AtMRP3’in agr metaller tarafindan tesvik edildigini

gostermektedir.

Yiiksek bitkilerin tonoplastlarinda yerlesen bir baska ABC tasiyict smifi, ID17 ve
ortologlaridir. Fe eksikligi ile tesvik edilen IDI7 cDNA’s1, arpa koklerinden izole
edilmistir (Yamaguchi ve dig., 2002; Gasic ve Korban, 2006). ID17 mRNA
akiimiilasyonu, Fe  eksikligi  kosullarna gore agwr metallerin  yiiksek
konsantrasyonlarinda daha az oldugu i¢in vakuollerde metal iyonlarinin

sekestrasyonuna katilimlarinin olmadigi diisiiniilmektedir.

Agir metal ATPazlar: Agir metal tasiyict P-tipi ATPazlarin 5 ana alt ailesini i¢eren A.
thaliana bitkisi, P1g ATPaz alt ailesinin 8 {iyesini icermektedir (Hussain ve dig., 2004).
Bu 8 iiyenin 4 tanesi bilinen Cu (I) tasiyicilar ile iligkilidir. Geriye kalan 4 iiye
prokaryotlarda oldugu bilinen divalent katyon tasiyicilarla yakindan iliskilidir. Bunlarin
icindeki 3 {iye ise birbiriyle yakin iligkili bir grup olusturmakta ve Zn (II) tastyicilar
olduklar1 diistiniilmektedir (Cobbett ve dig., 2003; Gasic ve Korban, 2006).

Bu tastyicilardan HMA2, HMA3 ve HMA4 birbirleriyle yakin iligki gostermektedir.
Prokaryotlarin divalent metal katyon tasiyicilar1 ile yliksek oranda dizi benzerligine
sahip olduklar1 bilinmektedir. Bu tasiyicilarn herbiri igin Arabidopsis mutantlari
tanimlanarak, metal homeostazisindeki rolleri belirlenmistir. Mutantlar bireysel olarak
higbir belirgin fenotip sergilemezken, hma2 hma4 ¢ift mutantlar1 besin eksikligi fenotipi
gostermektedir. Bu mutantlarda goriilen fenotip, biiylime ortaminda Zn seviyesi
arttirildiginda kurtarilmistir. Cu ya da Co seviyeleri degistirildiginde ise, ayni yanit
alinamamustir. hma2 hma4 ¢ift mutantmm gévdesinde Zn’nin seviyesi azalmistir. Bu
azalma, yabani tipe gére hma4 tekli mutantinda daha azdir. Bununla birlikte yapilan

gozlemler, HMA2 ve HMA4’lin temel Zn homeostazisinde baslica rolleri oldugunu
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gostermektedir. HMA2 ve HMA4 genlerinin agwlikli olarak kokler, govdeler ve
yapraklarin  vaskular dokularinda eksprese edildikleri ve HMAZ2’nin plazma
membraninda yerlestigi ortaya konmustur. hma2 ve hma4 mutasyonlari, PC-eksik
mutantlarda Cd duyarliliginin artmasinda rol aldig1 icin Cd detoksifikasyonunu

etkileyebilecekleri diistiniilmektedir.

Cd ve Zn’nin yliksek konsantrasyonlarina maruz kalan hiperakiimiilatér bitkiler T.
caerulescens ve A. halleri’nin kok ve govdelerinde HMA4 ekspresyonu artmaktadir
(Mills ve dig., 2003; Papoyan ve Kochian, 2004; Talke ve dig., 2006; Hanikenne ve
dig., 2008). Bu bitkilere akraba, hiperakiimiilator olmayan tiirlerde ise ayn1 durumda
HMA4 ckspresyonu azalmaktadir (Papoyan ve Kochian, 2004). HMA4’iin asir1
ekspresyonu, koklerden ksileme Cd ve Zn akisinda HMA4 proteininin roliinii
desteklemektedir. A. halleri ile yapilan ¢alismada, HMA4 geninin Cd ve Zn toleransina
katildig1 ortaya konmustur (Courbot ve dig., 2007; Willems ve dig., 2007; Willems ve
dig., 2010). HMA4 aktivitesinin, hiperakiimiilasyon i¢in aday olan diger genleri pozitif
etkiledigi ortaya konmustur. HMA4’lin artan ekspresyonu, agwr metal alimindan
sorumlu ZIP ailesine ait genlerin ekspresyonunu artirmaktadir (Hanikenne ve dig.,

2008; Rascio ve 1zzo, 2011).

CDF-Tipi Aile: Katyon difiizyon kolaylastirict (CDF) proteinler, metal homeostazisi
ve toleransinda onemli roller oynayan katyon disa akis tasiyicilar ailesine aittir.
CDF’lerin bakteriler (Nies, 1992), maya (Borrelly ve dig., 2002; Clemens ve dig.,
2002b), bitkiler ve hayvanlarda (Blaudez ve dig., 2003; Gasic ve Korban, 2006) Zn*?,

Cd*? ya da Co*® iyonlarima tolerans gosterilmesinde rol aldig: bildirilmistir.

Bitki CDF tasiyici geni ilk olarak Arabidopsis’de ZAT olarak belirlenmis ve karakterize
edilmistir (van der Zaal ve dig., 1999; Hall ve Williams, 2003). ZAT, bitki genelinde
temel olarak eksprese edilmekte ve artan Zn konsantrasyonu tarafindan tesvik
edilmektedir. A. thaliana genomu, 3 farkli gruba ayrilan 12 tane putativ katyon disa akis
proteinini kodlamaktadir (Blaudez ve dig., 2003). Grup | (AtMTP8-AtMTP11 ve
AtMTP6, AtMTP7) ve Grup II (AtMTPS ve AtMTP12) proteinleri, katyon disa akis
tastyicilarmin bir kisim 6zelliklerini, Grup III (AtMTP1-AtMTP4) ise tiim temel katyon
disa akis tasiyict ozelliklerini gostermektedir (Paulsen ve Saier, 1997). Bircok katyon
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disa akis proteini metal toleransma katilmaktadir. Ornegin Arabidopsis’in ZAT geni
asir1 eksprese edildiginde Zn*? toleransi goriilmektedir (van der Zaal ve dig., 1999).
Artan  toleransin, Zn'®nin hiicre i¢i sekestrasyonundan kaynaklanabilecegi
diistiniilmektedir (Kobae ve dig., 2004; Desbrosses-Fonrouge ve dig., 2005; Lang ve
dig., 2011).

Zn hipeakiimiilator Thlaspi caerulescens’de ZAT geni olan ZTP1l tanimlanmistir
(Assuncio ve dig., 2001). Ozellikle yapraklarda eksprese olan bu genin ekspresyonu
koklerde de goriilmektedir. Zn, Cd ve Pb acisindan zengin topraklardaki bitkiler, Ni
acisindan zengin topraklar ya da metalden yoksun topraklardaki bitkilere gére bu geni
daha fazla eksprese etmektedir. Bu bitkilerin bir¢ogu Zn’ye karsi toleranshdir. Bu
nedenle, ZTP1/ZAT-benzeri tasiyicilarin Zn’nin hiicre i¢i bdlimlendirilmesi ve
toleransinda rol aldiklar1 diisiiniilmektedir (van der Zaal ve dig., 1999; Assuncdo ve
dig., 2001). Persan ve dig. (2001) bir baska hiperakiimiilator T. goesingense’de govde
vakuollerine metal iyonlarinin akiimiilasyonundan sorumlu olan CDF tagiyict TgMTPL’i
karakterize etmistir. TJMTP1’in, TgMTP1tl ve TgMTP1t2 olmak {izere iki farkli
transkripti bulunmaktadir. Mayada yapilan ekspresyon calismalari, TgMTP1tl’in Cd,
Co ve Zn’ye, TgMTP1t2’in ise Ni’ye tolerans sagladigini gostermektedir. T.
goesingense’de akiimiilatér olmayan tiire gbére bu iki gen oldukca fazla eksprese
olmaktadir (Persans ve dig., 2001; Hall ve Williams, 2003).

CDF ailesinin bir tiyesi olan PtdMTP1, hibrid kavak bitkisinde tanimlanmistir (Blaudez
ve dig. 2003; Gasic ve Korban, 2006). PtdMTP1 yapisal ve yaygmn olarak diisiik
seviyelerde eksprese olmaktadir. PtMTP1’in mayada eksprese edilmesiyle, Zn’ye asir1
duyarli olan mutant1 tamamlayici yetenegi gdsterilmistir. Maya ve bitki hiicrelerinde,
yesil floresan protein (GFP) igine kaynasmus PtdMTP1 vakuolar membrana
yerlesmistir. Bu c¢aligma, PtdMTP1’in Zn sekestrasyonuna katildigin1 desteklemistir.
Arabidopsis’de PtdMTP1’in asir1 ekspresyonu, Zn toleransinda gériilmektedir.

Yiiksek oranda Mn*? igeren asidik topraklarda biiyiiyen tropikal bitki Stylosanthes
hamata’da bir bagska CDF tasiyicist ShMTP1 tanimlanmustir (Delhaize ve dig., 2003;
Hall ve Williams, 2003). ShMTP1 maya ve Arabidopsis’de eksprese edildiginde,

Mn*?’ye kargi tolerans saglamakta ve muhtemelen proton/Mn*? antiportir (zittasir)
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olarak islev gormektedir (Delhaize ve dig., 2003; Hall ve Williams, 2003; Gasic ve
Korban, 2006). GFP i¢ine kaynasmis ShMTP1 proteininin Arabidopsis hiicrelerinin
tonoplastinda, mayanin ise endoplazmik retikulumunda yerlestigi goriilmektedir. Ayrica
katyon disa akis proteinlerine (ShAMTP8 ve AtMTP11) ait belli bir filogenetik grubun,
sitoplazmadan Mn’nin ihracinda islevsel olduklari ortaya konmustur (Delhaize ve dig.,
2003).

Katyon/H" Antiportirlar: Bitki tonoplast1 bir dizi katyon/H" antiportir icermektedir.
Bu tasiyicilar, vakuole tagsima yoluyla ozellikle sitozolik Ca™ ve Na*
konsantrasyonlarmin diizenlemesine katilmaktadir (Hirschi, 2001; Maeshima, 2001,
Gaxiola ve dig., 2002). Arabidopsis’den CAX1 ve CAX2 adi verilen 2 adet gen
klonlanmis ve sirastyla yiiksek ve diisiik verimlilikte Ca*?/H" degistiriciler olduklar1
gosterilmistir (Hirschi ve dig., 2000). Tasimayla ilgili yapilan ilk ¢aligmalarda, Cd*/H*
antiportirlarin vakuolde Cd*? akiimiilasyonuna katilabilecekleri ve bunda CAX2’nin rol
aldig1 ortaya konmustur (Salt ve Wagner, 1993, Hirschi ve dig., 2000). Mayada
CAX2’nin eksprese edilmesi, Ca ve Mn"™den dolay1 ortaya c¢ikan biiyiime
bozukluklarini bastirmaktadir. Ayrica CAX2’nin tiitiin bitkilerinde ekspresyonu, daha
fazla Ca*?, Cd** ve Mn"? akiimiilasyonunu, kdk tonoplast vezikiillerinde ise Cd*? ve
Mn*? tagmiminin artmasini saglamaktadir (Hirschi ve dig., 2000; Hall ve Williams,

2003).

Diger Tasiyicillar: Magnezyum tasiyicilar, gecis metal tasiyicilarina dahil
olabilmektedir. Shaul ve dig. (1999) A. thaliana’dan AtMHX adin1 verdikleri tasiyiciy1
klonlamistir. Bu tastyict vakuolar membranda lokalize olmakta ve Mg*? ya da Zn*? ile
H" yerdegistirici olarak islev gormektedir. Li ve dig. (2001), Arabidopsis’de bir baska
Mg*? tastyic1 gen ailesi tammlanmustir (Hall ve Williams, 2003). AtMGT gen ailesi
putativ Mg*? tastyicilar1 kodlayan 10 iiyeye sahiptir. Plazma membraninda yerlesen bu
proteinlerden biri olan AtMGT1 en yiiksek affiniteyi Mg** icin gostermektedir. Fakat
baz1 veriler, Ni+2, Ca+2, Fe+2, Mn*? ve Cu*®nun yiikksek konsantrasyonlarma gerek
duyulmasma ragmen tasimabildiklerini ortaya koymustur (Li ve dig., 2001; Hall ve
Williams, 2003).
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Coklu ilag direnci disa akis tasiyicilar1 bakterilerde tanimlanmis ve MATE (¢oklu ilag
ve toksik bilesikleri ekstriizyon) ailesi olarak isimlendirilmistir (Brown ve dig., 1999;
Morita ve dig., 2000). MATE ailesi, hiperakiimiilator bitkilerde agwr metal
translokasyonunda aktif olan tasiyici proteinlerin baska bir tiiriidiir. Bu aile ile sinirli bir
homoloji gosteren bir klon Arabidopsis’de tanimlanmis ve bu protein AtDTX1
(Arabidopsis thaliana Detoksifikasyon 1) olarak adlandirilmistir (Li ve dig., 2002).
MATE ailesi, diger organizmalara gére Arabidopsis’de en az 56 iiyesi olan biiyiik bir
gruptur (Li ve dig., 2002; Rogers ve Guerinot, 2002). Bakteri mutant1 kullanilarak
AtDTX1’in fonksiyonel analizi yapilmistir. Plazma membraninda yerlesik bu protein,
toksik bilesiklerin bir dizisi igin tastyici olarak gérev yapmakta ve Cd*?’yi detoksifiye
etme yetenegi bulunmaktadir (Li ve dig., 2002; Hall ve Williams, 2003). MATE
ailesinin bir iiyesini kodlayan gen FDR3, T. caerulescens ve A. halleri’nin koklerinde
asir1 eksprese edilmektedir (Talke ve dig., 2006; van de Mortel, 2006). FDR3 proteini
genellikle Fe homeostazisi ve tasinmasinda ihtiya¢ duyulan bir ligant olarak sitratin
ksileme akisinda gorevlidir (Durrett ve dig., 2007). Bu proteinin hiperakiimiilatorlerde
asir1 ekspresyonu, FDR3’iin Zn gibi diger metallerin translokasyonunda da rol

alabilecegini diistindiirmektedir (Kramer ve dig., 2007; Rascio ve 1zzo, 2011).

Putativ Cu tastyicilar ailesinin 5 iiyesi (COPT1-5) Arabidopsis’de tanimlamistir (Hall
ve Williams, 2003; Sancenon ve dig. 2003; Guerra ve dig., 2009). COPT4 haricinde bu
tastyicilar, genel olarak yapraklar ve gdvdelerde koklere gore daha fazla eksprese
edilmektedir. COPT1, 2, 3 ve 5 genleri Cu tasimasi kusurlu negatif maya mutantinda
eksprese edildiginde, tamamlama ve Cu tasima aktivitesinde fonksiyonel olarak
basarilidir. Mayada COPT1’in ekspresyonu, Cu toksisitesine karsi duyarliligin artmasi
ile iligkilidir (Kampfenkel ve dig., 1995). Ayrica COPT1, mayada diisiik affiniteyle Cu
tasiyicisi olan CTR2 ile yiiksek bir dizi benzerligi gdstermektedir. Her ikiside dkaryotik
bakir tastyicilar (CTR) ailesinin iiyesidir (Eide, 1998; Van Ho ve dig., 2002; Hall ve
Williams, 2003).

Bir bagka tasiyici olan YSL (Sar1 Cizgil- Benzeri) ailesi iiyeleri, nikotinamin-metal
selatlarmm ksileme yiiklenmesine ve bosaltilmasina aracilik etmektedir. Bu ailenin
iiyelerinin, agir metal translokasyonuna katildiklarina dair ¢alismalar vardir (Colangelo

ve Guerinot, 2006; Gendre ve dig., 2007; Rascio ve 1zzo, 2011).
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2.3. BITKILERDE AGIR METAL METABOLIiZMASI IiLE iLiSKIiLi
GENLERIN BELIRLENMESINDE KULLANILAN YONTEMLER

Gecmis yillardan bu yana gen ekspresyonu hakkinda bilgi sahibi olmak i¢in ¢esitli
teknikler kullanilmaktadir. RNA blot, nokta blot, yar1 kantatif ve kantatif ters yazilim
polimeraz zincir reaksiyon yontemleriyle tek bir genin ekspresyonuna bakilirken,
cikarimli hibridizasyon, farkimsal gosterim, seri gen ekspresyon analizleri, eksprese
olan gen parcalarinin DNA dizilerinin belirlenmesi gibi tekniklerle bir¢ok genin ayni
anda farkli kosullarda ekspresyonlar1 incelenebilmektedir (Sahin-Cevik, 2005). Tiim bu
yontemlerin yanisira, son zamanlarda kullanilan cDNA mikroarray teknigi, ayni anda
binlerce genin ekspresyon seviyelerinin ¢alisilmasini saglayan yeni ve gii¢li bir
teknolojidir. Mikroarray, DNA’larin c¢ipler, kiiclik cam slayt ya da naylon membran
iizerinde hibridizasyonuyla, genlerin ekspresyon diizeylerinin belirlenmesi ig¢in
kullanilan bir yontemdir. Bu yOntemle, hiicre ve dokularm gen ekspresyon
profillerindeki degisiklikler incelenmektedir. Bdylece oOnemli metabolik yollarin
molekiiler temelinin anlasilmasi ve genlerin fonksiyonlarmin basariyla agiklanmasi
saglanabilecektir (Ma ve dig., 2001). Ornek olarak, Arabidopsis’de kuraklik ve soguk
stresi (Seki ve dig., 2001; Lee ve Lee, 2003), piringte tuz stresi ¢aligmalar1 bu tiir
aragtirmalar arasindadir (Kawasaki ve dig., 2001; Liu ve dig., 2009).

Bitkide agir metal metabolizmasinda gorevli molekiiler mekanizmalari aydinlatilmasi
icin kullanilan Brassica juncea gibi pek ¢ok bitki tiiriiniin, ticari olarak mikroarray
platformunda temsilcisi bulunmamaktadir. Bu bitkilerde c¢alisilmak istenen diziler
hakkinda yeterli genomik veri bulunmadig: i¢in ayn1 tiir igcindeki hibridizasyon (TIH)
deneyleri miimkiin olmamakta ve bu nedenle tilirler arasi hibridizasyona
basvurulmaktadir. Tiirler aras1 hibridizasyon (TAH), bir tiiriin RNA’smin (hedef)
mikroarray probu olarak kullanilan baska bir tiirle (referans) hibritlesmesidir. TIH
verileri her zaman i¢in gecerli biyolojik sonuglar1 desteklemese de (Draghici ve dig.,
2006; Shields, 2006), hala DNA mikroarray analizlerinde standart kullanim olarak
kabul edilmektedir. TAH sonuglarmin TIH ile uyumlulugu ve TAH verilerinin
giivenilirligi agisindan bazi ¢aligmalar yapilmistir. Bu caliymalardan birinde, 8 tane
Solanum tuberosum (patates) RNA oOrnegi, Lycopersicon esculentum (domates) ve

patates cDNA mikroarrayleri ile hibridize edilmistir. Elde edilen mikroarray verilerinin
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degerlendirilmesi sonucunda, TAH kullanimi yanlis sonuglar verebilmesine ragmen,
TIH sonuglarmi dogru yansittig1 igin umut vaad eden bir yaklasim olarak goriilmektedir
(Bar-Or ve dig., 2007). TAH son zamanlarda bir¢ok bitki tiiriiniin transkriptom
analizinde kullanilan popiiler bir ara¢ olmustur (Brodsky ve dig., 2005; Grigoryev ve
dig., 2005; Bar-Or ve dig., 2007). Ornegin, Brassica napus ile bitki patojeni Sclerotinia
sclerotiorum arasindaki iligkinin arastirildigi ¢alismalarda Arabidopsis mikroarrayleri
kullanilmistir (Liu ve dig., 2005; Yang ve dig., 2007).

TAH performansi, mikroarray analizinde kullanilan prob dizileri ile hedef dizileri
arasindaki uyumluluk derecesine baglhidir. Prob dizisi; 1) Hedef tiir transkripti ile birebir
uyum gosterebilir, 2) Hedef tiir transkripti ile disiik seviyede uyum gosterebilir, 3)
Hedef tiiriin birden fazla transkripti ile uyum gosterebilir (¢capraz hibridizasyon), 4)
Hedef tiirlin higbir transkripti ile uyum gostermeyebilir. Prob ve transkript arasindaki
uyum varyasyonlari, TAH siiresince énemli bir role sahiptir ve biyolojik sonuglarda

sapmalar gozlenebilmektedir.

TAH’da problar ve transkript dizileri arasindaki uyumun az olmasmin olasi
sonuglarindan biri, belirli bir noktada hibridize olan transkript sayisinin azalmasidir. Bu
nedenle, hibridizasyon sinyalinde de bir azalma beklenebilmektedir. Cesitli caligmalarla
gen cekspresyon profillerindeki sinyal azalmasmin TAH’dan kaynaklandigi
gosterilmistir (Renn ve dig., 2004; Bar-Or, 2006). Buna ek olarak, énemli derecede
diizenlenen genlerin sayilarindaki azalmaya yol agan sinyal diisiikliigii, standart
istatistiksel testler yapilarak kanitlanmistir (Renn ve dig., 2004; Gilad ve dig., 2005;
Moore ve dig., 2005; Nowrousian ve dig., 2005).

Capraz hibridizasyonun, farkli mikroarray platformlar1 arasinda gen ekspresyonlarinda
goriilen tutarsizligin ana nedenlerinden birisi oldugu diisiiniilmektedir (Evertsz ve dig.,
2001; Xu ve dig., 2001; Miller ve dig., 2002; Draghici ve dig., 2005). TAH’da problar
ve transkriptler arasindaki dizi benzerliginin goreceli olarak diisiik olmasi nedeniyle,
birgok probun gapraz hibridizasyon gosterdigi diisiiniilmektedir. Ornegin Bar-Or ve dig.
(2007), tiim patates genleri ile domates mikroarray problarmi BLAST algoritmasi

kullanarak karsilastirmig ve patates genlerinin sadece %16’sinin domates problariyla
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dizi benzerligi gosterdigini ortaya koymustur. Bu durum, TAH sonuglarinda tutarsizliga

yol agmaktadir.

TAH’da sinyal azalmasi ve ¢apraz hibridizasyon, tekrar edilemeyen ve stabil olmayan
sonuglara yol agabilmektedir. Bunun yanisira TAH sonuglarmmin tekrarlanabilirligi

acisindan pek c¢ok calisma yapilmis ve sonuglarin tekrarlanabilir oldugu bulunmustur

(Bar-Or ve dig., 2006; Bar-Or ve dig., 2007).

2.4. FITOREMEDIASYON

Giliniimiizde antropojenik uygulamalarin artmasiyla birlikte agir metaller gibi kirleticiler
cevre kirliligine yol agmaktadir. Bu kirleticilerin ekoloji ve insan sagligi acisindan
olusturdugu tehlikelerin 6nlenebilmesi i¢in birgok remediasyon (iyilestirme) teknolojisi
gelistirilmistir. Ancak, gelistirilen teknolojilerin maliyet agisindan yiiksek olmasi ve
aritma sonucunda olusan diger kirletici formlarm tamamen giderilememesi,

fitoremediasyon gibi alternatif teknolojilerin ortaya ¢ikmasina neden olmustur.

Fitoremediasyon, toprak, su ya da havada bulunan kirleticilerin bitkiler kullanilarak
ortadan kaldirilmasidir. Biyolojik bazli, diisiik maliyetli, umut vaat eden, ¢evre dostu bu
teknoloji son zamanlarda olduk¢a 6nem kazanmustir. Fitoremediasyon; fitoekstraksiyon,
fitostabilizasyon, rizofiltrasyon ve fitovolatilizasyon gibi alt basliklar i¢ermektedir
(Eapen ve D’Souza, 2005). Fitoekstraksiyon, topraktaki metalleri toprak {istii
kisimlarma tagiyabilen ve biriktirebilen metal akiimiile edici bitkilerin kullanilmasidir.
Rizofiltrasyon, kirlenmis bolgelerdeki toksik metallerin absorplanmasi, birikimi ve/veya
cokelmesi i¢in bitki koklerinin kullanilmasini amaglamaktadir. Fitostabilizasyonda,
bitkiler topraktaki kirleticileri zararsiz hale getirerek stabilize etmektedir.
Fitovolatilizasyon ise, civa vb. ugucu metallerin topraktan kaldirilmasi1 ve yapraktan
buharlagsmasini kapsamaktadir. Kontamine olmus topraklarin bitkilerle temizlenmesi
sirasinda ¢evreye verilen zarar minimum diizeydedir. Bu remediasyon teknigi, topragin
biyolojik 6zelliklerini ve fiziksel yapisii korumaktadir (Khan ve dig., 2000). Toprakta
en derin bolgeye ulagsmak, yayilmak ve biiyiik bir alan kaplamak ic¢in genis bir kok
sistemine sahip olan bitkiler, toprakta ve suda bulunan elementleri ortadan kaldirma ve

biriktirme islemini yerine getirmektedir. Metalleri depo eden bitkiler hasat edilerek,
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toksik atiklar i¢in ayrimis alanlara gomiilmekte ya da biriken metaller geri
kazanilmaktadir. Fitoremediasyonun faydalarmin pek cok alanda gosterilmesi, bir¢cok
cevresel kurulus tarafindan bu teknolojinin kullanilmasma yol acacaktir (Eapen ve
D’Souza, 2005). Giiniimiizde klasik metodlar ya da transgenik teknolojiler kullanilarak
bitkilerin fitoremediasyon uygulamalar1 i¢in gelistirilmesi, birgok kurulusun

fitoremediasyon teknolojisine gosterdigi talebi arttiracaktir.

Bitkiler rizosferlerindeki ytiksek kirletici konsantrasyonlarini akiimiile ya da tolere eden
temel mekanizmalara sahiptir. Yiiksek konsantrasyonda metal iceren topraklar, farkli
bitki tiirleri tizerinde degisik etkiler gostermektedir. Brassicaceae familyasi (Brassica
juncea gibi), Violaceae familyas1 (Viola calaminaria gibi) ve Leguminosae familyasina
(Astragalus racemosus gibi) ait olan bazi bitki tiirlerinin, agir metallerin yiiksek
konsantrasyonlarmi biinyelerine alabildikleri bilinmektedir (Eapen ve D’Souza, 2005).
Bununla birlikte bitkilerin bir¢ogunun remediasyon potansiyeli, yavas biiylimelerinden
ve disiik biyokiitlelerinden dolayr smirlanmaktadir. Fitoremediasyon ic¢in kullanilan
ideal bitkiler, yiiksek biyokiitle, derin kok sistemi, hizli biiyiiyebilme o6zellikleri ile
toprak {istli hasat edilebilen kisimlarinda agir metalleri akiimiile ve tolere edebilme
yetenegine sahip olmalidir (Lang ve dig., 2005b). Buradan yola ¢ikarak, hizli biiyiiyen
ve yliksek biyokiitleye sahip akiimiilator olmayan bitkilerin, genetik miihendisligi
aracilifiyla akiimtilator bitkilerin bazi 6zelliklerini tasimalar1 tasarlanabilir (Clemens ve
dig., 2002b). Bu amaca ulasmak i¢in, metal akiimiilasyonu ve toleransinin molekiiler

mekanizmasindaki anahtar noktalarin tanimlanmasi gerekmektedir.

Fitoremediasyon bir¢ok farkli alanda arastirmalarin gelistirilmesinde yarar saglayacak
disiplinler arast teknolojidir.  Bitkilerdeki detoksifikasyon ve akiimiilasyon
mekanizmalar1 hakkindaki bilgilerin artmasi, remediasyon i¢in uygun transgenik ya da
transgenik olmayan bitkilerin gelistirilmesine yol agmaktadir (Hassinen ve dig., 2009).
Transgenik bitkiler metallerin selasyonu, asimilasyonu ve membrandan taginmasinda rol
oynayabilecek rekombinant proteinlerin asir1 iiretimi igin tasarlanmaktadir. Sitrat,
fitokelatinler, metallotiyoninler, fitosideroforlar gibi metal selatlayici maddelerin asir1
iretimi ya da metal tasiyict proteinlerin asir1 ekspresyonu ile metal toleransi ve

akiimiilasyonunun artirilmasi saglanmaktadir.
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2.5. BRASSICA JUNCEA-METAL AKUMULASYONUNDA MODEL BiTKi

Brassicaceae familyas: bir¢ok metal akiimiile eden tiire sahiptir (Broadley ve dig.,
2001). Bu tiirlerden biri olan Brassica juncea (kahverengi hardal) belli agir metalleri
hiperakiimiile ettigi bilinen, gelismis kok sistemine sahip bir kara bitkisidir. Bu bitki Pb,
Cd, Cr, Cu, Zn ve U (uranyum) gibi agir metalleri akiimiile etme ve toprak tstiindeki
organlarina tasima yetenegi gostermektedir (Duquene ve dig., 2009; Das ve dig., 2011).
Hizli bliylime ve yiiksek biyokiitle iiretme ozellikleri nedeniyle, fitoremediasyon
uygulamalarinda Thlaspi gibi ‘model’ hiperakiimiilatorlere kiyasla daha fazla
kullanilmaktadir (Blaylock ve Huang 1999; Wu ve dig., 2004; Chang ve dig., 2005;
Milner ve Kochian, 2008; Das ve dig., 2011; Seth ve dig., 2011).

Brassica juncea cesitli deneysel kosullarda Pb ve Cd’nin 6nemli miktarlarini biinyesine
alabilmektedir (Dushenkov ve dig., 1995; Kumar ve dig., 1995; Salt ve dig., 1997,
Vassil ve dig., 1998; Jiang ve dig., 2000). Pb gibi toksik metalleri tercihen kok
sisteminde akiimiile etmesine karsin Cd gibi metal tiirlerini gévde ve yapraklarina
tasimaktadir (Meyers ve dig., 2008). Brassica juncea (L.) Czern ile yapilan
calismalarda, bu bitkinin toprak ve su ortaminda Pb’yi akiimiile ettigi ve govdeye
tasinan Pb miktarinin 10,000 mg/kg KA’y1 astig1 goriilmiistiir (Sikka ve dig., 2010). 400
mg/kg KA’dan daha fazla Cd’yi gévdesinde biriktiren B. juncea, fitoremediasyon
caligmalar1 i¢in en fazla umut vaad eden model bitki olarak gosterilmektedir (Minglin

ve dig., 2005; Meyers ve dig., 2008; Zaier ve dig., 2010).

Agir metallerin bitkiler iizerindeki etkileri, bitki tiirleri ve toksisite konsantrasyonlarima
bagli olarak farklilik gostermektedir. Pb ve Cd’nin ¢ok kiiciik miktarlar1 bile, bitkilerde
hiicresel yikima yol acabilmektedir. Bitkinin farkli kisimlarindaki Pb akiimiilasyonu
klorofil, protein, karbohidrat, serbest amino asitler ve RNA sentezi gibi ¢esitli
metabolik siirecleri olumsuz yonde etkilemektedir (Greger ve dig., 1991; Sikka ve dig.,
2010). Pb, siilfidril gruplarma baglanarak gesitli proteinlerde aktivitenin inhibisyonuna
ya da yapisinin bozulmasma yol agmakta ve bazi durumlarda mutlak gerekli
elementlerle yer degistirerek besin eksikligi etkilerinin gdriilmesine sebep olmaktadir
(Van Assche ve Clijsters; 1990). Bunun yanisira, oksidatif strese neden olan reaktif

oksijen tiirleri ve serbest radikallerin olusumunu uyararak oksidatif yikima yol
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acabilmektedir (Schutzendubel ve Polle, 2002; Sikka ve dig., 2010). Bitkilerde Cd stresi
de, kok ve govde biiylimesini inhibe ederek, besin alimi ve homeostazisini negatif
yonde etkilemektedir (Metwally ve dig., 2005). Buna ek olarak, Pb gibi fotosentez
stirecini etkilemekte, protein sentezini degistirmekte, enzim aktivitesini inhibe etmekte,
stoma fonksiyonunu inhibe etmekte, oksidatif stres olusumuna neden olmaktadir (Shah
ve dig., 1995; Perfus-Barbeoch ve dig., 2002; Zhang ve dig., 2011).

Bitkilerde Pb ve Cd stresinin, fizyolojik ve hiicresel detoksifikasyon mekanizmalari
iizerine etkisi bir¢ok calismada gosterilmistir (Qiu ve dig., 2008; Wang ve dig., 2008;
Brunet ve dig., 2009). Ancak Pb ve Cd etkisinin molekiiler mekanizmasi hakkindaki
mevcut bilgi ¢ok yetersizdir. Cd’nin bitkilerin gen ekspresyon profillerini
etkileyebilecegi bazi ¢alismalarda sunulmustur (Lang ve dig., 2005b; Jonak ve dig.,
2004; Fusco ve dig., 2005; Zhang ve dig., 2011). Cd’nin govdede akiimiilasyonu ve kok
hiicrelerinde inaktivasyonunun, hiicre duvarina baglanma, vakuolde b6liimlendirilme ve
metal baglayan protein ve peptidlerlerle (6zellikle fitokelatin ve metallotiyoninler)
komplekslesme ile iligkili oldugu diistiniilmektedir (Gupta ve Goldsbrough, 1991; John
ve dig., 2009). Pb toksisitesinin gen ekspresyonuna etkisi tam olarak anlasilamamistir
(Liu ve dig., 2009). Pb’nin hiicre i¢ine alimindan sorumlu membran tasima
mekanizmasinin tanimlanmasi, fitoremediasyon sistemlerinin gelistirilmesi agisindan da

olduk¢a 6nemlidir (Meyers ve dig., 2008).

Agir metal akiimiilasyonu ve toleransinin molekiiler mekanizmasiyla iliskili olarak B.
juncea ile yapilan bir calismada, Ni?*, Cd®" ya da Zn*? uygulamasini takiben BjMTP1
ad1 verilen genin mRNA’sindaki artisla katyon difiizyon kolaylastirict gen ailesi ilk
olarak ortaya konmustur (Muthukumar ve dig., 2007). Bir baska caligmayla Cd
uygulanan B. juncea fidelerinde 4 yeni katyon diflizyon kolaylastirici tastyic1 (BJCET1—
BJCET4) klonlanmis (Lang ve dig., 2005a) ve BJCET2’nin baz1 fonksiyonel 6zellikleri
rapor edilmistir (Xu ve dig., 2009; Lang ve dig., 2011). Birbirlerine yiiksek oranda
yakmlik gosteren dizilere sahip olan BJCET3 ve BjCET4’tn, metal iyon
homeostazisinde (6zellikle Zn*? icin) benzer islevleri yerine getirdikleri gdsterilmistir.
B. juncea’da diger metal tasiyict Nramp ve YSL gen ailelerinin iyeleri de
tanimlanmistir. Das ve dig. (2011) B. juncea’dan 23 tane NRAMP ve 27 tane YSL geni

klonlamistir. Pb ve Cd uygulamasi yapilan B. juncea bitkisinin koklerinde sirasiyla



33

BjYSL5.8 ve BjYSL6.1’in ekspresyon seviyelerinin arttigini ortaya konmustur. Ayrica,
metal tagiyict ABC gen ailesinin {iyesi olan ¢oklu ila¢ direnci proteinlerinden maya
kadmiyumfaktor 1 (YCF1)’in B. juncea’da asir1 eksprese edilmesi, Pb ve Cd stresine

kars1 tolerans artisina neden olmustur (Bhuiyan ve dig., 2011).

B. juncea metalle kirlenmis topraklarin fitoremediasyonu i¢in uygun bitki tiirlerinin
gelistirilmesine yonelik caligmalarda da kullanilmaktadir (Xu ve dig., 2008, Xu ve dig.,
2009). Escherichia coli geni gshl’in B. juncea’ya transferi ve asir1 ekspresyonu ile y-
ECS ve GS aktivitesi 5 kat artmig, Cd akiimiilasyonu %40-90 daha fazla yapilmistir
(Zhu ve dig., 1999). B. juncea’da sitozolde GS’yi kodlayan gshll geni asir1 eksprese
edildiginde, transgenik bitkilerde yabani tip bitkilere gére Cd akiimiilasyonunda artis
tespit edilmistir (Liang ve dig., 1999; Basu ve dig., 2010). Bennett ve dig. (2003)
mikrobiyal y-ECS ya da GS’yi kullanarak gelistirdikleri transgenik B. juncea hatlarinda
yabani tiplere gore, Zn ve Cd aliminda 1,5 kat artis saptamistir. Topraktaki Cd orani
%25 artirildiginda, her iki gende de asir1 ekspresyon bildirilmistir. Bu ¢alisma ile
transgenik hatlarmn fitoremediasyon potansiyelinin yabani tiplere gore 1,5-3 kat fazla
olmas1 beklenmektedir. Bir bagka ¢alismada, transgenik B. juncea (L.) Czern’de y-ECS
ya da GS’nin asir1 ekspresyonu, Cd, Cr ve As gibi ¢esitli metallere kars1 toleransin ve
akiimiilasyonun artmasina neden olmustur (Reisinger ve dig., 2008; Vamerali ve dig.,

2010).

Bu tez calismasinda, agmr metal akiimiilasyonu ve toleransi ile iliskili molekiiler
mekanizmada agiklanamamis noktalara katkida bulunmak icin mikroarray teknigi
kullanilarak B. juncea bitkisinin k6k kisimlarmda Pb’nin gen ekspresyon profili {izerine
etkisi arastirilmistir. Agir metal alimi ve taginmasinda gorevli oldugunu diisiindiigiimiiz
bazi1 genlerin mRNA diizeyindeki ekspresyon seviyeleri, Pb ve Cd uygulanan bitkilerin
kok, govde ve yapraklarinda belirlenerek, bu genlerin metal homeostazisindeki
rollerinin molekiiler seviyede anlasilmasi ve buna bagli olarak tiirler arasi

hibridizasyonun kullanilabilirliginin ortaya konulmast amaglanmustir.
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3. MALZEME VE YONTEM

3.1. BITKiSEL MATERYAL

Bu calismada, Brassicaceae familyasina ait bir tiir olan Brassica juncea (kahverengi
hardal) bitkisinin P78 kodlu varyetesi kullanilmigtir. Tohumlar Tiibitak MAM-Gen
Miihendisligi ve Biyoteknoloji Enstitiisii Bitki Molekiiler Biyolojisi Laboratuvar’mdan
temin edilmistir. Brassica juncea bitkisi, yiiksek oranda biyokiitle tretimi
(hiperakiimiilator tiirlerin biyokiitlelerinden en az 10 kat daha fazla), hizli biiyiime
orani, toprak Tlstii hasat edilebilen kisimlarinda agir metalleri akiimiile ve tolere

edebilme yetenegi gdstermesi nedeniyle tercih edilmistir.

3.2. BITKILERIN YETISTIRILMESI

Brassica juncea var. P78 tohumlar1 Tween-20 igeren %5’lik sodyum hipoklorit ¢ozeltisi
ile 15 dakika boyunca yiizey sterilizasyonuna tabi tutulduktan sonra deiyonize su altinda
yikanmustir. imbibisyonu saglamak amaciyla 2 saat boyunca deiyonize suda bekletilen
tohumlar, ¢imlenme ve fide gelisimi i¢in saks1 basina 12 tohum olacak sekilde 20 cm
capindaki plastik saksilarda nemli perlit ortamma ekilmistir. 4. giinde ¢imlenen
tohumlar, giin asir1 olmak tizere haftada {i¢ giin % oraninda seyreltilen Hoagland besi
¢ozeltisi (Hoagland ve Arnon, 1938) (Tablo 3.1) ile sulanmistir. Cimlenmeden sonra 23
giin boyunca perlit ortaminda biiyiitiilen B. juncea fideleri akabinde hidroponik ortama
transfer edilmistir. 2 Hoagland besi ¢ozeltisi iceren ve akvaryum motoru ile
havalandirilan 6 It’lik polietilen su kiiltiirii kaplarina 10’ar adet bitki aktarimistir. 8 giin
boyunca hidroponik ortamda biiyiitillen bitkiler iginden esit biiyiiklikte olanlar
uygulama yapilmak {izere secilmistir. Bitkiler %60 nem ve 16 sa 151k (252 °C) / 8 sa
karanlik (20£2 °C) fotoperiyodunda 150 pmol/m’s 1sik siddeti altinda bitki biiyiime

odasinda yetistirilerek uygulamaya almmuigstir.
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Tablo 3.1: Hoagland ¢ozeltisi: Tabloda goriilen mineral tuzlarin, deiyonize su ile hazirlanan stok
¢ozeltilerinden belirtilen miktarlarda alinarak, konsantrasyonu 5 M olacak sekilde son hacim
deiyonize su ile 1000 mI’ye tamamlanarak hazirlanmistir.

Mineral tuzlar Konsantrasyon (M) 1 litre i¢in alinacak miktar (ml)
Ca(NOs), 1 20
KNO3 1 30
MgSO, 1 10
NH4H,PO, 1 5
FeEDTA 0,1 1
Mikro elementler 10 5

"I Mikro elementleri igeren stok ¢dzeltinin 1 litresinde bulunan mineral tuzlarimn miktarlari: 1,43 g H3BO;, 0,905 g
MnCl,.4H;0, 0,11 g ZnS0O,.7H;0, 0,04 g CuS0O,.5H,0, 0,025 g Na,M00,. 2H,0.

3.3. BITKILERE AGIR METAL UYGULAMASI

Bu c¢alismada B. juncea var. P78 bitkisine uygulanmak {izere, Amerika Birlesik
Devletleri Cevre Koruma Ajansi tarafindan aciklanan “tehlikeli kirletici maddeler”
listesinde ilk 10’da yer alan (ATSDR, 2011) Pb ve Cd metalleri se¢ilmistir. Bitkilere Pb
uygulamasi i¢in kursun(Il) nitrat, Cd uygulamasinda ise kadmiyum siilfat ¢ozeltisi
kullanilmistir. Uygulanan konsantrasyonlar, literatiir taramalar1 ve ©on denemeler
sonucunda segilmistir. Uygulama siiresince bitkide gozle goriilebilir herhangi bir

morfolojik degisiklige sebep olmayan konsantrasyonlar tercih edilmistir.

31 giinliik B. juncea var. P78 bitkisine agir metal uygulamasi, her 1 It’lik polietilen kaba
bir bitki olacak sekilde yapilmistir (Sekil 3.1). Toplam hacmi 1 It olacak sekilde
hazirlanan % Hoagland besi ¢6zeltisine, stok kursun(II) nitrat (Pb(NO3),) (Merck) (0,5
M) ya da kadmiyum siilfat (CdSO4.8/3H,0) (Ridel-de Haén) (0,1 M) ¢ozeltisinden
hesaplanan miktarda metal ilavesi yapilarak uygulama ortami hazirlanmistir. Yapilan
denemelerde 31 giinliik bitkilere kursun(Il) nitrat ¢ozeltisi 50 pM, kadmiyum siilfat
¢ozeltisi ise 25 puM olacak sekilde uygulanmistir. Agir metal uygulanmayan kontrol
bitkileri i¢in %2 Hoagland besi ¢ozeltisi uygulama ortami olarak kullanmustir. 24 saat
sonunda agir metal uygulanmayan (kontrol) ve agir metal uygulanan bitkilerin kok,
govde ve yaprak kisimlari, bitkinin farkli organlarinda biriken agir metal miktarini tayin
etmek ve molekiiler genetik ¢alismalarda kullanmak iizere hasat edilmistir. Hasat

edilecek bitkilerin kokleri 3 dakika boyunca deiyonize su ile yikanmistir. Agir metal
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miktar1 tayininde kullanilacak ornekler kurutulmak iizere 75 °C’lik etiive konulmustur.
Molekiiler genetik ¢aligmalar yapilacak Ornekler ise, sivi azota alindiktan sonra -86
°C’de derin dondurucuda muhafaza edilmistir. Her deney kendi iginde, kontrol ve agir
metal uygulanan deney gruplarina ait 3’er adet biyolojik tekrar icermektedir. Biyolojik
tekrarlarin her birinde, 3 farkli bitki bulunmaktadir. Hasat islemi sirasinda, her biyolojik
tekrara ait 3 farkli bitkiden alinan kok, govde ve yaprak ornekleri kendi grubu dahilinde

biraraya getirilerek harmanlanmgtir.

Sekil 3.1: Brassica juncea var. P78 bitkisine hidroponik ortamda agir metal uygulamasi.

3.4. BITKIiDE BiRiKEN AGIR METAL MIiKTARININ TAYINi

B. juncea var. P78 bitkisine agir metal uygulamasindan sonra kok, gévde ve yapraklarda
biriken agir metal miktarinin tayini i¢in hasat edilen 6rneklere asit ile yas yakma
yontemi uygulanmigtir (Miller, 1998). Hasat1 yapilan Orneklerin taze agirliklari
belirlendikten sonra 75 °C’ye ayarlanmig etiivde 72 saat boyunca birakilarak
kurutulmustur. Kurutulmus bitki Orneklerinin tartimlar1 alinmis ve 100 ml’lik
erlenmayerlere konmustur. Orneklerin iizerine 1 g kuru agirhk basina ilk énce 5 ml
nitrik asit daha sonra 2 ml perklorik asit ilave edilmistir. Nitrik asit ilave edilen
orneklerin asitle tamamen 1slanmasmi saglamak i¢in, iizerlerine kiiciik huni konulan
erlenmayerler c¢eker ocak igerisinde 2 saat boyunca birakilmistir. 2 saat sonunda
ornekler sicakligr yavagca 80 °C’den 100 °C’ye yiikseltilen sitici tablaya alinarak

ortamdan nitrik asitin bilylik bir kism1 uzaklastirilmis ve bitki ¢ozeltileri acik sar1 bir
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renk almistir. Bu asamada isitict tabla iizerinden alinan Ornekler oda sicakligina
getirilerek belirtilen oranda perklorik asit eklenmistir. Sicakligi yavasca 100 °C’den 200
°C’ye yiikseltilen 1sitic1 tablaya tekrar alinan Ornekler i¢inde kalan nitrik asit miktar
azaldikca ¢ozeltide sicaklik ylikselmeye devam etmis ve en sonunda perklorik asitin
parcalanmamis organik materyali oksitlemesiyle c¢ozeltinin rengi berraklagsmistir.
Perklorik asitin yogun beyaz dumanlar1 erlenmayerin i¢ini tamamen kapladiktan sonra
yakmaya en az 30 dakika daha devam edilmistir. Erlenmayer icinde yaklasik 1 ml
perklorik asit kalacak ve bitki ¢Ozeltisi berraklaginca yakma islemine son verilmistir.
Yeterince soguduktan sonra erlenmayerlere bir miktar deiyonize su ilave edilmis ve 50
ml’lik falkon tiiplere almmustir. Oda sicakligina ulasan 6rneklerin iizerine deiyonize su
ilave edilerek 10 ml’ye tamamlanmistir. Agir metal miktarinin belirlenmesi i¢in yas
yakma ydntemine tabi tutulan bitki drneklerinin analizleri, Indiiktif Eslesmis Plazma-
Optik Emisyon Spektrometre-Optima 7000 DV (ICP-OES) (Perkin Elmer)’de
yapilmistir. Analiz sonuglarina gore, B. juncea var. P78 bitkisinin kok, gévde ve yaprak
kisimlarinda akiimiile edilen agir metal miktar1t mg/kgKA (kilogram kuru agirhik basina

miligram), total akiimiilasyon orani (TAR) ise mg/kg giin olacak sekilde hesaplanmuistir.

3.5. BITKIDE ANLATIMI DEGISEN GENLERIN TANIMLANMASI VE
BELIRLENMESI iCIN KULLANILAN MOLEKULER YONTEMLER

3.5.1. Total RNA izolasyonu

B. juncea var. P78 bitkisinin agir metal miktar tayini yapilan kok, gévde ve yaprak
orneklerinden total RNA elde etmek igin igerisinde 2 farkli kolon (homojenizasyon
kolonu ve RNA izolasyon kolonu) bulunan RNA izolasyon kiti (RNeasy Plant Mini Kit-
Qiagen) kullanilmistir. RNA izolasyon kitinde agiklanan yonteme gore;

1. -86 °C’de muhafaza edilen bitki materyalinin ¢oziinmesi dnlenerek tartimi yapilmis
ve homojenizasyon sathasina kadar sivi azot igerisinde bekletilmistir.

2. lzolasyona baslamadan &nce guanidyum izotiyosiyanat (GITC) iceren RLT
tamponunun igerisine ml basma 10 pl olacak sekilde B-merkaptoetanol ilave edilmistir.
3. Bitki materyali, steril havan ve havan eli kullanilarak sivi azot yardimiyla toz haline
gelinceye kadar ezilmis ve steril ependorf (1,5 ml) tiipe aktarilmustir.

4. Ornek iizerine 100 mg bitki materyaline 450 pl olacak sekilde RLT (tamponun igerigi

kitte belirtilmemistir) tamponu ilave edilerek vorteks yapilmstir.
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5. Vortekslenen 6rnek 2 ml’lik homojenizasyon (QIAshredder) kolonuna aktarilarak
13.000 rpm’de 2 dakika santrifiij edilmistir.

6. Kolondan gegen lizat steril tiipe aktarilmis ve aktarilan miktarin yarisi hacimde
%96’ ik etanol ilave edilen lizat pipet yardimiyla karigtirilmistir.

7. Etanol eklenen lizat RNA izolasyon (RNeasy spin) kolonuna aktarilarak 13.000
rpm’de 15 saniye santrifiij edilmistir.

8. Kolondan gegen siv1 atildiktan sonra kolonda kalan 6rnegi yikamak i¢in 700 ul RW1
(tamponun igerigi kitte belirtilmemistir) tamponu ilave edilmis ve 13.000 rpm’de 15
saniye santriflij yapilmistir.

9. Kolondan gegen sivi tekrar atilarak, kolonda kalan 6rnegi yikamak amaciyla 500 pl
RPE (tamponun igerigi kitte belirtiimemistir) tamponu ilave edilmis ve 13.000 rpm’de
10 dakika santrifiij yapilmistir.

10. Kolondan gegen siv1 tekrar atilmig ve ikinci kez 500 ul RPE ilave edilerek 13.000
rpm’de 2 dakika santriflij yapilmistir. Boylece yikama sathasi tamamlanmistir.

11. Kolon, kapaklar1 kesilmis RNaz igermeyen streril ependorf tipe (1,5 ml)
yerlestirilerek {izerine 40 ul dietilpirokarbonat (DEPC)’l1 saf su ilave edilmis ve 13.000
rpm’de 1 dakika santriflij yapilmistir. Santrifiij sonucunda kolon membraninda toplanan
RNA’lar ependorfa gegmis ve total RNA izolasyonu tamamlanmistir. Elde edilen

ornekler kullanilmak tizere -20 °C’de derin dondurucuda muhafaza edilmistir.

3.5.2. Total RNA’dan Genomik DNA’nin Uzaklastirilmasi

Mikroarray analiz ve yari-kantitatif ters yazilim polimeraz zincir reaksiyonu
denemelerinde kullanmak tizere elde edilen total RNA o6rneklerinden genomik DNA’y1
uzaklastirmak i¢in uygulanan yontem, total RNA’nin DNaz | enzimi etkisinde
birakildiktan sonra tekrar ¢oktiiriilmesi ve sulandirilmas: basamaklarini igermektedir.
Elde edilen total RNA orneklerinden genomik DNA’y1 uzaklastirmak i¢in RNaz
icermeyen DNaz | enzimi (Roche) kullanilmistir. Kitte agiklanan yonteme gore, total
RNA (10 pg/pl) ornegi tlizerine, son hacim 50 pl olacak sekilde 10X inkiibasyon
tamponu (her 1 ml i¢in 100mM Tris-HCL pH: 8,4, 500mM KCI, 15mM MgCl,, %0,01
jelatin) ve DNaz | (10U/pl) enzimi ilave edilmistir (Tablo 3.2).
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Tablo 3.2: DNaz | uygulamasinda kullanilan bilesenler ve reaksiyon miktarlari.

Bilesenler Son Konsantrasyon

Total RNA 10-50 pg

10X Inkiibasyon tamponu 5ul

DNaz I (10U/pl) 2,5-10 iinite

DEPC’li saf su Toplam hacmi 50 ul’ye tamamlayan miktar.

Karigmas1 saglanan drnekler 37 °C’de 20 dakika bekletilmistir. Inkiibasyon sonrasinda
mevcut protein ve DNaz [ kontaminasyonunu oOnlemek amaciyla 1:1 oraninda
fenol:kloroform (3:1) uygulamasi yapilmistir. Ornekler 30 saniye vortekslendikten
sonra 10 dakika buz iizerinde bekletilmis ve 13.000 rpm’de 5 dakika +4 °C’de santrifiij
edilmistir. Santrifiij sonrasi olusan iki fazdan iistteki kistm almmustir. Ust faz iizerine 8
ul 3 M sodyum asetat (ph:5,2) ve 300 pl saf etanol eklenerek en az 1 sa -80 °C’de
bekletilmistir. -80 °C’de bekletilen drnekler daha sonra 13.000 rpm’de 10 dakika +4
°C’de santrifiij edilerek RNA’nin ¢okmesi saglanmistir. RNA ¢okeltisi % 70 etanol ile
13.000 rpm’de 5 dakika santriflij edilmistir. Steril kabinde kapaklar1 agik bir sekilde
etanolii ugurulan 6rneklerdeki RNA ¢o6keltisi 20 ul DEPC’li saf suda ¢6ziilmiistiir. Elde

edilen 6rnekler kullanilmak iizere -20 °C’de saklanmuistir.

3.5.3. Total RNA Miktar Tayini

Elde edilen total RNA’larmn (genomik DNA igeren ve igermeyen) safligini ve miktarini
belirlemek iizere NanoDrop spektrofotometresinde (Thermo) 260 nm ve 280 nm dalga
boylarinda okumalar yapilmistir. DEPC’li saf su ile 1/20 oraninda sulandirilan total
RNA oOrneklerinin konsantrasyonlart ng/ul cinsinden belirlenmistir. Saflik oranlari
(OD260/0D280) 1,80-2,00 arasinda olan orneklerin, konsantrasyon miktarlar1 ve

saglamliklar1 %1°lik formaldehitli agaroz jelde ayristirilarak kontrol edilmistir.

Ayrica mikroarray analiz yapilan kok Orneklerinden elde edilen genomik DNA
icermeyen total RNA’larin safligin1 ve miktarin1 kontrol etmek igin Bioanalyzer 2100
(Agilent)’de 260 nm ve 280 nm dalga boylarinda okumalar yapilmistir. Bu cihaz, daha
az miktarda ornek kullanimi saglamasi, hassasiyetinin oldukg¢a yiiksek olmasi ve jel
elektroforez profilini vermesi nedeniyle tercih edilmistir. Bu g¢alismada, total RNA

miktar okumalar1 i¢in RNA Nano 6000 ¢ipleri kullanilmistir.
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3.5.4. Total RNA’larin Formaldehitli Agaroz Jelde Ayristiriimasi

Spektrofotometrik okuma sonrasinda miktarlar1 belirlenen RNA’larm saglamliklarini
kontrol etmek amaciyla, elde edilen total RNA ornekleri %1°lik formaldehitli agaroz
jelde ayristirilmistir. Formaldehitli agaroz jelin hazirlanmasi ve elektroforez islemleri
Sambrook ve dig. (1989)’ne gore yapilmustir. Kullanilan jel; 100 ml’de 1 g agaroz, 10
ml 5X MOPS (morfolino-propan siilfonik asit), 83 ml DEPC’li saf su ve 7 ml
formaldehit igermektedir. Agaroz, DEPC’li saf su i¢inde mikrodalga firinda eritildikten
sonra 5X MOPS ve formaldehit belirtilen miktarlarda ilave edilmistir. Hazirlanan
karisim ¢eker ocak igerisinde mini jel elektroforez kasetine dokiilmiistiir. Polimerize
olan jel, ornekler yiikklenmeden once 1X MOPS ve formaldehit igeren yiiriitme
tamponunun bulundugu tanka alinarak 15 dakika 6n yiiriitme iglemine tabi tutulmustur.
Bu esnada RNA Ornekleri lizerine 1:1 oraninda etidyumbromiir (EtBr) igeren yiikleme
tamponu ilave edilerek, 65 °C’de 10 dakika denatiire edilmistir. Denatiirasyon sonrasi
dogrudan buza alinan 6rneklerin tamami kuyulara yiiklenmistir. Yiiklenen 6rneklerin 70

V’da 45 dakika ayrismasi saglanmistir.

3.5.5. Komplementer (Tamamlayic1) DNA Sentezi

Saf hale getirilmis olan total RNA’lardan komplementer DNA (cDNA) sentezi RNA’ya
yonelik bir DNA polimeraz olan Moloney Murine Leukemia Virus (MMLV)-ters
transkriptaz enzimi kullanilarak yapilmistir. Elde edilen total RNA’lardan cDNA sentezi
icin RevertAid™ First Strand cDNA Sentez Kit (Fermentas)’i igerisinde bulunan
tampon ve enzimler kullanilmistir. Kit i¢inde agiklanan yontem, birbirini takip eden 2

asamadan olusmaktadir:

1. Asama:
Total RNA 1 g/ ul
oligo (dT)18 primer 1ul

olacak sekilde DEPC’li saf su ile hacim 12 ul’ye tamamlanmigtir. RNA ve primer
karistmi 65 °C’de 5 dakika inkiibe edildikten sonra 2. asamada verilen karisimdan

toplam hacim 20 pl olacak sekilde herbir tipe dagitilmistir.
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2. Asama:

5X Reaksiyon Tamponu 4 ul
RNaz Inhibitor (20 u/ul) 1pul
10 mM dNTP Karisimi (dATP, dTTP, dCTP, dGTP) 2 ul
MMLV-Ters Transkriptaz (200 u/ul) 1ul

olacak sekilde hazirlanan karisim, 1. asama sonrasinda ilk karsimin {izerine eklenmistir.
Toplam hacmi 20 pl olan érnekler 42 °C’de 60 dakika inkiibe edildikten sonra enzimi
inhibe etmek igin 70 °C’de 5 dakika daha inkiibasyon yapilmis ve reaksiyon +4 °C’de

sonlandirilmistir.
Saf haldeki RNA’dan cDNA sentezini gerceklestirmek i¢in gerekli inkiibasyon

sicakliklar1 ve siireleri, gradiyent polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) (Applied

Biosystems) cihazinda kurulan program ile saglanmistir (Tablo 3.3).

Tablo 3.3: cDNA sentezi i¢in PCR cihazinda kurulan program.

Sicakhik Inkiibasyon siiresi
65 °C 5 dakika
42°C 60 dakika
70°C 5 dakika
+4°C o0

3.5.6. Mikroarray Analizi Yapilan Orneklerin Hazirlanmasi

Mikroarray analizi yapilan 6rnekler, kontrol ve agir metal uygulanan deney serilerini
icermektedir. Her grup kendi i¢inde 3’er biyolojik tekrara sahiptir. Biyolojik tekrarlarin
her birinde, 3 farkli bitki bulunmaktadir. Hasat islemi sirasinda, her biyolojik tekrara ait
3 farkli bitkiden alinan kok Ornekleri kendi grubu dahilinde biraraya getirilerek
harmanlanmistir (Sekil 3.2). Elde edilen biyolojik tekrarlarin her birinin total RNA
izolasyonlar1 ve DNaz I uygulamalar1 tamamlandiktan sonra analiz yapilmak tizere ilgili

firmaya gonderilmistir.
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Mikroarray Analizi Yapilan Orneklerin Gruplandiriimasi

—

Agir Metal Uygulanmayan Agir Metal Uygulanan
Kontrol Bitkileri Deney Bitkileri
Biyolojik Tekrarlar Biyolojik Tekrarlar

1 3 1 2

AN TN N N
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Sekil 3.2: Mikroarray analizi yapilan 6rneklerin gruplandirilmast.

(BN

3.5.7. Mikroarray Analiz

Bitkilerde gen ekspresyon analizi i¢in son zamanlarda kullanilan mikroarray analiz,

birka¢ basamakta gerceklesmektedir.

3.5.7.1. Ornek Hazirlanmasi ve Etiketleme

cDNA mikroarraylerinde ilk olarak Ornekten izole edilen RNA, ters transktiptaz ile
hedef cDNA’ya c¢evrilmekte ve radyoaktif ya da floresen markorler ile
isaretlenmektedir. Cyanin boyalarindan olan cy3 ve cy5 cksitasyon ve emisyon
spektrumlarindaki genis ayirim ile yiiksek fotostabiliteye sahip olduklar1 i¢in en ¢ok
kullanilan floresen markorlerdir (Hegde ve dig., 2000; Pirrung, 2002; Kumar ve dig.,
2005). Bu floroforlar, farkli dalga boylarinda 151k yaymakta ve uygun lazerle eksitasyon
sonrast kirmizi (cy5) ve yesil (cy3) olarak goriinmektedir. Antisens RNA hazirhiginda,
RNA c¢DNA’ya ¢evrilmekte ve bu cDNA’nin ikinci ipligi antisens RNA ya da cDNA’ya
transkript edilmektedir. Hedef molekiillerin etiketlenmesi, raportér boyalarin
cogaltilmig driine direkt katilimi ile amplifikasyon esnasinda tasmabilmektedir.
Etiketleme metodlar1 simultane amplifikasyon ve CDNA ya da cRNA (aRNA, amplifiye
RNA) etiketlenmesinden biyotin-streptovidin konjugatlar1 ile sekonder etiketlemeye

kadar ¢esitlendirilebilmektedir.

E}w

E
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3.5.7.2. Hibridizasyon
Etiketlenmis hedef, hibridizasyonun saglanmasi i¢in bir array ile inkiibe edilmektedir.
Eger hedefte prob ile komplementer diziler bulunuyorsa, hedef array ile hibridize

olmaktadir.

3.5.7.3. Tarama

Cip, isaretlenmis hedef DNA ve problarin hibridizasyonu sonucu olusan floresan
sinyalleri toplayan kimyasal islemcilerle baglantili olan komponentler, diyotlar ve
transistorlerden olusan bir tarama cihazi ile okunmaktadir. Mikroarray tarayicilar
ornegin floresans yogunlugunu gosteren bir piksel matriksinden olusan goriintiiler
olusturmaktadir. Tarayicilar ile birlesik olan yazilim programi, bireysel spotlarmn ve

oOlgtilen spotun yogunlugunun belirlenmesini saglamaktadir (Yoltas ve Karaboz, 2010).

Bu calismada yapilan mikroarray analiz, gerekli laboratuvar ekipmanlar1 ve
enstriimanlar1 saglanamadigi i¢in Affymetrix firmasinin Tiirkiye temsilcisi olan Ay-Ka
Ltd. Sti.’ye yaptirilmistir. Mikroarray analizinde Affymetrix firmasindan saglanan gen
cipler (The GeneChip® Arabidopsis ATH1 Genome Array) kullanilmistir. Bu ¢iplerde
yer alan oligoniikleotid problar 25 baz uzunlukta olup, 22,810 prob seti 24,000 geni
tanimaya yonelik olarak hazirlanmistir. Affymetrix metodunda kisa niikleotid problar1
(25 baz ¢ifti) in situ sentezlenmekte ve gen ¢ip prob arrayler olusturulmaktadir.

Mikroarray analizinde GeneChip-3’ IVT Express Kit kullanilmistir.

3.5.8. Mikroarray Analizinden Elde Edilen Verilerin Degerlendirilmesi

Mikroarray ¢alismalari, gen ekspresyon modelleri iizerine genom genisliginde veriler
saglamaktadir. Verilerin miktar1 ve kompleksligi, biyoenformatik ve biyoistatistiksel
analizlerin de dahil oldugu bircok hesaba dayali genomik yaklasima ihtiyag
duymaktadir. Bu nedenle mikroarray analiz sonucunda Ay-Ka Ltd. Sti.’den alinan ham
veriler, gen ekspresyon analizi i¢in gerekli ¢esitli programlarda islenmistir. Mikroarray
analiz sonucunda prob hiicrelerinin yogunlugunu gosteren .CEL dosyasi formatinda

elde edilen ham veriler, “Expression Console” (http://www.affymetrix.com) ve

“MultiExperiment ~ Viewer*  (http://www.tm4.org)  programlarina  aktarilarak

degerlendirilmistir. Kullanilan programlar ile mikroarray deney kosullarmin ve

verilerinin yonetimi, taranmus slayt goriintiilerinin sayisal verilere donistiiriilmesi,


http://www.affymetrix.com/
http://www.tm4.org/
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verilerin normalize edilmesi ve normalize edilmis verilerin analizi i¢in gerekli islevler

yerine getirilmistir.

Bu programlar dahilinde, mikroarray analizi sonucunda elde edilen ham veriler
kullanilarak herbir bagimsiz deney (biyolojik tekrarlar) ayri ayr1 normalize edilmistir.
Normalizasyondan sonra farkli eksprese edilen genlerin tanimlanmasi i¢in tek yonli
varyans analizi (ANOVA) uygulanarak gen listeleri olusturulmustur. 1,3 kat ve daha
fazla ekspresyon sinyali olan prob gruplari “tesvik edilen”, -1,3 kat ve daha az
ekspresyon sinyali olan prob gruplar1 ise “baskilanan” genler olarak ifade edilmistir.

Olusturulan gen listesinde yer alan problar, veri tabanlar1 (http://www.arabidopsis.org/)

kullanilarak tanimlanmustir.

3.5.9. Tirler Arasi Gen  Ekspresyon  Profilleme  Cahsmalarimin
Kullanilabilirliginin, Arabidopsis ve Brassica Tiirleri Oznelinde Biyoinformatik

Yaklasimlarla irdelenmesi

Mikroarray analizinde problar1 kullanilan Arabidopsis thaliana bitkisi ile mRNA
diizeyinde gen ekspresyon farkliliklar: incelenecek olan Brassica juncea bitkisi ayni
familyaya tiyedir. Arabidopsis gen ¢iplerinin Brassica tiirlerinde yapmis oldugumuz gen

ekspresyon profilleme ¢alismalarinda kullanilabilirligini anlamak amaciyla NCBI (The

National Center for Biotechnology Information) (http://ncbi.nlm.nih.gov) ve diger veri
tabanlarinda bulunan biitin Brassica alt tiirlerinin etiketlenmis fonksiyonel gen
segmentleri  (ESTler) ve transkript dizileri yiiklenerek yerel veritabanlar
olusturulmustur. Brassica alt tiirlerinin veritaban1 ve Arabidopsis thaliana’ya ait
Affymetrix “GeneChip-Arabidopsis ATH1 Genome Array” ’de bulunan biitiin prob
dizileri (www.affymetrix.com) BLASTN (Basic Local Alignment Search Tool) (Blast-

2.2.18+) algoritmas: kullanilarak karsilagtirilmistir. Boylece A. thaliana ve Brassica
tiirlerine ait gen dizilerindeki niikleotidler arasindaki benzerlikler hesaplanmistir.
BLASTN algoritmasi kullanilarak elde edilen sonuglar, Blast Parser uygulamasi ile
Microsoft Excel dosyasina aktarilmis ve gen dizileri benzerliklerine ve e-degerlerine

gore ayristirilarak analiz edilmistir.


http://www.arabidopsis.org/
http://ncbi.nlm.nih.gov/
http://www.affymetrix.com/
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3.5.10. Primer Tasarimi

Mikroarray analiz sonucunda agir metal alimi ve tagimmmasinda rol aldigi disiiniilen
genlerin ekspresyonlarinmn, kantitatif ters yazilim polimeraz zincir reaksiyonu
yontemiyle dogrulanmasi i¢in, bu genlere ait primerler kullanilmaktadir. Mikroarray
analizinde Arabidopsis’e ait prob dizileri kullanildigindan, primerler direkt olarak bu
problardan tasarlanamamistir. Tasarlanan primerlerin B. juncea (AABB) bitkisine
uygun olmasi ve diizgiin ¢aligmasi igin, Arabidopsis bitkisine ait gen dizilerinin tiimii ile
Brassica juncea ve bu tiire yakinlik gosteren Brassica rapa (AA) ve Brassica nigra
(BB) bitkilerinin EST dizileri karsilagtirilmistir. Arabidopsis bitkisine ait gen dizilerinin

timi  Affymetrix (www.affymetrix.com), B. juncea, B. rapa ve B. nigra’nin EST

dizileri ise NCBI (http://ncbi.nIm.nih.gov/) veri tabanlarindan alinmistir. Arabidopsis

bitkisine ait gen dizileri ile B. juncea, B. rapa ve B. nigra’nin EST dizileri BLASTN
(blast-2.2.18+) algoritmasi kullanilarak karsilastirilmistir. Elde edilen sonuglar, Blast
Parser kullanilarak Microsoft Excel dosyasina aktarilarak, gen dizilerinin benzerlikleri
ve e-degerlerine gore ayrimi yapilmistir. Karsilasgtirmalar sonucunda her 3 tiirde de
%100 uyum gosteren Arabidopsis’e ait gen dizileri belirlenmistir. Belirlenen genler ile
mikroarray analiz sonucunda bulunan problar Microsoft Access’de karsilastirilarak
ortak olan genlerden bir veritabani olusturulmustur. Bu veritabaninda 25 baz ¢iftinde
%100 uyum gosteren (25/25) problar belirlenmistir. Bu problarla ilgili literatiir bilgileri
ve gen ontolojileriy, TAIR (The Arabidopsis Information  Resource)

(www.arabidopsis.org) ve diger gen bankalarmin veri tabanlarinda taranmustir. Yapilan

tarama sonucunda, metal alimi ve tasinmas1 mekanizmasiyla ilgili olabilecegi diisiiniilen
problar se¢ilmistir. Segilen problara karsilik gelen, Brassica tiirtine (6zellikle Brassica
rapa) ait EST dizileri NCBI veritabanindan yararlanarak bulunmustur. Elde edilen EST
dizileri, tim Brassica tiirlerine ait  EST dizileri ile  BLASTN
(http://blast.ncbi.nim.nih.gov/) algoritmas1 kullanilarak karsilastirilmistir. Boylece

Brassica tiirleri arasinda en ¢ok korunan bélgeler bulunarak daha diizgiin primer
tasarlanmasi amaglanmistir. Yapilan karsilastirmalar sonucunda, her gen i¢in Brassica
tiirleri arasinda maksimum benzerlik gosteren diziler secilmistir. Secilen bu diziler
arasinda en ¢ok benzerlik gosteren bolgeler Clustal X2 programu kullanilarak ayirt
edilmistir. Benzerlik gosteren bdlgelerden tasarlanan 6 adet primer ¢iftinin (ileri=F ve

geri=R) baz uzunlugu 19-22 arasinda degismektedir (Tablo 3.4).


http://www.affymetrix.com/
http://ncbi.nlm.nih.gov/
http://www.arabidopsis.org/
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/
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Tablo 3.4: Tasarlanan primerlere ait diziler ve amplikon uzunluklar.

Primer Adi: Primer Dizisi: Amplikon Uzunlugu:
BJMInd1-F 5-TGGACATTGCCTCCTAATCAAC-3' 84
BJMInd1-R 5-GTGAAGCAAGTGAAGCAGC-3'

BJMInd2-F 5-GATAATGGACACACTTGGAGCA-3' 86
BJMInd2-R 5-CTTTCCTTCCCACTGGTGTT-3'

BJMInd3-F 5-GCCAGTCTTGCGAATCTTG-3' 97
BJMInd3-R 5-TAGGTCTTGGTTCCATCGGA-3'

BJMInd4-F 5-GGAAAGGGCTCAAGATTGAAGA-3' 99
BJMInd4-R 5-GCACAGTGTATGGAGATGTGT-3'

BJMRepl-F 5-CTTACCTTCGTCTCTGGGC-3' 84
BIJMRepl-R 5'-CCCAGGCAAGAAGAAGAACT-3

BJMRep2-F 5-TGGTCTGCTGGATTAAAGGC-3' 84
BIJMRep2-R 5-CATACGAAAGTGGACATCCCAT-3

Primerler tasarlanirken amplikon uzunlugunun 80-100 baz i¢ermesine, GC igeriginin
%50-60 arasinda olmasma ve erime sicakligi (55 °C)’nin primer ¢iftleri arasinda
farklilik ~ gOstermemesine dikkat edilmistir. Tasarlanan primerlerin  kriterlere

uygunlugunu kontrol etmek i¢in Fast PCR (http:/primerdigital.com) ve Beacon

Designer (http://www.premierbiosoft.com) programlar1 kullanilmistir.

3.5.11. Yani-Kantitatif Ters Yazihm Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

DNA igerisinde yer alan, dizisi bilinen iki segment arasindaki 6zgiin bir bdlgeyi
enzimatik olarak ¢ogaltmak ig¢in Yari-kantitatif polimeraz zincir reaksiyonu
uygulanmaktadir. Bu c¢alismada elde edilen ¢cDNA’lar ve tasarlanan primerlerin
kontrolii, PCR uygulamasiyla gergeklestirilmistir (Tablo 3.5). Oncelikli olarak Brassica
juncea var. tumida’ya ait aktin mRNA dizisinden tasarlanan ve i¢ kontrol olarak
kullanilan B-aktin (referans gen, house keeping gen) primer ¢iftine (Tablo 3.6) gradiyent
PCR cihazinda PCR uygulamasi yapilmistir. Gradiyent PCR cihazinda farkli
sicakliklarda (50, 55, 60, 65 °C) (Tablo 3.7) PCR’1 yapilan B-aktin primer ¢iftinin PCR
driiniiniin %1°lik formaldehitli jelde yiiriitilmesi ile 55 °C’de iyi ¢alistig1 ortaya
konmustur. Referans gen olarak ¢alisan B-aktine ait primer ¢ifti kontrol edildikten sonra,

elde edilen cDNA’larm kontrolii PCR uygulamasi ile tamamlanmistir. Tasarlanan


http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?type=locus&name=AT3G21550
http://primerdigital.com/
http://www.premierbiosoft.com/
http://tr.wikipedia.org/wiki/Enzim
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primerler (hedef genler)’in kontrolii de, gradiyent PCR cihazinda farkli sicakliklarda

(50, 55, 60, 65 °C) kurulan PCR ile yapilmustir.

Tablo 3.5: PCR uygulamasinda kullanilan bilesenler ve reaksiyon miktarlart (pl).

Bilesenler Hacim (ul) / Reaksiyon
cDNA (100 ng/pl) 2

10X Taq polimeraz tamponu 2,5

10 mM dNTP Karigimi (dATP, dTTP, dCTP, dGTP) 1

25 mM MgCl, 15

Primer-F (10 pmol) 0,5

Primer-R (10 pmol) 0,5

Taq DNA polimeraz (5 u/pl) 0,125

Steril Saf Su 16,87

Toplam Hacim 25

Tablo 3.6: B-aktin genine ait primer dizileri ve amplikon uzunlugu.

Primer Adi: Primer Dizisi: Amplikon Uzunlugu:
B-aktin-F 5-GCATGAAGATCAAGGTGGTG-3' 98
B-aktin-R 5-CCACATCTGTTGGAAAGTGC-3' )
Tablo 3.7: PCR uygulamasi igin PCR cihazinda kurulan program.
Basamak Islem Siire Sicakhik Dongii
I Denatiirasyon 3 dk 94 °C 1
Denatiirasyon 30sn 4°C
1. Baglanma 30sn 50-65 °C 30
Uzama 30 sn 72 °C
. Son Uzama 10 dk 72 °C 1

PCR uygulamalar1 sonucunda elde edilen iiriinler, EtBr iceren %2’lik agaroz jelde

ayrigtirilarak kontrol edilmistir. Agaroz jel, 1 g agaroz, 5 ml 10X TBE (Tris-Baz Borik

asit-EDTA) tamponu ve 45 ml steril saf su icermektedir. Hazirlanan karisim, agaroz

tamamen eriyinceye kadar mikrodalga firinda kaynatilmistir. Agaroz yaklasik 50 °C’ye
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sogutulduktan sonra 2,5 pl EtBr (stok konsantrasyon: 10 pg/ul) eklenmis ve mini jel
elekroforez kasetine dokiilmiistiir. Polimerize olan jel, igerisinde 1X TBE yiiriitme
tamponu bulunan elektroforez tankina alimmistir. 6X DNA yiikleme boyasi ile 5:1
oraninda karistirilan 6rneklerin tamami kuyulara yiiklendikten sonra 70 V’da 30 dakika

ayrigmasi saglanmstir.

3.5.12. Kantitatif Ters Yazihm Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-PCR)

RT-PCR, bir tek genin ekspresyonu hakkinda bilgi veren ve kantitatif analizde
kullanilan en giivenilir yontemdir. Bu yontemle, mikroarray analizle gen ekspresyon
seviyesinde tespit edilen degisiklikler teyit edilmektedir (Gonzalez-Fernandez ve dig.,
2008).

RT-PCR, floresan tekniklerle ger¢cek zamanli olarak DNA’nin ¢ogaltim, saptama ve
miktar tayinini yapmay1 saglayan bir yontemdir. Bu yontem, reaksiyon bitiminde miktar
saptamast yapan diger tekniklerden farkli olarak, reaksiyon gerceklesirken ¢ogaltim
irlinlerinin yaydig1 floresanin es zamanlhi olarak goriintillenmesini saglamaktadir
(Higuchi ve dig., 1992). RT-PCR’de olusan iiriin miktari, reaksiyon boyunca olusan
iriin miktariyla orantili olarak artan floresan boyanm verdigi sinyalin izlenmesiyle

anlagilmaktadr.

RT-PCR ¢aligmalarinda amaca uygun olarak degisik floresans boyalar kullanilmaktadir.
“SYBR-Green I” floresan boya en sik kullanilan metotlardan biridir. Bu yontemde
kullanilan floresan boya sadece ¢ift zincirli DNA’ya baglandigindan ¢ogalan DNA
miktarindaki artisa paralel olarak RT-PCR cihazinda okunan floresanin miktar1 da es
zamanl olarak artmaktadir. “SYBR Green I” floresan boya, 497 nm dalga boyunda

yiikseltgenmekte ve 520 nm dalga boyunda indirgenmektedir (Kubista ve dig., 2006).

Bu ¢alismada, Pb ve Cd uygulamasi yapilan B. juncea var. P78 bitkisinin kok, govde ve
yapraklarindan elde edilen cDNA’lar ile metal alimi ve taginmasi mekanizmasinda
fonksiyonel oldugu diisliniilen genlerden tasarlanan primerler kullanilarak, RT-PCR
yontemiyle (Tablo 3.8) hedef genlerin referans gene gore MRNA seviyesindeki

degisimleri kat farki olarak belirlenmistir. Floresan boya olarak SYBR-Green | (SYBR-
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green | master karisim, Roche) kullanilmistir. RT-PCR denemeleri, Light Cycler 480
(Roche) cihazinda gergeklestirilmistir (Tablo 3.9).

Tablo 3.8: RT-PCR uygulamasinda kullanilan bilegenler ve reaksiyon miktarlari.

Bilesenler Hacim (ul) / Reaksiyon
cDNA (100 ng/pl) 2,5

p-aktin-F (10 pmol) 0,5

-aktin-R (10 pmol) 0,5

SYBR-Green Master Karisim (5 u/ul) 5

Steri Saf Su 15

Toplam Hacim 10

Tablo 3.9: RT-PCR uygulamasi i¢in PCR cihazinda kurulan program.

Basamak Islem Siire Sicakhk Dongii
I Denatiirasyon 3 dk 94 °C 1
Denatiirasyon 30sn 94°C
. Baglanma 30sn 55°C 45
Uzama 30sn 72 °C
. Son Uzama 10 dk 72 °C 1
5 dk 95°C 1
V. Erime 1 dk 65 °C 1
97 °C 1
V. Soguma 10 sn 40 °C 0

Gen ekspresyonu diizeyindeki fizyolojik degisiklikleri arastiran bircok deneyde
kullanilan goreceli miktar 6l¢iimii (relative quantification), bir referans gen karsisindaki
hedef genin ekspresyon seviyesinin belirlenmesine dayali bir yontemdir. Referans genle
iliskili olarak hedef gen ekspresyonunun hesaplanmast ic¢in kullanilan c¢esitli
matematiksel modeller bulunmaktadir. Hesaplamalar ¢esitli metotlarla tanimlanan farkl
dongiiniin karsilastirilmasina dayanmaktadir. Matematiksel algoritmalar1 kurmak i¢in
sabit floresan diizeyindeki gecis noktalar1 (Cp) ya da esik degerleri (Ct)
kullanilmaktadir. Giiniimiizde goreceli ekspresyon oranmi hesaplamak igin bir¢ok

matematiksel hesaplama modeli gelistirilmistir (Pfaffl, 2001).
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Bu caligmada, herbir bir 6rnek ve hedef gen i¢in kendi i¢inde 3 paraleli olan 2 farkhi
reaksiyon kurulmustur. Bu denemelerden elde edilen Cp degerlerinin ortalamalar
alinarak, hedef gen referans gene gore normalize edilmistir. Goreceli ekspresyon oranini
hesaplamak i¢in “Delta-delta metodu” kullanilmig ve asagidaki denklemden

yararlanilmistir:

R=2" (A CP 6rnek - A CP kontrol)

R=2" AA CP

3.5.13. istatistiksel Analizler

Bu calismada yapilan tiim denemelerde, her 6rnek i¢cin kendi iginde 3 tekrar1 olan 3
farkli deney kurulmustur. Elde edilen tiim 6l¢iimleri istatistiksel olarak anlamlandirmak
iizere Student’s t-testi uygulanmistir. P<0,0001 ve P<0,05 diizeyindeki farkliliklar

anlamli kabul edilmistir.



4. BULGULAR

4.1. BITKIiDE BIiRiKEN AGIR METAL MIiKTARI

31 giinliikk Brassica juncea var. P78 bitkisine 50 uM Pb(NO3); ve 25 uM CdSO4
¢ozeltileri hidroponik ortamda 24 saat boyunca uygulanmistir. Bu siire sonunda her iki
agir metal uygulamasinda da, kontrol bitkileri ile agir metal uygulanan deney bitkileri

arasinda morfolojik olarak herhangi bir fark gézlenmemistir (Sekil 4.1, Sekil 4.2).

Sekil 4.1: 24 saat boyunca Pb uygulamasi yapilan B. juncea var. P78 bitkisinin hidroponik
ortamdaki genel goriiniimii.

Sekil 4.2: 24 saat boyunca Cd uygulamasi yapilan B. juncea var. P78 bitkisinin hidroponik
ortamdaki genel gortiniimii.
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24 saat boyunca Pb ve Cd uygulamalarma tabi tutulan B. juncea bitkisinin, kontrol ve
agir metal uygulanan deney gruplarina ait kok, govde ve yaprak kisimlarinda akiimiile
edilen agir metal miktarlar1 (mg/kgKA) ve total akiimiilasyon oranlar1 (mg/kg giin)

Tablo 4.1°de verilmistir.

Tablo 4.1: 24 saat boyunca farkli konsantrasyonlarda Pb(NO3), ve CdSO, ¢ozeltileri uygulanan
B. juncea var. P78 bitkisinin kok, gévde ve yapraklarinda akiimiile edilen agir metal miktarlar:
(mg/kgKA) ve total akiimiilasyon oranlar1 (mg/Kg giin). ( + degerler, standart sapmay1

gostermektedir).
Pb(NO3),; Uygulamasi CdSO, Uygulamasi
Kontrol 50uM Kontrol 25 uM
Kok 25,15 £ 6,30 26984,47+1679,35° 1,88 + 0,68 1763,51 + 167,21%
Govde 7,67 + 3,62 378,22 + f|.09,91b 1,15+0,32 231,29 + 27,09%
Yaprak 1,56 +£0,15 1,85+ 0,85 0,48 + 0,03 131,76 + 6,84%
TAR 40,44 + 6,39 35766,10 + 6424,05b 1,59 £0,34 549,00 + 3,65%

Not: a: P<0,0001 ve b: P<0,05 degerleri, kontrol 6rneklerine gore anlamli farklilik gosteren deney orneklerini isaret
etmektedir.

Tablo 4.1°de goriildiigi iizere, her iki agir metal uygulamasinda da kontrol bitkilerinin
kok, govde ve yapraklarinda iz miktarda Pb ve Cd saptanmustir. 50 uM Pb(NOs),
¢oOzeltisi uygulanan bitkilerin kok (26984,47 mg/kgKA) (p<0,0001) ve gdvde (378,22
mg/kgKA) (p<0,05) kisimlarinda akiimiile edilen agir metal miktar1, kontrol bitkilerinin
kok ve govdelerinde bulunan miktara gore belirgin bir farkla artis géstermistir. Bunun
yanisira Pb uygulamasi yapilan bitkilerin yapraklarinda biriken Pb miktar1 ile kontrol
bitkilerinin yapraklarinda saptanan miktar arasinda herhangi bir fark yoktur (p>0,05).
25 uM CdSO, ¢ozeltisi uygulanan bitkilerde de Pb uygulamasi yapilan bitkilerde
oldugu gibi, kok (1763,51 mg/kgKA) ve govde (231,29 mg/kgKA)’de akiimiile edilen
metal miktar1 kontrol bitkilerine kiyasla belirgin bir sekilde artmustir (p<0,0001).
Ancak, Cd uygulamasi yapilan bitkilerde Pb uygulanan bitkilerden farkli olarak,
yapraklarda biriken metal miktar1 kontrol bitkilerinin yapraklarina gére 6nemli derecede
artiy gostermistir (p<0,0001). Her iki uygulamada da bitkinin farkli kisimlarinda
akiimiile edilen metal miktarlarina bakildiginda, en fazla miktarin kokte saptandigi,
bunu sirasiyla gévde ve yapraklarin takip ettigi goriilmektedir. Esit siirede 50 uM
Pb(NO3), ve 25 uM CdSO,4 uygulamalari yapilan bitkilerin total akiimiilasyon oranlar1
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karsilastirildiginda, Pb uygulanan bitkilerin Cd uygulanan bitkilere kiyasla daha fazla

miktarda metali (%98 oraninda) biinyelerinde biriktirdikleri gézlenmistir.

4.2. AGIR METAL UYGULAMASI YAPILAN BITKILERDE ANLATIMI
DEGISEN GENLERIN TANIMLANMASI VE BELIRLENMESIi

4.2.1. Brassica juncea var. P78 Bitkisinden Total RNA izolasyonu

24 saat boyunca 50 uM Pb(NO3), ya da 25 uM CdSO, ¢6zeltisi uygulanan B. juncea
var. P78 bitkisinin kok, govde ve yaprak dokularindan, RNA izolasyon kiti kullanilarak
total RNA izolasyonu yapilmustir. Izolasyonu takiben NanoDrop spektrofotometresinde
yapilan Olcliimler sonucunda, elde edilen total RNA’larin  saflik dereceleri
(OD260/0D280) 1,80 ile 2,00 arasinda saptanmistir. B. juncea bitkisinin kok, gévde ve
yaprak dokularindan elde edilen total RNA’larin konsantrasyon miktarlar1t ve
saglamliklari, %1°lik formaldehitli agaroz jelde ayristirilarak teyit edilmistir (Sekil 4.3,
Sekil 4.4).

28S
18S

Sekil 4.3: 24 saat boyunca Pb uygulamasi yapilan B. juncea var. P78 bitkisinin kok, gévde ve
yaprak dokularindan izole edilen total RNA’larin %]1°lik formaldehitli agaroz jel goriintiileri.
(Marker: RiboRuler-High Range RNA Ladder, 200-6000baz).

=1 -1 B o

Marker Kok Govde Yaprak Kok Gévde Yaprak

KONTROL 25 uM CdSOy4

Sekil 4.4: 24 saat boyunca Cd uygulamasi yapilan B. juncea var. P78 bitkisinin kok, gévde ve
yaprak dokularindan izole edilen total RNA’larm %]1’lik formaldehitli agaroz jel goriintiileri.
(Marker: RiboRuler-High Range RNA Ladder, 200-6000baz).
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4.2.2. Brassica juncea var. P78 Bitkisinden Elde Edilen Total RNA’larin

Saflastirilmasi

24 saat boyunca Pb ve Cd uygulamalar1 yapilan B. juncea var. P78 bitkisinin kok, govde
ve yaprak dokularindan elde edilen total RNA’lara DNaz I enzimi uygulanarak,
genomik DNA’nmn uzaklastirilmast saglanmistir. Saf hale getirilen RNA’larin
konsantrasyon miktarlari ve saglamliklari, %]1’lik formaldehitli agaroz jelde
ayristirilarak teyit edilmistir (Sekil 4.5, Sekil 4.6). Ayrica mikroarray analizi yapilan, 50
uM Pb(NO3); ¢ozeltisi uygulanmis, 3’er adet biyolojik tekrart bulunan kontrol ve agir
metal uygulanan deney bitkilerinin kok 6rneklerine ait total RNA’larin konsantrasyon
miktarlari, saglamliklar1 (Sekil 4.7) ve genel jel profili (Sekil 4.8) Bioanalyzer 2100
(Agilent) kullanilarak kontrol edilmistir.

28S
18S

= - B_B_N_B_N

Marker Kok Govde Yaprak Kok Givde Yaprak

KONTROL 50 pM Pb(NOs):

Sekil 4.5: 24 saat boyunca Pb uygulamasi yapilan B. juncea var. P78 bitkisinin kok, gévde ve
yaprak dokularma ait total RNA’larin DNaz I muamelesinden sonra %1°lik formaldehitli agaroz
jel goruntiileri. (Marker: RiboRuler-High Range RNA Ladder, 200-6000baz).

28S
18S

25 pM CdSO4

Sekil 4.6: 24 saat boyunca Cd uygulamasi yapilan B. juncea var. P78 bitkisinin kok, gévde ve
yaprak dokularina ait total RNA’larin DNaz I muamelesinden sonra %1’lik formaldehitli agaroz
jel goruintiileri. (Marker: RiboRuler-High Range RNA Ladder, 200-6000baz).
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(FU) Kontrol (2. Biyolojik Tekrar) [+
200 -
150~
100 -
w—n
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i | '
b i T y— -
20 25 30 35 40 45 0 55 60 65[s)

ENAAleu: w01
RNA Kovs ersyor: 169 ng/ydl
rRNA Oreu (285/188) L7

RNAV@aOH sz (RIN): 68 (8.02.07)

(FU) Kontrol (3. Biyolojik Tekrar)
200+ |
100 -
0 - | A ___vl,.,__v'\l‘-"
| P L L T P R I . ) -
20 25 30 35 40 45 S50 55 60 65 [s]

RNAAlaa; 570.7
RNA Koneardrasyorn: 170 ng/ul
TRNA Oraa (285/185): 1.8

RNAbimmbik ramnarssy (RIN): 8.7 (8.02.07)

Sekil 4.7: 24 saat boyunca 50 uM Pb(NOs), ¢ozeltisi uygulanan B. juncea var. P78 bitkisinin
kok dokusundan elde edilen total RNA’larin DNazl muamelesini takiben Bioanalyzer Agilent
2100 cihazinda okuma sonrast her bir biyolojik tekrarina ait jel goriintii ve miktarlar:.



56

(FU) 50 uM Pb(NO3), (1. Biyolojik Tekrar) S ]
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20 25 30 35 40 45 S0 55 60 65 [s)
-
RNA Alaa: 548.8
RNA Konsantrasyora: 163 ng/ul
TRNA Oraa (285/188): 17
RNAbittimbik ropnarasy (RIN): 9 (8.02.07)
(FU] 50 uM Pb(NOs), (2. Biyolojik Tekrar) —
200
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1004
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o Lol g -
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RNA Alau: 610.0
RNA Konsargrasyorny: 181 ng/ul
TRNA Oraru (285/188): 17

RNA bisimbak ropnarasy (RIN): 8.5 (8.02.07)

50 uM Pb(NO:s); (3. Biyolojik Tekrar)

[Fu] ;
150 :
100~ | |
| [ =
50 :
7 |
0 ' o [
S S LR e ST P, P TR -
20 25 30 35 40 45 S0 S5 60 65 [s]
RNA Alau: 403.7
RNA Konsardrasyoro: 120 ng/pl
TRNA Crau (2857188): 1.6

RNAbitimbik eonarasy (RIN): - 9 (8.02.07)

Sekil 4.7: Devamu.
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Sekil 4.7°de goriildiigii lizere, 50 uM Pb(NOg3), ¢Ozeltisi uygulanan ve 3’er adet
biyolojik tekrari bulunan kontrol ve agir metal uygulanan deney bitkilerinin kok
orneklerine ait total RNA’larin oranlar1 (28S/18S) 2 civarinda, RNA biitiinliik
numaralar1 (RIN) da 8-10 arasindadir. Bu sonuglar, mikroarray analizi yapilan kok
orneklerine ait RNA’larm saglam olduklarini géstermektedir.

Biyolojik Tekrarlar
Kontrol 50 pM Ph(NO3)2

Marker 1 2 3 1 2 3
70 —

ES —

55 —

50 —
—> 23S

&
I

8
I

—> 18S
38 —
30 —
25 —

20 —

Sekil 4.8: 24 saat boyunca Pb(NOs), ¢ozeltisi uygulanan B. juncea var. P78 bitkisinin kok
dokusundan elde edilen total RNA’larm DNazl muamelesini takiben Bioanalyzer Agilent 2100
cihazinda okuma sonrasi her bir biyolojik tekrarina ait genel jel profili.

4.2.3. Mikroarray Analizinden Elde Edilen Verilerin Degerlendirilmesi

Bu ¢alismada 24 saat boyunca Pb uygulamasi yapilan ve 3 biyolojik tekrardan olusan B.
juncea var. P78 bitkisinin kok kisimlarinda mikroarray analiz yapilmistir. Mikroarray
analiz teknigi, agir metal stresine kars1 bitki diizenleyici mekanizmalarinin anlagilmasi
icin kullanilan faydali bir aractir. Bu yontem, binlerce genin ekspresyon seviyelerinin
ayni anda ¢alisilmasini saglayan giiclii ve yiiksek verimli bir teknolojidir (Liu ve dig.,
2009). B. juncea bitkisinin mikroarray platformunda ticari temsilcisi bulunmadigi i¢in
yapilan analizde ayni familyaya {iye Arabidopsis bitkisine ait gen g¢ipler (The
GeneChip® Arabidopsis ATHI Genome Array) kullanilmistir.

Mikroarray analiz sonucunda Ay-Ka Ltd. Sti.’den alinan ham veriler, gen ekspresyon
analizi i¢in gerekli gesitli programlarda islenmistir. Mikroarray analiz sonucunda prob

hiicrelerinin yogunlugunu gosteren .CEL dosyasi formatinda elde edilen ham veriler,
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“Expression Console” (http://www.affymetrix.com) ve “MultiExperiment Viewer

(http://www.tm4.org) programlarina aktarilarak degerlendirilmistir.

4.2.3.1. Verilerin Deney Kalitesi Bakimindan Degerlendirilmesi
Pb uygulamasi yapilan B. juncea bitkisinin kontrol ve agir metal uygulanan deney
gruplarma ait kok oOrneklerinden elde edilen mikroarray sonuglari, “Expression

Console” (http://www.affymetrix.com) programi kullanilarak deney kalitesi bakimindan

degerlendirilmistir. Elde edilen ham verilerin bu programda islenmesi ile olusturulan
kutu grafigi, sinyal histogram grafigi ve 1s1 haritalari, arrayler arasindaki korelasyonu

gostermektedir.

Sekil 4.9’da 24 saat boyunca 50 uM Pb(NOs), ¢ozeltisi uygulanan B. juncea var. P78
bitkisine ait kok drneklerinin, gen ¢ip lizerindeki prob hiicrelerinin 151ma siddetlerinin
logaritmik dagilimi verilmistir. Sekil 4.9°daki kutu grafigi, her array icin prob
hiicrelerinin 1s1ma siddeti degerlerini gostermektedir. Dagilimlar arasinda goriilen
farkliliklar, kutu grafi§ini olusturan ham verilerin normalize edilmemis olmasindan

kaynaklanmaktadir.

5.82

KONTROL (Biyolojik Tekrarlar) 50 uM Pb(NO3)2 (Biyolojik Tekrarlar)

ekil 4.9: 24 saat boyunca Pb uygulamasi yapilan B. juncea var. P78 bitkisinin kontrol ve deney
ygu yap
gruplarna ait kok orneklerinin, gen ¢ip lizerindeki prob hiicrelerinin 1g1ma siddetlerinin
logaritmik dagilimu.

Pb uygulamas1 yapilan B. juncea var. P78 bitkisine ait kok orneklerinin, gen ¢ip

tizerindeki prob hiicrelerinin 1s1ma siddetlerinin goreceli logaritmik dagilimi Sekil


http://www.affymetrix.com/
http://www.tm4.org/
http://www.affymetrix.com/
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4.10’da gosterilmistir. Sekildeki kutu grafiginde, her prob i1sima siddetinin tim
arraylerin medyan prob isima siddetine oraninin dagilimi verilmekte ve farkli prob
1s1ma giddeti gosteren arrayler tanimlanmaktadir. Kutu grafiginde kullanilan ham veriler
normalize edilmedigi igin, prob 1sima siddetlerinin dagilimlar1 arasindaki farklilik

gorilmektedir.

0.40

0.23

0.08

-0.1

l-.._._._..

-0.45

1 2 3 1 3
KONTROL (Biyolojik Tekrarlar) 50 uM Ph(NO3)2 (Biyolojik Tekrarlar)

(%]

Sekil 4.10: 24 saat boyunca Pb uygulamas: yapilan B. juncea var. P78 bitkisinin kontrol ve
deney gruplarina ait kok orneklerinin, gen ¢ip lizerindeki prob hiicrelerinin 1s1ma siddetlerinin
goreceli logaritmik dagilimu.

Mikroarray c¢alismalarinda mRNA seviyelerinin Olglimlerini  etkileyerek direkt
karsilagtirma yapmay1 zorlastiran slayt heterojenitesi, spotlama varyasyonlari, arka plan
sinyalleri gibi pek ¢ok degiskeni minimize ederek ortak bir baz olusturmak igin
mikroarray analiz sonucunda elde edilen veriler normalize edilmistir. Verilerin
normalizasyonu i¢in RMA (Kuvvetli Coklu Cip Analizi-Robust Multichip Analyses)
algoritmasi kullanilmistir. Bu yontem, kontrol ve deney gruplari arasindaki en kiiciik
farkliliklara duyarliligi artirmaktadir. Ayrica degiskenler arasindaki varyansi minimize

etmektedir.

Sekil 4.11°de 24 saat boyunca 50 uM Pb(NO3); ¢6zeltisi uygulanan B. juncea var. P78
bitkisine ait kok orneklerinin, gen ¢ip iizerindeki prob hiicrelerinin 1s1ma sinyallerinin
normalize edildikten sonraki logaritmik dagilimi verilmistir. Sekil 4.11°de verilen sinyal

kutu grafigi, prob set sinyal degerlerini gostermektedir.
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1.70

1.30

0.91

0.51

! ! 1
I I 1
| | 1
1 1 1
0.12 A, i !

-0.28
1 2 3 1 2 3
KONTROL (Biyolojik Tekrarlar) 50 pM Pb(NO3)2 (Biyolojik Tekrarlar)

Sekil 4.11: 24 saat boyunca Pb uygulamasi yapilan B. juncea var. P78 bitkisinin kontrol ve
deney gruplarina ait kék drneklerinin, gen ¢ip tizerindeki prob hiicrelerinin 1s1ma siddetlerinin
RMA normalizasyonu sonrasi logaritmik dagilimi.

24 saat boyunca Pb uygulamasi yapilan B. juncea var. P78 bitkisine ait kok
orneklerinin, gen ¢ip tizerindeki prob hiicrelerinin 1sima sinyallerinin normalize
edildikten sonraki goreceli logaritmik dagilimi Sekil 4.12°de gosterilmistir. Sekildeki
goreceli sinyal kutu grafiginde, her prob set sinyalinin tiim arraylerin medyan prob set
sinyaline oran dagilimi verilmekte ve farkli sinyal dagilimi gosteren arrayler
tanmimlanmaktadir. Kutu grafigini olusturan ham veriler normalize edildikten sonra,

arrayler arasinda farkl sinyal dagilimi1 gésteren bulunmamaktadir.

0.35
B - s —_ o —_
0.21 ! 1 1 1 1 |
) 1 1 1 | 1
! 1 | 1 1 1
} 1 1 1 1 !
: 1 1 1 1 1
0.07 . : : i ; :
-0.07 T T T T T
| 1 1 1 ! 1
1 | 1 1 ! |
I I 1 | ! 1
| ' 1 1 ! l
o : : : : :
el £ e —_—— —_— —_— =
-0.35
1 2 3 1 2 3
KONTROL (Biyolojik Tekrarlar) 50 puM Pb(NO23)2 (Biyolojik Tekrarlar)

Sekil 4.12: 24 saat boyunca Pb uygulamasi yapilan B. juncea var. P78 bitkisinin kontrol ve
deney gruplarina ait kok 6rneklerinin, gen ¢ip lizerindeki prob hiicrelerinin 1s1ma siddetlerinin
RMA normalizasyonu sonrasi goreceli logaritmik dagilimi.
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Sekil 4.13’de 24 saat boyunca 50 uM Pb(NOs), ¢6zeltisi uygulanan B. juncea var. P78
bitkisine ait kok Orneklerinin, gen ¢ip lizerindeki prob hiicrelerinin 1g1ma siddetlerinin

normalize edildikten sonraki sinyal degerlerinin histogram grafigi bulunmaktadir.

(2. Biyolojik Tekrar)
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Sekil 4.13: 24 saat boyunca Pb uygulamasi yapilan B. juncea var. P78 bitkisinin kontrol ve
deney gruplarina ait kok orneklerinin, gen ¢ip lizerindeki prob hiicrelerinin 1s1ma siddetlerinin
normalize edildikten sonraki sinyal degerlerinin histogram grafigi.

Pb uygulamasi yapilan B. juncea var. P78 bitkisinin kontrol ve deney gruplarina ait kok
orneklerinden elde edilen ham verilerin islenmesi ile olusturulan 1s1 haritalart (MA
grafikleri) Sekil 4.14 ve Sekil 4.15’de verilmistir. MA grafiklerinde, Y ekseni
tizerindeki M (degisikligin biiytikligii) [M=(log(Signal arrayl) - log(Signal array2)], X
ekseni tizerindeki A (ortalama log(Signal)) ile kiyaslanmaktadir. Y ekseninde, +/- 2 kat
degisikligi arasindaki esik degerleri log 2 tabaninda yesil bir hatla gosterilmistir. Renk
degisikligi, veri noktalar1 tarafindan temsil edilen problarm yogunlugunu ortaya
koymaktadir. 50 uM Pb(NOs3), ¢ozeltisi uygulanan B. juncea var. P78 bitkisine ait kok
orneklerinin kontrol grubunun biyolojik tekrarlarindan elde edilen ifade sinyallerinin
MA grafikleri Sekil 4.14°de, agir metal uygulanan deney grubunun biyolojik
tekrarlarindan elde edilen ifade sinyallerinin MA grafikleri de Sekil 4.15°de
goriilmektedir. Her iki sekilde de, gruplara ait biyolojik tekrarlarin karsilastiriimasi

sonucu ortaya ¢ikan korelasyon degerleri arasinda herhangi bir fark bulunmamaktadir.
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-3.42 -228 -1.15 -001 113 227 341 " _;3.67 -249 -131 -013 105 223 341 -3.53 -2.37 -1.22 -007 108 224 339
3.00 Correlation=0.977401 % 372 Correlation=0.973242 108 3.00 + Correlation=0.976410 %4

Sekil 4.14: 24 saat boyunca Pb uygulamasi yapilan B. juncea var. P78 bitkisinin kontrol
grubuna ait kok orneklerinin, A) 1. ve 2. biyolojik tekrarlarindan B) 1. ve 3. biyolojik
tekrarlarindan C) 2. ve 3. biyolojik tekrarlarindan elde edilen ifade sinyallerinin MA grafigi.
M= log2(Sinyall/Sinyal2) ve A= ' (log2(Sinyal1+Sinyal2)).

282 178 -075 029 133 237 341 558 -408 -259 -109 041 191 340 567 -416 -265 -114 038 189 340
3.00 Correlation=0.980359 8 673 Correlation=0.74967 225 885 Correlation=0.973275 245

436

2.18

0.00

-2.18

-4.38

-6.55

Sekil 4.15: 24 saat boyunca Pb uygulamasi yapilan B. juncea var. P78 bitkisinin deney grubuna
ait kok orneklerinin, A) 1. ve 2. biyolojik tekrarlarindan B) 1. ve 3. biyolojik tekrarlarindan C)
2. ve 3. biyolojik tekrarlarindan elde edilen ifade sinyallerinin MA grafigi. M=
log2(Sinyall/Sinyal2) ve A=Y (log2(Sinyall+Sinyal2)).

Sonug olarak, bu boliimde verilen kutu grafikleri, sinyal histogram grafigi ve 1s1
haritalar1, 24 saat boyunca Pb(NO3), ¢6zeltisi uygulanan B. juncea var. P78 bitkisine ait
kok ornekleriyle yapilan mikroarray analizinin deney kalitesi bakimindan basarili

oldugunu gostermektedir.

4.2.3.2. Verilerin Karsilastirmali Analizi
24 saat boyunca 50 uM Pb(NOg3), ¢ozeltisi uygulanan B. juncea var. P78 bitkisinin
kontrol ve agir metal uygulanan deney gruplarina ait kok orneklerinden elde edilen

mikroarray sonuglari, “MultiExperiment Viewer (http://www.tm4.org) programinda

islenerek, taranmig slayt goriintiilerinin sayisal verilere doniistiiriilmesi, verilerin
normalize edilmesi ve normalize edilmis verilerin analizi saglanmistir. Her bir bagimsiz

deney ayr1 ayr1 normalize edildikten sonra kontrol ve deney gruplar1 arasinda farkli


http://www.tm4.org/
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eksprese edilen genlerin tanimlanmasi ig¢in tek yonlii varyans analizi (ANOVA)
uygulanarak gen listeleri olugturulmustur. 1,3 kat ve daha fazla ekspresyon sinyali olan
prob gruplar1 “tesvik edilen” (Tablo 4.2), -1,3 kat ve daha az ekspresyon sinyali olan
prob gruplari ise “baskilanan” (Tablo 4.3) genler olarak ifade edilmistir (p<0,05). Her
bir prob i¢in hesaplanan kat degisimi, deney Orneginin sinyal yogunlugunun kontrol

Orneginin sinyal yogunluguna bdliinmesiyle elde edilmistir. Olusturulan gen listesinde

yer alan problar, veri tabanlar1 (http://www.arabidopsis.org/) kullanilarak
tanimlanmaistir.
Tablo 4.2: 24 saat boyunca Pb uygulamasi yapilan B. juncea var. P78 bitkisine ait kok
orneklerinde, deney grubunda kontrol grubuna oranla “tegvik edilen” genlerin listesi.
Lokus L . T p Kat
Prob No Tammlayica Baz Dizilerinin Genetik Yapisi Ile Ilgili Bilgi degeri | Degisimi

1 260294 at | AT1G63660 GMP synthasg (glutamlne—hydrol)_/zmg), putative / 0,08 1.30
glutamine amidotransferase, putative

2 | 250136 at | AT5G15380 E))RMl (DOMAINS REARRANGED METHYLASE 0,01 1.30

3 256862 _at | AT3G23940 |dehydratase family 0,10 1,30

4 1253793 at | AT4G28710 | XIH (Myosin-like protein XIH) 0,02 1,31
ATPPA3 (ARABIDOPSIS THALIANA

5 1266765 at |AT2G46860 |PYROPHOSPHORYLASE 3); inorganic 0,07 1,31
diphosphatase/ pyrophosphatase

6 [259008 at |AT3G09390 |MT2A (METALLOTHIONEIN 2A) 0,08 1,31

7 1258074 at | AT3G25890 | AP2 domain-containing transcription factor, putative 0,28 1,31

8 | 265056 at | AT1G51980 mltoqhondrlal processing peptidase alpha subunit, 0,10 131
putative

9 245015 at | ATCG00490 | large subunit of RUBISCO. 0,37 1,31

10 248178 at | AT5G54370 late e_mbryogene5|s abundant protein-related / LEA 0,44 131
protein-related

11| 264847 at | AT2G17380 APlQ (assomat_ed proteln 19); ATP binding / protein 011 131
binding / protein kinase

12| 260926 at | AT1G21360 |CLTP2 (GLYCOLIPID TRANSFER PROTEIN 2); 011| 1,32
glycolipid binding / glycolipid transporter

13260879 at [AT1G21480 |exostosin family protein 0,13 1,32

14 (249679 at | AT5G35980 | protein kinase family protein 027 1,32
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Tablo 4.2: Devamu.

Lokus e . e L p Kat
Prob No Tammlayict Baz Dizilerinin Genetik Yapisi Ile Ilgili Bilgi degseri | Degisimi
similar to unknown protein [Arabidopsis thaliana]
(TAIR:AT3G08890.1); similar to unknown protein
15| 249652 at | AT5G37070 [Arabldops!s thallana}] (TAI_R:A'I_’SG08890.2); similar 0,17 1.32
- to hypothetical protein [Vitis vinifera]
(GB:CANG63135.1); contains InterPro domain Protein
of unknown funct
[AT1G06120, fatty acid desaturase family
16 260950 s at | AT1G06120 | protein];[AT1G06090, fatty acid desaturase family 0,05 1,32
protein]
17 257193 at | AT3G13160 | pentatricopeptide (PPR) repeat-containing protein 0,16 1,32
18| 260233 at | AT1G74550 CYP98A9 (cyt.ochrome 9459, family 98, subfamily A, 0,02 1.32
- polypeptide 9); oxygen binding
19262880 at [AT1G64880 | ribosomal protein S5 family protein 0,02| 1,32
20 | 248580 at | AT5G49890 CLC-C (ch!orlde channel C); anion channel/ voltage- 0,10 1.32
- gated chloride channel
similar to unknown protein [Arabidopsis thaliana]
(TAIR:AT4G09990.1); similar to hypothetical protein
21 (264559 at | AT1G09610 | [Vitis vinifera] (GB:CAN78768.1); contains InterPro 071 1,32
domain Protein of unknown function DUF579, plant
(InterPro:1IPR006514)
22| 249627 at | AT5G37510 EMB1467 (EMBRYO DEFECTIVE 1467); NADH 0,22 132
- dehydrogenase
23 ATEXPA14 (ARABIDOPSIS THALIANA
247991 at [ AT5G56320 EXPANSIN A14) 0,12 1,32
24 251687 at | AT3G56460 g)r%?;rneductase, zinc-binding dehydrogenase family 013 133
25 247338 at | AT5G63680 | pyruvate kinase, putative 0,02 1,33
26| 246511 at |AT5G15490 | UDP-glucose 6-dehydrogenase, putative 0,08| 1,33
[AT1G14870, Identical to Uncharacterized protein
At1g14870 [Arabidopsis Thaliana] (GB:Q9LQU4);
27 similar to unknown protein [Arabidopsis thaliana]
262832 _s_at | AT1G14870 (TAIR:AT5G35525.1); similar to unnamed protein 0,64 1,33
product [Vitis vinifera] (GB:CA042338.1); contains
InterPro dom
28 256711 at | AT3G30390 |amino acid transporter family protein 0,01| 1,33
29 (252332 at | AT3G48810 | pentatricopeptide (PPR) repeat-containing protein 0,04 1,33
30|247638 at | AT5G60490 | FLA12 (fasciclin-like arabinogalactan-protein 12) 0,50| 1,33
31 (246991 at |AT5G67400 peroxidase 73 (PER73) (P73) (PRXR11) 0,04 1,33
321247900 at | AT5G57290 | 60S acidic ribosomal protein P3 (RPP3B) 0,11| 1,33
33 protease inhibitor/seed storage/lipid transfer protein
266123 at [ AT2G45180 (LTP) family protein 0,60 1,34
34264611 at |AT1G04680 | pectate lyase family protein 0,60 1,34
35| 246055 at | AT5G08380 ATAGAL1 (ARABIDOPSIS THALIANA ALPHA- 0,17 134

GALACTOSIDASE 1); alpha-galactosidase
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Tablo 4.2: Devamu.

Lokus . . . p Kat
Prob No Tammlayict Baz Dizilerinin Genetik Yapisi Ile Ilgili Bilgi degseri | Degisimi
[AT5G26000, TGG1 (THIOGLUCOSIDE
GLUCOHYDROLASE 1); hydrolase, hydrolyzing O-
36 246880_s_at | AT5G26000 | glycosyl compounds];[AT5G25980, TGG2 0,77 1,34
(GLUCOSIDE GLUCOHYDROLASE 2); hydrolase,
hydrolyzing O-glycosyl compounds]
371252929 at | AT4G38970 | fructose-bisphosphate aldolase, putative 0,11| 1,35
similar to unknown protein [Arabidopsis thaliana]
(TAIR:AT1G07090.1); similar to hypothetical protein
38 263498_at | AT2G42610 | [Vitis vinifera] (GB:CAN66524.1); contains InterPro 0,81 1,35
domain Protein of unknown function DUF640
(InterPro:1IPRO06936)
39|255775 at | AT1G18600 |rhomboid family protein 0,18 1,35
40 262154 at | AT1G52700 | phospholipase/carboxylesterase family protein 0,02 1,35
similar to unknown protein [Arabidopsis thaliana]
(TAIR:AT3G15480.1); similar to fiber protein Fb34
41 253877_at | AT4G27435 |[Gossypium barbadense] (GB:AAR07596.1); contains 0,77 1,35
InterPro domain Protein of unknown function
DUF1218 (InterPro:IPR0O09606)
42952513 at | AT3G46220 similar to unnamed protein product [Vitis vinifera] 0.02 135
- (GB:CA021736.1) ' '
431258987 at | AT3G08950 | electron transport SCO1/SenC family protein 0,11 1,35
44 260780_at | AT1G14610 ;Ii'zgsl\éz (TWIN 2); ATP binding / aminoacyl-tRNA 0,03 1.35
451252943 at | AT4G39330 | mannitol dehydrogenase, putative 0,07 1,35
46 265042 _at | AT1G04040 |acid phosphatase class B family protein 0,19 1,36
47253270 at | ATaG3a160 |CYCD3/CYCD3 /D3 (CYCLIN D3;1), cyclin- 030 136
dependent protein kinase regulator/ protein binding
48 260126 at | AT1G36370 SHM7 (serine hydroxymethyltransferase 7); glycine 0,03 1.36
hydroxymethyltransferase
491265943 at | AT2G19570 |CDAL (CYTIDINE DEAMINASE 1) 0,11 1,36
50 266608 at | AT2G35500 |shikimate kinase-related 0,01 1,36
511263590 at | AT2G01820 | leucine-rich repeat protein kinase, putative 0,33 1,36
52 (265381 _at |AT2G16680 | transposable element gene 0,02 1,37
similar to unknown protein [Arabidopsis thaliana]
(TAIR:AT1G53040.1); similar to unknown protein
53 | 245660 at | AT1G28240 [Arabldops!s thallana_l] (TA!R:AT1G53040.2); similar 0,05 1.37
to hypothetical protein [Vitis vinifera]
(GB:CANB81089.1); contains InterPro domain Protein
of unknown funct
541255824 at | AT2G40530 | unknown protein 0,04| 1,37
551250928 at |AT5G03280 |EIN2 (ETHYLENE INSENSITIVE 2); transporter 0,03 1,37
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Tablo 4.2: Devamu.

Lokus . . . p Kat
Prob No Tammlayict Baz Dizilerinin Genetik Yapisi Ile Ilgili Bilgi degseri | Degisimi
56 | 257066 at | AT3G18280 protease |n_h|b|tor/s_eed storage/lipid transfer protein 0,33 1.37
- (LTP) family protein
57| 250525 at | AT1G12560 ﬁ;l’)EXPA? (ARABIDOPSIS THALIANA EXPANSIN 0,09 1,37
ATGH9B13 (ARABIDOPSIS THALIANA
58 (255517 at | AT4G02290 |GLYCOSYL HYDROLASE 9B13); hydrolase, 0,18 1,37
hydrolyzing O-glycosyl compounds
similar to unknown protein [Arabidopsis thaliana]
(TAIR:AT2G41800.1); similar to unnamed protein
59 258641 at | AT3G08030 |product [Vitis vinifera] (GB:CA040802.1); contains 0,36 1,38
InterPro domain Protein of unknown function DUF642
(InterPro:1IPR006946)
similar to unknown protein [Arabidopsis thaliana]
(TAIR:AT4G27720.1); similar to unknown protein
60 [Arabidopsis thaliana] (TAIR:AT3G49310.1); similar
261944 at | AT1G64650 to unknown [Populus trichocarpa] (GB:ABK93582.1); 0.13 1,38
similar to unnamed protein product [Vitis vinifera]
(GB:C
61252479 at |AT3Ga6560 | JIM9 (EMBRYO DEFECTIVE 2474); P-P-bond- 004| 1,38
- hydrolysis-driven protein transmembrane transporter
62 [ 253998 at | AT4G26010 | peroxidase, putative 0,19| 1,39
631251735 at | AT3G56090 | ATFERS (FERRITIN 3); ferric iron binding 028 1,39
641254119 at | AT4G24780 | pectate lyase family protein 0,52 1,39
65 | 26 4203 at | AT1G22780 PFL (_POINTEI:_) FIRST LEAVES); structural 0,00 1.39
constituent of ribosome
CDC2/CDC2A/CDC2AAT/CDK2/CDKA1/CDKA;1
66 |252337_at | AT3G48750 | (CELL DIVISION CONTROL 2); cyclin-dependent 010| 1,40
protein kinase/ kinase/ protein binding / protein kinase
67 257823 at | AT3G25190 |nodulin, putative 0,26 1,40
68 1264092 at |AT1G79040 |PSBR (photosystem Il subunit R) 066| 141
69 | 261650 at | AT1G27770 ACAL (autoinhibited Ca2+ -ATPase 1); calcium- 015| 142
transporting ATPase/ calmodulin binding
ATNUDT2 (Arabidopsis thaliana Nudix hydrolase
70 [ 248765 at | AT5GA47650 homolog 2); ADP-ribose diphosphatase/ NAD binding 0,25 1,42
/ hydrolase
711266694 at | AT2G19790 | clathrin adaptor complex small chain family protein 0,14 1,42
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Tablo 4.2: Devamu.

Lokus e . e L p Kat
Prob No Tammlayict Baz Dizilerinin Genetik Yapisi Ile Ilgili Bilgi degseri | Degisimi
721250683 x_at| AT5G06640 | proline-rich extensin-like family protein 0,25| 142
73 [AT2G20530, ATPHB6 (PROHIBITIN
263375_s_at | AT2G20530 6)];[AT4G28510, ATPHB1 (PROHIBITIN 1)] 0,19 1,43
[AT1G29910, CAB3 (CHLOROPHYLL A/B
BINDING PROTEIN 3); chlorophyll
74 binding];[AT1G29920, CAB2 (Chlorophyll a/b-
255997_s_at | AT1G29910 binding protein 2); chlorophyll binding];[AT1G29930, 0,54 143
CAB1 (CHLOROPHYLL A/B BINDING PROTEIN
1); chlorophyll binding]
75 (247692 s _at | AT5G59970 | [AT5G59970, histone H4];[AT5G59690, histone H4] 0,10 1,44
[AT2G38380, peroxidase 22 (PER22) (P22) (PRXEA)
76 267053 s at | AT2G38380 |/ basic peroxidase E];[AT2G38390, peroxidase, 0,08 1,45
putative]
77 (266700 _at | AT2G19740 |60S ribosomal protein L31 (RPL31A) 0,04 1,47
[ATMGO00040, hypothetical protein];[AT2G07671,
78 H+-transporting two-sector ATPase, C subunit family
257339_s_at | ATMG00040 protein];[ATMGO01080, subunit 9 of mitochondrial FO- 0.17 147
ATPase]
79 250778 at | AT5G05500 | pollen Ole e 1 allergen and extensin family protein 0,14 1,49
80| 250798 at | AT5G05340 | peroxidase, putative 0,23| 152
81| 254341 at | AT4G22130 iiF:]I;Se(STRUBBELIG—RECEPTOR FAMILY 8); 0,13 152
821245019 at | ATCG00530 | hypothetical protein 0,20 1,54
AtGHI9B1 (ARABIDOPSIS THALIANA GLYCOSYL
831260181 at |AT1G70710 |HYDROLASE 9B1); hydrolase, hydrolyzing O- 059| 1,54
glycosyl compounds
84 | 253890 s at | AT4G27585 [AT4GZ75$5, band_7 family protein];[AT5G54100, 0,05 155
= band 7 family protein]
[AT3G61470, LHCAZ (Photosystem | light harvesting
85 complex gene 2); chlorophyll binding];[AT5G28450,
251325_s_at | AT3G61470 chlorophyll A-B binding protein, chloroplast, putative / 0.67 1,56
LHCI type Il CAB, putative]
[AT5G39110, germin-like protein,
86 putative];[AT5G39150, germin-like protein,
249430_s_at | AT5G39110 putative];[AT5G39120, germin-like protein, 0,27 1,59
putative];[AT5G39180, germin-like protein, putative]
similar to unknown protein [Arabidopsis thaliana]
(TAIR:AT3G21520.1); similar to unnamed protein
87 (258183 at | AT3G21550 | product [Vitis vinifera] (GB:CAO71058.1); contains 0,18 1,61
InterPro domain Protein of unknown function DUF679
(InterPro:1IPR0O07770)
881251843 x_at| AT3G54590 | ATHRGPL; structural constituent of cell wall 0,10| 1,62
891260147 at |AT1G52790 | oxidoreductase, 20G-Fe(l1) oxygenase family protein 0,32 1,68
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Tablo 4.2: Devamu.

Lokus e . e L p Kat
Prob No Tammlayict Baz Dizilerinin Genetik Yapisi Ile Ilgili Bilgi degseri | Degisimi
90 [ 254559 at | AT4G19200 | proline-rich family protein 0,01 1,74
911249073 at | AT5G44020 |acid phosphatase class B family protein 0,09| 1,74
92 PSBP-1 (OXYGEN-EVOLVING ENHANCER
262632_at | AT1G06680 PROTEIN 2): poly(U) binding 0,63 1,75
931248967 at | AT5G45350 | proline-rich family protein 0,13| 1,76
94 LHCB5 (LIGHT HARVESTING COMPLEX OF
254970_at | ATAG10340 PHOTOSYSTEM |1 5); chlorophyll binding 0,51 182
Not: Gri renkli satirlar mikroarray analiz sonucunda istatistiksel olarak anlaml fark gosteren genleri isaret etmektedir
(p<0,05).
Tablo 4.2°de goriildiigii tizere, Pb uygulamasi yapilan B. juncea var. P78 bitkisinin kok
kisimlarinda, kontrol grubuna oranla deney grubunda 94 adet gen tesvik edilmistir.
Mikroarray analiz sonucunda, tesvik edilen genler i¢inden 20 tanesi istatistiksel olarak
anlaml fark gostermektedir (p<0,05).
Tablo 4.3: 24 saat boyunca Pb uygulamasi yapilan B. juncea var. P78 bitkisine ait kok
orneklerinde, deney grubunda kontrol grubuna oranla “baskilanan” genlerin listesi.
Lokus L . e p Kat
Prob No Tammlayic Baz Dizilerinin Genetik Yapisi Ile Ilgili Bilgi degeri | Degigimi
1 |245226 at |AT3G29970 |germination protein-related 0,34 -2,58
2 |266965 at | AT2G39510 [nodulin MtN21 family protein 0,18 -2,06
[AT1G17290, ALAAT1 (ALANINE
AMINOTRANSFERAS); alanine
3 | 260847 s at | ATIGL7290 | o caminase]; [AT1G72330, ALAAT2 (ALANINE 0.29 -1.85
AMINOTRANSFERASE 2); alanine transaminase]
4 [249266_at | AT5G41670 |6-phosphogluconate dehydrogenase family protein 0,24 -1,69
ASA1 (ANTHRANILATE SYNTHASE ALPHA
5 250738 at | AT5G05730 SUBUNIT 1); anthranilate synthase 0,07 -1,66
[ATCG00840, One of two chloroplast genes that encode
chloroplast ribosomal protein L23, a constituent of the
6 |[244988 s at | ATCG00840 ([ large subunit of the ribosomal complex];[ATCG01300, 0,07 -1,62
One of two chloroplast genes that encode chloroplast
ribosomal protein L23, a constituent of t
7 1261806_at |AT1G30510 [ATRFNR2 (ROOT FNR 2); oxidoreductase 0,32 -1,62
G6PD2 (GLUCOSE-6-PHOSPHATE
8 |245977_at |AT5G13110 |[DEHYDROGENASE 2); glucose-6-phosphate 0,26 -1,61
dehydrogenase
9 253534 _at AT4G31500 CYP83E1 (CYTOCHROME P450 0,06 -1,60

MONOOXYGENASE 83B1); oxygen binding
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Tablo 4.3: Devamu.

Lokus . . . p Kat
Prob No Tammlayict Baz Dizilerinin Genetik Yapis Ile Ilgili Bilgi degseri | Degisimi
similar to unknown protein [Arabidopsis thaliana]
(TAIR:AT3G15450.1); similar to unnamed protein
10 [ 253874 _at | AT4G27450 | product [Vitis vinifera] (GB:CA039242.1); contains 0,41 -1,59
domain G3DSA:3.60.20.10 (G3DSA:3.60.20.10);
contains domain SSF56235 (SSF56235)
11 (263608 at [ AT2G16260 [ pseudogene of glycine-rich RNA-binding protein 0,03 -1,57
similar to unnamed protein product [Vitis vinifera] i
121254200 at | AT4G24110 (GB:CA062924.1) 0,45 1,55
13261459 at | AT1G21100 [ O-methyltransferase, putative 0,06 -1,54
14| 265475 at AT2G15620 NIR1 (NITRITE REDUCTASE); ferredoxin-nitrate 0,37 153
- reductase
151249818 at | AT5G23860 |TUBS (tubulin beta-8) 0,18 -1,53
ATAAH (ARABIDOPSIS THALIANA
16 | 254496 at | AT4G20070 | ALLANTOATE AMIDOHYDROLASE); allantoate 0,37 -1,52
deiminase/ metallopeptidase
17 [ 253629 at [ AT4G30450 | glycine-rich protein 0,06 -1,51
18263096_at |AT2G16060 | AHBL1 (ARABIDOPSIS HEMOGLOBIN 1) 0,48 -1,49
19 | 255040 at | AT1G20380 proly_l ollgopeptlda§e, putatl_ve/prolyl endopepﬂdase, 0,35 1,48
- putative / post-proline cleaving enzyme, putative
20 [ 260556_at | AT2G43620 | chitinase, putative 0,29 -1,48
21 (250234 _at | AT5G13420 |transaldolase, putative 0,32 -1,48
[ATCGO00900, encodes a chloroplast ribosomal protein
S7, a constituent of the small subunit of the ribosomal
22 | 244992_s_at | ATCG00900 complex];[ATCG01240, 30S chloroplast ribosomal 0.19 -1,48
protein S7]
231262325 at | AT1G64160 dlsegse resm_tance—responswe family protein / dirigent 0,04 147
- family protein
[ATCGO01230, chloroplast gene encoding ribosomal
protein s12. The gene is located in three distinct loci on
24 (244940 at | ATCGO01230 |[the chloroplast genome and is transpliced to make one 0,17 -1,46
transcript.];JATCG00905, chloroplast gene encoding
ribosomal protein s12. The gene is located
25 | 261729 s at | AT1G47860 [ATl(_347860, trapsposable element gene];[AT1G47840, 0,41 1.46
—= hexokinase, putative]
261253215 at | AT4G34950 [nodulin family protein 0,30 -1,44
27 (258293 at | AT3G23430 [PHO1 (PHOSPHATE 1) 0,37 -1,43
28 (264953 at | AT1G77120 [ADH1 (ALCOHOL DEHYDROGENASE 1) 0,56 -1,42
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Tablo 4.3: Devamu.

Lokus . . . p Kat
Prob No Tammlayict Baz Dizilerinin Genetik Yapis Ile Ilgili Bilgi degseri | Degisimi
29253344 _at | AT4G33550 | lipid binding 0,28 -1,41
30 [ 255451 at | AT4G02860 | catalytic 0,03 -1,41
PSD3 (PHOSPHATIDYLSERINE
31254035 at |[AT4G25970 [DECARBOXYLASE 3); calcium ion binding / 0,00 -1,41
phosphatidylserine decarboxylase
32 (264313 at | AT1G70410 carbo_nlc anhydrase, putative / carbonate dehydratase, 0,19 11,40
- putative
33253522 _at ATA4G31290 | ChaC-like family protein 0,41 -1,40
34 (252022_at | AT3G52930 | fructose-bisphosphate aldolase, putative 0,20 -1,39
pseudogene, hypothetical protein, similar to
35254364 at | AT4G22020 [uncharacterized glycine-rich protein (G1:7269047) 0,01 -1,39
{Arabidopsis thaliana}
36 | 249327 at | AT5G40890 |ATCLC-A (CHLORIDE CHANNEL A); anion 0,03 11,39
- channel/ voltage-gated chloride channel
[AT5G54810, TSB1 (TRYPTOPHAN SYNTHASE
BETA-SUBUNIT)];[AT4G27070, TSB2 i
37 | 253898_s_at | AT5G54810 (TRYPTOPHAN SYNTHASE BETA-SUBUNIT); 0,08 1,39
tryptophan synthase]
38 (251053 at | AT5G01490 [CAXA4 (cation exchanger 4); cation:cation antiporter 0,24 -1,38
similar to unknown protein [Arabidopsis thaliana]
(TAIR:AT1G11540.1); similar to unnamed protein
39 [ 264424 at | AT1G61740 | product [Vitis vinifera] (GB:CAO38814.1); contains 0,02 -1,38
InterPro domain Protein of unknown function DUF81;
(InterPro:1IPR002781)
401251802 at | AT3G55380 UBC_14 (ublqmtln—conjugatlng enzyme 14); ubiquitin- 0,06 138
- protein ligase
ATTIC21/CIA5/PICL/TIC21 (CHLOROPLAST
41|263208 at | AT2G15290 |'MPORT APPARATUS 5); copper uptake 0,03 11,38
— transmembrane transporter/ iron ion transmembrane
transporter/ protein homodimerization
[AT4G27560, glycosyltransferase family
42 253879_s_at | AT4G27560 | protein];[AT4G27570, glycosyltransferase family 0,06 -1,38
protein]
43 (256824 _at | AT3G22121 |other RNA 0,17 -1,37
similar to unknown protein [Arabidopsis thaliana]
(TAIR:AT5G65470.1); similar to hypothetical protein
44 1256879_at | AT3G26370 |OsJ_005296 [Oryza sativa (japonica cultivar-group)] 0,15 -1,37
(GB:EAZ21813.1); similar to hypothetical protein
Osl_023381 [Oryza sativa (indica cultivar-group)] (G
451249862_at | AT5G22920 | zinc finger (C3HC4-type RING finger) family protein 0,26 -1,37
46 | 250723_at | AT5G06300 | carboxy-lyase 0,24 -1,37
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Tablo 4.3: Devamu.

Lokus . . . p Kat
Prob No Tammlayict Baz Dizilerinin Genetik Yapis Ile Ilgili Bilgi degseri | Degisimi
471255595 at | AT4G01700 | chitinase, putative 0,03 -1,36
48245399 at | AT4G17340 DELTA-TIP2/TIP2;2 (tonoplast intrinsic protein 2;2); 0,48 136
- water channel
AGP22/ATAGP22 (ARABINOGALACTAN
49248252_at | AT5G53250 PROTEINS 22) 0,37 -1,36
50 | 261956 at | AT1G64590 Zr:cc)){;ﬁhain dehydrogenase/reductase (SDR) family 0,09 135
51| 264649 at | AT1G09060 grenlc;z?;iption factor jumonji (jmjC) domain-containing 0,05 135
52 (258791 at | AT3G04720 |PR4 (PATHOGENESIS-RELATED 4) 0,05 -1,35
53| 255752 at | AT1G32050 ;(:g:g}ﬁry carrier membrane protein (SCAMP) family 0,01 135
54| 250688 at | AT1G63120 ATRBL? (ARABIDOPSIS TI—!ALIANA RHOMBOID- 0,40 1,34
- LIKE 2); serine-type endopeptidase
55262323 at [AT1G64190 [6-phosphogluconate dehydrogenase family protein 0,32 -1,34
56 [ 261567_at | AT1G33055 [unknown protein 0,50 -1,34
57 [ 245668 at | AT1G28330 [DRM1 (DORMANCY-ASSOCIATED PROTEIN 1) 0,29 -1,34
similar to unknown protein [Arabidopsis thaliana] i
58 [ 252198 x_at | AT3G50250 (TAIR:ATAG19270.1) 0,13 1,34
50 | 252056 at | AT3G49430 ‘;’iF;Z?:gA (SER/ARG-RICH PROTEIN 34A); RNA 014|  -1,34
60 [ 263285 at | AT2G36120 [ pseudogene, glycine-rich protein 0,30 -1,33
similar to unknown protein [Arabidopsis thaliana]
(TAIR:AT1G58280.1); similar to unnamed protein
61 (247261 at | AT5G64460 [product [Vitis vinifera] (GB:CAO67833.1); contains 0,18 -1,33
InterPro domain Phosphoglycerate mutase
(InterPro:1IPR013078)
62 [ 260637_at | AT1G62380 [ACO2 (ACC OXIDASE 2) 0,12 -1,33
ACA11 (AUTOINHIBITED CA2+-ATPASE 11);
631251649 at | AT3G57330 calcium-transporting ATPase/ calmodulin binding 0,07 -1,33
64 | 249335 at | AT5G41010 DNA—erecteq RNA polymerases I, Il, and 111 7 kDa 0,16 132
subunit, putative
65 | 248779 at | AT5G47720 acetyl—(_:oA C—acylt_ransferase, putative / 3-ketoacyl- 0,49 132
CoA thiolase, putative
66 | 250950_at no_match no_match 0,16 -1,32
67 [ 256153 at | AT1G55060 |UBQ12 (UBIQUITIN 12) 0,17 -1,32
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Tablo 4.3: Devamu.

Lokus e . e L p Kat
Prob No Tammlayict Baz Dizilerinin Genetik Yapis Ile Ilgili Bilgi degseri | Degisimi
ATDRG1 (ARABIDOPSIS THALIANA
68 |261036_at |[AT1G17470 [DEVELOPMENTALLY REGULATED G-PROTEIN 0,02 -1,32
1); GTP binding
69 | 253249 at [ AT4G34680 |[GATA transcription factor 3, putative (GATA-3) 0,22 -1,32
MYB59 (myb domain protein 59); DNA binding / :
70| 247696 _at | AT5G59780 transcription factor 0,04 1,32
71262474 at | AT1G50240 [armadillo/beta-catenin repeat family protein 0,00 -1,32
721259680 at [AT1G77690 [amino acid permease, putative 0,10 -1,32
731264262_at | AT1G09200 | histone H3 0,19 -1,32
74 | 264080 at | AT2G28520 VHA-AL (VACUOLAR PROTON ATPASE A 1); 0,12 131
- ATPase
751266363 at | AT2G41250 [ haloacid dehalogenase-like hydrolase family protein 0,11 -1,31
similar to unknown protein [Arabidopsis thaliana]
76245988 at | AT5G20610 [(TAIR:AT5G26160.1); similar to hypothetical protein 0,10 -1,31
[Vitis vinifera] (GB:CAN67684.1)
ATRANGAP1 (RAN GTPASE-ACTIVATING
771256852 at | AT3G18610 PROTEIN 1); nucleic acid binding 0.11 -1.31
78 | 245054 at | AT4G14680 ,(D/\AI\DEF?)(ATP sulfurylase 2); sulfate adenylyltransferase 0,23 131
79 (260689 _at | AT1G32290 [unknown protein 0,05 -1,31
80 [ 245699 _at | AT5G04250 [OTU-like cysteine protease family protein 0,30 -1,31
81262896 at | AT1G59820 ([ haloacid dehalogenase-like hydrolase family protein 0,13 -1,31
82 [ 252067_at | AT3G51370 | protein phosphatase 2C, putative / PP2C, putative 0,04 -1,31
83 [255012_at | AT4G10030 [ hydrolase, alpha/beta fold family protein 0,41 -1,31
84 | 258604 at | AT3G02980 girgtlgif)n—related N-acetyltransferase (GNAT) family 0,03 131
85 [ 245486 _x_at | AT4G16240 [ unknown protein 0,37 -1,31
similar to unknown [Populus trichocarpa] :
86 | 264445 at | AT1G27290 (GB:ABK95086.1) 0,02 1,30
87|256751 at | AT3G27170 CLC-B (chloride ch_annel protein B); anion channel/ 0,02 11,30
— voltage-gated chloride channel
similar to unknown protein [Arabidopsis thaliana]
(TAIR:AT3G55646.1); similar to unknown protein
881251039 _at | AT5G02020 [ [Arabidopsis thaliana] (TAIR:AT5G59080.1); similar to 0,11 -1,30
unnamed protein product [Vitis vinifera]
(GB:CAO15731.1)
891261396 _at |[AT1G79800 | plastocyanin-like domain-containing protein 0,01 -1,30

Not: Gri renkli satirlar mikroarray analiz sonucunda istatistiksel olarak anlamli fark gosteren genleri isaret etmektedir
(p<0,05).
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Tablo 4.3’deki gen listesinde, Pb uygulamasi yapilan B. juncea var. P78 bitkisinin kok
kisimlarinda, kontrol grubuna oranla deney grubunda 89 adet baskilanan gen oldugu
goriilmektedir. Yapilan istatistiksel analizlere gore, baskilanan genler arasindan 18

tanesinin anlamli fark gosterdigi bulunmustur (p<0,05).

Sekil 4.16’da B. juncea var. P78 bitkisinin deney kdok orneklerinde kontrol kok

orneklerine oranla anlamli fark gdsteren genlerin, gen ontolojisine gore fonksiyonel

kategorizasyonlar1 verilmistir (http://www.arabidopsis.org/). Tim organizmalarda
genlerin rollerini ve gen lriinlerini tanimlamak amaciyla kullanilan gen ontolojisi;
hiicresel bilesen, biyolojik siire¢ ve molekiiler fonksiyon olarak 3 temel prensip altinda

organize olmaktadir.

Fonksiyonel Kategorizasyon: Hiicresel Bilesen
B diger hiicre ici bilesenler: %22
M diger sitoplazmik bilesenler: %16
B diger membranlar: %13
M sitosol: %7
M diger hiicresel bilesenler: %7
m kloroplast: %7
Mribozom: %7
B mitokondri: %6
M plazma membran: %5
M plastid: %3
B Golgi aygit1: %2
hiicre duvari: %2
bilinmeyen hiicresel bilesenler: %1
ER: %1
nukleus: %1

Sekil 4.16: 24 saat boyunca Pb uygulamasi yapilan B. juncea var. P78 bitkisine ait kok
orneklerinin, deney grubunda kontrol grubuna oranla anlamli fark gosteren genlerin, gen
ontolojisine gore fonksiyonel kategorizasyonlari.


http://www.arabidopsis.org/
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Fonksiyonel Kategorizasyon: Biyolojik Siirec

W diger hiicresel siiregler: %27,632
M diger metabolik siiregler: %18,421
M diger biyolojik siiregler: %8,553
M strese yanit: %8,553
Btasima: %7,895
M protein metabolizmasi: %7,237
M abiyotik ya da biyotik uyaranlara yanit: %6,579
M hiicre organizasyonu ve biyogenezi: %3,947
W gelisimsel siiregler: %3,2,89
Hbilinmeyen biyolojik siirecler: %2,632
Hsinyaliletimi: %2,632
“ DNA-bagimh transkripsiyon: %1,316
DNA ya da RNA metabolizmasi: %0,658
elektron taginimi ya da enerjiyollar: %0,658

Fonksiyonel Kategorizasyon: Molekiiler Fonksiyon

M tagiyici aktivitesi: %16,279

B diger enzim aktivitesi: %13,953

B diger baglayicilar: %12,791

M protein baglayici: %10,465

m transferaz aktivitesi: %9,302

M niikleotid baglayici: %8,14

M hidrolaz aktivitesi: %6,977

M kinaz aktivitesi: %4,651

 DNA ya da RNA baglayici: %4,651

B bilinmeyen molekiiler fonksiyonlar: %4,651

M yapisalmolekiil aktivitesi: %3,488

M diger molekiiler fonksiyonlar: %2,326
transkripsiyon faktoraktivitesi: %1,163
niikleik asit baglayici: %1,163

Sekil 4.16: Devamu.

Sekil 4.16°da gorildiigi tizere, anlamlh fark gosteren 38 tane genin biiylik ¢cogunlugu,
hiicresel bilesen bakimindan “hiicre i¢i bilesenler’de, biyolojik siirecler agisindan
“hiicresel siirecler”de ve molekiiler fonksiyon bakimindan da “tasiyici aktivitesi’nde
islevseldir. Bunun yanisira biyolojik siire¢ler agisindan tasima siirecine katilan genlerin

orani da dikkat ¢ekicidir (%7,895).

Agir metal alimi1 ve taginmasi ile iliskili olarak, tasiyici aktivitesinde islevsel olan genler
ve tagima siirecine katilan genlerin “gen ontoloji’leri sirasiyla Tablo 4.4 ve Tablo 4.5°de

verilmistir.
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Tablo 4.4: Mikroarray analiz sonucunda anlamli fark gosteren ve molekiiler fonksiyon
bakimindan “tastyict aktivitesi”nde islevsel olan genlerin gen ontolojileri.

Lokus Tanimlayici Gen Ontolojisi

AT3G30390 aminoasit transmembran tagiyici aktivitesi
AT1G32050 transmembran tasiyici aktivitesi
AT3G27170 nitrat:hidrojen simporter aktivitesi
voltaj-kapili klorid kanal aktivitesi
anyon kanal aktivitesi
AT5G03280 tasiyict aktivitesi
AT2G15290 bakir alim transmembran tagiyici aktivitesi
demir iyon transmembran tasiyici aktivitesi
AT5G40890 voltaj-kapili klorid kanal aktivitesi
nitrat transmembran tasiyici aktivitesi
anyon kanal aktivitesi
AT3G46560 protein transmembran tagiyici aktivitesi

Tablo 4.5: Mikroarray analiz sonucunda anlamli fark gosteren ve biyolojik siire¢ bakimindan

“tasima slireci’nde iglevsel olan genlerin gen ontolojileri.

Lokus Tanimlayici

Gen Ontolojisi

AT3G30390

aminoasit transmembran tagima
aminoasit tasima

AT1G32050

protein tagima
transmembran tagima

AT3G27170

kloriir tasima

nitrat tasima

iyon transmembran tagima

transmembran tagima

anyon tasimasinin diizenlenmesi

proton tasima

iyon transmembran tasimasinin diizenlenmesi

AT5G03280

tasima
oksin polar tagima

AT2G15290

Kloroplast stromasina protein tagima
demir iyon transmembran tagima
bakir iyon transmembran tagima

AT5G40890

kloriir tasima

iyon transmembran tagimasinin diizenlenmesi
iyon transmembran tagima

anyon tagimasinin diizenlenmesi

nitrat tasima

AT3G46560

protein tagima
transmembran tagima
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4.2.4. Arabidopsis Mikroarraylerinin Brassica Tiirlerinde Gen Ekspresyon
Profillemesi Cahsmalarinda Kullanilabilirliginin Biyoinformatik Yaklasimlarla

Irdelenmesi

Mikroarray analizinde kullanilan Arabidopsis gen ¢iplerinin Brassica tiirlerinde yapmis
oldugumuz gen ekspresyonu profilleme calismalarimda kullanilabilirligini anlamak
amaciyla NCBI ve diger veri tabanlarinda bulunan biitiin Brassica tiirlerine ait
veritabanindaki gen dizileri ile Arabidopsis thaliana’ya ait “GeneChip Arabidopsis
ATH1 Genome Array”de bulunan biitiin prob dizileri BLASTN algoritmasi ile
karsilagtirilmistir. Elde edilen sonuglar Blast Parser kullanilarak Microsoft Excel
dosyasma aktarilmistir. Iki tiire ait benzerlikler ve e-degerleri ayristirilarak analiz
edilmistir (Sekil 4.17). Boylece Brassica transkriptlerinin Arabidopsis gen ¢ipleri

iizerindeki problar1 tammma ve iyi bir hibridizasyon sinyali iiretme olasiliklar:

degerlendirilmistir.
Gen Dizilerinin Toplanmasi
Arabidopsis thaliana Brassica Tiirleri
Blast

|

Benzer Genler

Sekil 4.17: A. thaliana ve Brassica tiirlerine ait gen dizilerinin karsilastirilmast.

Mikroarray hibridizasyonda kullanilan gen ¢iplerde yer alan oligoniikleotid problar 25
baz uzunlugundadir. A. thaliana’ya ait problar ile Brassica tiirlerine ait 1 milyona yakin
dizi (¢ogunlukla EST) benzerlik bakimindan BLASTN algoritmasi kullanilarak

karsilastirildiklarinda, Arabidopsis arraylerinde bulunan her bir probun %2100 benzerlik
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gosterdigi dizilerin oranlari, prob sayisi ve ylizde cinsinden degerleri Tablo 4.6’da

gosterilmistir.

Tablo 4.6: A. thaliana ile Brassica tiirleri arasinda %100 benzerlik gosteren dizilerin
oranlarinin; prob sayilar1 ve ylizde (%) cinsinden degerleri.

%1(]))(;3; Izﬁr(l)il;a(;:i:::eren Prob sayis1 % Prob sayis1
25/25 5327 5
24/25 922 1
23/25 1276 1
22/25 1306 1
21/25 1578 2
20/25 1444 1
19/25 1773 2
18/25 4201 4
17/25 11586 11
16/25 22862 22
15/25 23812 23

Tablo 4.6’ya gore, A. thaliana arraylerinde bulunan problardan sadece % 5’lik bir dilim
Brassica tiirlerine ait dizilerle 25/25 benzerlik oranina sahiptir. 922 tane Arabidopsis
probunda ise 24/25 benzerlik bulmustur. Yapilan bu analizle, Arabidopsis arraylerinin
Brassica tiirleri i¢in kullanilabilirliginin ¢ok iyi olmadigini séylemek miimkiindiir.
Cinkii 1 milyona yakm EST dizisi ile ¢ok az sayida prob %100 benzerlik gostermistir.
Mikroarray analizinde hibridizasyon kosullarma bagli olarak 1 baz farklhilign bile
probla hedef niikleotid zinciri arasindaki melezlemeyi engelleyebilecegi diisiiniiliirse,
yapilan gen ekspresyonu profilleme analizlerinden az sinyal alinmasi olasidir.
Dolayisiyla, tiirler arasi diizeyde yapilan gen ekspresyonu profilleme analizleri tiir
icindeki hibridizasyonlara gore daha zor olabilmektedir. Bu nedenle, analizler

sonucunda dogru farklilik gésteren genlerin bulunma sansi daha diisiik olabilmektedir.

A. thaliana problar: ile Brassica tiirlerine ait niikleotid dizilerinin (¢ogunlukla EST)
gosterdikleri benzerlik bakimindan degerlendirilmesinin ardindan, baz uzunluguna gére
25/25 benzerlik oran1 gosteren problarin gen ontolojisine gore fonksiyonel
kategorizasyonlar1 incelenmistir. Burada amag, Brassica gen ekspresyon profillemeleri

sonucunda farklilik gosterecek genlerin, ¢ok iyi korunmus genler olup olmayacagmin ve
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bu genlerin metal metabolizmasiyla iligkilendirilip iliskilendirilemeyeceginin
anlasilmasidir. Bu genlerin biiyiik ¢ogunlukla tiirler arasinda ¢ok iyi korunmus referans
(housekeeping) genler olmasi, tiirler arast gen ekspresyonu profilleme analizlerinde

anlamli sonuclar yakalama sansini azaltmaktadir.

Sekil 4.18’de Brassica tiirlerine ait EST dizileri ile 25/25 benzerlik orani gosteren A.
thaliana problarinin gen ontolojisine gore fonksiyonel kategorizasyonlart verilmistir.
Sekilde goriildiigii iizere, dizi benzerlikleri iyi korunmus problarin ¢cogunlugu temel
biyolojik fonksiyonu olan genlerden dizayn edilmistir. Bu genlerin biiyiik ¢cogunlugu,
hiicresel bilesen bakimindan “hiicre i¢i bilesenler”de, biyolojik siiregler agisindan
“hiicresel siire¢ler”’de ve molekiiler fonksiyon bakimindan da “enzim aktivitesi”nde

islevseldir.

Fonksiyonel Kategorizasyon: Hiicresel Bilesen

M diger hiicre i¢i bilesenler: %17,999
m diger sitoplazmik bilesenler: %13,434
M Kloroplast: %13,097
M diger membranlar: %9,926
M bilinmeyen hiicresel bilesenler: %8,869
m plastid: %6,434
m nukleus: %6,127
M plazma membran: %6,005
[ diger hiicresel bilesenler: %4,58
B mitokondri: %3,202
M sitozol: %2,956
ribozom: %2,604
hiicre duvari: %1,838
ER: %1,21
ekstrasellular: %1,042
Golgi aygiti: %0,674

Sekil 4.18: Brassica tiirlerinin dizileri ile 25/25 benzerlik oram gosteren A. thaliana problarmin
gen ontolojisine gore fonksiyonel kategorizasyonlari.
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Fonksiyonel Kategorizasyon: Biyolojik Siire¢

M diger hiicresel siiregler: %24,638
M diger metabolik siiregler: %22,237
mbilinmeyen biyolojik siiregler: %9,468
M protein metabolizmasi: %6,971
M geligimsel siiregler: %5,948
M abiyotik ya da biyotik uyaricilara yanit: %5,362
M diger biyolojik siiregler: %5,13
M strese yanit: %5,034
Htagima: %4,816
M hiicre organizasyonu ve biyogenez: %3,602
M transkripsiyon: %2,933
Hsinyaliletimi: %2,005
elektron tagima ya da enerjiyollan: %1,296
DNA ya da RNA metabolizmasi: %0,559

Fonksiyonel Kategorizasyon: Molekiiler Fonksiyon

M diger enzim aktivitesi: %14,436

W bilinmeyen molekiiler fonksiyonlar: %12,149

M diger baglayicilar: %11,141

M transferaz aktivitesi: %10,743

M hidrolaz aktivitesi: %8,099

W kinaz aktivitesi: %7,092

M protein baglayici: %6,672

M niikleotid baglayic1: %6,064

M tasiyici aktivitesi: %5,35

B DNA ya da RNA baglayici: %5,245

B diger molekiiler fonksiyonlar: %4,406

W transkripsiyon faktoraktivitesi: %4,175
yapisalmolekiilaktivitesi: %2,203
niikleik asit baglayici: %2,056
reseptorbaglayiciya da aktivitesi: %0,168

Sekil 4.18: Devamu.
4.2.5. Primer Tasarimi

Mikroarray analizde eksprese olan genleri tanimlamak iizere Arabidopsis’e ait prob
dizileri kullanildig: i¢in, analiz sonucunda elde edilen verileri dogrulamak amaciyla
kullanilacak primerler direkt olarak bu problardan tasarlanamamistir. Kullanilacak
primerlerin B. juncea bitkisine uygun olmasi ve diizgiin ¢aligmasi igin, tiirler arasinda
iyi korunmus gen dizileri belirlenmistir. Bu nedenle ilk olarak, Arabidopsis bitkisine ait
gen dizileri ile Brassica juncea, Brassica rapa ve Brassica nigra bitkilerine ait EST
dizileri BLASTN algoritmasi ile karsilastirilmistir. B. juncea, B. rapa ve B. nigra’nin
kendiliginden hibritlesmesiyle olusan bir bitki oldugu i¢in karsilastirmada bu tiirlerde

kullanilmustir. Elde edilen sonuglar, Blast Parser kullanilarak Microsoft Excel dosyasina
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aktarilmig, benzerlikleri ve e-degerlerine gore ayrim yapilmistir (Sekil 4.19).

Gen Dizilerinin Toplanmasi

T %

Arabidopsis thaliana

Brassica juncea
Brassica rapa
Brassica niara

Blast

!

%0100 Benzerlik
Gosteren Genler

Literatiir
Gen Ontolojisi

Karsilastirma

<

Mikroarray
Analiz Sonucunda
Kat Farki
Gosteren Genler

Karsilastirma

%0100 Benzerlik
Gosteren Genler

6 Adet Gen

Sekil 4.19: Primerleri tasarlanan genlerin se¢imi sirasinda takip edilen yol.

Karsilastirmalar sonucunda her 3 tiirde de Arabidopsis’e ait gen dizileri ile %100 uyum

gosteren genler belirlenmistir. Daha sonra, belirlenen genler ile mikroarray analiz

sonucunda kat degisimi gdsteren tiim problar Microsoft Access’de karsilastirilarak ortak

olan genlerden bir veritabani olusturulmustur. Tiirler arasi hibridizasyon sonucunda

dogru farkliik gosteren genlerin bulunma sansi

diistik oldugu

icin yapilan

karsilastirmada, istatistiksel fark gozetmeden mikroarray analiz sonucunda bulunan

biitiin problar (183 adet) kullanilmistir. Bu veritabaninda 25 baz ¢iftinde %100 uyum
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gosteren (25/25) problar belirlenmistir. Arabidopsis problari ile B. juncea’ya ait 24, B.
rapa’ya ait 259 ve B. nigra’ya ait 17 tane gen arasinda %100 uyum bulunmustur. Uyum
gosteren genlerden sadece B. rapa’ ya ait 22 gen ve B. nigra’ya ait 2 adet gen
mikroarray analiz sonucunda istatistiksel olarak anlamli kat degisimi gostermektedir.
Bu problarla ilgili literatiir bilgileri ve gen ontolojilerinin taranmasi sonucunda, metal
akiimiilasyon mekanizmasiyla ilgili olabilecegi diisiiniilen 6 adet gen se¢ilmistir (Sekil
4.19). Secilen problar Arabidopsis ile en fazla ortak gene sahip olan B. rapa bitkisine
aittir ve sadece 1 tanesi mikroarray analiz sonucunda istatistiksel olarak anlamhdir
(Tablo 4.7). Bu problara karsilik gelen B. rapa bitkisine ait EST dizileri, NCBI
veritabanindan bulunduktan sonra, BLASTN algoritmas1 kullanilarak tiim Brassica
tiirlerine ait EST dizileri ile karsilastirilmistir. Boylece Brassica tiirleri arasinda en ¢ok
korunan bolgeler bulunarak daha diizgliin primerler tasarlanmistir. Yapilan
karsilastirmalar sonucunda, her gen i¢in Brassica tiirleri arasinda maksimum benzerlik

gosteren diziler segilmistir (Sekil 4.20).

Gen Dizilerinin Toplanmasi

72

Brassica rapa Brassica tiirleri

N

Blast

|

Maksimum Benzerlik Gosteren Genler

Sekil 4.20: Primer tasarlamak {izere secilen genlerin tiim Brassica tiirleri ile Karsilastiriimasi.

Secilen bu diziler arasinda en ¢ok benzerlik gosteren bolgeler Clustal X2 programi
kullanilarak ayirt edilmistir (Tablo 4.8). Benzerlik gosteren bolgelerden 6 adet primer
cifti (ileri=F ve geri=R) tasarlanmistir (Tablo 4.9) (Ek-A). Tasarlanan primerlerin
kalitesi, Fast PCR (http://primerdigital.com) ve Beacon Designer

(http://www.premierbiosoft.com) programlari kullanilarak teyit edilmistir.



http://primerdigital.com/
http://www.premierbiosoft.com/
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Tablo 4.7: A. thaliana’ya ait prob dizileri ile B. rapa EST dizileri arasinda BLASTN algoritmasina gore e-degeri, benzerlik orami ve mikroarray analizine

gore p-degeri.

A. thaliana Prob Dizileri B. rapa EST Dizileri e-degeri Benzerlik p-degeri
ATH1-121501:258183_at:304:689; >gh|EX048159.1|EX048159 BR032803 floral buds cDNA library KBFS
: T ; - . 5,00E-06 25/25 1,61
Interrogation_Position=205; Brassica rapa subsp. Pekinensis
ATH1-121501:261650 at:656:673; >gh|BG543518.1|BG543518 E1056 Chinese cabbage etiolated seedling library
. i s . 5,00E-06 25/25 1,42
Interrogation_Position=2274; Brassica rapa
ATH1-121501:252943 at:27:131; >gh|EX053171.1|EX053171 BR037815 floral buds cDNA library KBFS
. o= ) . - . 5,00E-06 25/25 1,35
Interrogation_Position=1012; Brassica rapa subsp. Pekinensis
ATH1-121501:248580_at:435:129; >gh|EX105221.1|EX105221 BR091511 seed and seedling cDNA library KFSD
. i . . 5,00E-06 25/25 1,32
Interrogation_Position=2253; Brassica rapa subsp.
ATH1-121501:264080_at:520:57; >gh|EX106898.1|EX106898 BR093188 whole plant cDNA library KFYP
: il ) . . . 5,00E-06 25/25 -1,31
Interrogation_Position=2064; Brassica rapa subsp. Pekinensis
ATH1-121501:255752_at:511:445; >gb|EX044485.1|EX044485 BR029129 floral bud cDNA library KBFL *
: e - . . 5,00E-06 25/25 -1,35
Interrogation_Position=573; Brassica rapa subsp. Pekinensis
*: Mikroarray analiz sonucunda istatistiksel olarak anlaml1 (p<0,05).
Tablo 4.8: B. rapa EST dizisi ile Brassica tiirleri arasinda benzerlik gosteren genlerin benzerlik % ‘si ve e-degeri.
Gen ID No Gen Acces. No Benzerlik Gosteren Genler e degeri Benzerlik
gi|156821905| gb|EX048159.1| *BR032803 floral buds cDNA library KBFS Brassica rapa subsp. pekinensis cDNA clone KBFS-028E12 5' 0.0 100%
BN24DYSC_UP_026_G02_4FEB2008 004 BN24DYSC Brassica napus cDNA 5' 0.0 100%
BN45.041M06F011207 BN45 Brassica napus cDNA clone BN45041M06 0.0 99%
AMO061487 AAFC_WHRI_BoEO1la Brassica oleracea var. alboglabra cDNA cloneAFC_WHRI_BoE01a018P11_SP6 0.0 98%
DK569321 full-length kale cDNA library (flowers) Brassica oleracea var. acephala cDNA clone KALE-141M04 3' 8,00E-146 93%
BR097139 whole plant cDNA library KFYP Brassica rapa subsp. pekinensis cDNA clone KFYP-067C06 5' 1,00E-48 98%



http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&ENTREZ_QUERY=txid3705%20%5bORGN%5d&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=100&OLD_BLAST=false&PAGE=Nucleotides&QUERY_INDEX=1&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=KRY3UPSZ014&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&WORD_SIZE=11&WWW_BLAST_TYPE_URL=&DISPLAY_SORT=0&HSP_SORT=0#sort_mark
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Tablo 4.8: Devamu.

Gen ID No Gen Acces. No Benzerlik Gosteren Genler e degeri Benzerlik
gi|20374498| gb|BG543518.1]  E1056 Chinese cabbage etiolated seedling library Brassica rapa subsp. pekinensis cDNA clone E1056 0.0 100%
*BR081249 infected leaf cDNA library KFPC Brassica rapa subsp. pekinensis cDNA clone KFPC-008D08 5' 1,00E-166  99%
BR108548 mature green leaf cDNA library KHLM Brassica rapa subsp. pekinensis cDNA clone KHLM-43D02 5' 1,00E-178 98%
BNAOV1GH_T3 068_E04 14SEPT2007_024 BNAOV1GH Brassica napus cDNA 5' 5,00E-171  95%
AM389953 AAFC_WHRI_Bo0E02a Brassica oleracea var. alboglabra cDNA clone AAFC_WHRI_B0oE02a009P09_T7 0.0 94%
DK547867 full-length kale cDNA library (seedlings) Brassica oleracea var. acephala cDNA clone KALE-085J17 3' 4,00E-153 93%
MLN21_2202 Brassica rapa mature lateral nectary 0.0 93%
BNSCS2CT_UP_208 D03 27APR2007_025 Brassica napus BNSCS2CT Brassica napus cDNA 5' 5,00E-114 92%
BNSCS3CT_UP_056 B07 05MAY2007 061 Brassica napus BNSCS3CT Brassica napus CDNA 5' 7,00E-87 91%
gi|156826917] gb|EX053171.1]  *BR111763 etiolated mature leaf cDNA library KHLW Brassica rapa subsp. pekinensis cDNA clone KHLW-31F03 5' 6,00E-135  99%
53COT2_T3_010_HO7_03SEP2004 049 Brassica napus 36hr germinating seed library 53COT2 Brassica hapus cONA 5" 6,00E-40 98%
DK490449 full-length kale cDNA library (flowers) Brassica oleracea var. acephala cDNA clone KALE-091E04 5' 3,00E-12 95%
BR088470 seed and seedling cDNA library KFSD Brassica rapa subsp. pekinensis cDNA clone KFSD-006E05 5' 2,00E-39 94%
gi|156904006| gb|EX105221.1| DK536545 full-length kale cDNA library (capsules) Brassica oleracea var. acephala cDNA clone KALE-055P17 3' 0.0 99%
BNSCS2CT_UP_099 G02_20APR2007_004 Brassica napus BNSCS2CT Brassica napus cDNA 5' 0.0 98%
DK538367 full-length kale cDNA library (leaves) Brassica oleracea var. acephala cONA clone KALE-060MO01 3' 0.0 98%
DK523319 full-length kale cDNA library (seedlings) Brassica oleracea var. acephala cDNA clone KALE-021F08 3' 0.0 98%
0163900 Brassica napus Late bud Brassica napus cDNA 6,00E-154 98%
*MLN1_1586 Brassica rapa mature lateral nectary 0.0 97%
gi|156905918] gb|EX106898.1]  *BR093188 whole plant cDNA library KFYP Brassica rapa subsp. pekinensis cDNA clone KFYP-007F06 5' 0.0 100%
7T2ETGS24 UP_011 HO06 20MAY?2005 034 72ETGS24 Brassica napus cDNA 5' 2,00E-141 99%
DK523700 full-length kale cDNA library (seedlings) Brassica oleracea var. acephala cDNA clone KALE-022F06 3' 0.0 97%
DK516647 full-length kale cDNA library (flowers) Brassica oleracea var. acephala cDNA clone KALE-003M21 3' 0.0 96%
DK533499 full-length kale cDNA library (capsules) Brassica oleracea var. acephala cDNA clone KALE-047P11 3' 2,00E-146 91%



http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&ENTREZ_QUERY=txid3705%20%5bORGN%5d&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=100&OLD_BLAST=false&PAGE=Nucleotides&QUERY_INDEX=1&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=KRY3UPSZ014&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&WORD_SIZE=11&WWW_BLAST_TYPE_URL=&DISPLAY_SORT=0&HSP_SORT=0#sort_mark
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Tablo 4.8: Devami.

Gen ID No Gen Acces. No Benzerlik Gosteren Genler edegeri  Benzerlik
0i|156818231| gb|EX044485.1]  *BR083233 infected leaf cDNA library KFPC Brassica rapa subsp. pekinensis cDNA clone KFPC-038D07 5' 0.0 99%
BRO74571 flower cDNA library KFFB Brassica rapa subsp. pekinensis cDNA clone KFFB-044C09 5' 0.0 99%
MLN1 12 Brassica rapa mature lateral nectary 0.0 99%
DK468165 full-length kale cDNA library (flowers) Brassica oleracea var. acephala cDNA clone KALE-033A06 5' 0.0 98%
AM388079 AAFC_WHRI_BoEO02a Brassica oleracea var. alboglabra cDNA clone AFC_WHRI_BoE02a001B16_T7 0.0 98%
BNSCS2CT_UP_010_H08_05JAN2005_050 Brassica hapus seed coat BNSCS2CT Brassica napus cDNA 5' 0.0 97%
OL446R Brassica oleracea var. alboglabra leaf cDNA library Brassica oleracea var. alboglabra cDNA clone OL446 0.0 97%
36RDBRG_UP_081 A04 19JAN2006 032 Brassica rapa 36RDBRG Brassica rapa cDNA 5' 0.0 94%
DK459783 full-length kale cDNA library (seedlings) Brassica oleracea var. acephala cDNA clone KALE-011B02 5' 0.0 94%
DK508159 full-length kale cDNA library (leaves) Brassica oleracea var. acephala cDNA clone KALE-137J04 5' 0.0 93%

*: Primer ¢iftlerinin tasarlandig1 gen dizileri.

Tablo 4.9: Tasarlanan primerlerin A. thaliana ve B. rapa’da karsilik geldigi genler, fonksiyonlar1, mikroarray analiz sonucunda elde edilen kat degisimleri
ve p degerleri.

Primer Adi gé;?gces, No Fonksiyon é-et:?gaﬁg Derg(iz;[mi degeri
BJMInd-1 gb|EX048159| Hipotetik protein AT3G21550 1,61 0,18
BJIMInd-2 gb|EX094959| ACA1 (Oto-inhibe CA*?* ATPAaz 1); kalsiyum kanal/ kalsiyum tastyict ATPaz/ kalmodulin baglayict AT1G27770 1,42 0,15
BJIMInd-3 gb|EX127933] CAD?9 (Sinnamil Alkol Dehidrogenaz 9); baglayici / katalitik/ oksidorediiktaz/ ¢inko iyon baglayici AT4G39330.1 1,35 0,07
BJIMInd-4 gb|GR718752| CLC-C (Kloriir kanal C); anyon kanal/ voltaj kapili kloriir kanal AT5G49890.1 1,32 0,10
BJMRep-1 gb|EX106898| VHA-AL (Vakuolar Proton ATPaz A 1); ATPaz AT2G28520 -1,31 0,12
BJMRep-2 gb|EX096943| Salg1 tasgtyict membran protein (SCAMP) ailesi protein AT1G32050.1 -1,35 0,01

*: Mikroarray analiz sonucunda istatistiksel olarak anlamli (p<0,05).


http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&ENTREZ_QUERY=txid3705%20%5bORGN%5d&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=100&OLD_BLAST=false&PAGE=Nucleotides&QUERY_INDEX=1&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=KRY3UPSZ014&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&WORD_SIZE=11&WWW_BLAST_TYPE_URL=&DISPLAY_SORT=0&HSP_SORT=0#sort_mark
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?type=locus&name=AT3G21550
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4.2.5. Yan-Kantitatif Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

Bu calismada elde edilen c¢cDNA’lar ve tasarlanan primerlerin kontrolii PCR
uygulamasiyla gerceklestirilmistir. Oncelikli olarak Brassica juncea var. tumida’ya ait
aktin mRNA dizisinden tasarlanan (Ek-B) ve i¢ kontrol olarak kullanilan B-aktin primer
ciftine gradiyent PCR cihazinda PCR uygulamasi yapilmistir. Gradiyent PCR cihazinda
farkl sicakliklarda (50, 55, 60, 65 °C) PCR’1 yapilan B-aktin primer ¢iftinin 55 °C’de iyi
calistigi, PCR {irlinliniin formaldehitli jelde yiirtitiillmesi ile ortaya konmustur. p-aktin
genine ait primer ¢ifti kontrol edildikten sonra, Pb ve Cd uygulamalar1 yapilan Brassica
juncea var. P78’den elde edilen cDNA’larin kontrolii i¢in PCR uygulamasi
tamamlanmistir (Sekil 4.21, Sekil 4.22). Tasarlanan primerler (hedef genler)’in kontrolii
de, gradiyent PCR cihazinda farkli sicakliklarda (50, 55, 60, 65 °C) yapilan PCR ile
yapilmis ve tiim primer ¢iftlerinin kok kismina ait kontrol 6rneklerinde 55 °C’de iyi
calistig1 PCR iirliniiniin %1°lik formaldehitli jelde yiiriitiilmesi ile gosterilmistir (Sekil
4.23).

2 3

Govde

KONTROL

T e G
1 2
Govde
50 uM Pb(NOz)2

Sekil 4.21: 24 saat boyunca Pb uygulamasi yapilan B. juncea var. P78 bitkisinin kok, gévde ve
yapraklarindan elde edilen cDNA’larin B-aktin primer ¢iftiyle yapilan PCR’min %2’lik agaroz
jel goriintiisii. (M=Marker, NK=Negatif Kontrol).
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Gavde Yaprak

KONTROL

e D B s D s s
1 2 3 1 2
Govde Yaprak
25 pM CdSO4

Sekil 4.22: 24 saat boyunca Cd uygulamasi yapilan B. juncea var. P78 bitkisinin kok, govde ve
yapraklarindan elde edilen cDNA’larin -aktin primer ciftiyle yapilan PCR’min %2’lik agaroz
jel gortntiisii. (M=Marker, NK=Negatif Kontrol).

BJMInd-1 BJMInd-2

BJMInd-3 BJIMInd-4

BIJMRep-1 BJMRep-2

Sekil 4.23: 24 saat boyunca Pb uygulamasi yapilan B. juncea var. P78 bitkisinin kontrol
grubuna ait kok 6rneklerinden elde edilen cDNA’larin tasarlanan primerler giftleriyle farkli
sicakliklarda (50, 55, 60, 65 °C) yapilan PCR’min %2’lik agaroz jel goriintiisii. (M=Marker,

NK=Negatif Kontrol).
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4.2.6. Kantitatif Ger¢ek Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-PCR)

Mikroarray analizi ile 24 saat boyunca Pb uygulamasi yapilan B. juncea var. P78
bitkisinin kok kisminda, kontrol grubuna kiyasla deney grubunda gen eckspresyon
seviyesinde tespit edilen degisiklikler, RT-PCR y6ntemi kullanilarak kontrol edilmistir.
Bu nedenle, Pb uygulamasi yapilan B. juncea bitkisinin koklerinden elde edilen
cDNA’larin metal akiimiilasyon mekanizmasinda fonksiyonel oldugu disiiniilen
genlerden tasarlanan primerler (hedef genler)’in her biri ile RT-PCR’si yapilmistir. Bu
reaksiyonda i¢ kontrol olarak B-aktin (referans gen, house keeping gen) primerleri
kullanilmistir. Hedef genlerin referans gene gore goreceli ekspresyon oranlari, “delta-

delta metodu” yoluyla kat farki olarak belirlenmistir.

24 saat boyunca Pb uygulamasi yapilan B. juncea var. P78 bitkisinin kok kisimlarmin
deney grubunda kontrol grubuna oranla farkli eksprese olan hedef genlerin, RT-PCR ile
mRNA seviyesinde belirlenen degisimleri ve mikroarray analiz sonucunda bulunan kat
degisimleri Tablo 4.10’da verilmistir.

Tablo 4.10: 24 saat boyunca Pb uygulamasi yapilan B. juncea var. P78 bitkisinin kok

kisimlarinin deney grubunda kontrol grubuna oranla farkli eksprese olan hedef genlerin mRNA
seviyesindeki degisimlerinin, RT-PCR ve mikroarray analiz sonucunda kat degisimi olarak

ifadesi.
RT-PCR Mikroarray Analiz
Primer Adi: 2 AACP Kat Degisimi p-degeri
BJMInd-1 2,33° 1,61 0,18
BJMInd-2 1,83 1,42 0,15
BJMind-3 1,95 1,35 0,07
BIMInd-4 2,01° 1,32 0,10
BIMRep-1 -1,27° -1,31 0,12
BJMRep-2 -1,22° -1,35 0,01°

Not: a: P<0,0001 ve b : P<0,05 degerleri, deney grubunda kontrol grubuna gore anlamli farklilik gosteren hedef
genleri isaret etmektedir.

Tablo 4.10°da goriildiigii tizere, RT-PCR ve mikroarray analiz sonucunda hedef genlerin
mRNA diizeyindeki kat degisimleri birbirleriyle uyumlu olmasina karsin istatistiksel
olarak farklilik gdstermektedir. Deney grubunda kontrol grubuna kiyasla mikroarray
analiz sonucunda sadece tek bir genin, RT-PCR yonteminde ise biitiin genlerin kat

degisimleri istatistiksel olarak anlamli bulunmustur.
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Sekil 4.24’de 24 saat boyunca 50 uM Pb(NO3), ¢6zeltisi uygulanan B. juncea var. P78
bitkisinin kok, gévde ve yaprak kisimlarinin deney grubunda kontrol grubuna oranla
farkli eksprese olan hedef genlerin goreceli ekspresyon oranlar verilmistir. Sekil 4.24’e
gore, B. juncea bitkisinin kok kisminda hedef genlerden 4 tanesi tesvik edilmis, 2 tanesi
ise baskilanmistir. Kontrol grubuna oranla deney grubunda tesvik edilen genler arasinda

BJMInd-1, baskilananlar i¢inde ise BIMRep-1 en fazla kat degisimi gosteren genlerdir.
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4 Hedef Genler
BJMIind-1 BJMind-2 BJMiInd-3 BJMInd-4 BJMRep-1 BJMRep-2

o Kok 2,33 1,83 1,95 2,01 -1,27 -1,22
4 Govde 0,67 2,04 -3,02 1,38 1,3 1,18
™ Yaprak -2,47 -2,31 1,2 1,38 -1,57 1,48

Sekil 4.24: 24 saat boyunca Pb uygulamasi yapilan B. juncea var. P78 bitkisinin kok, gévde ve
yaprak kisimlarinin deney grubunda kontrol grubuna oranla farkli eksprese olan hedef genlerin
goreceli ekspresyon oranlar1 (2*“").(a: P<0,0001 ve b : P<0,05 degerleri, deney grubunda
kontrol grubuna gore anlaml farklilik gosteren hedef genleri isaret etmektedir.)

24 saat boyunca Pb uygulamasi yapilan B. juncea var. P78 bitkisinin kok kisminda
farkli eksprese olan genlerin, metal alimi ve taginmasi ile iliskili olarak gévde ve
yapraklardaki degisimini belirlemek {izere RT-PCR yontemi kullanilmustir. Sekil
4.24’de goriildiigi tizere, B. juncea bitkisinin gdvdesinde hedef genlerin 5 tanesi tegvik
edilmis ve 1 tanesi baskilanmistir. Bu genler arasinda kontrol grubuna kiyasla deney
grubunda en fazla artis gosteren gen BIJMInd-2’dir. Yaprak kisimlarinda ise, hedef
genlerin 3’er tanesi tesvik edilmis ve baskilanmigtir. Deney grubunda kontrol grubuna

oranla en fazla artis BJMRep-2, azalis BJMInd-1 genlerinde goriilmiistiir.
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Pb uygulamasi yapilan B. juncea bitkisinde metal metabolizmasiyla iligkili oldugu
diisiiniilen hedef genler, Cd uygulamasi yapilan bitkilerin kok, gévde ve yapraklarinda
da calisilmis ve bu genlerin ayni bitkide farkli bir metale karst mRNA seviyesindeki
ekspresyonlarina bakilmistir. Sekil 4.25° de 24 saat boyunca 25 pM CdSO4 ¢ozeltisi
uygulanan B. juncea var. P78 bitkisinin kok, govde ve yaprak kisimlarinin deney
grubunda kontrol grubuna oranla farkli eksprese edilen hedef genlerin goreceli
ekspresyon oranlar1 verilmistir. Sekil 4.25’¢ gore, B. juncea bitkisinin kok kisminda
hedef genlerin 1 tanesi tesvik edilmis, 5 tanesi ise baskilanmistir. Deney grubunda
kontrol grubuna kiyasla baskilanan genler arasinda en fazla kat degisimi BJMInd-3’ de

goriilmektedir.

10

Goreceli Ekspresyon Orani (27 09€P)
. o N

L | :

.Ef

2 b i
h a a b
i b HedefGenler
BJMInd-1 BIMind-2 BJMind-3 BIMind-4 BIMRep-1 BIMRep-2
M Kok -1,41 -1,7 -1,86 1,76 -1,53 -1,63
4 Govde 1,89 -2,21 -2,44 -1,85 -2,04 -1,28
M Yaprak 2,46 7,04 1,92 3,76 1,13 -1,49

Sekil 4.25: 24 saat boyunca Cd uygulamasi yapilan B. juncea var. P78 bitkisinin kok, gévde ve
yaprak kisimlariin deney grubunda kontrol grubuna oranla farkli eksprese olan genlerin
goreceli ekspresyon oranlar1 (2", (a: P<0,0001 ve b : P<0,05 degerleri, deney grubunda
kontrol grubuna gore anlamli farklilik gosteren hedef genleri isaret etmektedir.)
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24 saat boyunca Cd uygulamasi yapilan B. juncea var. P78 bitkisinin gévdesinde hedef
genlerin 1 tanesinin tesvik edildigi, 5 tanesinin de baskilandig1 goriilmektedir. Kontrol
grubuna kiyasla deney grubunda baskilanan genler arasinda BJMInd-3 en fazla kat
degisimi gosteren gendir. Yaprak kisimlarma bakildiginda ise, hedef genlerin 5 tanesi

artig, 1 tanesi azalis gostermistir. Tesvik edilen genler icinde en fazla kat degisimi

BIMInd-2’de goriilmektedir (Sekil 4.25).
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5. TARTISMA VE SONUC

Amerika Birlesik Devletleri Cevre Koruma Ajansi tarafindan agiklanan “tehlikeli
kirletici maddeler” arasinda ilk 10°da yer alan Pb ve Cd (ATSDR, 2011), antropojenik
uygulamalarin artisiyla birlikte dogal ¢evreye eklenerek ekosisteme zarar vermektedir.
Brassica juncea gibi akiimiilator bitki tiirleri, bitki metabolizmasi ve biiylimesi iizerine
toksik etkiler gdsteren bu metallerin 6nemli miktarlarini biinyelerinde biriktirmektedir.
Bu tiir akiimiilator bitkilerin belirlenmesi, toprak, su ya da havada bulunan kirleticilerin
bitkiler tarafindan ortadan kaldirilmasmi saglayan fitoremediasyon teknolojisinin
gelismesini saglamistir. Mevcut remediasyon teknolojilerinin gelistirilmesi bakimindan,
bitkilerde agir metal akiimiilasyonu ve toleransinin molekiiler mekanizmas1 hakkindaki
bilgilerin artmasi son derece 6nemlidir (Hassinen ve dig., 2009). Bitkilerde fizyolojik ve
hiicresel detoksifikasyon mekanizmalar1 tizerine Pb ve Cd stresinin etkisi bir¢ok
caligmada gosterilmistir (Qiu ve dig., 2008; Wang ve dig., 2008; Brunet ve dig., 2009).
Ancak Pb ve Cd etkisinin molekiiler mekanizmasi hakkindaki mevcut bilgi ¢ok
yetersizdir. Cd’nin bitkilerin gen ekspresyon profillerini etkileyebilecegi bazi
calismalarda sunulmustur (Jonak ve dig., 2004; Fusco ve dig., 2005; Lang ve dig.,
2005b; Zhang ve dig., 2011). Pb toksisitesinin gen ekspresyonuna etkisi ise tam olarak
anlasilamamistir (Liu ve dig., 2009). Pb’nin hiicre i¢ine alimindan sorumlu membran
tasima mekanizmasinin tanimlanmasi, fitoremediasyon sistemlerinin gelistirilmesi

bakimindan olduk¢a dnemlidir (Meyers ve dig., 2008).

Bu ¢alismada, agir metal akiimiilasyonu ve toleransiyla iliskili molekiiler mekanizmada
aciklanamamis noktalara katki saglamak icin, tiirler arasi hibridizasyonun kullanildig:
mikroarray teknigi ile Pb’nin Brassica juncea var. P78 bitkisinin kok kisimlarinda gen
ekspresyon profili lizerine etkisi arastirilmistir. Elde edilen veriler dahilinde agir metal
alimi ve tagmmasmda etkin oldugu diisiiniilen bazi genlerin mRNA diizeyindeki
ekspresyon seviyeleri, Pb ve Cd uygulanan bitkilerin kok, gévde ve yapraklarinda

belirlenerek, bu genlerin metal homeostazisindeki rollerinin molekiiler seviyede
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anlagilmas1 ve buna bagli olarak tiirler aras1 hibridizasyonun kullanilabilirliginin ortaya

konulmas1 amaglanmustir.

Brassica juncea agir metalleri akiimiile etme ve toprak iistiindeki organlarina tagima
yetenegi gostermektedir (Duquene ve dig., 2009; Das ve dig., 2011). Cesitli deneysel
kosullarda Pb ve Cd’nin 6nemli miktarlarin1 biinyesine alan B. juncea (Meyers ve dig.,
2009), Pb gibi toksik metalleri biiylik oranda kok sisteminde akiimiile etmesine karsin
(Begonia ve dig., 1998; Jiang ve dig., 2000; Liua ve dig., 2000; Meyers ve dig., 2008
Zaier ve dig., 2010) Cd gibi metal tiirlerini govde ve yapraklara tasimaktadir (Meyers
ve dig., 2008; 2009). Malecka ve dig. (2008) hidroponik ortamda Pb uygulamasi
yapilan Pisum sativum bitkisinde Pb’nin ilk 10-24 saat arasinda etkili bir sekilde
almdigin1 ve total Pb aliminin yaklasik olarak %93’liniin koklerde gergeklestigini
bildirmistir. Pb akiimiilasyonu i¢in bitkinin en énemli kisminin kékler oldugu yapilan
birgok arastirmayla teyit edilmistir (Wierzbicka 1999; Liu ve dig., 2000; Piechalak ve
dig., 2002). Huang ve Cunningham (1996) hidroponik ortamda 14 giin boyunca Pb
uygulamasi yapilan B. juncea bitkisinin 7 farkli ¢esidi i¢inde en fazla akiimiilasyon
yapan B. juncea (531268)‘nin, koklerinde 19,500 mg/kgKA ve toprak tistii organlarinda
241 mg/kgKA Pb’yi biriktirdigini gostermistir. Ayrica Brassica juncea (L.) Czern.
cesitlerine Pb uygulamasi sonucunda, toprak iistii organlarinda yiiksek miktarda (%1,5
kadar) Pb birikimi tespit edilmistir (Kumar ve dig., 1995). Bu ¢alismada B. juncea var.
P78 bitkisine 24 saat boyunca 50 uM Pb(NOs), ¢Ozeltisi uygulandiktan sonra, Pb
birikiminin en fazla koklerde (%98,6) gergeklestigi goriilmiistiir. Pb uygulanan deney
bitkilerinin koklerinde 26984,47 mg/kgKA, toprak tistii organlar1
(govdet+yapraklar)’nda ise 380,07 mg/kgKA Pb’nin akiimiile edildigi bulunmustur
(Tablo 4.1).

B. juncea bitkisine Cd uygulamasina basladiktan sonra, en fazla Cd alimmin 24 ile 48
saat arasinda gerceklestigi ve daha sonra oranin sabit kaldigi gdézlenmistir (Haag-
Kerwer ve dig., 1999). Sun ve dig. (2007) Sedum alfredii’de Cd’nin uygulamadan
sonraki 12 saat i¢inde hizla koklerden toprak iistii organlara tasindigini ve ¢alisilan iki
popiilasyondan birinde Cd akiimiilasyonunun kok>gdvde>yaprak sirasini izledigini
rapor etmistir. Cd uygulamasi yapilan Arabidopsis, misir, erguvan, bugday, sorgum ve

salatalik bitkilerinin koklerinde toprak iistii organlara kiyasla daha fazla miktarda Cd
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biriktigi bildirilmistir (Castillo-Michel ve dig., 2009). Seth ve dig. (2008) hidroponik
ortamda 28 giinlik uygulama siiresinin ardindan B. juncea bitkisinde Cd
akiimiilasyonunun koklerde 1925 mg/kgKA, toprak iistii organlarda 977 mg/kgKA
oldugunu gostermistir. Yapilan denemeler sonucunda, 24 saat boyunca 25 uM CdSO4
¢ozeltisi uygulanan B. juncea var. P78 bitkisinin farkli kisimlarinda biriken metal
miktarlarmin kok>govde>yaprak sirasini takip ettigi bulunmustur. B. juncea bitkisinin
koklerinde toprak iistii organlara kiyasla daha fazla Cd akiimiilasyonu yapildigi
belirlenmistir. Cd uygulanan deney bitkilerinin koklerinde 1763,51 mg/kgKA Cd,
toprak iistii organlar1 (govdet+yapraklar)’nda ise 363,05 mg/kgKA Cd’nin akiimiile
edildigi saptanmistir (Tablo 4.1).

Yapilan ¢alismalarda Pb ve Cd i¢in Brassica tiirleri arasindaki en iyi hiperakiimiilatoriin
Brassica juncea oldugu rapor edilmistir (Ebbs ve dig., 1997; Rio ve dig., 2000; 2004;
Indoria ve Poonia, 2006). Brassica juncea (L.) Czern’in, toprak ya da su ortamindan
Pb’yi akiimiile ettigi ve toprak iistii organlara taginan Pb miktarinin 10,000 mg/kgKA’y1
astig1 gorilmistiir (Blaylock ve dig., 1997; Sikka ve dig., 2010). B. juncea L. bitkisinin
ayni zamanda toprak istli organlarinda 400 pg/gKA Cd’den daha fazlasimi
biriktirebildigi bilinmektedir (Haag-Kerwer ve dig., 1999). Buna karsm Pb
hiperakiimiilatér Thlaspi rotundifolium (L.) Gaud.-Beaup’un, toprak iistii organlarinda
8500 pg/gKA Pb’yi akiimiile ettigi, Cd hiperakiimiilatér Thlaspi caerulescens (French
A)’in de toprak Ustii organlarinda 14,187 mg/kgKA Cd’yi biriktirdigi tespit edilmistir
(Lombi ve dig., 2000). “Hiperakiimiilator bitki” tanimlamasinda belirlenen metal
miktarlar1 (Baker ve Brooks, 1989) ve bu konuda yapilan g¢alismalar g6z Oniine
alindiginda, elde edilen verilere gore B. juncea var. P78 bitkisinin iyi bir Pb

akiimiilatorii ve Cd hiperakiimiilatorii oldugunu sdylemek miimkiindiir (Tablo 4.1).

B. juncea bitkisinin farkli kisimlarinda biriken agir metal miktarlar1 belirlendikten
sonra, metal akiimiilasyonu ve toleransinin molekiiler mekanizmasmin agiklanmasina
yonelik molekiiler caligmalara gecilmistir. Pb’nin bitki gen ekspresyonuna etkisi
sonucunda anlatimi degisen genlerin tanimlanmasi ile ilgili ¢aligmalarmn ¢ok siirli
bulunmasi1 ve Pb akiimiilasyonunda bitkideki en 6nemli kismin kokler olmasi nedeniyle
24 saat boyunca Pb uygulamasi yapilan B. juncea bitkisinin kok Orneklerinde

mikroarray analiz yapilmistir. B. juncea bitkisinin mikroarray platformunda ticari
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temsilcisi bulunmadigi i¢in yapilan analizde ayni1 familyaya tiye Arabidopsis bitkisine

ait gen ¢ipler kullanilmig ve tiirler aras1 hibridizasyon (TAH) denenmistir.

Bir tliriin RNA’sinin (hedef) mikroarray probu olarak kullanilan baska bir tiirle
(referans) hibritlesmesini saglayan TAH yanlis sonuglar verebilmesine ragmen, ayni tiir
icindeki hibridizasyon (TIH) sonuglarmi dogru yansittigi icin umut vaad eden bir
yaklasim olarak goriilmekte ve son zamanlarda bir¢ok bitki tiiriiniin gen ekspresyon
analizinde kullanilmaktadir (Brodsky ve dig., 2005; Grigoryev ve dig., 2005; Bar-Or ve
dig., 2007). B. juncea bitkisinin {iyesi oldugu Brassica tiirleri ve Arabidopsis ortak bir
atadan 14,5-20,4 milyon yi1l 6nce ayrilmistir (Bowers ve dig., 2003). Brassica tiirlerinin
genomlar1 Arabidopsis genomu ile homolog segmentler gostermektedir (O’Neill ve dig.,
2000; Rana ve dig., 2004). Brassica tiirlerinin genomu (diplodiler i¢in 529-696 Mb,
poliploidler i¢in 1068-1284 Mb) (Johnston ve dig., 2005) Arabidopsis’den (125 Mb)
daha biiyiik oldugu i¢in Brassica’da ortaya ¢ikan bazi yeni gen etkilesimlerinin, paralog
genlerin alt-islev kazanmasi ve/veya yeni-islev kazanmasiyla iligkili oldugu One
striilmektedir (Lynch ve Force, 2000; He ve Zhang, 2005; Roth ve dig., 2007,
Kushwaha ve dig., 2011). DNA dizileri temelinde yapilan filogenetik analizler,
Brassica tiirleri ile A. thaliana arasinda yaki iliski olduguna isaret etmektedir (Yang ve
dig., 1999; Koch ve dig., 2001). Niikleik asit ve amino asit dizi seviyelerinde, gen
icerigi, gen diizeni ve homoloji bakimindan B. oleracea ve Arabidopsis arasindaki
iligkinin yakm oldugu agikca gosterilmistir (Quiros ve dig., 2001; Hudson ve dig.,
2007). A. thaliana ile B. napus’un ekzon dizileri de yiiksek korunma diizeyi (niikleotid
seviyesinde yaklasik %85) gostermektedir (Cavell ve dig., 1998). Bu nedenle, A.
thaliana kullanarak tasarlanan mikroarray tipleri, Brassica tiirlerine ait genlerin

analizinde kullanilabilmektedir.

Bu c¢alismada, mikroarray analizinde kullanilan Arabidopsis gen ¢iplerinin Brassica
tirlerinde  yapmis oldugumuz gen ekspresyonu profilleme c¢alismalarinda
kullanilabilirligini anlamak amaciyla Brassica tiirlerine ait gen dizileri ile Arabidopsis
thaliana’ya ait “GeneChip Arabidopsis ATHI Genome Array”’de bulunan biitiin prob
dizileri BLASTN algoritmasi ile karsilagtirilmistir (Sekil 4.17). 1 milyona yakin EST
dizisi ¢cok az sayida probun %100 benzerlik gosterdigi bulunmustur (Tablo 4.6). iki tiir

arasindaki benzerligin diisik oranda bulunmasmm nedeni, evrimsel uzaklik ve
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mutasyon Dbirikimlerinin yanisra EST dizilerindeki hatalardan kaynaklabilir.
Mikroarray analizinde hibridizasyon kosullarma bagl olarak, 1 baz farkliligin bile
probla hedef niikleotid zincir arasindaki melezlemeyi engelleyebilme olasiliginin
bulunmasi, gen ekspresyonu profilleme analizlerinde hibridizasyon sinyal
yogunlugunun diisiik olmasma neden olabilecektir. Ayrica, biyoenformatik analiz
sonucunda Brassica tiirlerine ait EST dizileri ile %100 benzerlik gdsteren A. thaliana
problarinin  fonksiyonel kategorizasyonlarina bakildiginda, dizi benzerlikleri iyi
korunmus problarin ¢ogunlugunun temel biyolojik fonksiyonu olan genlerden dizayn
edildigi goriilmistiir (Sekil 4.18). Bu genlerin biiyiik ¢ogunlukla tiirler arasinda ¢ok 1y1
korunmus referans (housekeeping) genler olmasi, TAH mn kullanildig1 gen ekspresyonu
profilleme analizlerinde anlamli sonuglar yakalama sansmni azaltmaktadwr. Yapilan
biyoenformatik analizle, Arabidopsis arraylerinin Brassica genlerinin genis captaki

ekspresyonunun ol¢iimiinde basarisiz olabilecegi ortaya konmustur.

TAH’ i kullanildigi mikroarray analiz sonucunda elde edilen ham veriler

“MultiExperiment  Viewer® (http://www.tm4.org) programinda islenerek verilerin
karsilastirmali analizi yapilmistir. 24 saat boyunca Pb uygulamasi yapilan B. juncea var.
P78 bitkisinin kok kisimlarinda, kontrol grubuna oranla deney grubunda toplam 183
adet genin farkli eksprese oldugu ve bu genlerden sadece 38 tanesinin istatistiksel olarak
anlam ifade ettigi gosterilmistir (p<<0,05). Anlamli fark gdsteren genlerin 20 tanesinin
tesvik edilen, 18 tanesinin baskilanan gen oldugu saptanmistir (Tablo 4.2, Tablo 4.3).
Bu genlerin fonksiyonel kategorizasyonlar1 incelendiginde, bliyiik oranda hiicre ici
bilesenlerde lokalize olduklari, hiicresel siireglere katildiklar1 ve tasiyici aktivitesinde
rol aldiklar1 belirlenmistir. Bunun yanisira tagima siirecine katilan genlerin orani da
dikkat ¢ekici bulunmustur (%7,895) (Sekil 4.16). Agir metal alimi1 ve taginmasi ile ilgili
olarak tasiyici aktivitesine katilan ve tagima siirecinde rol oynayan genler Tablo 5.1°de
gosterilmistir. Tastyict aktivitesinde rol alan (Tablo 4.4) ve tasima siirecine katilan
(Tablo 4.5) genlerin ontolojileri degerlendirildiginde, tanimlanan gen sayisinin ¢ok az

oldugu ve bu genlerin cogunlukla benzer islevleri yerine getirdikleri goriilmektedir.


http://www.tm4.org/
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Tablo 5.1: Mikroarray analiz sonucunda tanimlanan tasiyici aktivitesine katilan ve tasima
siirecinde rol oynayan genler (“+” isareti tegvik edilen, “- isareti baskilanan genleri

gostermektedir).
P . o Tesvik Edilen ya da
Lokus Tanimlayici Baz Dizilerinin Genetik Yapisi ile Ilgili Bilgi Baskilanan Genler
AT3G30390 amino acid transporter family protein +
AT1G32050 ;?g[z';cn)ry carrier membrane protein (SCAMP) family )
AT3G27170 CLC-B (chloride (_:hannel protein B); anion channel/ )
voltage-gated chloride channel
AT5G03280 EIN2 (ETHYLENE INSENSITIVE 2); transporter +
ATTIC21/CIA5/PICL/TIC21 (CHLOROPLAST
IMPORT  APPARATUS 5); copper  uptake
AT2615230 transmembrane transporter/ iron ion transmembrane B
transporter/ protein homodimerization
AT5G40890 ATCLC-A (CHLORIDE CHANNEL A); anion channel/ )
voltage-gated chloride channel
AT3GA6560 TIM9 (_EMBRYO D_EFECTIVE 2474); P-P-bond- +
hydrolysis-driven protein transmembrane transporter

3 ve 24 saat boyunca farkl konsantrasyonlar (1, 10, 100 uM)’da Pb uygulamasi yapilan
A. thaliana bitkisinde TiH’in kullanildig1 mikroarray analiz yontemiyle gen ekspresyon
profili ¢alisan Liu ve dig. (2009), uygulamalar sonucunda anlatimi degisen toplam 1310
adet genin 774 tanesinin tesvik edildigini, 536 tanesinin baskilandigini tespit etmistir.
Yapilan calismada uygulama siireleri karsilastirildiginda, 24 saat uygulama yapilan
orneklerde uygulanan tiim konsantrasyonlarda tesvik edilen gen sayisinda belirgin bir
artis goriilmiis, baskilanan genlerin sayisi ise ilk iki konsantrasyonda degismemis ve
sadece en yiiksek konsantrasyonda artmistir. Bununla birlikte anlatimi degisen genlerin
biiyiikk kisminin, yaygin olarak stres tarafindan tesvik edilen yanitlara katilan genler
oldugu belirlenmistir. Siilfiir asimilasyonu, glutatyon metabolizmasi, IAA ve jasmonik
asit biyosentezine katilan enzimler ya da proteinleri kodlayan bazi 6nemli genlerin
aktivesi ise ilk kez Liu ve dig. (2009) tarafindan tanimlanmistir. Analiz sonucunda
secilen 18 adet genin mRNA diizeyindeki kat degisimi RT-PCR yontemiyle belirlenerek
mikroarray verilerinin giivenilirligi %86,1 oraninda dogrulanmistir (Liu ve dig., 2009).
Bunun yanisira Herbette ve dig. (2006), farkli konsantrasyonlar (5, 50 uM) ve uygulama
stireleri (2, 6, 30 saat)’nde Cd uyguladiklar1 A. thaliana bitkisinde Cd detoksifikasyonu
ve tolerans1 mekanizmasina katilan genleri ortaya ¢ikarmak icin ayni bitkiye ait ¢ipleri
kullanarak mikroarray analiz yapmistir. Bu caligmayla 24,000’den fazla gen analiz
edilmis ve koklerde 5 uM Cd uygulamasinda 1092, 50 uM Cd uygulamasinda ise 2255
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tane genin farkli eksprese oldugu belirlenmistir. Farkli eksprese olan genlerin sayisinin
yapraklarda koklere gore daha az oldugu goriilmiistiir. Bununla birlikte diizenlenen
genlerin sayismin tim dokularda akiimiile edilen Cd miktar1 ile iliskili olmadigi
bildirilmistir. Birgok metabolizma ya da fonksiyonlara katilan genlerin ekspresyon
profillerinin, uygulanan konsantrasyondan ziyade zamana bagl olarak degistigi
gbzlenmistir. Ayrica rasgele segilen 8 adet gen ile RT-PCR ydntemi uygulanarak
mikroarray sonug¢larmin dogrulugu teyit edilmistir (Herbette ve dig., 2006). Bir baska
calismada Abercrombie ve dig. (2008), arsenik (As) stresinin A. thaliana bitkisi
iizerinde gen ekspresyonuna etkisini mikroarray analiz yontemiyle incelemis ve
mikroarray sonuglarmi RT-PCR yontemiyle dogrulamistir. Mikroarray analiz
sonucunda As uygulamasiyla 46 adet genin tesvik edildigi belirlenmistir. Etkilenen
biiyiik fonksiyonel kategorilerin, fonksiyonu bilinmeyen genleri, hidrolazlar1 ve
antioksidan aktiviteyi; etkilenen diger fonksiyonel kategorilerin ise transferaz, kinaz,
liyaz, tasiyicilar ve baglayic1 aktivitelere sahip genleri igerdigi tespit edilmistir. As
tarafindan 113 tane genin baskilandigi bildirilmistir. Etkilenen biiyiik fonksiyonel
kategorilerin, fonksiyonu bilinmeyen genleri, hidrolazlar1 ve baglayici aktiviteyi igerdigi
bulunmustur. Tasiyici, kinaz, transferaz ve transkripsiyonel regiilator aktiviteye sahip

genler de As tarafindan baskilanmistir (Abercrombie ve dig., 2008).

Pb uygulanan B. juncea var. P78 bitkilerinden elde edilen mikroarray sonuglari,
yukarida bahsi gecen A. thaliana ile yapilan ¢alismalarla (Herbette ve dig., 2006;
Abercrombie ve dig., 2008; Liu ve dig., 2009) anlatimi degisen genler bakimidan
karsilastirildiginda, TAH’in genis capli gen ekspresyonu profillemelerinde TiH’e
kiyasla daha basarisiz oldugu goriilmektedir (Tablo 4.2, Tablo 4.3, Sekil 4.16). Bu
durum, problar ve transkript dizileri arasindaki uyumun az olmasi nedeniyle belirli bir
noktada hibridize olan transkript sayisinin azalmasma ve dolayisiyla hibridizasyon
sinyal yogunlugunun diisiik olmasimna baglanmistir. Hudson ve dig. (2007), A. thaliana
temelli mikroarraylerin 6nemli sayidaki Brassica genlerinin ekspresyonunun 6lgimiinde
basarisiz olabilecegini ve bunun TAH’da problar ve transkript dizileri arasindaki
uyumun az olmasindan kaynaklanabilecegini belirtmistir. Ayrica Brassica tohumlarmnin
gelisiminin gen ekspresyon profili {izerine etkisini ortaya koymak i¢in Arabidopsis
cDNA mikroarraylerinin uygulanabilirligini aragtiran Girke ve dig. (2000), ayni

hibridizasyon kosullar1 altinda Brassica-Arabidopsis heterolog hibridizasyonu ile
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Arabidopsis-Arabidopsis  homolog  hibridizasyonunun  sinyal  yogunluklarini
karsilastirmis ve heterolog hibridizasyonun sinyal yogunlugunun %50 daha diisiik
oldugunu bildirmistir. Bu c¢alismada Pb uygulamas: yapilan B. juncea var. P78
bitkisinin kok kisimlarinda, kontrol grubuna oranla deney grubunda anlatimi degisen
genlerin ¢ogunlukla tiirler arast diizeyde korunmus genler olmas1 da (Sekil 4.16), TAH
ile gen ekspresyonu caligmalarinda anlamli sonuglar yakalama sansinin azaldigini
gostermektedir. Bu sonu¢ ayni zamanda, Brassica tiirleri ile Arabidopsis problari
arasinda yapilan biyoenformatik analizle de uyum gostermektedir (Tablo 4.6, Sekil
4.18).

TAH’in kullanildigi mikroarray analiz sonuglarmin dogrulanmasi amaciyla Pb
uygulamasi yapilan B. juncea var. P78 bitkisinin kok kisminda RT-PCR yontemi
uygulanmistir. Yapilan c¢alismalarda, bitki patojeni olan Sclerotinia sclerotiorum
nedeniyle B. napus L.’de degisen lokal-defansla iliskili genler Arabidopsis cDNA
mikroarrayleri kullanarak tanimlamis ve RT-PCR yoOntemiyle array sonuglari
dogrulanmstir (Liu ve dig., 2005; Yang ve dig., 2007). Ote yandan TAH sonucunda
diistik transkript gosteren genlerin, genomik Ol¢ekte Brassica’ya ozgii primerlerin
kullanildig1 RT-PCR yo6ntemiyle dogrulanamadig: bildirilmistir (O’Hara ve dig., 2002).
Bu calismada TAH nedeniyle biiylik 6lgekli gen ekspresyon profili ¢ikarilamadigi igin
RT-PCR reaksiyonunda kullanilan genlerin se¢iminde, mikroarray analiz sonucunda
fark gosteren biitiin genler (183 tane) taranmustir (Sekil 4.19). Agir metal akiimiilasyonu
ve toleransiyla iliskili molekiiler mekanizmada rol oynayabilecegi diisiiniilen genler
arasindan sec¢im yapilarak, B. juncea’da AA genomu bulunan Brassica rapa’ya 6zgii
problar hazirlanmistir (Tablo 4.9). B. juncea var. P78 bitkisinin deney grubunda kontrol
grubuna oranla farkli eksprese olan hedef genlerin, RT-PCR’yle mRNA seviyesinde
belirlenen degisimleri ve mikroarray analiz sonucunda bulunan kat degisimleri
karsilastirildiginda, her iki yontemde de hedef genlerin mRNA diizeyindeki kat
degisimleri birbirleriyle uyumlu bulunmus, fakat istatistiksel anlamda farklilik
goriilmiistiir (Tablo 4.10). Boylece TAH m kullanildig1 mikroarray analizden elde
edilen verilerin, Brassica rapa’ya 6zgii primerlerin kullanildigi RT-PCR sonuglari ile

paralel oldugu gosterilmistir.
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Pb ve Cd uygulamalar1 yapilan B. juncea bitkisinin kok, govde ve yapraklarinda RT-
PCR yontemiyle belirlenen, agir metal metabolizmasiyla iligkili oldugu diisiiniilen

tesvik edilen ve baskilanan genlerin degisimleri Tablo 5.2°de verilmistir.

Tablo 5.2: 24 saat boyunca Pb ve Cd uygulamalar1 yapilan B. juncea var. P78 bitkisinin farkli
kisimlarinda tesvik edilen ve baskilanan genler (Pb ve Cd metabolizmalarina 6zgii yanit
gosteren genler kirmizi renk ile ifade edilmistir).

Pb Uygulamasi Cd Uygulamasi
Kok Govde Yaprak Kok Govde Yaprak
BJMInd-1 2,33 0,67 -2,47 -1,41 1,89 2,46
BJMInd-2 1,83 2,04 -2,31 -1,70 -2,21 7,04
BJMInd-3 1,95 -3,02 1,20 -1,86 -2,44 1,92
BJMInd-4 2,01 1,38 1,38 1,76 -1,85 3,76
BJMRep-1 -1,27 1,30 -1,57 -1,53 -2,04 1,13
BJMRep-2 -1,22 1,18 1,48 -1,63 -1,28 -1,49

Tablo 5.2°ye gore, her iki uygulamada da hedef genlerin ekspresyonlari, bitkinin kok,
govde ve yapraklarinda agir metal stresine karsi sistemik (tiim dokularda ayni1 yonde) ya
da lokal (dokuya 6zgii) yanit olusumuna isaret etmektedir. B. juncea bitkisinin tiim
kisimlarinda Pb uygulamasi sonucunda BJMInd-4’de artis, Cd uygulamasinda ise
BJMRep-2°de azalig goriilmesi, bu genlerin Pb ve Cd stresine karsi sistemik yanit
verdiklerini gostermektedir. Bununla birlikte, lokal yanit gosteren bazi hedef genlerin
mRNA diizeyindeki degisimlerinin Pb ve Cd uygulamalar1 arasinda farklilik géstermesi
sonucunda, her iki metale 6zgii anlatim gosteren genler belirlenmistir. BJMInd-1,
BJMInd-2 ve BJMInd-3, Pb uygulanan bitkilerin koklerinde artis gosterirken Cd
uygulamasi ile azalmistir. Metal alimi ve tasinmasi ile iliskili olarak gdévde ve
yapraklarda hedef genlerin degisimi incelendiginde, gévdede BJMInd-2, BJMInd-4,
BIJMRep-1 ve BJMRep2 Pb uygulamasi ile tesvik edilirken Cd uygulamasinda
baskilanmistir. Yapraklarda ise BJMInd-1, BJMInd-2 ve BJMRep-1 Pb uygulanan
bitkilerde azalma, Cd uygulananlarda artis gostermis; BIMRep-2’de tam tersi degisim
tespit edilmistir. Yapilan bir¢cok ¢aliymada, agir metal metabolizmasiyla iliskili oldugu
diigiiniilen genlerin bitkinin farkli kisimlarinda olusturduklar1 sistemik ya da lokal

yanitlar1 gosterilmistir. Heiss ve dig. (1999) 48 saat boyunca 25 pM Cd uygulamasi
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yapilan B. juncea’da siilfiir asimilasyonuna katilan 3 enzimi kodlayan putativ diisiik
affiniteli stilfat tasiyicilar (LAST) ve iki izoformu (ATP siilfiiriilaz ve APS rediiktaz
genleri) ile mirozinaz (MYR) genlerini klonlamistir. Bitkinin kdk ve yapraklarinda
ATPS ve APSR genlerinin ekspresyonlarmin kuvvetli bir sekilde arttigi, MYR
ekspresyonunun etkilenmedigi bildirilmistir. LAST transkriptlerinin ise, koklerde
onemli derecede azalirken, yapraklarda herhangibir degisiklige ugramadigi rapor
edilmistir (Heiss ve dig., 1999). Bir baska ¢alismada, Cd uygulamasi yapilan B. napus
bitkisinde, y-ECS ve LAST transkript seviyelerinin kok ve yapraklarda arttigi, HAST
geni ekspresyonunun da koklerde arttigi, yapraklarda eksprese edilmedigi tespit
edilmistir (Sun ve dig., 2005). Minglin ve dig. (2005) 48 saatlik Cd uygulamasi
sonucunda B. juncea’dan klonladiklar1 DD2 ve DD24 genlerinin yapraklarda arttigini
koklerde azaldigini, DD21 ve DD22 genlerinin de koklerde artig yapraklarda azalma
gosterdigini bildirmistir. Ayrica Fassler ve dig. (2011) Cd uygulanan tiitiin bitkilerinde
Cd’nin alimi, dagilimi ve detoksifikasyonuna katilan bazi genlerin ekspresyonunu
incelemistir. NtMRP_a, NtATM a, NtPDR a, NtSultr a, NtGSHI genleri koklerde artis
gosterirken, toprak iistli organlarinda herhangibir degisim gozlenmemistir. NtAPR a,
NtAPR b genlerinin de koklerde artis, toprak iistii organlarinda azalma gosterdigi
bulunmustur. Howarth ve dig. (2003)’de Cd uygulamasi yapilan A. thaliana’dan
klonladiklar1 4 farkli Sat geninin bitkinin farkli kisimlarindaki ekspresyonlarini
incelemis ve bu genlerin herbirinin dokuya 0zgii yanitlar vererek farkli roller

iistlendiklerini ortaya koymustur.

Bu calismada, agir metal metabolizmasinda rol aldig1 diisiiniilen ve mRNA diizeyinde
ekspresyonlar1 incelenen genlerin, gen ontolojisine gore fonksiyonel kategorizasyonlari
Tablo 5.3’de 6zetlenmistir. Tabloda goriildiigi tizere, BJMInd-1 fonksiyonu bilinmeyen
bir gendir. B. juncea var. P78 bitkisine Pb uygulamasi sonucunda, BJMIndl geni
bitkinin kok ve govdesinde tesvik edilirken, yapraklarda baskilanmistir (Sekil 4.24). Cd
uygulamasi yapilan bitkilerde ise, BJMInd-1’in govde ve yapraklarda arttigi, kokte
azaldig1 goriilmistiir (Sekil 4.25). Agir metal stresinin etkiledigi ve biyolojik olarak
fonksiyonu bilinmeyen bir¢ok genin ekspresyonunun ortaya konmasi, gelecekteki

aragtirmalar i¢in yeni genlerin belirlenmesine katki saglayacaktir.
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Tablo 5.3: Tasarlanan primerlerin A. thaliana ve B. rapa’da karsilik geldigi genler ve gen
ontolojisine gore fonksiyonel kategorizasyonlari.

z:;:ner GBE.}nraﬁ?gceS. No éet‘]h?ga[(lli Hiicresel Bilesen Molekiiler Fonksiyon
BIMInd-1 | gb|EX048159| |AT3G21550 | Vakuol membranit Bilinmiyor
ER
BJIMInd-2 | gh|EX094959| | AT1G27770 Kloroplast i¢ membran1 | Kalmodulin baglayict
Plazma membrani Ca kanal aktivitesi
ER Ca-tagima ATPaz aktivitesi
BJIMInd-3 | gb|EX127933] | AT4G39330.1 |Apoplast Cinko iyon baglayici
Sinnamil-alkol dehidrogenaz aktivitesi
Oksidorediiktaz aktivitesi
Protein baglayici
BJIMInd-4 | gb|GR718752| | AT5G49890.1 |Vakuol membrant Anyon kanal aktivitesi
Voltaj-kapili klorid kanal aktivitesi
BIMRep-1 | gh|EX106898| | AT2G28520 Vakuol ATPaz aktivitesi
Golgi vesikiil membrani
BIMRep-2 | gh|EX096943| | AT1G32050.1 |Plazma membrani Transmembran tastyici aktivitesi
Mitokondri

BJMInd-2, otoinhibe Ca*>-ATPaz olarak islev gdrmektedir. Otoinhibe Ca>-ATPaz
ailesi, plazma membranindan katyonlarin pompalanmasinda fonksiyonel P-tipi ATPaz
ailesinin bir iyesidir. Pog-ATPaz’lar olarak da bilinen bu grup, memelilerde plazma
membraninda bulunan kalmodulin-uyarici ATPaz’larla iligkilidir (Carafoli ve Brini,
2000; Geisler ve dig., 2000a; Sze ve dig., 2000). Arabidopsis’de 10, piringte 11 adet
Pog-ATPaz tanimlanmustir. Bitkilerde en i1yi karakterize edilen 4 tane P,g-ATPaz’in
kalmodulin-diizenleyici otoinhibitor bolgeye sahip oldugu bilinmektedir (Malmstrom ve
dig., 1997; Harper ve dig., 1998; Bonza ve dig., 2000; Geisler ve dig., 2000b; Baxter ve
dig., 2003). ATPaz’larin fonksiyonel rolii, hiicrede Ca homeostazisini kontrol etmektir.
Ca*¥nin elektrokimyasal gradiyente karsi sitozolden apoplasta ya da hiicre igindeki
organellere hareketi enerji gerektiren aktif tasima ile yapilmaktadir. Bu siire¢ Ca*?-
ATPaz’lar tarafindan katalize edilmektedir (White ve Broadley, 2003). Hiicreden Ca
ihraci, hizli hiicresel sinyal siire¢lerinde kullanilan gradiyenti olusturmaktadir. Bu
nedenle Ca bitkiler i¢cin 6nemli bir habercidir. Bitki hormonlari, 151k, biyotik ve abiyotik
stresleri igeren farkli sinyallerin hareketine aracilik etmektedir. Tiim bu sinyaller,
sitozolik serbest Ca seviyesinde degisikliklere yol agmaktadir (Reddy ve dig., 2002).
Sitozolik Ca*? seviyesindeki gecici degisiklikler, Ca* sensorleri aracihigiyla hiicresel

siireclerle kontrol edilmektedir. Bitkilerde bulunan Ca*? sensorlerinden biri olan
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kalmodulin ile Ca*? baglandiginda, ATPaz’lar uyarilmaktadir (Geisler ve dig., 2000a;
Sze ve dig., 2000). Zhao ve dig. (2009) Cd, Cu, Al ve NaCl uygulamalar1 yapilan A.
thaliana bitkisinin koklerinde mikroarray analiz sonucunda ¢esitli Ca-baglayici
proteinleri kodlayan genlerin tesvik edildigini gostermis ve Arabidopsis’de Ca-aracili
sinyal yollarinin rizotoksik streslere yanitta 6nemli rollere sahip oldugu fikrini 6ne
stirmiistiir. Herbette ve dig. (2006) Cd uygulamasi yapilan Arabidopsis’in koklerinde ve
yapraklarinda Cd’ye yanit olarak sinyal iletimine katilan bir¢ok genin ekspresyonunun
diizenlendigini bildirmistir. Bu genler arasinda kalmodulinleri kodlayan genlerin
bulunmasi, Cd’nin Ca sinyal yollarin1 kesintiye ugratacagi fikrini diistindirmiistiir
(Herbette ve dig., 2006). Bu calismada BJMInd-2 geni, Pb uygulamasi yapilan B.
juncea var. P78 bitkisinin kok ve govde kisimlarinda tesvik edilirken, yapraklarda
baskilanmistir (Sekil 4.24). Cd uygulanan bitkilere bakildiginda BJMInd-2’nin, sadece
yapraklarda arttigi, kok ve govdede azaldigi goriilmiistiir (Sekil 4.25).

BJMInd-3, sinnamil alkol dehidrogenaz (CAD) fonksiyonuna sahiptir. CAD
aktivitesindeki ylikselme, lignin biyosentezi artisinin temel indikatoriidiir (dos Santos ve
dig., 2006; Kovacik ve dig., 2009). Lignin biyosentezi muhtemelen iki sinyal iletim
yolu tarafindan kontrol edilmektedir. Bu yollardan biri, bitki savunma yanitlarinda
vaskular doku ve diger dokularda ortaya ¢ikan gelisimi igermektedir (Walter, 1992;
Mitchell ve Barber, 1994). Lignin ¢ogunlukla lifler ve trakeal elementler gibi
destekleyici ve iletici dokularin hiicre duvarlarinda birikmektedir. CAD aktivitesi,
dogrudan lignin biyosentezine katilmaktadir. Bu enzim ¢ok sayida agag tiiriiniin ksilem
dokusundan elde edilmesinin yanisira lignifikasyona ugramamis dokularda da rapor
edilmistir (Blanco-Portales ve dig., 2002). Herbette ve dig. (2006) Arabidopsis’in kok
ve yapraklarinda Cd’ye yanit olarak hiicre duvari metabolizmasina katilan genlerin
transkript seviyelerindeki degisimi incelemistir. Ozellikle koklerde hiicre duvarinin
primer yapisimin Cd uygulamasindan dogrudan etkilendigini bulmuslardir (Herbette ve
dig., 2006). Metal tolerans1 mekanizmasinda hiicre duvarmimn metal baglayici 6zellikleri
oldugu diisiiniilmiistiir (Hall, 2002). Ayrica stres kosullarinda hiicre duvari yapisini
giiclendiren bilesenlerin, sertligi arttirmak icin degistikleri bilinmektedir. CAD gibi
lignin biyosentezine katilan proteinleri kodlayan genlerin tesvik edilmesiyle, bitkinin
kok ve yapraklarinda Cd’ye karsi lignin biyosentezinin arttigi fikri 6ne siiriilmiistiir

(Herbette ve dig., 2006). B. juncea var. P78 bitkisine Pb uygulamasi sonucunda
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BJMInd-3, kok ve yapraklarda artis, govde de azalma gostermistir (Sekil 4.24). Cd
uygulanan bitkilerde ise, BJMInd-3 geni sadece yapraklarda tesvik edilirken, kok ve
govdede baskilandigi belirlenmistir (Sekil 4.25).

BJMInd-4, kloriir kanal aktivitesi gostermektedir. Bitkilerde anyon tastyicilarin 6nemli
bir grubunu olusturan kloriir kanal (CLC) ailesi, prokaryotlar ve dkaryotlarda yaygin
olarak bulunmaktadir. Bitkilerde CLC proteinleri osmoregiilasyon, stoma hareketi,
hiicre sinyallesmesi, besin alimi1 ve metal toleransi gibi ¢esitli fizyolojik fonksiyonlara
katilmaktadir. Arabidopsis genomunda 7 tane CLC (AtCLCa—g) geni tanimlanmigtir
(Hechenberger ve dig., 1996). Arabidopsis mutantlarinin fizyolojik karakterizasyonlari,
AtCLCa, AtCLCb ve AtCLCc’nin bitkilerde nitrat seviyesinin diizenlenmesine
katildiklarim1 gostermektedir (Geelen ve dig., 2000; Harada ve dig., 2004; von der
Fecht-Bartenbach ve dig., 2010). AtCLCa vakuolde nitrat translokasyonunda rol
oynamaktadir. Fakat bakteri ve memelilerde tanimlanan diger tiim CLC’ler kloriir
tasinmasina katilmaktadir. AtCLCc, AtCLCd ve AtCLCg, kloriir tasinmasinda segicilik
gostermektedir (Zifarelli ve Pusch, 2009). Bu proteinlerin, stoma hareketi ya da tuz
stresi gibi CI tasimasi gerektiren fizyolojik olgulara katildig1 diisiiniilmektedir (Hansch
ve Mendel, 2009; Jossier ve dig., 2010; Teakle ve Tyerman, 2010). Bu ¢alismada Pb
uygulamasi yapilan B. juncea var. P78 bitkisinin tiim kisimlarinda BJMInd-4 geninin
tesvik edildigi goriilmiistiir (Sekil 4.24). Cd uygulamasi sonucunda ise, BJMInd-4’iin
kok ve yapraklarda arttig1, govdede azaldigi tespit edilmistir (Sekil 4.25).

BJMRep-1, vakuolar proton ATPaz aktivitesine sahiptir. Tonoplastta c¢alisan
transmembran tasima sisteminin, agir metal detoksifikasyonunda ¢ok onemli role sahip
oldugu bildirilmistir (Dietz ve dig., 2001; Clemens, 2006). Vakuolar membranda,
vakuolde metal iyonlarmin depolanmasindan sorumlu tonoplast tasiyicilarin bazi
smiflar1 tanimlanmistir. Bu tasiyicilarin hepsi enerji bagimli proteinlerdir. Primer aktif
tastyicilar ATP hidrolizinden elde edilen enerjiyi kullanirken, sekonder tastyicilar
elektrokimyasal gradiyent ile enerji saglamaktadir. Bu nedenle metal/proton antipotirlar
olarak calisan diger tasiyicilarin aktivitesi, dogrudan vakuolar ATPaz ve vakuolar
PPaz’in islevselligine baghdir (Gaxiola ve dig., 2007). Agr metal stresinde tonoplast
proton pompalarmimn artan aktivitesi ve/veya gen ekspresyonu, bitki stres toleransina

katilan mekanizmalardan biri olarak goriilmektedir. Bu genin ekspresyonunun stres
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faktorleri tarafindan tesvik edildigini gosteren birgok caligmada, bitki toleransinda
tonoplast proton pompalarinin 6nemli rolii oldugu onaylanmistir. (Lehr ve dig., 1999;
Golldack ve Dietz, 2001; Wang ve dig., 2001; Parks ve dig., 2002; Fukuda ve dig.,
2004; Vera-Estrella ve dig., 2005; Guo ve dig., 2006). Bunun yanisira metal taginmasi
ile ilgili yapilan ¢aligmalar da, agir metal stresine bitki adaptasyonunda tonoplast proton
pompalarinm &nemli bir role sahip olabilecegini gdstermektedir. Ornegin, spesifik bir
V-tip ATPaz inhibitorii olan bafilomisin ile yapilan ¢aligmada, Silene vulgaris’de Zn-
toleransinda tonoplasttan Zn tasinmasinin V-ATPaz aktivitesine bagh oldugu
gosterilmistir (Chardonnens ve dig., 1999). Ancak, agir metal uygulanan bitkilerde bu
tonoplast enziminin iglevi ve regiilasyonu hakkindaki bilgiler ¢ok azdir. Kabata ve dig.
(2010) salatalik fidelerinin koklerinde yaptiklar1 ¢alisma ile V-ATPaz tarafindan
katalize edilen ATP hidrolizi ve ATP’ye dayali proton tasimasinin Cu uygulamasi
yapilan bitkilerde arttigmi, Cd uygulananlarda ise azaldigini1 bildirmistir. Bununla
birlikte salatalik fidelerinin koklerinde Cd ve Cu uygulamasiyla, tonoplasttaki H*
pompalarmimnin  mRNA miktarlarmin 6nemli derecede degisiklige ugramadigini
gostermistir. Bu nedenle agir metallere karsi tonoplast H® pompalarinm degisen
aktivitelerinin, gen ekspresyonundaki degisikliklere baglh olmadig1 fikri One
stirtilmistiir (Kabata ve dig., 2010). Ayrica plazma membranindaki ATPaz’larda yapilan
calismalarla, proton pompalar1 iizerinde Cd iyonlarinin inhibitor etkisi (Astolfi ve dig.,
2003, 2005; Janicka-Russak ve dig., 2008), Cu iyonlarmin ise stimule (Burzynski ve
Kolano, 2003) ve inhibe edici (Burzynski ve Kolano, 2003; Janicka-Russak ve dig.,
2008) etkileri gosterilmistir. Cd‘ye karsin Cu’nun V-ATPaz aktivitesi {izerine etkisinin
koklerde biriken metal miktariyla iliskili oldugu gosterilmistir. Ni uygulanan bitkilerde
Ni iyonlarmin plazma membranindaki ATPaz aktivitesini toprak {istii organlarda
stimule ettigi (Ros ve dig., 1990; 1992a; 1992b), enzim aktivitesinde ise koklerdeki
metal konsantrasyonuna bagli olarak artis ya da azalig oldugu gézlenmistir (Burzynski
ve Buczek, 1994; Janicka-Russak ve dig, 2008; Kabata ve Janicka-Russak, 2011). Bu
calismada Pb uygulanan B. juncea var. P78 bitkisinde BJMRep-1 sadece govde de artis
gostermis, kok ve yapraklarda azalmistir (Sekil 4.24). Cd uygulamasi yapilan bitkilerde
BJMRep-1 geninin sadece yapraklarda tesvik edildigi, kok ve govdede ise baskilandigi
bulunmustur (Sekil 4.25).
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BJMRep-2, salgi tasiyict membran protein (SCAMP)’ler olarak islev gormektedir.
Eksositoz ve endositoz, hiicre boliinmesi ve genislemesi i¢in Onemli olaylardir.
Ekzositoz siiresince, lipidler, proteinler ve polisakkaritler Golgi aygitinda sentez
ve/veya modifiye edilmekte ve plazma membrani ya da ekstrasellular alana tasmmasi
icin trans-Golgi agindaki salgi vezikiillerinde siralanmaktadir (Toyooka ve Matsuoka,
2009). SCAMP’lar nematodlar, bocekler, baliklar, amfibiler, memlileri kapsayan bir¢ok
Okaryot ve bitkilerde yaygin olarak bulunan integral membran proteinlerdir (Brand ve
dig., 1991; Fernandez-Chacon ve dig., 2000; Wang ve dig., 2010). Gelismis 0karyotik
hiicrelerde Golgi aygiti ve plazma membran1 arasindaki vezikiiler trafikte rol
oynamaktadir (Castle ve Castle, 2005; Toyooka ve Matsuoka, 2009). Piring SCAMP1,
tiitin  BY-2 hiicrelerinde eksprese edildiginde, floresan proteinlerin plazma
membraninda, trans-Golgi aginda ve salgi vezikiillerinde lokalize olduklar1 bulunmustur
(Lam ve dig., 2007a, 2007b, 2009; Toyooka ve dig., 2009, Wang ve dig., 2010). Ayni1
protein, boliinen hiicrelerde hiicre plagi olusumuna katilmaktadir (Lam ve dig., 2008).
SCAMP ailesinin bir diger tiyesi SCAMP2’nin tiitiin bitkisinde trans Golgi aygiti,
plazma membrani, hiicre plagi ve trans-Golgi aygit1 ile plazma membrani arasinda
bulunan karakterize edilememis bir bolgede yerlestigi goriilmektedir (Toyooka ve dig.,
2009, Toyooka ve Matsuoka, 2009). SCAMP’larin fonksiyonu net olmamasina karsin
bitki hiicrelerindeki endositik ve salgi yollar1 igin yararli bir belirte¢ olduklar
bilinmektedir (Wang ve dig., 2010). B. juncea var. P78 bitkisine Pb uygulamasi ile
BIJMRep-2 geninin govde ve yapraklarda tesvik edildigi, kokte baskilandigi
belirlenmistir (Sekil 4.24). Cd uygulanan bitkilerde ise BJMRep-2’inde sadece
yapraklarda artt1g1 kok ve govdede ise azaldigi bulunmustur (Sekil 4.25).

Ozetle bu galismada, farkli agir metallerin uygulanmasiyla iyi bir Pb akiimiilatorii ve Cd
hiperakiimiilatorii oldugu tespit edilen B. juncea var. P78 bitkisinin Pb uygulanmis kok
kisminda agir metal metabolizmasinda rol oynayabilecek genlerin mikroarray teknigi ile
taranmast sonucunda, cogunlukla tiirler arasi diizeyde korunmus az sayida gen
tanimlanmis ve buna bagli olarak TAH’m genis Olcekte gen ekspresyonu
profillemesinde kullanilabilirliginin basarili olmadigi ortaya konmustur (Tablo 4.2,
Tablo 4.3, Sekil 4.16). Mikroarray analiz sonucunda agir metal akiimiilasyonu ve
toleransiyla 1iliskili oldugu diisliniilen genlerin ekspresyon seviyeleri RT-PCR

yontemiyle Pb ve Cd uygulamalar1 yapilan bitkilerin farkli kisimlarinda belirlenerek
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(Sekil 4.24, Sekil 4.25), her iki agir metale 6zgii anlatim gdsteren genler bulunmustur
(Tablo 5.2). RT-PCR uygulamasinda kullanilan genler, 6zellikle Pb etkisiyle bitkide
anlatimi degisen genlerin tanimlanmasma yonelik arastirmalarda bugiine kadar
calisilmamis olmasi bakimindan biiyiik 6nem tagimaktadir. Fakat gen dizisi bakimindan
yeterli veri tabani bulunamadigi igin B. juncea yerine B. rapa’dan tasarlanan bu
genlerin, agir metal metabolizmasinda sahip olduklar1 roliin net bir sekilde belirlenmesi

ileride yapilacak ¢alismalarla saglanacaktir.

Elde edilen bu 0zgiin sonuglar, agir metal akiimiilasyonu ve toleransiyla iligkili
molekiiler mekanizmada aydmlatilmamis noktalarin agiklanmasina ve fitoremediasyon
sistemlerinin gelistirilmesi bakimindan agir metal stresine karsi dayanikli transgenik

bitkilerin yapilmasma yonelik ¢aligmalara 6nemli kaynak olusturmustur.
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TACCTGAA--GAATATCAAAATGTTGACAACATTCAAATCGATAAGAGAC
TACCTGAA--GAATATCAAAATGTCGACAACATTCAAATCGATAAGAGAC

CGGACATATTCAGGTGTAGGAGACCTCATCAGGCTCCTCCCGACAGGAAC
CGGACATATTCAGGTGTAGGAGACCTCATCAGGCTCCTCCCGACAGGAAC
CGGACATATTCAGGTGTAGGAGACCTCATCAGGCTCCTCCCGACAGGAAC
CGGACATATTCAGGTGTAGGAGACCTCATCAGGCTCCTCCCGACAGGAAC

AGTCTTCTTGTTC--CAGTTCTTGAACC-CTGTCCTAACCAACAATGGAC
AGTCTTCTTGTTC--CAGTTCTTGAACC-CTGTCCTAACCAACAATGGAC
AGTCTTCTTGTTC--CAGTTCTTGAACC-CTGTCCTAACCAACAATGGAC
AGTCTTCTTGTTC--CAGTTCTTGAACC-CTGTCCTAACCAACAATGGAC
———————————— T--CAGTTCTTAAACC-CTGTCTTAACCAACAATGGAC

R R R R S R S AR R R

ATTGCCTCCTAATCAACAAATACTTAACCGGAGCTCTTAT-CGTTATCTG
ATTGCCTCCTAATCAACAAATACTTAACCGGAGCTCTTAT-CGTTATCTG
ATTGTCTCCTAATCAACAAATACTTAACCGGAGCTCTTAT-CGTTATCTG
ATTGCCTCCTAATCAACAAATACTTAACCGGAGCTCTTAT-CGTTATCTG
ATTGCCTCCTTATCAACAAATACTTAACCGGAGCTCTTAT-CGTTATATG

KAAK AAAAK AA A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A AR K Ak Ak *x kK

CGCCTTCTCT-TGCTGCTTCACTTGCTTCACCG---ATAGTTACCGAACA
CGCCTTCTCT-TGCTGCTTCACTTGCTTCACCG---ATAGTTACCGAACA
CGCCTTCTCT-TGCTGCTTCACTTGCTTCACCG---ATAGTTACCGAACA
CGCCTTCTCT-TGCTGCTTCACTTGCTTCACCG---ATAGTTACCGAACA
CGCCTTCTCG-TGCTGCTTCACTTGCTTCACCG---ATAGCTACCGAACT

* ok kK Kk kK kKk R R R R R R R R R R R R R R R R R R RS S Kk Kk Kk Kk kkkKk

AGGGACGGCTACG-TTCACTA---TGGAGTCGCCACCATGAAGGGTCTCT
AGGGACGGCTACG-TTCACTA---TGGAGTCGCCACCATGAAGGGTCTCT
AGGGACAGCTACG-TTCGCTA---TGGAGTCGCCACCATGAAGGGTCTCT
AGGGACGGCTACG-TTCACTA---TGGAGTCGCCACCATGAAGGGTCTCT
AGTGACGGTTACG-TTCACTA---TGGAGTCGCTACCGTGAAGGGTCTCT

kk kkk Kk Kkhkkk Khkk KKk khkkhkhkhkhkkhk Khkk FhAkhkAhkk Ak Ak kK

GGCCAGATTCATCTTCGAAAGATTTGTCTTCGTATCGGCTTAGAGTTGGA
GGCCAGATTCATCTTCGAAAGATTTGTCTTCGTATCGGCTTAGAGTTGGA
GGCCAGATTCATCTTCGAAAGATTTGTCTTCGTATCGGCTTAGAGTTGGA
GGCCAGATTCATCTTCGAAAGATTTGTCTTCGTATCGGCTTAGAGTTGGA
GGCCAGATTCTTCTTCAAAGGATTTGTCTTCGTATCGGCTTAGAGTTGGA

Khkhkhkhkhhhhkh hhkhkhkhk Kk KAk AAAAAAFA XA KA FA KA KA A FA KA KK A K

GATTTCGTTCATGCTTTCT-TTACTCTTATTGTTTTCAGTGTTATTTCGT
GATTTCGTTCATGCTTTCT-TTACTCTTATTGTTTTCAGTGTTATTTCGT
GATTTCGTTCATGCTTTCT-TTACTCTTATTGTTTTCAGTGTCATTTCGT



gi|189120610|gb|FG573034.1|FG5
gi|308689019|gb|DK569321.1|DK5

gi|156821905|gb|EX048159.1|EX0
gi|32516376|gb|CD834436.1|CD83
gi|72289911|gb|AM061487.1|AMO6
gi|189120610|gb|FG573034.1|FG5
gi|308689019|gb|DK569321.1|DK5

gi|156821905|gb|EX048159.1|EX0
gi|32516376|gb|CD834436.1|CD83
gi|72289911|gb|AM061487.1|AMO6
gi|189120610|gb|FG573034.1|FG5
gi|308689019|gb|DK569321.1|DK5

gi|156821905|gb|EX048159.1|EX0
gi|32516376|gb|CD834436.1|CD83
gi|72289911|gb|AM061487.1|AMO6
gi|189120610|gb|FG573034.1|FG5
gi|308689019|gb|DK569321.1|DK5

gi|156821905|gb|EX048159.1|EX0
gi|32516376|gb|CD834436.1|CD83
gi|72289911|gb|AM061487.1|AMO6
gi|189120610|gb|FG573034.1|FG5
gi|308689019|gb|DK569321.1|DK5

gi|156821905|gb|EX048159.1|EX0
gi|32516376|gb|CD834436.1|CD83
gi| 72289911 |gb|AM061487.1|AMO6
gi|189120610|gb|FG573034.1|FG5
gi|308689019|gb|DK569321.1|DK5

gi|156821905|gb|EX048159.1|EX0
gi|32516376|gb|CD834436.1|CD83
gi|72289911|gb|AM061487.1|AMO6
gi|189120610|gb|FG573034.1|FG5
gi|308689019|gb|DK569321.1|DK5

gi|156821905|gb|EX048159.1|EX0
gi|32516376|gb|CD834436.1|CD83
gi|72289911|gb|AM061487.1|AMO6
gi|189120610|gb|FG573034.1|FG5
gi|308689019|gb|DK569321.1|DK5

gi|156821905|gb|EX048159.1|EX0
gi|32516376|gb|CD834436.1|CD83
gi|72289911|gb|AM061487.1|AMO6
gi|189120610|gb|FG573034.1|FG5
gi|308689019|gb|DK569321.1|DK5

gi|156821905|gb|EX048159.1|EX0
gi|32516376|gb|CD834436.1|CD83
gi| 72289911 |gb|AM061487.1|AMO6
gi|189120610|gb|FG573034.1|FG5
gi|308689019|gb|DK569321.1|DK5
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GATTTCGTTCATGCTTTCT-TTACTCTTATTGTTTTCAGTGTTATTTCGT
GATTTCGTTCACGCTTTCT-TCTCTCTTATCGTTTTCAGTGTTATTTCTT

KAXKKAKAKAKAKAKAKAK, K Ak KkKk*k*x * KAKKAKAKAKN KAAKAAAAAAAA*, K Ak*k*k*x *

TGTTGGATGCTAATACTGTTAACTGTTTCTATCCTGGCTTCGGTTCCACC
TGTTGGATGCTAATACTGTTAACTGTTTCTATCCTGGCTTCGGTTCCACC
TGTTGGATGCTAATACTGTTAACTGTTTCTATCCTGGCTTTGGTTCCACC
TGTTGGATGCTAATACTGTTAACTGTTTCTATCCTGGCTTCGGTTCCACC
TGTTGGATTCTAATACTGTTAACTGTTTCTATCCTGGATTTGGTTCCAAT

KAKKKKAKAAKN AAAAAAAAAAAAAAAA A A A AN A AN A A K ), K% **k*k* k%%

GGGAAGATTTTTCTAATGGTTTTG= == ===========—==—————————
GGGAAGATTTTTCTAATGGTTTTGCCTCCGGTGATTGGAGTTATCTCCGG
GGGAAGATTTTTCTAATGGTTTTGCCTCCGGTGGTTGGAGTTATCTCCGG
GGGAAGATTTTTCTAATGGTTTTGCCTCCGGTGATTGGAGTTATCTCCGG
GGGAAGATTTTTCTAATGGTTTTGCCTCCAGTGATAGGAGTTATATCCGG

R Rk kS S S bk kS Sk

CATCATCTTCACCGTGTTCCCTAGTAAACGTCACGGAATTGGGAATCCCT
CATTATCTTCACCGTGTTCCCTAGTAAACGTCACGGAATTGGGAATCCCT
CATCATCTTCACCGTGTTCCCTAGTAAACGTCACGGAATTGGGAATCCCT
CACTGTCTTCACGGTTTTCCCTACTAGACGTCACGGAATTGGGAATCCGT

CGGAGAACAACGATGACAAGGCTTCCGAGCTAGAGAAGTGATAT----GA
CGGAGAACAACGATGACAATGCTTCCAAGCTAGAGAAGTGATAT----GA
CGGAGAACAACGATGACAAGGCTTCCGAGCTAGAGAAGTGATAT----GA

CCGAGAACAATGACGAAAATGCTTTTGAGATGGAGAAATGATATATATGA

TTTCCACTATTATAT —=——————————————————
TTTCCACTATTATATATATGCATAATAAAATGAAATGACCAATATT ——--
TTTCCACTATTATATATATGCATAATAAAATGAAATGATCAATATT ————
GTTTCACTAT-ATATATGTGCATAATTCAATGARATGGAATGTACTCGTG

————————— AAGATTGTGTAAGTTATACATGAATGGTCACTGTAATGTTT
————————— AAGATTGTGTAAGTTATACATGAATGGTCACTGTAATGTTT
AAATGGCAGAAGGTTGTGTAAGTTATGCATGGATTCATATTGTAATATGT

TGTTTATTTATTTTCTTGTGATTTGTTATTTATGTTTGTGAGTGCTGAAT
TGTTTATTTATTTTCTTGTGATTTGTTACTTATGTTTGTGAGTGCTGAAT
TTACTAATTTTATTTTTCTTGTGATTTAATATTTCATGTTTGGTGAGAAA

TAC-TAATCATATGTTCT-—————=====—————————— -
TATATGTTCATATGTTTATTT————====—————————————————————
TCAATCTGTATATGTTTCTTTTTTTCTTTGTAAATGATTTTTTTTCAAAT

GTTTGTTGACAAAATAAAAGTTATTGTTAAAC

CLUSTAL 2.1 multiple sequence alignment: BJMInd-2

gi|156893483|gb|EX094959.1|EXO0
gi|242285970|gb|GR447619.1|GR4
gil156949010|gb|EX124718.1|EXL
gi|254056511|gb|GR719366.1|GR7
gi|112353923|gb|AM389953.1|AM3

TGGGAAGCATCTACTACTCTCAGAAATAACATTATCGAAGAATTTGCTAG



911156893483 |gb|EX094959
gi1242285970|gb|GR447619
gil156949010|gb|EX124718
gi 1254056511 |gb|GR719366
gi1112353923|gb|AM389953

gi|156893483|gb|EX094959
gi|242285970|gb|GR447619
gi|156949010|gb|EX124718
gi|254056511|gb|GR719366
gi|112353923|gb|AM389953

gi1156893483|gb|EX094959
gi1242285970|gb|GR447619
gi|156949010|gb|EX124718
911254056511 |gb|GR719366
gi1112353923|gb|AM389953

gi1156893483|gb|EX094959
gi1242285970|gb|GR447619
gi|156949010|gb|EX124718
911254056511 |gb|GR719366
911112353923 |gb|AM389953

911156893483 |gb|EX094959
gi1242285970|gb|GR447619
gil156949010|gb|EX124718
911254056511 |gb|GR719366
gi1112353923|gb|AM389953

gi|156893483|gb|EX094959
gi|242285970|gb|GR447619
gi|156949010|gb|EX124718
gi|254056511|gb|GR719366
gi|112353923|gb|AM389953

gi|156893483|gb|EX094959
gi|242285970|gb|GR447619
gi|156949010|gb|EX124718
gi|254056511|gb|GR719366
gi|112353923|gb|AM389953

gi|156893483|gb|EX094959
gi|242285970|gb|GR447619
gi|156949010|gb|EX124718
gi|254056511|gb|GR719366
gi|112353923|gb|AM389953

gi|156893483|gb|EX094959
gi|242285970|gb|GR447619
gi|156949010|gb|EX124718
gi|254056511|gb|GR719366
gi|112353923|gb|AM389953

911156893483 |gb|EX094959
911242285970 | gb|GR447619
911156949010 |gb|EX124718
911254056511 |gb|GR719366
911112353923 |gb|AM389953

gi]156893483|gb|EX094959
gi1242285970|gb|GR447619
gi|156949010|gb|EX124718

.1]EXO
.1|GR4
.1]EX1
.1|GR7
.1|AM3

.1|EXO
.1|/GR4
.1]EX1
.1|GR7
.1|AM3

.1 EXO
.1|GR4
.1]EX1
.1|GR7
.1 1AM3

.1 1EXO
.1|GR4
.1]EX1
.1|GR7
.1 1AM3

.1 1EXO
.1|GR4
.1]EX1
.1|1GR7
.1 1AM3

.1EXO
.1|GR4
L1EXL
.1|GR7
.1|AM3

.11EXO
.1|GR4
L1EXL
.1|GR7
.1|AM3

.11EXO
.1|GR4
.1 EXL
.1|GR7
.1 1AM3

.11EXO
.1|GR4
.1 EXL
.1|GR7
.11AM3

.11EXO0
.1|GR4
.1 EXL
.1|GR7
.1 1AM3

.11EXO
.1|GR4
.1]EX1
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TGAAGCACTTCGAACTCTTTGCCTCGCTTATCTGGAAATCGGTGATGAAT

TCTCATTAGAAGATCCCATTCCAAGTGGAGGATACACTTGCATAGGTATT
——————————————————————————— GAGGATACACTTGCATAGGTATT

GTGGGCATCAAAGACCCTGTTCGCCCTGGTGTCAAGGAGTCTGTTGCGAT
GTGGGCATCAAAGACCCTGTTCGCCCTGGTGTCAAGGAGTCTGTTGCGAT

TTGTAGAGCTGCTGGAATCACTGTCAGAATGGTGACTGGAGATAACATTA
CTGTAGAGCTGCTGGAATCACAGTCAGAATGGTTACTGGAGATAACATTA

CAACTGCAAAAGCCATAGCCAGGGAGTGCGGGATATTGACTGA-TGATGG
CTACTGCAAAGGCTATAGCCAGGGAGTGCGGGATATTGACTGA-TGATGG

CATAGCTATCGAAGGCCCCGAGTTCCGGGAGAAAAGTGAAGAGGAATTAC
CATAGCTATCGAAGGCCCTGAGTTCAGGAAAAAAAGTGAAGAGGAATTGC
———————————————————————————————————————————— AATTAC

TCAAGCTAATCCCAAATTTGCAGGTCATGGCTCGATCGTCACCCATGGAT
TCAAGCTAATCCCAAATTTGCAGGTCATGGCTCGATCGTCACCCATGGAT
TCAAGCTAATCCCAAATTTGCAGGTCATGGCTCGATCGTCACCCATGGAT
————————————————————————————————— GATCGTCACCCATGGAT

AAGCATACTTTGGTGAGAAACCTCCGTACAATGTTTCAGGAAGTCGTTGC
AAGCATACTTTGGTGAGAAACCTCCGTACAATGTTTCAGGAAGTCGTTGC
AAGCATACTTTGGTGAGAAACCTCCGTACAATGTTTCAGGAAGTCGTTGC
AAGCATACTTTGGTGAGAAACCTCCGTACAATGTTTCAGGAAGTCGTTGC

———————————————————————————————————————————————— GC

* %
AGTGACAGGTGATGGAACARATGATGCTCCTGCCCTTCATGA-———-AGCT
AGTGACAGGTGATGGAACARATGATGCTCCTGCCCTTCATGA-———-AGCT
AGTGACAGGTGATGGAACARATGATGCTCCTGCCCTTCATGA-———-AGCT
AGTGACAGGTGATGGAACARATGATGCTCCTGCCCTTCATGA-———-AGCT
GTC--CGGGTGATGGNNNAA-TGATGCTCCTGCCCTTCATGA----AGCT

* Kk kk KKk Kk kK khk Kk A hkk Ak Ak Ak Ak kA Kk k k& k* * ok kK

GATATTGGACTTGCAATGGGAATTTCTGGAACCGAGGTGGCAAAAGAGAG
GATATTGGACTTGCAATGGGAATTTCTGGAACCGAGGTGGCAAAAGAGAG
GATATTGGACTTGCAATGGGAATTTCTGGAACCGAGGTGGCAAAAGAGAG
GATATTGGACTTGCAATGGGAATTTCTGGAACCGAGGTGGCAAAAGAGAG
GATATTGGACTTGCAATGGGAATTTCTGGAACCGAGGTGGCAAAAGAGAG

R I T R TR Y

TGCGGATGTGATTATCCTAGATGACAACTTCTCGACGATTGTCACAGTGG
TGCGGATGTGATTATCCTAGATGATAACTTCTCGACGATTGTCACTGTTG
TGCGGATGTGATTATCCTAGATGACAACTTCTCGACGATTGTCACAGTGG



gi]|254056511|gb|GR719366
gi]112353923|gb|AM389953

gi1156893483|gb|EX094959
gi1242285970|gb|GR447619
gi|156949010|gb|EX124718
gi 1254056511 |gb|GR719366
gi1112353923|gb|AM389953

gi1156893483|gb|EX094959
gi1242285970|gb|GR447619
gi|156949010|gb|EX124718
gi 1254056511 |gb|GR719366
gi|112353923|gb|AM389953

gi|156893483|gb|EX094959
gi|242285970|gb|GR447619
gi|156949010|gb|EX124718
gi|254056511|gb|GR719366
gi|112353923|gb|AM389953

gi|156893483|gb|EX094959
gi|242285970|gb|GR447619
gi|156949010|gb|EX124718
gi|254056511|gb|GR719366
gi|112353923|gb|AM389953

gi|156893483|gb|EX094959
gi|242285970|gb|GR447619
gi|156949010|gb|EX124718
gi|254056511|gb|GR719366
gi|112353923|gb|AM389953

gi|156893483|gb|EX094959
gi|242285970|gb|GR447619
gi|156949010|gb|EX124718
gi|254056511|gb|GR719366
gi|112353923|gb|AM389953

gi|156893483|gb|EX094959
gi|242285970|gb|GR447619
gi|156949010|gb|EX124718
gi|254056511|gb|GR719366
gi|112353923|gb|AM389953

gi|156893483|gb|EX094959
gi|242285970|gb|GR447619
gi|156949010|gb|EX124718
gi|254056511|gb|GR719366
gi|112353923|gb|AM389953

911156893483 |gb|EX094959
911242285970 |gb|GR447619
911156949010 |gb|EX124718
911254056511 |gb|GR719366
911112353923 |gb|AM389953

911156893483 |gb|EX094959
911242285970 | gb|GR447619
911156949010 |gb|EX124718
911254056511 |gb|GR719366
911112353923 |gb|AM389953

.1|GR7
.1|AM3

.1]EXO
.1|IGR4
.1]EX1
.1|GR7
.1|AM3

.1]EXO
.1|GR4
.1]EX1
.1|GR7
.1 1AM3

.1 EXO
.1|GR4
.1]EX1
.1|GR7
.1 1AM3

.1|EX0
.1|GR4
J11EX1
.1|GR7
.1|2AM3

.1|EX0
.1|GR4
.1|EX1
.1|GR7
.11AM3

.11EXO
.1|GR4
L1|EXL
.1|GR7
.1|AM3

.11EXO
.1|GR4
L1EXL
.1|GR7
.1|AM3

.11EXO
.1|GR4
.1 EXL
.1|GR7
.1 1AM3

.11EXO
.1|GR4
.1 EXL
.1|GR7
.11AM3

.11EXO0
.1|1GR4
.1 EXL
.1|GR7
.1 1AM3
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TGCAGATGTGATTATCCTTGATGATAACTTCTCGACGATTGTCACTGTTG
TGCGGATGTGATTATCCTAGATGATAACTTCTCGACGATTGTCACTGTTG

KA K KAAKAAAKAKAAAAAKAAKN AAAAKX AAAAAAAAAAA AKX AKX A KK %, K% *

CCAAATGGGGCCGTTCTGTGTACATAAACATTCAGAAATTTGTTCAGTTC
CCAAATGGGGCCGTTCTGTGTACATAAACATTCAGAAATTTGTTCAGTTC
CCAAATGGGGCCGTTCTGTGTACATAAACATTCAGAAATTTGTTCAGTTC
CCAAATGGGGCCGTTCTGTGTACATAAACATTCAGAAATTTGTTCAGTTC
CCAAATGGGGCCGTTCTGTGTACATAAACATTCAGAAATTTGTTCAGTTC

R R R I S

CAGCTGACAGTAAACGTTGTGGCTCTTATTGTCAACTTCTTATCAGCCTG
CAGCTGACAGTAAACGTTGTGGCTCTTATTGTCAACTTCTTGTCAGCCTG
CAGCTGACAGTAAACGTTGTGGCTCTTATTGTCAACTTCTTATCAGCCTG
CAGCTGACAGTAAACGTTGTGGCTCTTATTGTCAACTTCTTATCAGCCTG
CAGCTGACAGTAAACGTTGTGGCTCTTATTGTCAACTTCTTGTCAGCCTG

KA KA A A A A A A A A A A A A A A A A A A A KA A AR AR AR AR A A AN AKX A AKX KKK

CC----TTACTGGAAACGCGCCTCTGACTGCTGTCCAGCTACTATGGGTT
CC----TTACTGGAAACGCGCCTCTAACAGCTGTCCAGCTACTATGGGTT
CC----TTACTGGAAACGCGCCTCTGACTGCTGTCCAGCTACTATGGGTT
CC----TTACTGGAAGCGCGCCTCTGACAGCTGTCCAGCTACTATGGGTG
CC----TTACTGGAAACGCGCCTCTAACAGCTGTCCAGCTACTATGGGTT
* x KAAAKAAKAAKX AAKAAAKAKAAKX Ak AAAAKAAA AR AR AR KA KA KK KK

AACATGATAATGGACACACTTGGAGCACTCGCGCTAGCCACAGAACCACC
AACATGATAATGGACACACTTGGAGCACTCGCGCTAGCCACAGAACCACC
AACATGATAATGGACACACTTGGAGCACTCGCGCTAGCCACAGAACCACC
AACATGATAATGGACACACTTGGAGCACTCGCGCTAGCAACTGAACCACC
AACATGATAATGGACACACTTGGAGCACTCGCGCTAGCCACAGAACCACC

KA KA A A A A A A A A A A A A A A A A A A A KA A KA AN AN KK Ak AKXk KKk

ACAGGACGATCTGATGAAGAGAACACCAGTGGGAAGGAAAGGAAACTTCA
ACAGGACGACCTGATGAAGAGAACACCAGTGGGAAGGAAAGGAAACTTCA
ACAGGACGATCTGATGAAGAGAACACCAGTGGGAAGGAAAGGAAACTTCA
ACAGGACGATCTGATGAAGAGAACACCAGTGGGAAGGAAAGGAAACTTCA
ACAGGACGACCTGATGAAGAGAACACCAGTGGGAAGGAAAGGAAACTTCA

KAAAAAKAAK A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A AR KKK

TAAGCAATGTAATGTGGAGGAACATCCTTGGTCAGTCACTA-—————-———
TAAGCAATGTAATGTGGAGGAACATCCTTGGCCAGTCACTATACCAGCTT
TAAGCAATGTAATGTGGAGGAACATCCTTGGTCAGTCACTATACCAGCTT
TAAGTAATGTAATGTGGAGGAACATCCTTGGTCAGTCACTATACCAGCTT
TAAGCAATGTAATGTGGAGGAACATCCTTGGCCAGTCACTATACCAGCTT

KAAK KA A A A A A A A A A A A A A A A A A A AR * Ak Ak Kk Kk

GTCATCATATGGTGTCTCCAAACAAAGGGGAA-—————————————————
GTCATCATATGGTGTCTCCAR———====————————————— -
GTCATCATATGGTGTCTCCAAACAAAGGGAAAGACAATGTTCGGTATCGA
GTCATCATATGGTGTCTCCAAACAAAGGGGAAGACAATGTTCGGTATCGA

CTCCGACTTAACACTCAATACCCTTATCTTCAACACCTTCGTCTCCTGCC
CTCCGACTTAACACTCAATACCCTTATCTTCAACACCTTCGTCTTCTGCC

AGGTGTTCAATGAGATAAGCTCGAGGGAAATGGAGAAGATTGATGTGTTC
AGGTGTTCAATGAGATAAGCTCGAGGGAAATGGAAAAGATTGATGTGTTC

ACGGGGATACTAAAGAACTACGTGTTCGTAGGGGTTCTAACGTGTACGGT
ACGNNNATACTGAAGAACTACGTGTTCGTAGGGGTTCTAACGTGTACGGT



911156893483 |gb|EX094959
gi1242285970|gb|GR447619
gi|156949010|gb|EX124718
911254056511 |gb|GR719366
gi1112353923|gb|AM389953

.1]EXO
.1|GR4
.1]EX1
.1|GR7
.1|AM3
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CLUSTAL 2.1 multiple sequence alignment: BJMInd-3

911156909869 |gb|EX110849
gil1156900750 |gb|EX102180
gi1308710470|gb|DK490449
gi1119431783|gb|DY024977
911156952291 |gb|EX127933

gi|156909869|gb|EX110849
gi|156900750|gb|EX102180
gi|308710470|gb|DK490449
gi|119431783|gb|DY024977
gi|156952291|gb|EX127933

gi|156909869|gb|EX110849
gi|156900750|gb|EX102180
gi|308710470|gb|DK490449
gi|119431783|gb|DY024977
gi|156952291|gb|EX127933

gi|156909869|gb|EX110849
gi|156900750|gb|EX102180
gi|308710470|gb|DK490449
gi|119431783|gb|DY024977
gi|156952291|gb|EX127933

gi|156909869|gb|EX110849
gi|156900750|gb|EX102180
gi|308710470|gb|DK490449
gi|119431783|gb|DY024977
gi|156952291|gb|EX127933

gi|156909869|gb|EX110849
gi|156900750|gb|EX102180
gi|308710470|gb|DK490449
gi|119431783|gb|DY024977
gi|156952291|gb|EX127933

gi|156909869|gb|EX110849
gi|156900750|gb|EX102180
gi|308710470|gb|DK490449
gi|119431783|gb|DY024977
gi|156952291|gb|EX127933

gi|156909869|gb|EX110849
gi|156900750|gb|EX102180
gi|308710470|gb|DK490449
gi|119431783|gb|DY024977
gi|156952291|gb|EX127933

911156909869 |gb|EX110849
911156900750 | gb|EX102180
911308710470 |gb|DK490449
gi1119431783|gb|DY024977
911156952291 |gb|EX127933

911156909869 |gb|EX110849
911156900750 | gb|EX102180

.1]EX1
.1]EX1
.1|DK4
.1|DYO
.1]EX1

.1]EX1
.1]EX1
.1|DK4
.11DYO0
.1]EX1

.1]EX1
.1]EX1
.1|DK4
.11DY0
.1]EX1

.1]EX1
.1]EX1
.1|DK4
.11DY0
.1 EXL

L1|EXL
L1]EXL
.1|DK4
.1|DYO0
L1]EXL

.1 EXL
.1 EXL
.1|DK4
.11DY0
.1 EXL

.1 EXL
.1 EXL
.1|DK4
.11DY0
.1 EXL

.1 EXL
.1 EXL
.1|DK4
.11DY0
.1 EX1

.1 EXL
.11EX1
.1|DK4
.11DY0
.1 1EX1

.1]EX1
.1 EX1

—————————————————— AACATAAACCAATCTCTCCCTCACTCACTCAG
—————————————————— AACATAAACCAATCTCTCCCTCACTCACTCAG

ACAAAAGAGAAACAAATGGCG-AAATCTCCAGAGACAGAGCATCCGAACA
ACAAAAGAGAAACAAATGGCG-AAATCTCCAGAGACAGAGCATCCGAACA
———————————— GAAATGGCG-AAATCTCCAGAGACAGAGCATCCGAACA
———————————————— CGGCACGAGGCTCCAGAGACAGAGCATCCGAACA

AAGCCTTTGGTTGGGCTGCCAAAGACAAATCTGGTGTACTCTCTCCTTTC
AAGCCTTTGGTTGGGCTGCCAAAGACAAATCTGGTGTACTCTCTCCTTTC
AAGCCTTTGGTTGGGCTGCCAAAGACAAATCTGGTGTACTCACTCCTTTC
AAGCCTTTGGTTGGGCTGCCAAAGACAAATCTGGC-CCCTCTCTCCTTTC

CATTTCTCCAGAAGAGACAATGGTGACAATGATGTGACAGTGAAAATCTT
CATTTCTCCAGAAGAGACAATGGTGACAATGATGTGACAGTGAAAATCTT
CATTTCTCCAGAAGAGACAATGGTGACAATGATGTGACAGTGAAGATCTT
CATTTCTCCAGAAGAGACAATGGTGACAATGATGTGACAGTGAAAATCTT
———————————————————————— GACAATGATGTGACAGTGAAAATCTT

khkkhkkkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkhkkkkhkk K*kkkk

GTACTGTGGAGTGTGCCACACTGATTTACATACCATCAAAAACGACTGGG
GTACTGTGGAGTGTGCCACACTGATTTACATACCATCAAAAACGACTGGG
GTATTGTGGAGTGTGCCACACTGATTTACATACCATCAAAAACGACTGGG
GTACTGTGGAGTGTGCCACACTGATTTACATACCATCAAAAACGACTGGG
GTACTGTGGAGTGTGCCACACTGATTTACATACCATCAAAAACGACTGGG

LR R R S S S S SRS S S SRR EE R EEEEEE R R R R RS RS

GTTTCTCCTATTATCCTGTAGTTCCCGGGCATGAAATAGTTGGAATAGCT
GTTTCTCCTATTATCCTGTAGTTCCCGGGCATGAAATAGTTGGAATAGCT
GCTTCTCGTATTATCCTGTAGTTCCAGGGCATGAAATAGTTGGAATAGCT
GTTTCTCCTATTATCCTGTAGTTCCCGGGCATGAAATAGTTGGAATAGCT
GTTTCTCCTATTATCCTGTAGTTCCCGGGCATGAAATAGTTGGAATAGCT

Kk khkhk Ak KAAKKAKAKAAAKAKRFAKXA AAAAAA KA A FA KA KA F A KA KK A K

ACAAAAGTTGGCAAAAACGTGACTAAATTCAGAGAAGGAGACCGTGTTGG
ACAAAAGTTGGCAAAAACGTGACTAAATTCAGAGAAGGAGACCGTGTTGG
ACAAAAGTTGGCAAAAACGTGACTAAATTCAGAGAAGGAGACCGTGTAGG
ACAAAAGTTGGCAAAAACGTGACTAAATTCAGAGAAGGAGACCGTGTTGG
ACAAAAGTTGGCAAAAACGTGACTAAATTCAGAGAAGGAGACCGTGTTGG

B R e e R T e e

AGTAGGAGTGATCACTGGTTCTTGCCAGTCTTGCGAATCTTGTAACCAAG
AGTAGGAGTGATCACTGGTTCTTGCCAGTCTTGCGAATCTTGTAACCAAG



gi|308710470|gb|DK490449
gi|119431783|gb|DY024977
gi|156952291|gb|EX127933

911156909869 |gb|EX110849
gil1156900750 |gb|EX102180
gi1308710470|gb|DK490449
gi1119431783|gb|DY024977
gi1156952291 |gb|EX127933

gi|156909869|gb|EX110849
gil156900750|gb|EX102180
gi|308710470|gb|DK490449
gi|119431783|gb|DY024977
gi|156952291|gb|EX127933

gi|156909869|gb|EX110849
gi|156900750|gb|EX102180
gi|308710470|gb|DK490449
gi|119431783|gb|DY024977
gi|156952291|gb|EX127933

gi|156909869|gb|EX110849
gi|156900750|gb|EX102180
gi|308710470|gb|DK490449
gi|119431783|gb|DY024977
gi|156952291|gb|EX127933

gi1156909869|gb|EX110849
9i 1156900750 |gb|EX102180
9i 1308710470 |gb|DK490449
gi|119431783|gb|DY024977
9i 1156952291 |gb|EX127933

gi|156909869|gb|EX110849
gi|156900750|gb|EX102180
gi|308710470|gb|DK490449
gi|119431783|gb|DY024977
gi|156952291|gb|EX127933

gi|156909869|gb|EX110849
gi|156900750|gb|EX102180
gi|308710470|gb|DK490449
gi|119431783|gb|DY024977
gi|156952291|gb|EX127933

gi|156909869|gb|EX110849
gi|156900750|gb|EX102180
gi|308710470|gb|DK490449
gi|119431783|gb|DY024977
gi|156952291|gb|EX127933

911156909869 |gb|EX110849
gi1156900750|gb|EX102180
911308710470 |gb|DK490449
gi1119431783|gb|DY024977
911156952291 |gb|EX127933

911156909869 |gb|EX110849
911156900750 |gb|EX102180
911308710470 |gb|DK490449
gi|119431783|gb|DY024977
911156952291 |gb|EX127933

.1|DK4
.1|DYO
.1]EX1

.1]EX1
.1]EX1
.1|DK4
.1|DYO
.1]EX1

.11EX1
.1|EX1
.1|DK4
.1/DYO
.1|EX1

.11EX1
.11EX1
.1|DK4
.1/DYO
.1|EX1

J11EX1
J11EX1
.1|DK4
.1/DYO
.1|EX1

.1 1EXL
.1 EXL
.1|DK4
.11DY0
.1 EXL

L1EXL
L1|EXL
.1|DK4
.1|DYO
L1EXL

L1|EXL
L1EXL
.1|DK4
.1|DYO
L1EXL

.1 EX1
.1 EXL
.1|DK4
.11DY0
.1 EXL

.1 EXL
.1 EXL
.1|DK4
.11DY0
.1 EXL

.1 EXL
.1 EXL
.1|DK4
.11DY0
.1 EXL
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AGTAGGAGTGATCACTGGTTCTTGCCAATCTTGCGAATCTTGTAACCAAG
AGTAGGAGTGATCACTGGTTCTTGCCAGTCTTGCGAATCTTGTAACCAAG
AGTAGGAGTGATCACTGGTTCTTGCCAGTCTTGCGAATCTTGTAACCAAG

KAKK KA KA KA KAKAAAAAAAAAAAAAAAAAKN A A A A A A A AR A A A AR AR A AR KKK

ATCTTGAAAACTACTGTCCCCAAATGTCTTTCACCTACA----— ACTCCA
ATCTTGAAAACTACTGTCCCCAAATGTCTTTCACCTACA----— ACTCCA
ATCTTGAAAACTACTGTCCCCAAATGTCTTTCACCTACA----— ACTCCA
ATCTTGAAAACTACTGTCCCCAAATGTCTTTCACCTACA----— ACTCCA
ATCTTGAAAACTACTGTCCCCAAATGTCTTTCACCTACA----— ACTCCA

R I I KKk KKk KK

TAGGATCCGATGGAACCAAGACCTA-CGGTGGATATTCGGAGTCCATTGT
TAGGATCCGATGGAACCAAGACCTA-CGGTGGATATTCGGAGTCCATTGT
TAGGATCCGATGGAACCAAGACCTA-CGGTGGATATTCGGAGTCCATTGT
TAGGATCCGATGGAACCAAGACCTA-CGGTGGATATTCGGAGTCCATTGT
TAGGATCCGATGGAACCAAGACCTA-CGGTGGATATTCGGAGTCCATTGT

KA KA KA A A A A A KA A A A A KA A KA A A KAAKAAKN A A KA AR A AR A AR AR AR AR KRR K KK

GGTCGATCAACGTTTTGTC-TTACAGTTTCCCGAGGGATTGCCTAGCGAT
GGTCGATCAACGTTTTGTC-TTACAGTTTCCCGAGGGATTGCCTAGCGAT
GGTCGATCAACGTTTTGTC-TTGCAGTTTCCCGAGGGATTACCTAGCGAT
GGTCGATCAACGTTTTGTC-TTACAGTTTCCCGAGGGATTGCCTAGCGAT
GGTCGATCAACGTTTTGTC-TTACAGTTTCCCGAGGGATTGCCTAGCGAT

KAAA A AKX A A AAAAKAAKAKA KK Ak AKX AA A KA AR AN K K A AKX KKKk

TCGGGTGCCCCCTTGCTGTGTGCTGGT-ATCACTGTGTATAGTCCAATGA
TCGGGTGCCCCCTTGCTGTGTGCTGGT-ATCACTGTGTATAGTCCAATGA
TCGGGTGCCCCCTTGCTGTGTGCTGGA-ATCACTGTGTATAGTCCAATGA
TCGGGTGCCCCCTTGCTGTGTGCTGGT-ATCACTGTGTATAGTCCAATGA
TCGGGTGCCCCCTTGCTGTGTGCTGGT-ATCACTGTGTATAGTCCAATGA

R R R R R R R R I ER R R R R R R

AGTA-CTATGGTATGACCGAGCCAGGGAA--GCATTTGGGCGTGGCTGGA
AGTA-CTATGGTATGACCGAGCCAGGGAA--GCATTTGGGCGTGGCTGGA
AGTA-TTATGGTATGACCGAGCCTGGGAA--GCATTTGGGTGTGGCTGGA
AGTA-CTATGGTATGACCGAGCCAGGGAA--GCATTTGGGCGTGGCTGGA
AGTA-CTATGGTATGACCGAGCCAGGGAA--GCATTTGGGCGTGGCTGGA

* Kk k x RRR R R R R R R S R R R I R

-CTTGGTGGGCTT---GGTCATGTTGCTGTCAAGATTGGTAAAGCCTTTG
—-CTTGGTGGGCTT---GGTCATGTTGCTGTCAAGATTGGTAAAGCCTTTG
-CTTGGTGGGCTT---GGTCATGTTGCTGTCAAGATTGGTAAAGCCTTTG
-CTTGGTGGGCTT---GGTCATGTTGCTGTCAAGATTGGTAAAGCCTTTG
-CTTGGTGGGCTT---GGTCATGTTGCTGTCAAGATTGGTAAAGCCTTTG

Kk kKK Kk kKK kKk KA KA A A A A A A A KA A A A A A A A A A A A A A A AR KKk Kk

GTTTGAAAGTTACTGTGATTAGTTCTTCTCCTAGTAAAGAAGACGAAGCT
GTTTGAAAGTTACTGTGATTAGTTCTTCTCCTAGTAAAGAAGACGAAGCT
GTTTGAAAGTCACTGTGATTAGTTCTTCTCCTAGTAAAGAAGACGAAGCC
GTTTGAAAGTTACTGTGATTAGTTCTTCTCCTAGTAAAGAAGACGAAGCT
GTTTGAAAGTTACTGTGATTAGTTCTTCTCCTAGTAAAGAAGACGAAGCT

AR R R SRS EEEEEEEEEEEEEEEEEEE SRR R R R R R R RS S

ATTAATCGACTTGGTGCTGATTCGTTTCTTGTCTCATCTGATCCTCAGAA
ATTAATCGACTTGGTGCTGATTCGTTTCTTGTCTCATCTGATCCTCAGAA
ATTAATCGACTTGGTGCTGATTCGTTTCTTGTCTCATCTGATCCTCAGAA
ATTAATCGACTTGGTGCTGATTCGTTTCTTGTCTCATCTGATCCTCAGAA
ATTAATCGACTTGGTGCTGATTCGTTTCTTGTCTCATCTGATCCTCAGAA

AR SRS S S S S S SRS RS EERE R EEEEEE R R R R RS RS

GATGAAGGCTGCAATTGGAACTATGGACTATATTATCGATACGGTATCAG
GATGAAGGCTGCAATTGGAACTATGGACTATATTATCGATACGGTATCAG
GATGAAGGCTGCAATTGGAACAATGGACTATATTATCG-———-—-=-——————
GATGAAGGCTGCAATTGGAACTATGGACTATATTATCGATACGGTATCAG
GATGAAGGCTGCAATTGGAACTATGGACTATATTATCGATACGGTATCAG

B R e e e

CAGTACATGCTCTGTTTCCACTGCT-TGGTTTACTCAAAGTCAATGGAAA
CAGTACATGCTCTGTCTCCATTGCT-GGGTT-ACTCAA-GTCA-TGGAAA
CAGTACATGCTCTGTTTCCATTGCTTGGGTTTACTCAAAGT - -—-——————
CAGTACATGCTCTGTTTCCATTGCT-TGGTTTACTCAAAGTCAATGGAAA



gi1156909869|gb|EX110849
gil1156900750 |gb|EX102180
gi1308710470|gb|DK490449
gi1119431783|gb|DY024977
gi1156952291 |gb|EX127933

911156909869 |gb|EX110849
gil1156900750 |gb|EX102180
gi1308710470|gb|DK490449
gi1119431783|gb|DY024977
gi1156952291 |gb|EX127933

gil156909869|gb|EX110849
gi|156900750|gb|EX102180
gi|308710470|gb|DK490449
gi|119431783|gb|DY024977
gi|156952291|gb|EX127933

gi1156909869|gb|EX110849
gi 156900750 |gb|EX102180
gi]308710470|gb|DK490449
gi|119431783|gb|DY024977
gi|156952291|gb|EX127933

gi|156909869|gb|EX110849
gi|156900750|gb|EX102180
gi|308710470|gb|DK490449
gi|119431783|gb|DY024977
gi|156952291|gb|EX127933

gi|156909869|gb|EX110849
gi|156900750|gb|EX102180
gi|308710470|gb|DK490449
gi|119431783|gb|DY024977
gi|156952291|gb|EX127933

gi|156909869|gb|EX110849
gi|156900750|gb|EX102180
gi|308710470|gb|DK490449
gi|119431783|gb|DY024977
gi|156952291|gb|EX127933

gi|156909869|gb|EX110849
gi|156900750|gb|EX102180
gi|308710470|gb|DK490449
gi|119431783|gb|DY024977
gi|156952291|gb|EX127933

gi|156909869|gb|EX110849
gi|156900750|gb|EX102180
gi|308710470|gb|DK490449
gi|119431783|gb|DY024977
gi|156952291|gb|EX127933

.1]EX1
.1]EX1
.1|DK4
.1|DYO
.1]EX1

.1]EX1
.1]EX1
.1|DK4
.1|DYO
.1]EX1

.1]EX1
.1]EX1
.1|DK4
.11DY0
.1]EX1

.1]EX1
.1]EX1
.1|DK4
.11DY0
.1]EX1

.1]EX1
.1]EX1
.1|DK4
.11DY0
.1]EX1

L1|EXL
L1]EXL
.1|DK4
.1|DYO0
L1EXL

.1 1EXL
.1 EXL
.1|DK4
.11DY0
.1 EXL

.1 EXL
.1 EXL
.1|DK4
.11DY0
.1 EXL

.1 EXL
.1 EXL
.1|DK4
.11DY0
.1 EXL
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CLUSTAL 2.1 multiple sequence alignment: BJMInd-4

gi|151252734|gb|EV163153
gi1254059708|gb|GR718752
gi]308643111|gb|DK538367
gi|308667728|gb|DK536545
gi|151009225|gb|EV023038
gi1308607906|gb|DK523319

.1EVL
.1|GR7
.1|DK5
.1|DK5
.11EVO
.1|DK5

GAAAACCGTTGCCGATGTTTCAACAAAGGGTGTATGACCAGATTGTGACA



gi|151252734|gb|EV163153
gi|254059708|gb|GR718752
gi|308643111|gb|DK538367
gi|308667728|gb|DK536545
gi|151009225|gb|EV023038
gi|308607906|gb|DK523319

gi|151252734|gb|EV163153
gi]|254059708|gb|GR718752
gi|308643111|gb|DK538367
gi|308667728|gb|DK536545
gi|151009225|gb|EV023038
gi|308607906|gb|DK523319

gi|151252734|gb|EV163153
gi|254059708|gb|GR718752
gi|308643111|gb|DK538367
gi|308667728|gb|DK536545
gi|151009225|gb|EV023038
gi|308607906|gb|DK523319

gi|151252734|gb|EV163153
gi|254059708|gb|GR718752
gi|308643111|gb|DK538367
gi|308667728|gb|DK536545
gi|151009225|gb|EV023038
gi|308607906|gb|DK523319

gi|151252734|gb|EV163153
gi|254059708|gb|GR718752
gi|308643111|gb|DK538367
gi|308667728|gb|DK536545
gi|151009225|gb|EV023038
gi|308607906|gb|DK523319

gi|151252734|gb|EV163153
gi 254059708 |gb|GR718752
gi|308643111|gb|DK538367
gi|308667728|gb|DK536545
gi|151009225|gb|EV023038
gi|308607906|gb|DK523319

gi|151252734|gb|EV163153
gi|254059708 | gb|GR718752
gi|308643111|gb|DK538367
gi|308667728|gb|DK536545
gi|151009225|gb|EV023038
gi1308607906|gb|DK523319

gi|151252734|gb|EV163153
gi|254059708 |gb|GR718752
gi|308643111|gb|DK538367
gi|308667728|gb|DK536545
gi|151009225|gb|EV023038
gi1308607906|gb|DK523319

911151252734 |gb|EV163153
gi|254059708 | gb|GR718752
911308643111 |gb|DK538367
911308667728 |gb|DK536545
gi1151009225|gb|EV023038
911308607906 |gb|DK523319

gi|151252734|gb|EV163153
911254059708 |gb|GR718752
gi1308643111|gb|DK538367

.1]EVL
.1|GR7
.1|DK5
.1|DK5
.1|EVO
.1|DK5

.1]EV1
.1|GR7
.1|DK5
.1|DK5
.1|EVO
.1|DK5

.1]EV1
.1|GR7
.1|DK5
.1|DK5
.11EVO
.1|DK5

.1|EV1
.1|GR7
.1|DK5
.1|DK5
.1|EVO
.1|DK5

L1EVL
.1|GR7
.1|DK5
.1|DK5
.11EVO
.1|DK5

1|EVL
.1|GR7
.1|DK5
.1|DK5
.11EVO
.1|DK5

.1]EV1
.1|GR7
.1|DK5
.1|DK5
.1|EVO
.1|DK5

.1|EV1
.1|GR7
.1|DK5
.1|DK5
.1|EV0
.1|DK5

.1|EV1
.1|GR7
.1|DK5
.1|DK5
.1|EV0
.1|DK5

.1EVL
.1|GR7
.1|DK5
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——--GAAAGGACTGCCGTACATGGAGGACCATGCAGAGCGTACATGCGCAA
————— AGGACTGCCGTACATGGAGGACCATGCAGAGCCGTACATGCGCAA

TTTGGTGGCAAAGGATGTTGTTGCTGGACCTTTGTTATCCTTTTCGAGAG
TTTGGTGGCAAAGGATGTTGTTGCTGGACCTTTGTTATCCTTTTCGAGAG
—-——-GTGGCAAAGGATGTTGTTGCTGGACCTTTGTTATCCTTTTCGAGAG
TTTGGTGGCAAAGGATGTTGTTGCTGGACCTTTGTTATCCTTTTCGAGAG

TTGAAAAGGTTGGGGTAATATGGCAGGCTTTAAAGATGACTAGTCATAAT
TTGAAAAGGTTGGGGTAATATGGCAGGCTTTAAAGATGACTAGTCATAAT
TTGAAAAGGTTGGGGTAATATGGCAGGCTTTAAAGATGACTAGTCATAAT
TTGAAAAGGTTGGGGTAATATGGCAGGCTTTAAAGATGACTAGTCATAAT

GGTTTCCCTGTGATTGATGAGCCACCTTTTACTGAAGCTTCTGAGCTTTG
GGTTTCCCTGTGATTGATGAGCCACCTTTTACTGAAGCTTCTGAGCTTTG
GGTTTCCCTGTGATTGATGAGCCGCCTTTTACTGAAGCTTCTGAGCTTTG
GGTTTCCCTGTGATTGATGAGCCACCTTTTACTGAAGCTTCTGAACTTTG

CCCGCCGGGGAAGAAGACGCGGAGGGGACCAGATCTCCCAGGATGGCGGA
—————————————————————————————— GCTTCTCCAAGGGAAGAGAT
TGGGATTGCCTTGAGATCCCATCTGCTTGTGCTTCTCCAAGGGAAGAGAT
TGGGATTGCCTTGAGATCCCATCTGCTTGTGCTTCTCCAAGGGAAGAGAT
TGGGATTGCCTTGAGATCCCATCTGCTTGTGCTTCTCCAAGGGAAGAGAT
TGGGATTGCCTTGAGATCCCATCTGCTTGTGCTTCTCCAAGGGAAGAGAT

*kkkk  kkk *  *

GGAAGAANNGGATGTCCCTGCAGTCCGGTCCGGAATTCCCGGGTCGACCC
TCTCAAAGCAGAAAACC--ACATTCGGTTCTCAAATTCTTAGA-—————~
TCTCAAAGCAGAAAACG--ACGTTCGGTTCTCAAATTCTTAGA-—————~
TCTCAAAGCAGAAAACG--ACGTTCGGTTCTCAAATTCTTAGA-—————~
TCTCAAAGCAGAAAACG--ACGTTCGGTTCTCAARATTCTTAGA-———-—~
TCTCAAAGCAGAAAACG--ACGTTCGGTTCTCAAATTCTTAGA-—————~

* * * x * * * Kk  kx  k K * Kk Kk *

AGCGTCCGCAAAGCTCGCGACTTTGCGAAAGCAGGGTTAGGGAAAGGGCT
—---AGCTGCAAAGCTCGCGACTTTGCGAAAGCAGGGTTAGGGAAAGGGCT
—---AGCTGCAAAGCTCGCGACTTTGCGAAAGCAGGGTTAGGGAAAGGGCT
—--AGCTGCAAAGCTCGCGACTTTGCGAAAGCAGGGTTAGGGAAAGGGCT
—--AGCTGCAAAGCTCGCGACTTTGCGAAAGCAGGGTTAGGGAAAGGGCT
—---AGCTGCAAAGCTCGCGACTTTGCGAAAGCAGGGTTAGGGAAAGGGCT

R S S SRR EREEEEE SRR R R R R R R RS R

CAAGATTGAAGATTTGGTTATAAGTGGTGAG---GAGATGGAGATGTATG
CAAGATTGAAGATTTGGTTATAAGTGGTGAG---GAGATGGAGATGTATG
CAAGATTGAAGATTTGGTTATAAGTGGTGAG---GAGATGGAGATGTATG
CAAGATTGAAGATTTGGTTATAAGTGGTGAG---GAGATGGAGATGTATG
CAAGATTGAAGATTTGGTTATAAGTGGTGAG---GAGATGGAGATGTATG
CAAGATTGAAGATTTGGTTATAAGTGGTGAG---GAGATGGAGATGTATG

PR R R SRR R R EEEEEEE R R RS S S KA KKk Kk kK kkkkkk ko

TTGATCTTCATCCCATCACTAACACATCTCCATACACTGTGCTTGAGACT
TTGATCTCCATCCCATCACCAACACATCTCCATACACTGTGCTTGAGACT
TTGATCTTCATCCCATCACTAACACATCTCCATACACTGTGCTTGAGACT
TTGATCTTCATCCCATCACTAACACATCTCCATACACTGTGCTTGAGACT
TTGATCTTCATCCCATCACTAACACATCTCCATACACTGTGCTTGAGACT
TTGATCTTCATCCCATCACTAACACATCTCCATACACTGTGCTTGAGACT

KAk hkhkhhk KAAKAhkAhAdAhA*h KAk AAA A AR FA KA KA IA KA KA A FA KA KK A K

TTGTCTCTGGCTAAAGCGGCCATTCTTTTCCGCCAACTTG----— GCCTT
TTGTCTCTAGCTAAAGCGGCCATTCTTTTCCGGCAACTTG-———— GCCTT
TTGTCTCTGGCTAAAGCGGCCATTCTTTTCCGCCAACTTG-—---— GCTTT



gi|308667728|gb|DK536545.1|DK5
gi|151009225|gb|EV023038.1|EV0
gi|308607906|gb|DK523319.1|DK5

gi|151252734|gb|EV163153.1|EV1
gi|254059708|gb|GR718752.1|GR7
gi|308643111|gb|DK538367.1|DK5
gi|308667728|gb|DK536545.1|DK5
gi|151009225|gb|EV023038.1|EV0
gi|308607906|gb|DK523319.1|DK5

gi|151252734|gb|EV163153.1|EV1
gi 1254059708 |gb|GR718752.1|GR7
gi1308643111|gb|DK538367.1|DK5
gi 1308667728 |gb|DK536545.1 | DK5
gi|151009225|gb|EV023038.1|EVO0
gi 1308607906 |gb|DK523319.1|DK5

gi|151252734|gb|EV163153.1|EV1
gi|254059708|gb|GR718752.1|GR7
gi|308643111|gb|DK538367.1|DK5
gi|308667728|gb|DK536545.1|DK5
gi|151009225|gb|EV023038.1|EV0
gi|308607906|gb|DK523319.1|DK5

gi|151252734|gb|EV163153.1|EV1
gi|254059708|gb|GR718752.1|GR7
gi|308643111|gb|DK538367.1|DK5
gi|308667728|gb|DK536545.1|DK5
gi|151009225|gb|EV023038.1|EV0
gi|308607906|gb|DK523319.1|DK5

gi|151252734|gb|EV163153.1|EV1
gi|254059708 |gb|GR718752.1|GR7
gi|308643111|gb|DK538367.1|DK5
gi|308667728|gb|DK536545.1|DK5
gi|151009225|gb|EV023038.1|EV0
gi|308607906|gb|DK523319.1|DK5

gi|151252734|gb|EV163153.1|EV1
gi|254059708|gb|GR718752.1|GR7
gi|308643111|gb|DK538367.1|DK5
gi|308667728|gb|DK536545.1|DK5
gi|151009225|gb|EV023038.1|EV0
gi|308607906|gb|DK523319.1|DK5

gi|151252734|gb|EV163153.1|EV1
gi|254059708|gb|GR718752.1|GR7
gi|308643111|gb|DK538367.1|DK5
gi|308667728|gb|DK536545.1|DK5
gi|151009225|gb|EV023038.1|EV0
gi|308607906|gb|DK523319.1|DK5

gil151252734 |gb|EV163153.1|EV1
gi1254059708 |gb|GR718752.1|GR7
911308643111 |gb|DK538367.1|DK5
911308667728 |gb|DK536545.1|DK5
gi1151009225|gb|EV023038.1|EV0
911308607906 |gb|DK523319.1|DK5

gil1151252734 |gb|EV163153.1|EV1
911254059708 |gb|GR718752.1|GR7
911308643111 |gb|DK538367.1|DK5
gi1308667728|gb|DK536545.1|DK5
gi1151009225|gb|EV023038.1|EV0
gi1308607906|gb|DK523319.1|DK5
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TTGTCTCTGGCTAAAGCGGCCATTCTTTTCCGCCAACTTG-———— GCCTT
TTGTCTCTGGCTAAAGCGGCCATTCTTTTCCGCCAACTTG-———— GCCTT
TTGTCTCTGGCTAAAGCGGCCATTCTTTTCCGCCAACTTG----— GCCTT
Kok khkkkkk KAk kkkkkkkhkhkhkkkkxkkkkh ok KokKkkkk* K,k kK

CGCCACTTGTGTGTGGTGCCCAAAACACCAGGGAGACCGCCTATTGTTGG
CGCCACTTGTGTGTGGTGCCCAAAACACCAGGGAGACCGCCTATTGTTGG
CGCCACTTGTGTGTGGTGCCCAAAACACCAGGGAGACCGCCTATTGTTGG
CGCCACTTGTGTGTGGTGCCCAAAACACCAGGGAGACCGCCTATTGTTGG
CGCCACTTGTGTGTGGTGCCCAAAACACCAGGGAGACCGCCTATTGTTGG
CGCCACTTGTGTGTGGTGCCCAAAACACCAGGGAGACCGCCTATTGTTGG

R R R R R S

GATACT----TACAAGGCATGATT-TCATGCCGGAACATGTCCTAGGACT
GATACT----TACAAGGCATGATT-TCATGCCGGAACATGTCCTAGGACT
GATACT----TACAAGGCATGATT-TCATGCCGGAACATGTCCTAGGACT
GATACT----TACAAGGCATGATT-TCATGCCGGAACATGTCCTAGGACT
GATACT----TACAAGGCATGATT-TCATGCCGGAACATGTCCTAGGACT
GATACT----TACAAGGCATGATT-TCATGCCGGAACATGTCCTAGGACT
* ok k ok k hokkhkhk kA kKKK KKK Hhokhkhhhhhhk k&K KKKk kkkkkk*

CTACCCTCACATTGATCCTCTCAAGTGAAACCTGGTGATGAGGAATTGAG
CTACCCTCACATTGATCCTCTCAAGTGAAACCTG----TTAGCCGTT---
CTACCCTCACATTGATCCTCTCAAGTGAAACCTGGTGATAAGGAATTGAG
CTACCCTCACATTGATCCTCTCAAGTGAAACCTGGTGATGAGGAATTGAG
CTACCCTCACATTGATCCTCTCAAGTGAAACCTGGTGATGAGGAATTGAG

CTACCCTCACATTGATCCTCTCAAGTGAAACCTGGTGATGAGGAATTGAG
Kk K ok ok kK ok ok ko k kK ok ok k ke k ok ok ok ok kK k ok ok ok k ok Kk * Kk * %

AAAAAGTCTAATAGATTGTTTTCATTTTATTCTCATTGTGATGAACATGT
——TTAGTCTTCCTTGTTGCTTGCATTTGGTATTACTTTTTTTTGGT-TTC
AAAAAGTCTACTAGATTGGTTTCATTTTATTCTCACTGTGATGAACATGT
AAAAAGTCTAATAGATTGTTTTCATTTTATTCTCATTGTGATGAACATGT
AAAAAGTCTAATAGATTGTTTTCATTTTATTCTCATTGTGATGAACATGT
AAAAAGTTTAATAGATTGTTTTCATTTTATTCTCATTGTGATGAACATGT

K,k Kk Kk kkk kk kkkEkKX Kk K * Kk * *
G----CATATCAAAATCGAAAACAGATTTGCAATTCTATTTGCTCTCATT
A----TGTAATAAAACATTTCCTTTCCAGGTGATAAGGAATTGAGAAAAA
G----CATATCAAAATCGAAAACAGATTTGCAATTCTATTTGCTCTCATT
G----CATATCAAAATCGAAAACAGATTTGCAATTTTATTTGCTCTCATT
G----CATATCAAAATCGAGAACAGATTTGCAATTC-—-————-—-—-——————
G----CATATCAAAATCGAAAACAGATTTGCAATTCTATTTGCTCTCATT
K,k kkkk *  kk

GTCCAGAATTATATATTTACTAAAATTATTTGG-TATGAAGAATAATGGG
GTCCAATAGATTGTTTTCATTTTATT--CTCGT-TGTGATGAACTGTGCA
GTCCAGAATTATATATTTACTAAAATTATTTGG-TATGAAGAATAATGGG
GTCCAGAATTATATATTTACTAAAATTATTTGG-TATGAAGAATAAAAAA

-ATTGTG-CAAAARACAAACATGCGAGTCTTTACATAACAATAACGCAGG
TATCANAATCGAAAACAGATTTGTAATTCNNAANANAAAANTAAAAAATA
~ATTGTGC === === === m—m ==
AAAAAAAAAC— === == == mmmmm o

GCGGCCCCTCTAGAGGATCCAAGCTTACTTACCCGTGCATGCGACGTCAT
AAAAA----AAAAAAAATATAAACAAAAG-————————————————————



gi|151252734|gb|EV163153
gi]254059708|gb|GR718752
gi|308643111|gb|DK538367
gi|308667728|gb|DK536545
gi|151009225|gb|EV023038
gi|308607906|gb|DK523319

gi1151252734|gb|EV163153
gi]254059708|gb|GR718752
gi]308643111|gb|DK538367
gi|308667728|gb|DK536545
gi|151009225|gb|EV023038
gi]308607906|gb|DK523319

gi|151252734|gb|EV163153
gi|254059708|gb|GR718752
gi|308643111|gb|DK538367
gi|308667728|gb|DK536545
gi|151009225|gb|EV023038
gi|308607906|gb|DK523319

gi|151252734|gb|EV163153
gi|254059708|gb|GR718752
gi|308643111|gb|DK538367
gi|308667728|gb|DK536545
gi|151009225|gb|EV023038
gi|308607906|gb|DK523319

gi|151252734|gb|EV163153
gi 254059708 |gb|GR718752
gi|308643111|gb|DK538367
gi|308667728|gb|DK536545
gi|151009225|gb|EV023038
gi|308607906|gb|DK523319

gi|151252734|gb|EV163153
gi 254059708 |gb|GR718752
gi|308643111|gb|DK538367
gi|308667728|gb|DK536545
gi|151009225|gb|EV023038
gi|308607906|gb|DK523319

gi|151252734|gb|EV163153
gi 254059708 |gb|GR718752
gi|308643111|gb|DK538367
gi|308667728|gb|DK536545
gi|151009225|gb|EV023038
gi|308607906|gb|DK523319

gi|151252734|gb|EV163153
gi|254059708|gb|GR718752
gi|308643111|gb|DK538367
gi|308667728|gb|DK536545
gi|151009225|gb|EV023038
gi|308607906|gb|DK523319

.1]EVL
.1|GR7
.1|DK5
.1|DK5
.1|EVO
.1|DK5

.1]EV1
.1|GR7
.1|DK5
.1|DK5
.1|EVO
.1|DK5

.1]EV1
.1|GR7
.1|DK5
.1|DK5
L1EVO
.1|DK5

.1]EV1
.1|GR7
.1|DK5
.1|DK5
L1EVO
.1|DK5

1|EVL
.1|1GR7
.1|DK5
.1|DK5
.1|EVO
.1|DK5

L1EVL
.1|GR7
.1|DK5
.1|DK5
.11EVO
.1|DK5

L1EVL
.1|GR7
.1|DK5
.1|DK5
.11EVO
.1|DK5

.1EVL
.1|GR7
.1|DK5
.1|DK5
.11EVO
.1|DK5
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TCCGTCTTGGCTGGAATACCCTGGCGGTACCCACTTAATCGCCTTGGCAG

CLUSTAL 2.1 multiple sequence alignment: BJMRep-1

911156905918 |gb|EX106898
911308697906 |gb|DK516647
911308608003 |gb|DK523700
911150081099 |gb|EE443838
911308668845 |gb|DK533499

.1 EXL
.1|DK5
.1|DK5
.1|EE4
.1|DK5

CTCTTCATTAGACATAAGGTATCAGTTCATACCTCAGATGATATTCTGAA



gi|156905918|gb|EX106898
gi|308697906|gb|DK516647
gi|308608003|gb|DK523700
gi|150081099|gb|EE443838
gi|308668845|gb|DK533499

gi|156905918|gb|EX106898
gi|308697906|gb|DK516647
gi|308608003|gb|DK523700
gi|150081099|gb|EE443838
gi|308668845|gb|DK533499

gi 1156905918 |gb|EX106898
gi1308697906|gb|DK516647
gi1308608003|gb|DK523700
gi 150081099 |gb|EE443838
gi 1308668845 |gb|DK533499

gi|156905918|gb|EX106898
gi|308697906|gb|DK516647
gi|308608003|gb|DK523700
gi|150081099|gb|EE443838
gi|308668845|gb|DK533499

9i 1156905918 |gb|EX106898
911308697906 |gb|DK516647
9i 1308608003 |gb|DK523700
gi 150081099 |gb|EE443838
gi 1308668845 |gb|DK533499

gi|156905918|gb|EX106898
gi|308697906|gb|DK516647
gi|308608003|gb|DK523700
gi|150081099|gb|EE443838
gi|308668845|gb|DK533499

gi|156905918|gb|EX106898
gi|308697906|gb|DK516647
gi|308608003|gb|DK523700
gi|150081099|gb|EE443838
gi|308668845|gb|DK533499

gi|156905918|gb|EX106898
gi|308697906|gb|DK516647
gi|308608003|gb|DK523700
gi|150081099|gb|EE443838
gi|308668845|gb|DK533499

gi|156905918|gb|EX106898
911308697906 |gb|DK516647
911308608003 |gb|DK523700
9i1150081099|gb|EE443838
911308668845 |gb|DK533499

gi|156905918|gb|EX106898
911308697906 |gb|DK516647
911308608003 |gb|DK523700
gi1150081099|gb|EE443838
911308668845 |gb|DK533499

911156905918 |gb|EX106898
911308697906 |gb|DK516647
911308608003 |gb|DK523700
911150081099 |gb|EE443838

.1]EX1
.1|DK5
.1|DK5
.1|EE4
.1|DK5

.1]EX1
.1|DK5
.1|DK5
.1|EE4
.1|DK5

.1]EX1
.1|DK5
.1|DK5
.1|EE4
.1|DK5

L1EX1
.1|DK5
.1|DK5
.1|EE4
.1|DK5

L11EX1
.1|DK5
.1|DK5
.1|EE4
.1|DK5

L1]EXL
.1|DK5
.1|DK5
.1|EE4
.1|DK5

L1|EXL
.1|DK5
.1|DK5
.1|EE4
.1|DK5

L1EXL
.1|DK5
.1|DK5
.1|EE4
.1|DK5

.1|EX1
.1|DK5
.1|DK5
.1|EE4
.1|DK5

.1|EX1
.1|DK5
.1|DK5
.1|EE4
.1|DK5

.1 EXL
.1|DK5
.1|DK5
.1|EE4
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————————————————————————————————— TACATGTTTCTAAGTCC
—————————————————————————————————— CATGTTTCTAAGTCCA
GATCACAAGCGGACTTGTATCATGTGATGATCTACATGTTTCTGAGTCCC

AACTGAAGAACTTGGTGAAATGAGTTGTTCTGGGGCCAACGTCTACTTCA
ACCGAAGAACTTGGTGAAAATGAGTTGTTCTGGGGCCAACGTCCACTTCA
ACCGAAGAACTTGGTGAAAACGAGTTGTTCTGGGGCCAGCGTCCACTTCA

GATTTTGTTACTGCTTATGGCATTCATCGCTGTCCCATGGATGCTTTTTC
GATTTTGTTACTGCTTATGGCATTCATCGCTGTCCCATGGATGCTTTTTC
GATTTTGTTATTGCTTATGGCATTCATTGCCGTTCCATGGATGCTTTTCC

CTAAACCCTTTGCTCTCAGGAAAATTCACATGGAGAGGTTTCAAGGTCGC
CTAAACCCTTTGCTCTCAGGAAAATTCACATGGAGAGGTTTCAAGGTCGC
CAAAACCTTTTGCACTCAGGAAAATTCACATGGAGAGGTTTCAAGGTCGA

———————————————————————————— GTGATCTGGATGTAGAACCAGG
ACGTACGGTGTTCTTGGTACTTCTGAGGTGGATCTGGATGTAGAACCAGG
ACGTACGGTGTTCTTGGTACTTCTGAGGTGGATCTGGATGTAGAACCAGG
ACTTACGGCGTTCTAGGTACTTCTGAGGTGGATCTGGATGTAGAGCCAGA

CTCAGCTAGAGGCCATCAGGAAGAAGAGTTCAACTTCAGCGAGATTTTTG
CTCAGCTAGAGGCCATCAGGAAGAAGAGTTCAACTTCAGCGAGATTTTTG
CTCAGCTAGAGGCCATCAGGAAGAAGAGTTCAACTTCAGCGAGATTTTTG
CTCAGCTAGAGGGCATCAGGAAGAAGAGTTTAACTTCAGCGAGATATTTG

————————————————————————————————————— TTCAGTTTCTAAC
TACATCAATTGATTCACTCCATAGAGTTTGTTCTAGGTTCAGTTTCTAAC
TACATCAATTGATTCACTCCATAGAGTTTGTTCTAGGTTCAGTTTCTAAC
TACATCAATTGATTCACTCCATAGAGTTTGTTCTAGGTTCAGTTTCTAAC
TCCATCAGTTGGTTCACTCCATAGAGTTTGTTCTAGGTTCAGTATCTAAC

khkkkkk kkkkkk

ACAGCATCTTACCTTCGTCTCTGGGCTCTTAGTTTGGCTCATTCGGAATT
ACAGCATCTTACCTTCGTCTCTGGGCTCTTAGTTTGGCTCATTCGGAATT
ACAGCATCTTACCTTCGTCTCTGGGCTCTTAGTTTGGCTCATTCGGAATT
ACAGCATCTTACCTTCGTCTCTGGGCTCTTAGTTTGGCTCATTCGGAATT
ACAGCATCTTATCTTCGTCTCTGGGCTCTGAGTTTGGCTCATTCGGAATT

AR R S E S EEIES SRR R R EEEE RS IR REEE R R R R R R R R R R RS

GTCGACGGTCTTCTATGAGAAAGTTCTTCTTCTTGCCTGGGGGTATGAGA
ATCGACGGTCTTCTATGAGAAAGTTCTTCTTCTTGCCTGGGGGTATGAGA
ATCGACGGTCTTCTATGAGAAAGTTCTTCTTCTTGCCTGGGGGTATGAGA
GTCGACGGTCTTCTATGAGAAAGTTCTTCTTCTTGCCTGGGGGTATGAGA
GTCGACGGTTTTCTATGAGAAAGTTCTTCTTCTTGCCTGGGGGTATGAGA

KAK KKK hK KA A A I A A A A KA I I A KA KA I I A KA KA K FA KA KA K I A KA KKK

ACATTTTGATCAGGTTAATCGGATTAGTGGTGTTTGCGTTTGCAACAGCG
ACATTTTGATCAGGTTAATCGGATTAGTGGTGTTTGCGTTTGCAACAGCG
ACATTTTGATCAGGTTAATCGGATTAGTGGTGTTTGCGTTTGCAACAGCG
ACATTTTGATCAGGTTAATCGGATTAGTGGTGTTTGCGTTTGCAACAGCG



gi|308668845|gb|DK533499

gi|156905918|gb|EX106898
gi|308697906|gb|DK516647
gi|308608003|gb|DK523700
gi|150081099|gb|EE443838
gi|308668845|gb|DK533499

gi|156905918|gb|EX106898
gi|308697906|gb|DK516647
gi|308608003|gb|DK523700
gi|150081099|gb|EE443838
gi|308668845|gb|DK533499

gi 1156905918 |gb|EX106898
gi1308697906|gb|DK516647
gi1308608003|gb|DK523700
gi 150081099 |gb|EE443838
gi 1308668845 |gb|DK533499

gi|156905918|gb|EX106898
gi|308697906|gb|DK516647
gi|308608003|gb|DK523700
gi|150081099|gb|EE443838
gi|308668845|gb|DK533499

9i 1156905918 |gb|EX106898
gi1308697906|gb|DK516647
gi1308608003|gb|DK523700
gi 150081099 |gb|EE443838
91308668845 |gb|DK533499

gi|156905918|gb|EX106898
gi|308697906|gb|DK516647
gi|308608003|gb|DK523700
gi|150081099|gb|EE443838
gi|308668845|gb|DK533499

gi|156905918|gb|EX106898
gi|308697906|gb|DK516647
gi|308608003|gb|DK523700
gi|150081099|gb|EE443838
gi|308668845|gb|DK533499

gi|156905918|gb|EX106898
gi|308697906|gb|DK516647
gi|308608003|gb|DK523700
gi|150081099|gb|EE443838
gi|308668845|gb|DK533499

9i1156905918|gb|EX106898
911308697906 |gb|DK516647
911308608003 |gb|DK523700
gi1150081099|gb|EE443838
911308668845 |gb|DK533499

911156905918 |gb|EX106898
911308697906 |gb|DK516647
911308608003 |gb|DK523700
gi1150081099|gb|EE443838
911308668845 |gb|DK533499

911156905918 |gb|EX106898
911308697906 |gb|DK516647

.1|1DK5

.1]EX1
.1|DK5
.1|DK5
.1|EE4
.1|DK5

.1]EX1
.1|DK5
.1|DK5
.1|EE4
.1|DK5

.1]EX1
.1|DK5
.1|DK5
.1|EE4
.1|DK5

.1]EX1
.1|DK5
.1|DK5
.1|EE4
.1|DK5

.1]EX1
.1|DK5
.1|DK5
.1|EE4
.1|DK5

L1]EXL
.1|DK5
.1|DK5
.1|EE4
.1|DK5

L1EXL
.1|DK5
.1|DK5
.1|EE4
.1|DK5

.1 EXL
.1|DK5
.1|DK5
.1|EE4
.1|DK5

.1 1EX1
.1|DK5
.1|DK5
.1|EE4
.1|DK5

.1 1EX1
.1|DK5
.1|DK5
.1|EE4
.1|DK5

.1]EX1
.1|DK5
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ACATTTTGATCCGGTTAATCGGAGTAGTGGTGTTTGCGTTTGCAACAGCT

KAKKAKAKAKAKAKAAKN AAAAAAAAKAAKN A AAAAAAA A A A A A AN A A A A AKX KKKk

TTTATACTTCTGATGATGGAAACACTGAGTGCGTTTCTTCATGCTCTGCG
TTTATACTTCTGATGATGGAAACACTGAGTGCGTTTCTTCATGCTCTGCG
TTTATACTTCTGATGATGGAAACACTGAGTGCGTTTCTTCATGCTCTGCG
TTTATACTTCTGATGATGGAAACACTGAGTGCGTTTCTTCATGCTCTGCG
TTTATACTTCTGATGATGGAAACACTAAGTGCGTTTCTTCATGCGCTGCG

KAKKAKAA KA A A AKX A A AAAAAAAAAAAKN AAAAAAAA A A A A AN K KK, Ak KKK

TCTTCACTGGGTTGAGTTCATGGGGAAGTTCTTCCATGGAGATGGTTACA
TCTTCACTGGGTTGAGTTCATGGGGAAGTTCTTCCATGGGGATGGTTACA
TCTTCACTGGGTTGAGTTCATGGGGAAGTTCTTCCATGGGGATGGTTACA
TCTTCACTGGGTTGAGTTCATGGGGGAGTTCTTCCATGGAGATGGTTACA
TCTTCACTGGGTTGAATTCATGGGGAAGTTCTTTCATGGAGATGGTTACA

KAKAAKAAKAKAAKAKAAKAAKN AAAAAAKAAKN AKX AAAAK AAKAKA* A XA KA AKX KKK

AGTTCAAGCCTTTCTCATTTGCTTTAATCTCAAATGACGATGAATAAAGT
AGTTCAAGCCTTTCTCATTTGCTTTAATCTCAAATGACGATGAATAAAGT
AGTTCAAGCCTTTCTCATTTGCTTTAATCTCAAATGACGATGAATAAAGT
AGGTCAAGCCTTTCTCATTTGC-—==—==——————————————————————
AGTTCAAGCCTTTCTCTTTTGCTTTGATCTCAGATGACGATGAATAAATT

KK KKK AKAAKAKA KA KA KK KKKk K

ATACCCT-—-=—===———- CTAAGCCATTTGCACATCCCACTTTCCCCTCAA
CTACCCTAGAATCCTC-CTAAGCCATTTGCGCATCCCACTTTCCCCTCAA
CTACCCTAGAATCCTC-CTAAGCCATTTGCGCATCCCACTTTCCCCTCAA

CAACCTTAAACTCCTCAGCCAGCCATTTGCACATCCCACTTTCCCCTCAC

TTATCCACCCCAGAAAGAATATATAGAAGAAAATTTGCTCGAAACAGATT
TTATCCACCCCAAAAAGAATATATAGAAGAAAATTTGCTCGAAACAGATT
TTATCCACCCCAAAAAGAATATATAGAAGAAAATTTGCTCGAAACAGATT

—ATACGGTAACATCCATTTGCTTCGTCTTTTACTTTTTAAATCTTTTTAA
TATACGGTAACATCCATTTGCTTCGTCTTTTACTTTTTAAATCTTTTTAA
TATACGGTAACATCCATTTGCTTCGTCTTTTACTTTTTAAATCTTTTTAA

CCGAAGCTTTTGAAATTAGTATTGTAGTTAATGACAAAAGTTGAGAATGT
CCGAAGCTTTTGAAATTAGTATTGTAGTTAATGACAAAAGTTGAGAATGT
CCGAAGCTTTTGAAATTAGTATTGTAGTTAATGACAAAAGTTGAGAATGT

CTTTGTTTACCCT-TAAAAGCAGAACATGTTAGATCACTTTT-GAGTTTT
CTTTGTTTACCCCCTAAAAGCAGAACATGTTAGATCACTTTTTGAGTTTT

TTTTCTTTAATACATACA-ACATCCCTA-—-——————=——————————————
CTTTCTTTGATACATACATATATCCCTGTCATGGATTTTTTGGAGGCGAG

AAAACATACGTGAACT



gi|308608003|gb|DK523700
gi|150081099|gb|EE443838
gi|308668845|gb|DK533499

.1|DK5
.1|EE4
.1|DK5
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CLUSTAL 2.1 multiple sequence alignment: BJMRep-2

gil112357842|gb|AM388079
gil1126478782|gb|EE463476
911254058229 |gb|GR717181
gil156886210|gb|EX088281
gil156895467|gb|EX096943
gi1122031612|gb|EH420477
gi]308632147|gb|DK459783
gi]308655591|gb|DK508159
911150899080 |gb|ES929538
gi|308712336|gb|DK468165

gi|112357842|gb|AM388079
gi|126478782|gb|EE463476
gi|254058229|gb|GR717181
gi|156886210|gb|EX088281
gi|156895467|gb|EX096943
gi|122031612|gb|EH420477
gi|308632147|gb|DK459783
gi|308655591|gb|DK508159
gi|150899080|gb|ES929538
gi|308712336|gb|DK468165

gi|112357842|gb|AM388079
gi|126478782|gb|EE463476
gi|254058229|gb|GR717181
gi|156886210|gb|EX088281
gi|156895467|gb|EX096943
gi|122031612|gb|EH420477
gi|308632147|gb|DK459783
gi|308655591|gb|DK508159
gi|150899080|gb|ES929538
gi|308712336|gb|DK468165

gi|112357842|gb|AM388079
gi|126478782|gb|EE463476
gi|254058229|gb|GR717181
gi|156886210|gb|EX088281
gi|156895467|gb|EX096943
gi|122031612|gb|EH420477
gi|308632147|gb|DK459783
gi|308655591|gb|DK508159
gi|150899080|gb|ES929538
gi|308712336|gb|DK468165

9i1112357842|gb|AM388079
gi1126478782|gb|EE463476
911254058229 |gb|GR717181
911156886210 |gb|EX088281
9i1156895467|gb|EX096943
911122031612 |gb|EH420477
911308632147 |gb|DK459783
911308655591 | gb | DK508159
911150899080 |gb|ES929538
911308712336 |gb|DK468165

911112357842 |gb|AM388079
911126478782 |gb|EE463476
911254058229 |gb|GR717181
911156886210 |gb|EX088281
911156895467 |gb|EX096943
911122031612 |gb|EH420477
911308632147 |gb|DK459783

.1|AM3
.1|EE4
.1|GR7
.1]EXO
.1]EXO
.1|EH4
.1|DK4
.1|DK5
.1|/ES9
.1|DK4

.1]1aM3
.1|EE4
.1|GR7
.1]EX0
.1]EX0
.1|EH4
.1|DK4
.1|DK5
.1|/ES9
.1|DK4

.1|1aM3
.1|EE4
.1|GR7
.1|EX0
.1]EX0
.1|EH4
.1|DK4
.1|DK5
.1|ES9
.1|DK4

.1|AM3
.1|EE4
.1|GR7
.11EXO
.11EXO
.1|EH4
.1|DK4
.1|DK5
.11ES9
.1|DK4

.11AM3
.1|EE4
.1|GR7
.11EXO
.11EXO
.1|EH4
.1|DK4
.1|DK5
.11ES9
.1|DK4

.1 1AM3
.1|EE4
.1|GR7
.11EXO0
.1EXO
.1|EH4
.1|DK4

——————————— GGCTACGCAGTCGGTGTGCT---—---CTCTCTCTCTCTC
——————————————— ACGCAGTCGGTGTGCTATCTATCTTTCTCTCTCTC
——————— AGTTTGCTACGCAGTCGGTGTGCTATCTATCTTTCTCTCTCTC
———————————————————————————————— GATCGGAGAATAAGATTC
GGGTCTCACTCTCACTGGATCTCGGGCGATCTTATCGGAGAATAAGATTC

——--CCCACGCGTCC-GGGATCTGCAATCAACAATGAATCGCCACCACGAT
GTCTTCGTGAATCTAGGGATCTGCAATCAACAATGAATCGCCACCACGAT
TTCTTCGTGAATCTAGGGATCTTCAATCAACAATGAATCGCCACCACGAC
TTCTTCGTGAATCTAGGGATCTTCAATCAACAATGAATCGCCACCACGAC
TTCTTCGTGAATCTAGGGATCTGCAATCAACAATGAATCGCCACCACGAC
———————— GAATCTAGGGATCTGCAATCAACAATGAATCGCCACCACGAC
GAGGTGGTAAATAAAGGGATCGGCAACCAACAATGAATCGTCACCACGAC
GAGGTGGTAAATAAAGGGATCGGCAACCAACAATGAATCGTCACCACGAC
——————— GAAAGGGATCTGAGTGCAACCAACGATGAATCGCCACCACGAC

————— GGTGAATCTAGGGATCTGCAATCAACAATGAATCGCCACCACGAT
kkk kkkk kkkkkkkk  kkkokokkkok

CCCAACCCTTTCGATGAAGAGGAAGAAGAAATCGTCAATCCATTCTCTAG
CCCAACCCTTTCGATGAAGAGGAAGAAGAAATCGTCAATCCATTCTCTAG
CCCAACCCTTTCGATGAAGAGGAAGAAGAAATCGTCAATCCCTTCTCTAA
CCCAACCCTTTCGATGAAGAGGAAGAAGAAATCGTCAATCCCTTCTCTAA
CCCAACCCTTTCGATGAAGAGGAAGAAGAAATCGTCAATCCCTTCTCTAA
CCCGACCCTTTCTATGAAGAGGAAGAAGAAATCGTCAATCCCTTCTCTAA
CCCAACCCTTTCGATGAGGAAGATGAAGAAATCGTCAATCCCTTCTCCAA
CCCAACCCTTTCGATGAGGAAGATGAAGAAATCGTCAATCCCTTCTCCAA
CCCAACCCTTTCGATGAGGAAGATGAAGAAATCGTCAATCCCTTCTCCAA
CCCAACCCTTTCGATGAAGAGGAAGAAGAAATCGTCAATCCATTCTCTAG

KhK KA KAAKAKA KK AAAk Ak Ak AKX A A A A A A AR A K Ak *

AGGCGGTGGACGAGTTCCCGCTGCATCTAGGC--CAGTTGGATTTGGCCA
AGGCGGTGGACGAGTTCCCGCTGCATCTAGGC--CAGTTGGATTTGGCCA
AGGCGGTGGACGAGTTCCTGCTGCATCTAAGC--CAGTTGGATTTGGCCA
AGGCGGTGGACGAGTTCCTGCTGCATCTAGGC--CAGTTGGATTTGGCCA
AGGCGGTGGACGAGTTCCTGCTGCATCTAGGC--CAGTTGGATTTGGCCA
AGGCGGTGGACGAGTTCCTGCTGCATCTAGGC--CAGTTGAATTTGGCCA
AGGCGGCGGAAGGGTTCCTGCTGCATCTAGAC--CAGTTGGATTTGGCCA
AGGCGGCGGAAGGGTTCCTGCTGCATCTAGAC--CAGTTGGATTTGGCCA
AGGCGGCGGAAGGGTTCCTGCTGCATCTAGAC--CAGTTGGATTTGGCCA
AGGCGGTGGACGAGTTCCCGCTGCATCTAGGC--CAGTTGGATTTGGCCA

KA KK hkk khkk * KAk hkhkk *Arhkkkkkkkkk * KAk Kk kk Ak Kk kkkkk

AAGCCTCGATGCTACTGTTGATATTCCCCTGGATAACATGAATG---ACT
AAGCCTCGATGCTACTGTTGATATTCCCCTGGATAACATGAATGTAGACT
AAGCCTCGATGCTACTGTTGATATTCCCTTGGATAACATGAATG---ACT
AAGCCTCGATGCTACTGTTGATATTCCCTTGGATAACATGAATG---ACT
AAGCCTCGATGCTACTGTTGATATTCCCTTGGATAACATGAATG---ACT
AAGCCTCGATGCTACTGTTGATATTCCCTTGGATAACATGAATG---ACT
AAGCCTCGATGCTACTGTTGATATTCCCTTGGATACCATGAATG---ACT
AAGCCTCGATGCTACTGTTGATATTCCCTTGGATACCATGAATG---ACT
AAGCCTCGATGCTACTGTTGATATTCCCTTGGATACCATCAATG---ACT
AAGCCTCGATGCTACTGTTGATATTCCCCTGGATAACATGAATGTAGACT

khkhkkhkhkkhkhkhkhkhkhkhkkhhkkhkhhkhkhkkhkhkkhkhkhkhkhkkhkx *hkhkhkkhkx *k*x *xk*x * * x
CTTCACAGAAACAGAGAAAGCTTGCTGAC----TGGGAAGCTGAGCTTAG
CTTCACAGAAACAGAGAAAGCTTGCTGAC----TGGGAAGCTGAGCTTAG
CTTCTCAGAAGCAGAGAAAGCTTGCTGAC----TGGGAAGCTGAGCTTAG
CTTCTCAGAAACAGAGAAAGCTTGCTGAC----TGGGAAGCTGAGCTTAG
CTTCTCAGAAACAGAGAAAGCTTGCTGAC----TGGGAAGCTGAGCTTAG
CTTCACAGAAACAGAGAAAACTTGCTGAC----TGGGAAGCTGAGCTTAT
CTTCACAGAAACAAAGAAAGCTTGCTGAC----TGGGAAGCTGAGCTTAG



gi|308655591|gb|DK508159
gil150899080|gb|ES929538
gi|308712336|gb|DK468165

gil112357842|gb|AM388079
gi1126478782|gb|EE463476
gi1254058229|gb|GR717181
gi|156886210|gb|EX088281
gil156895467|gb|EX096943
gi1122031612|gb|EH420477
gi1308632147|gb|DK459783
gi1308655591|gb|DK508159
gi1150899080 |gb|ES929538
gi1308712336|gb|DK468165

gi|112357842|gb|AM388079
gi|126478782|gb|EE463476
gi|254058229|gb|GR717181
gi|156886210|gb|EX088281
gi|156895467|gb|EX096943
gi|122031612|gb|EH420477
gi|308632147|gb|DK459783
gi|308655591|gb|DK508159
gi|150899080|gb|ES929538
gi|308712336|gb|DK468165

gi|112357842|gb|AM388079
gi|126478782|gb|EE463476
gi|254058229|gb|GR717181
gi|156886210|gb|EX088281
gi|156895467|gb|EX096943
gi|122031612|gb|EH420477
gi|308632147|gb|DK459783
gi|308655591|gb|DK508159
gi|150899080|gb|ES929538
gi|308712336|gb|DK468165

gi|112357842|gb|AM388079
gi|126478782|gb|EE463476
gi|254058229|gb|GR717181
gi|156886210|gb|EX088281
gi|156895467|gb|EX096943
gi|122031612|gb|EH420477
gi|308632147|gb|DK459783
gi|308655591|gb|DK508159
gi|150899080|gb|ES929538
gi|308712336|gb|DK468165

gi|112357842|gb|AM388079
gi|126478782|gb|EE463476
gi|254058229|gb|GR717181
gi|156886210|gb|EX088281
gi|156895467|gb|EX096943
gi|122031612|gb|EH420477
gi|308632147|gb|DK459783
gi|308655591|gb|DK508159
gi|150899080|gb|ES929538
gi|308712336|gb|DK468165

9i1112357842|gb|AM388079
911126478782 |gb|EE463476
911254058229 |gb|GR717181
911156886210 |gb|EX088281
gi|156895467|gb|EX096943
911122031612 |gb|EH420477
911308632147 |gb|DK459783
911308655591 | gb | DK508159
911150899080 |gb|ES929538
911308712336 |gb|DK468165

.1|DK5
.1|ES9
.1|DK4

.1|AM3
.1|EE4
.1|GR7
.1|EXO
.1|EXO
.1|EH4
.1|DK4
.1|DK5
.1]ES9
.1|DK4

.1 1AM3
.1|EE4
.1|GR7
.1 1EXO
.1 EXO
.1|EH4
.1|DK4
.1|DK5
.1|/ES9
.1|DK4

.1 1AM3
.1|EE4
.1|GR7
.1EXO
.1 EXO
.1|EH4
.1|DK4
.1|DK5
.1/ES9
.1|DK4

.1|AM3
.1|EE4
.1|GR7
.11EXO
.11EXO
.1|EH4
.1|DK4
.1|DK5
.11ES9
.1|DK4

.1 1AM3
.1|EE4
.1|GR7
.11EXO
.11EXO
.1|EH4
.1|DK4
.1|DK5
.1/ES9
.1|DK4

.11AM3
.1|EE4
.1|GR7
.1|EX0
.1|EX0
.1|EH4
.1|DK4
.1|DK5
.1|ES9
.1|DK4

152

CTTCACAGAAACAAAGAAAGCTTGCTGAC----TGGGAAGCTGAGCTTAG
CTTCACAGAAACAAAGAAAGCTTGCTGAC----TGGGAAGCTGAGCTTAG
CTTCACAGAAACAGAGAAAGCTTGCTGAC----TGGGAAGCTGAGCTTAG

KKK K KA KAAKk KAk KAAAAk*k KAAKAA AKX KKK R R

GAAGAAAGAAATGGATATTAAACGGAGAGAGGATGCTATTGCTAAATCTG
GAAGAAAGAAATGGATATTAAACGGAGAGAGGATGCTATTGCTAAATCTG
GAAGAAAGAAATGGATATTAAACGGAGAGAGGATGCTATTGCTAAATCTG
GAAGAAAGAAATGGATATTAAACGGAGAGAGGATGCTATTGCTAAATCTG
GAAGAAAGAAATGGATATTAAACGGAGAGAGGATGCTATTGCTAAATCTG
GAAGAAAGAAATGGATATTAAACGAAGAGAGGATGCTATTGCTAACTCTG
GAAGAAAGAAATGGATATTAAGCGGAGGGAGGATGCTATTGCTAAATCTG
GAAGAAAGAAATGGATATTAAGCGGAGGGAGGATGCTATTGCTAAATCTG
GAAGAAAGAAATGGATATTAAGCGGAGGGAGGATGCTATTGCTAAATCTG
GAAGAAAGAAATGGATATTAAACGGAGAGAGGATGCTATTGCTAAATCTG

KAKAAKAA AKX AKX AKX AAAKAKA KA AKX Ak Ak AAAAAAAAAKA A AR AKX K KKKk

GTGTTCAGATAGATGAGAAAAACTGGCCGCCGTTTTTTCCAATCATACAC
GTGTTCAGATAGATGAGAAAAACTGGCCGCGGTTTTATAAAATCATACAC
GTGTTCAGATAGATGAGAAAAACTGGCCGCCGTTTTTTCCAATCATACAC
GTGTTCAGATAGATGAGAAAAACTGGCCGCCGTTTTTTCCAATCATACAC
GTGTTCAGATAGATGAGAAAAACTGGCCGCCGTTTTTTCCAATCATACAC
GTGTTCACATAGATGAGAAAAACTGGCCGCCGTTTTTTCCAATCATACAT
GTGTTCAAATAGATGATAAAAACTGGCCCCCGTTTTTCCCAATCATACAC
GTGTTCAAATAGATGATAAAAACTGGCCCCCGTTTTTCCCAATCATACAC
GTGTTCAAATAGATGATAAAAACTGGCCCCCGTTTTTCCCAATCATACAC

GTGTTCAGATAGATGAGAAAAACTGGCCGCCGTTTTTTCCAATCATACAC
hkkkkkk khkkkkkkk kkkrxkkkkkkx * xkkkx Kk Kk k kK kK

CATGACATTGCTAATGAGATACCAGTTCATGCTCAAAAGCTGCAGTATCT
CATGACATTGCTAATGAGATACCAGTTCATGCTCAAAAGCTGCAGTATCT
CATGACATTGCTAATGAGATACCTGTTCATGCTCAAAAGCTCCAGTATCT
CATGACATTGCTAATGAGATACCTGTTCATGCTCAAAAGCTCCAGTATCT
CATGACATTGCTAATGAGATACCTGTTCATGCTCAAAAGCTCCAGTATCT
CATGACATTGCTAATGAGATACCAGTTCATGCTCAAAAGCTCCAGTATCT
CATGACATTGCTAATGAGATACCAGTCTATGCACAAAAGCTGCAGTACCT
CATGACATTGCTAATGAGATACCAGTCTATGCACAAAAGCTGCAGTACCT
CATGACATTGCTAATGAGATACCAGTTCATGCTCAAAAGCTGCAGTATCT
CATGACATTGCTAATGAGATACCAGTTCATGCTCAAAAGCTGCAGTATCT

R R R R R R R R R R R R S R R R R S S

GGCTTTTGCTAGTTGGTTAGGTATCGTTTTGTGCCTGGTATTCAATGTGA
GGCTTTTGCTAGTTGGTTAGGTATCGTTTTGTGCCTGGTATTCAATGTGA
GGCTTTTGCTAGTTGGTTAGGTATCGTTTTGTGCCTGGTATTCAATGTGA
GGCTTTTGCTAGTTGGTTAGGTATCGTTTTGTGCCTGGTATTCAATGTGA
GGCTTTTGCTAGTTGGTTAGGTATCGTTTTGTGCCTGGTATTCAATGTGA
GGCTTTTGCTAGTTGGTTAGGTATCGTTTTGTGCTTGGTATTCAATGTGA
GGCTTTTGCTAGTTGGTTAGGTATTGTTTTGTGTCTGGTATTCAATGTGA
GGCTTTTGCTAGTTGGTTAGGTATTGTTTTGTGTCTGGTATTCAATGTGA
AGCTTTCGCTAGTTGGCTAGGTGTAGTTATGTGTCTGGTATTCAATGTGA
GGCTTTTGCTAGTTGGTTAGGTATCGTTTTGTGCCTGGTATTCAATGTGA

KA KA KK KA A A A A dA* Ahkkdhkk * *hk*x *kk* ER R R R R R R R R R

TTGCAACCATGGTCTGCTGGATTAAAGGCGGAGGTGTAAAGATCTTTTTC
TTGCAACCATGGTCTGCTGGATTAAAGGCGGAGGTGTAAAGATCTTTTTC
TTGCAACCATGGTCTGCTGGATTAAAGGCGGAGGTGTGAAGATCTTTTTC
TTGCAACCATGGTCTGCTGGATTAAAGGCGGAGGTGTGAAGATCTTTTTC
TTGCAACCATGGTCTGCTGGATTAAAGGCGGAGGTGTGAAGATCTTTTTC
TTGCAACCATGGTCTGCTGGATTAAAGGCGGAGGTGTGAAGATCTTTTTC
TTGCAACCATGGTGTGCTGGATTAAAGGCGGAGGTGTAAAAATATTTTTC
TTGCAACCATGGTGTGCTGGATTAAAGGCGGAGGTGTAAAAATATTTTTC
TTGCAACCATGGTCTGTTGGATTAAAGGCGGAGGTGTAAAAATCTTTTTC
TTGCAACCATGGTCTGCTGGATTAAAGGCGGAGGTGTAAAGATCTTTTTC

KAk hkhkAhkhkhhkhk* * Kk KAhkAhkAhkAhkAhdkAhAhdhdhx K%k ** **k*kk**

CTTGCCACAATCTATGCGTTGATGGGATGTCCACTTTCGTATGTTGTATG
CTTGCCACAATCTATGCGTTGATGGGATGTCCACTTTCGTATGTTGTATG
CTTGCCACAATCTATGCGTTGATGGGATGTCCACTTTCGTATGTTGTATG
CTTGCCACAATCTATGCGTTGATGGGATGTCCACTTTCGTATGTTGTATG
CTTGCCACAATCTATGCGTTGATGGGATGTCCACTTTCGTATGTTGTATG
CTTGCCACAATCTATGCGTTGATGGGATGTCCACTTTCGTATGTTGTATG
CTTGCCACGATATATGCGTTGATTGGATGTCCACTTTCTTATGTTGTATG
CTTGCCACGATATATGCGTTGATTGGATGTCCACTTTCTTATGTTGTATG
CTTGCCACGATATATGCGTTGATGGGATGTCCACTTTCTTATGTTGTATG
CTTGCCACAATCTATGCGTTGATGGGATGTCCACTTTCGTATGTTGTATG



gil112357842|gb|AM388079
gi1126478782|gb|EE463476
gi1254058229|gb|GR717181
gi|156886210|gb|EX088281
gi|156895467|gb|EX096943
gi1122031612|gb|EH420477
gi1308632147|gb|DK459783
911308655591 |gb|DK508159
gi1150899080 |gb|ES929538
gi1308712336|gb|DK468165

gi|112357842|gb|AM388079
gi|126478782|gb|EE463476
gi|254058229|gb|GR717181
gi|156886210|gb|EX088281
gi|156895467|gb|EX096943
gi|122031612|gb|EH420477
gi|308632147|gb|DK459783
gi|308655591|gb|DK508159
gi|150899080|gb|ES929538
gi|308712336|gb|DK468165

gi|112357842|gb|AM388079
gi|126478782|gb|EE463476
gi|254058229|gb|GR717181
gi|156886210|gb|EX088281
gi|156895467|gb|EX096943
gi|122031612|gb|EH420477
gi|308632147|gb|DK459783
gi|308655591|gb|DK508159
gi|150899080|gb|ES929538
gi|308712336|gb|DK468165

gi|112357842|gb|AM388079
gi|126478782|gb|EE463476
gi|254058229|gb|GR717181
gi|156886210|gb|EX088281
gi|156895467|gb|EX096943
gi|122031612|gb|EH420477
gi|308632147|gb|DK459783
gi|308655591|gb|DK508159
gi|150899080|gb|ES929538
gi|308712336|gb|DK468165

gi|112357842|gb|AM388079
gi|126478782|gb|EE463476
gi|254058229|gb|GR717181
gi|156886210|gb|EX088281
gi|156895467|gb|EX096943
gi|122031612|gb|EH420477
gi|308632147|gb|DK459783
gi|308655591|gb|DK508159
gi|150899080|gb|ES929538
gi|308712336|gb|DK468165

9i1112357842|gb|AM388079
gi1126478782|gb|EE463476
911254058229 |gb|GR717181
911156886210 |gb|EX088281
911156895467 |gb|EX096943
911122031612 |gb|EH420477
911308632147 |gb|DK459783
911308655591 | gb | DK508159
911150899080 |gb|ES929538
911308712336 |gb|DK468165

911112357842 |gb|AM388079

.1|2AM3
.1|EE4
.1|GR7
.1|EXO0
.1|EXO0
.1|EH4
.1|DK4
.1|DK5
.1|ES9
.1|DK4

.1|AM3
.1|EE4
.1|GR7
.1|EXO0
.1|EXO0
.1|EH4
.1|DK4
.1|DK5
.1|ES9
.1|DK4

.1 1AM3
.1|EE4
.1|GR7
.1EXO
.1 EXO
.1|EH4
.1|DK4
.1|DK5
.1/ES9
.1|/DK4

.1|AM3
.1|EE4
.1|GR7
.11EXO
.1EXO
.1|EH4
.1|DK4
.1|DK5
.1|ES9
.1|DK4

.1 1AM3
.1|EE4
.1|GR7
.11EXO
.11EXO
.1|EH4
.1|DK4
.1|DK5
.1/ES9
.1|DK4

.11AM3
.1|EE4
.1|GR7
.11EXO0
.11EXO0
.1|EH4
.1|DK4
.1|DK5
.11ES9
.1|DK4

.11AM3
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KAKKKAKAAK *A*k AAXAAAAAAAAKN AAAAAAAAAAAAA* A AKX A AKX AKX K kK

GTACAGGCCTCTCTACCGAGCCATGAGGACTGACAGCGCTTTGAAGTTTG
GTACAGGCCTCTCTACCGAGCCATGAGGACTGACAGCGCTTTGAAGTTTG
GTACAGGCCTCTCTACCGAGCCATGAGGACTGACAGCGCTTTGAAGTTTG
GTACAGGCCTCTCTACCGAGCCATGAGGACTGACAGCGCTTTGAAGTTTG
GTACAGGCCTCTCTACCGAGCCATGAGGACTGACAGCGCTTTGAAGTTTG
GTACAGGCCTCTCTACCGAGCCATGAGGACTGACAGCGCTTTGAAGTTTG
GTACAGGCCTCTCTACCGAGCCATGAGGACTGACAGCGCTTTGAAGTTTG
GTACAGGCCTCTCTACCGAGCCATGAGGACTGACAGCGCTTTGAAGTTTG
GTACAGGCCTCTCTACCGAGCCATGAGGACTGACAGCGCTTTGAAGTTTG
GTACAAGCCTCTCTACCGAGCCATGAGGACTGACAGCGCTTTGAAGTTTG

R R R S

GTTGGTTTTTCTTCACCTACTTGATTCACATTGGCTTCTGCATCG--TTG
GTTGGTTTTTCTTCACCTACTTGATTCACATTGGCTTCTGCATCG--TTG
GTTGGTTTTTCTTCACCTACTTGATTCACATTGGCTTCTGCATCG--TTG
GTTGGTTTTTCTTCACCTACTTGATTCACATTGGCTTCTGCATCG--TTG
GTTGGTTTTTCTTCACCTACTTGATTCACATTGGCTTCTGCATCG--TTG
GTTGGTTTTTCTTCACCTACTTGATTCACATTGGCTTCTGCATCG--ATG
GTTGGTTTTTCTTCACTTACTTGATTCACATTGGTTTCTGCATCG--TTG
GTTGGTTTTTCTTCACTTACTTGATTCACATTGGTTTCTGCATCG--TTG
GTTGGTTTTTCTTCACTTACTTGATTCACATTGGCTTCTGCATCG--TTG
GTTGGTTTTTCTTCACCTACTTGATTCACATTGGCTTCTGCATCG--TTG

KAAA AKX A A AKX A A A AAKN AKX A A A A AN AN AN KA KK AR AKXk Kk * x

CTGCCATTGCCCCCCCGAT-——=———————————————————————————
CTGCCATTGCCCCCCCGATCTTTTTCCATGGAAAATCA-———————————
CCGCCATTGCCCCGCCGATCTTTTTCCT-——————==—————————————
CCGCCATTGCCCCGCCGATCTTTTTCCATGGAAAATCATTAACGGGTGTG
CCGCCATTGCCCCGCCGATCTTTTTCCATGGAAAATCATTAACGGGTGTG
CCGCCATTGCCCCGCCGATCTTTTTCCAT-———————=—————————————
CCGCCATTGCCCCGCCCATCTTTTTCCAGGGGAAGTCTTTAACGGGTGTG
CCGCCATTGCCCCGCCCATCTTTTTCCAGGGGAAGTCTTTAACGGGTGTG
CCGCCATTGCCCCGCCCATCTTTTTCCAGGGAAAGTCTTTGACGGGTGTG
CTGCCATTGCCCCCCCGATCTTTTTCCATGGAAAATCATTAACGGGTGTG

R R R R R

CTTGCAGC-———————————————————————— - - —————————————
CTTGCAGCAATTGATGTCATCTCAGACAGTGTATTAGCCGGGATCTTCTA
CTTGCAGCAATTGATGTCATCTCAGACAGTTTATTAGCAGG-ATCTTCTA
CTTGCAGCAATTGATGTCATCTCAGACAGTTTATTAGCAGG-ATCTTCTA

CTTTATCGGTTTTGGTCTCTTCTGCTTGGAGTCACTTCTGAGTCTATGGG
CTTTATCGGTTTTGGTCTCTTCTGCTTGGAGTCACTTCTGAGTCTATGGG
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gi|126478782|gb|EE463476.1|EE4  —mmm e
gil254058229|gb|GR717181.1|GR7  —om oo
gi|156886210|gb|EX088281.1|EX0  ——mmmmmmm e
gil156895467|gb|EX096943.1 |EXD  —mmm oo
gi[122031612|gb|EH420477.1|EHE = ——mmm e
gi|308632147|gb|DK459783.1|DK4  ——mmmm e
gi[308655591|gb|DK508159.1|DK5 ~  ——mmmmmmmm e
gi[150899080|gb|ES929538.1|ES9  —mmmmmmm e
gi|308712336|gb|DK468165.1|DK4  —mmmmmm e

gil112357842|gb|AM388079.1 |AM3  —mmm e
gi1126478782|gb|EE463476.1|EE4 —mmmmmm e
gi|254058229|gb|GR717181.1|GR7  ——mm oo
gi|156886210|gb|EX088281.1|EX0  —mmmmmm e
gi|156895467 |gb|EX096943.1|EX0 —mmmmmmmmm e
gi[122031612|gb|EH420477.1|EH4  mmmmm e
gi|308632147|gb|DK459783.1|DK4  —mmmmmmmm e
gi|308655591|gb|DK508159.1|DK5 ~  —mmmmmmmmm e
gil150899080|gb|ES929538.1|ES9 ——————mm—mmmmmmmm e
gi|308712336|gb|DK468165.1DK4  —mmmmmmmmmmm e

gi|112357842|gb|AM388079.1|AM3  —mmmmm e
gi|126478782|gb|EE463476.1|EE4  —mmmmmmmmmmm e
gi|254058229|gb|GR717181.1[GRT === ———m— e
gi|156886210|gb|EX088281.1|EXQ = —m oo
gi|156895467 |gb|EX096943.1|EX0  —mmmmmmmmmmm e
gi|122031612|gb|EHA20477.1|EHE === —mmmmmmmm e
gi1308632147|gb|DK459783.1|DKA  ——mmmm e
gi|308655591|gb|DK508159.1|DK5 ~ —mmmmmmmm e
gil150899080|gb|ES929538.1|ES9 ——————mm—mmmmm e
gi1308712336|gb|DK468165.1DKA  —mmmmm e

gil112357842|gb|AM388079.1AM3 = —mm e
gi|126478782|gb|EE463476.1|EE4 ———mmmmmmm e
gi|254058229|gb|GR717181.1|GR7 =  —————————m e m
gi|156886210|gb|EX088281.1[EX0 == —m— e
gil156895467|gb|EX096943.1|EX0  ——mmmmmmmm e
gi|122031612|gb|EH420477.1|EH4 ——————mm—mm e
gi|308632147|gb|DK459783.1|DK4 == mmm e
gi|308655591|gb|DK508159.1|DK5 = ———mmmmmmm e
gi|150899080|gb|ES929538.1|ES9  mmmmmmmmm e
gi|308712336|gb|DK468165.1|DK4 == ——mmmmm e

gi1112357842|gb|AM388079.1|AM3 = —————————————m—m—m—— o
gi1126478782|gb|EE463476.1|EE4 ———mmm—m—m—mmmmmmmmm
gi]254058229|gb|GR717181.1|GR7 ——————————mmmmmmmmm
gi|156886210|gb|EX088281.1|EX0 ——=—=——————mmm— e
gi|156895467|gb|EX096943.1|EX0 —-m—mmmmmmmmmmmm e
gi1122031612|gb|EH420477.1|EH4 ————————mmmm e
gi1308632147|gb|DK459783.1|DK4 ——mmmmmmmmmm e
gi|308655591|gb|DK508159.1|DK5 ~ = ———mmmmmmmmmmm e
gi1150899080|gb|ES929538.1|ES9 ——mm—mmmmmmm e
gi1308712336|gb|DK468165.1|DK4 ———m———mmmmmm e

Ek-B:
>(0i|304436124|gb|HM565958.1| Brassica juncea var. tumida actin mRNA, partial cds

CCGACCGTATGAGCAAGGAAATCACGGCGCTTGCACCTAGCAGCATGAAGATCAAGGTGGTGGCTCC
TCCTGAGAGGAAATACAGTGTCTGGATTGGAGGATCTATCCTTGCATCCCTCAGCACTTTCCAACAG
ATGTGGATTTCAAAGGGAGAGTACGATGAGTCAGGTCCATCCATTGTCCACAGGAA
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