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OzET

ZEYTIN (Olea europaea L. ) BiTKiSINDE CBF/DREB TRANSKRIPSiYON
FAKTORLERiINi KODLAYAN GEN HOMOLOGLARININ MOLEKULER
ANALIZLERI

Beste TACAL

Biyoloji Anabilim Dali

Yiksek Lisans Tezi

Tez Danismani: Yard.Dog.Dr.Senay VURAL KORKUT

Dondurucu sicakliklara maruz kalmadan o6nce, dondurucu olmayan duslik sicaklk
kosullarini yasayan bitkilerin donma toleranslarinda artis gorilmektedir. Bu siireg, soguk
aklimitasyonu olarak adlandiriimaktadir. CBF/DREB1 (C-tekrarlari baglanma faktorleri/
dehidrasyon tepki elementi baglanma faktori 1) genleri kiglk bir transkripsiyonel
aktivator ailesini kodlar. Bu genler, donma toleransinda ve soguk aklimitasyonunda rol
almaktadirlar.

Transkripsiyonel aktivator CBF1 DNA baglanmasi icin AP2 bdlgesine sahiptir ve soguk
aklimasyonu vyanitini dizenler. CBF geni ilk olarak Arabidopsis thaliana L.'da
tanimlanmistir. Daha sonra CBF homologlari Brassica napus L., Hordeum vulgare L., Zea
mays L., Gossypium hirsutum L., Triticum aestivum L., Capsella bursa-pastoris, Populus
spp. , Eucalyptus spp. , Prunus avium L., Malus baccata L. tirl bitkilerden izole
edilmistir.
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CBF/DREB1 proteinleri AP2/ERF DNA baglanma proteinleri ailesinin Gyesidir.
PKK/RPAGRxKFXETRHP ve DSAWR olmak Uzere karakteristik 2 nlkleotit dizinine sahiptir.
CBF 213 aminoasitlik bir proteindir. N-ucu bdlgesi (1-32), cekirdek sinyal (33-44), AP2
bolgesi (48-106) ve asidik bolge (107-213) icermektedir.

Bu calismada soguk stresi verilen Olea europaea L. yapraklarindan total RNA ve mRNA
izolasyonlari yapilmistir. Laboratuvarimizda daha 6nce yapilmis olan calismalarda elde
edile CBF1 AP2 kodlayici bolgenin dizinleri kullanilarak primerler tasarlanmistir. Bunlar
tam uzunlukta cDNA elde etmek igin uygulanan RACE reaksiyonlarinda kullaniimistir.
280, 300, 800 baz cifti blyukligiinde cesitli cDNA fragmanlari sentezlenmis ve bunlar
PFEM-Teasy vektoriine klonlanarak dizin analizleri yaptirilmistir. Blast analizleri
yapildiginda cDNA’lar CBF’den farkli genlere benzerlik gostermistir. 15 dk, 30 dk, 1 saat
ve 4 saat stres verilmis orneklerden total RNA izolasyonu ve klonlama galismalari devam
etmektedir.

Anahtar Kelimeler: Dislik sicaklik, DRE/CRT, CBF, AP2 domaini, Olea europaea L.

YILDIZ TEKNiK UNIVERSITESiI FEN BiLIMLERI ENSTITUSU
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ABSTRACT

MOLECULAR ANALYSIS OF GENE HOMOLOGOUS ENCODING CBF/DREB
TRANSCRIPTION FACTORS IN OLIVE (Olea europaea L. )

Beste TACAL

Department of Biology
MSc. Thesis

Advisor: Assist. Prof. Dr. Senay VURAL KORKUT

Freezing tolerance in many plants is shown to increase after exposure to low non-
freezing temperatures, a process called cold acclimation. CBF/DREB1 (C-repeat binding
factor/ dehydration responsive element binding factorl ) genes encode a small family of
transcriptional activators that have been described as playing an important role in
freezing tolerance and cold acclimation in Arabidopsis thaliana L..

Transcriptional activator CBF1 has the AP2 domain for DNA binding and regulates the
cold acclimation response. CBF gene was first identified in Arabidopsis thaliana L.. CBF
homologous were isolated from Brassica napus L., Hordeum vulgare L., Zea mays L.,
Gossypium hirsutum L., Triticum aestivum L, Capsella bursa-pastoris L., Populus spp. ,
Eucalyptus spp. , Prunus avium L., Malus baccata L. and most of palms in further studies.
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CBF/DREB1 proteins are member of AP2/ERF family of DNA-binding proteins that have
two signature sequence PKK/RPAGRxKFXETRHP and DSAWR. CBF is a 213 amino acid
protein that contains N-terminal region (1-32), Core signal (33-44), AP2 domain (48-106)
and acidic region (107-213).

In this study total RNA and mRNA were isolated from Olea europaea L. leaves which
were exposed to cold stress. Primers were designed using sequences of coding region of
CBF/AP2 domain fragment which was cloned in our previous studies. The primers were
used in RACE reactions to obtain full length cDNA. Several fragments of 280, 300, 800 bp
were synthesized and these were cloned into pGEM-T easy vector. cDNA clones were
sequenced and BLAST anlaysis were done. The sequences did not show any similarity to
known sequences of CBF genes. Total RNA isolation from olive leaves which are exposed
to cold 15 minutes, 30 minutes, 1 hour and 4 hours and new cloning experiments are
under progress.

Key Words: Low temperature, DRE / CRT elements, CBF,AP2 Domain, Olea europaea L.
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BOLUM 1

GIRIS
1.1 Literatiir Ozeti

1.1.1 Bitkilerde Stres

Distk sicakhk, kurakhk ve tuzluluk tarimsal Grinlerin gelisimini, verimliligini ve cografi
dagilimini sinirlayan abiyotik stres faktorleridir. Her sene ani buzlanma ve soguk gecen
bahar mevsimleri 6nemli Urin kayiplarina sebep olmaktadir. Birgok bitki dustk
sicakliklara karsilik donma toleransi gostererek yasamini siirdiirtir. Dondurucu olmayan
dislik sicakliklara maruz kalan bitkiler bu siirecin sonunda ortaya ¢ikan dondurucu
sicakliklara dayanabilme kabiliyeti gosterirler. Bu olgu soguk aklimitasyonu olarak
adlandirilir [1]. Donma toleransi kabiliyetine sahip bitkiler sogugun etkilerinden
korunmak icin ¢esitli mekanizmalar gelistirmislerdir. Soguk aklimitasyonu slrecinde bu
mekanizmalar harekete gecer ve hiicrede gen anlatiminin yeniden programlanmasi
sonucu ortaya ¢ikan ¢oklu biyokimyasal ve metabolik degisimler gerceklesir. Bu sayede

bitkiler soguk stresi icin gerekli toleransi gelistirerek hayatta kalirlar.

Bitkiler soguga vermis olduklari tepki bakimindan farkhliklar gosterir. Tropikal ve
subtropikal orjinli bircok bitki tiri soguga karsi oldukc¢a duyarhdirlar. Dondurucu
olmayan diisiik sicakliklarda dahi zarar goérebilmekte ve yok olabilmektedir. Ornegin
piring, domates, misir biyik Ol¢lide soguk aklimitasyonu yeteneginden yoksundur.
Zeytin gibi bazi Tirkiye tarimi icin onemli olan bitkilerin soguga gosterdikleri
dayanikliliklarda varyeteler arasinda farkhliklar bulunmaktadir. Buna karsin ihman
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bolgelerdeki bitkiler soguk hava kosullarina iyi uyum saglamislardir. Bu gevresel stresin
etkilerinden koruyan ve hayatta kalmalarini saglayan mekanizmalar gelistirmislerdir

[1].

Soguga uyumun en etkili gostergesi donma toleransinin artmasidir. Soguga uyum
esnasinda meydana gelen degisiklikler; lipid kompozisyonundaki degisim, seker ve
¢Ozlinmis protein miktarlarinin artmasi ve vyeni izoenzimlerin ortaya ¢ikmasini
icermektedir [1], [2], [3]. Bu degisimlerden bazilarinin, o6zellikle lipid
kompozisyonundaki degisiklikler, bitkilerde donma tolerasinin artmasi ile dogrudan

alakal oldugu bulunmustur [3].

1.1.2 Soguk Stresine Dayanikhligin Molekiiler Biyolojisi

1970 yilinda ilk kez Weiser tarafindan [4] soguga uyumun gen ekspresyonundaki
degisikliklerden kaynaklandigi 6ne sirtlmuistir. Sonrasinda model bitki Arabidopsis
thaliana ve diger bitkilerde protein ve RNA diizeyinde yapilan bircok ¢alismayla bitkinin
soguga uyum slirecinde gen ekspresyonunda degisiklikler oldugu kanitlanmistir [5], [6],
[7], [8], [9]. Bu degisimlerden faydalanilarak gen kuttuphanelerinin farkli taranmasi,
mRNA farkli gosterimi gibi yontemlerle soguk stresi uygulamasiyla indiiklenerek

anlatimi gerceklesen bircok gen klonlanmistir.

indiiklenebilen bir karakter olarak soguk aklimasyonu sirasinda bitkide olusan

degisimler:

Dusuk sicaklik sinyalinin algilanmasi

Sinyallerin biyokimyasal siireclere donlisimu

Soguga spesifik sinyallerin hiicre ¢ekirdegine transferi

Soguga 6zel genlerin anlatimi

Gen Urinlerinin islevleri dogrultusunda donma toleransinin gelistirilmesi
Olarak 6zetlenebilir.

Abiyotik stres durumunun algilanmasiyla harekete gecen ve stres toleransi olusturan

tepkilerin biitlind bir cok organizmada ayrintili olarak calisilmistir. Strese maruz kalan



hiicredeki olaylarin biitiinii sekil 1.1’ de sematik olarak verilmistir [10]. Oncelikle
spesifik stres faktdru hiicre zarindaki sensérler tarafindan algilanarak ROS, Ca*™ gibi
sinyal ileticileri ile bitki hormonlari harekete gegcirilir. Bunlar gesitli transkripsiyon
faktorlerini uyararak stres genlerinin promotorlarina baglanmalarini saglarlar. Gen
Urlinleri kontrol mekanizmasinda goérev alan sinyal ileticileri veya direk olarak strese
karsi korumada goérev alan molekiler saperonlar, metabolik enzimler, geg
embriyogenez (LEA: late embryogenesis abundant) proteinleri olabilir. Stres genlerinin
anlatiminin kontroll transkripsiyon ve sonrasi, translasyon ve sonrasi dlzeylerde

olabilecegi gibi kromozom yapisi degisimleriyle de gerceklesebilir.

Abiyotik Stresler

Sensorler:

Sinyal JMI"E’- Translasyon sonras:
'.!?.t.'c"e" Modifikasyonlar
Bitki hormonlar: Fosforilasyon
3 Ubikutinasyon
Sumoilasyon

Geribildirim
(pozitif,negatif)

Transkripsiyon
kaskatlan

.

B
o

o

Epigenetik diizenleme | s;'a‘:\:ls(lnpsryon
Histon modifikasyonu 7=
DNA metilasyonu mmzuﬁl{lzﬁiyonlar
X / Alternatif birlestirme
Sinyal mRNA dénisimi
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& - WB-mewmo.
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(molekilersaperonlar,LEA proteinler.metabolik enzimler,vb.)}

Stres yaniti ve Toleransi ‘

Sekil 1.1 Abiyotik stres yanitinin genel modeli [10]




1.1.2.1 Soguk Sinyali Algisi

Bitkilerin herhangi c¢evresel bir uyariya verdikleri yanit, hicrenin membranindan
cekirdegine pek cok molekiliin goérev aldigi sinyal ileti yolaklariyla gerceklesir. Soguk
stresiyle ABA bagimli ve ABA bagimsiz iki ayri sinyal ileti yolagi belirlenmistir. Cis ve
trans aktiviteli faktorlerin ABA ile indiklenen gen ekspresyonunda nasil rol aldiklari
farkh galismalarda kapsamli bir sekilde analiz edilmistir [11], [12], [13], [14]. Bununla
birlikte birtakim ABA ile indiiklenen genlerin anlatiminin, ABA varligi ve yoklugu olmak
Uzere her iki durumda da gerceklestigi tespit edilmistir. Bu veri gostermistir ki; bu
genler anlatimlarinin gergeklesmesi icin ABA ihtiyaci gostermemektedirler. Fakat ABA

varhginda soguk ve kuraklik kosullarinda tepki gostermektedirler [15], [16].

Stres uyaraninin bir sinyal olarak algillanip gen anlatiminda degisimler olusturmasi
arasindaki safhalarda gorev alan bir ¢ok fosfataz, kinaz, farkh gruplardaki trankripsiyon

faktorleri gorev alir .
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Sekil 1.2 Dustik sicaklik ve dehidrasyon sinyal aktariminin transkripsiyonel basamaklari®

iki yolakta da kalsiyum baslangicta sinyal olarak gérev almaktadir.

1.1.2.2 Bitkilerde Strese Verilen Yanitta Kalsiyumun Gérevi

Ca**, Sekonder Haberci

Ca** bitki hiicrelerinde &nemli bir sekonder habercidir. Ca*"’un sitosolik
konsantrasyonundaki degisim sinyal aginin 6nemli bir unsurudur. Bitki htcreleri
gelisimsel ve cevresel uyaricilara bu sinyal agi ile tepki verir [17], [18], [19]. Her uyari
(6rnegin dusik sicaklik), karakteristik bir ca® degisikligine sebebiyet verir. Bu
degisiklikler farkli kalsiyum algilama mekanizmalari veya tepki elementleri ile teshis

edilir [18], [20], [21], [22], [23].

! Kiguk daireler fosforilasyon gibi posttranskripsiyonel modifikasyonlari temsil etmektedir. Seklin altinda
dikdortgen ile gosterilen kisimlar alt listede verilen promotor bdlgeleri ile birlikte transkripsiyon

faktorleri baglanma bélgeleridir. Cift oklu cizgiler cross talklari gostermektedir. [17]



Ca” Dis Tastyicilar

Tuim o&karyotlar gibi bitkilerinde sitosolik Ca*™ tasinmasi i¢in iki ana yolagi
bulunmaktadir: yliksek affiniteli Ca’* -ATPaz'lari ve duslik affiniteli Ca® degistiricileri.
Bu iki aktif tasiyici, Ca’"’un sitosolden disari ¢ikmasini saglarlar. Bu sayede plazma
zarinda ve hiicre ici zarda olusacabilecek asiri elektrokimyasal gradiyenti engellerler.
Ca**-ATPaZlarin transkripsiyonel olarak soguk stresi tarafindan diizenlendigi

kanitlanmistir [24].

Ca’* Dekoderleri

Nikleustaki yukseltgenmis Ca® transkripsiyon faktoérlerine baglanir ve aktivitelerini
ayarlar [25]. Ca*”un direk etkisi, olusan bu kompleks icin yeterli olmayabilir. Hiicreler
arasinda Ca* degisimlerinin sekillenmesiyle sistematik modifikasyonlar meydana gelir.
Ca**degisimleri mesajlarinin sifrelerinin, farkli uyaranlara karsi uygun hiicresel
tepkilerin olusmasi adina ¢ozllmesi gerekir. Bu gizli mesajlarin ¢evrilmesinden ca®

dekoderleri sorumludur.

1.1.2.3 ABA-Bagimli Soguk Sinyal ileti Yolag

Fitohormon absisik asit (ABA) tohum olgunlasmasi ve dormanside 6nemli rol oynar.
Ayrica vejetatif dokularin kurakhk, tuzluluk ve soguk gibi abiyotik cevre streslerine
adaptasyonunda da goérev alir. ABA stomalarin kapanmasini organize eder ve bir¢ok
genin anlatiminin diizenlenmesini saglar. Bu genler vejetatif doku ve tohumlarda

dehidrasyon toleransinda gorev alir.

ABA’'nin tetikledigi gen anlatiminin yonlendiricileri farkh bircok sinifa ait olan
transkripsiyon faktorlerini barindirir. bZIP, MYC/MYB, HD-Zip, ¢inko parmak ve
ABI3/VP1 bu siniflara ait ailelere 6rnek olarak gosterilebilir. bZIP transkripsiyon faktori

dimer olarak ABA yanit elementlerine (ABRE) baglanir.

1.1.2.4 ABA-Bagimsiz Soguk Sinyal ileti Yolagi

Donma toleransinin arttirilmasi ile ilgili cok sayida genin giin 1si1gina ¢cikmasi, genlerden

hangilerinin en merkezde oldugu sorusunu akla getirmektedir. Bu soruya cevap bulmak



adina atilan adimlardan biri; agirlikli olarak soguk aklimasyonu sirasinda tetiklenen COR
proteinlerini kodlayan bir grup gene odaklanmaktir [26], [27]. Bu COR genlerinden bir
kismi LTI (duslk sicaklikla indlklenen), CAS (soguk aklimasyonuna spesifik), KIN
(sogukla indiklenen), RD (kuraga duyarl) olarak adlandiriimaktadir [28], [29], [30],
[31].

COR genlerinin promotor analizleri bu yolagin, genlerin stres indiiksiyonuna aracilik
eden ardisik elementler icerdigini analiz etti. Bu elementleri belirleyen ve onlari
baglayan birtakim transkripsiyon faktorleri bulunmaktadir. CBF ve diger transkripsiyon

faktorlerinden ileriki bolimlerde bahsedilecektir.

1.1.2.5 Soguk Aklimasyonunda Anlatimi Artan Genler ve Gen Uriinleri

Soguk aklimasyonu sirasinda meydana gelen gen anlatimindaki degisikliklerin kesfi,
antifriz molekiler mekanizmalarin incelenmesinin baslangici oldu. Ayrintili transkript
profil analizleri, Arabidopsis genomundaki genlerin %10° undan fazlasinin soguk
aklimasyonu sirasinda diizenlendigini ortaya koydu [32], [33], [34], [35]. Mikroarray
teknolojisi ve diger islevsel genomik yontemleri kullanilarak yapilan transkriptom
analizleri sayesinde stres ile uyarilan bircok gen belirlenmistir [36], [37]. Stres kosullari
altinda islevleri olan genler 6nemli metabolik proteinleri Ureterek hiicreleri stresten
koruduklari gibi strese yanit slirecindeki sinyal iletimi genlerinin diizenlenmesinde de
rol almaktadirlar. Buradan hareketle bu gen Grlinleri iki gruba ayrilmaktadir [32], [33],

[34].

Birinci grup stres toleransinda gorev alan saperonlar, LEA proteinleri, ozmotin, antifriz
proteinleri, mRNA baglanma proteinleri, prolin gibi ozmolit biyosentezindeki anahtar
enzimler, su kanal proteinleri, seker, prolin transportirlari, detoksifikasyon enzimleri,
yag asidi metabolizmasi enzimleri, proteinaz inhibitorleri, ferritin ve lipid transfer
proteinleri. Stres ile uyarilan bu genlerden bazilarinin; LEA proteinleri, ozmolit
biyosentez anahtar enzimleri ve detoksifikasyon enzimleri gibi, transgenik bitkilerde
¢ok fazla miktarda anlatimlari gerceklesmis ve stres toleransli fenotipler Uretilmistir
[38], [39]. Bu sonuglar stres ile uyarilan genlerin Urinlerinin kesin olarak stres yanitinda

rol aldiklarini gbstermektedir.



ikinci grup; stres yanitinda islevi olan gen ekspresyonunu ve sinyal iletiminin
diizenlenmesinde gorev alan protein faktorlerini icerir. Ayri ayri ya da isbirlikli olarak
stresle tetiklenen genleri diizenleyen ve gen agini kuran ¢ok cesitli transkripsiyon
faktorlerini igerir. Glinimizde bu genlerin bircogunun islevleri tam olarak

anlasiimamistir.
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Sekil 1.3 Arabidopsis’de soguga yanit transkripsiyonel aginin diyagraml2

2 Soguk aklimasyonu icin soguk stresi ile uyarilan kalsiyum sinyali dnemlidir. Soguk stresi ICE1 proteinini

aktive eder. Bu da CBF ve diger transkripsiyon faktoérlerini indikler. C2H2 ¢inko parmak transkripsiyonel
baskilayici CBF’ler tarafindan pozitif olarak dizenlenir. Los2 tarafindan negatif olarak diizenlenir. Bu

¢inko parmak transkripsiyonel baskilayicilar CBF’lerin ve onlarin hedef molekilii COR genlerinin

anlatimini baskilar. [40]



1.1.2.6 Genlerin Kontrol Mekanizmalari

Promotor Analizleri

CBF’ler C-tekrarlari baglama faktorleri veya dehidrasyona duyarl element baglama
faktorleri (DREB1s) diye bilinen transkripsiyon faktorleri familyasi olarak tanimlanmistir
[41]. DRE ‘lerin soguk diizenleyici gen anlatiminda nasil bir roli oldugunu anlayabilmek
icin kritik adim DNA dizenleyici elementler ile etkilesim halinde olan proteinlerin
yapisini saptamak olmustur. Bu eksende Thomashow vd.’nin (1996) yapmis oldugu
calismalarla Arabidopsis bitkisinde bir transkripsiyon faktoriiniin DRE DNA diizenleyici
elemente baglanarak duslik sicaklik kosullarinda transkripsiyonun diizenlenmesinde rol

aldig tespit edilmistir.

Arabidopsis’de soguk stresi yanitinda COR genlerinin ABA bagimsiz anlatimini kontrol
ettigi teshis edilmistir. Bu transkripsiyon faktorleri, Etilene duyarli element baglama
protein/APETALA2 (EREBP/AP2) familyasi [41] ve DREB altfamilyasina [42] aittir. Bu alt
familya ilaveten 6 alt gruba (A-1’den A-6’a) ayrilmaktadir. DREB1/CBF gibi genler A-1
alt grubuna aittir. Dusik sicakhkla tetiklenir ve soguga duyarli stres genlerinin
bircogunun anlatimini etkinlestirirler. Oysa A-2 alt grubuna ait olan DREB2 gibi genler
genel olarak ozmotik strese duyarli gen anlatiminda rol oynarlar [43], [44], [45].
Arabidopsis’de sogukla uyarilan 3 CBF/DREB1 geni saptanmistir. Bunlar; CBF1/DREB1b,
CBF2/DREB1c, CBF3/DREBla olarak bilinmektedir [46]. Bu faktérler, soguga ve
dehidrasyona duyarli DNA dizenleyici elementlere (DREs) baglanirlar. Ayrica C-
tekrarlari (CRTs) olarak da bilinirler. CRT/DRE elementleri, soguk stresi altinda

transkripsiyonu uyarmak igin yeterli olan CCGAC ana dizinlerini igerirler.

Bitkilerin dlsuk sicaklikla birlikte nasil bir degisim gecirdigini anlamak adina calismalar
yaptimaktadir. C-tekrarh dehidrasyon cevap elementi (DRE: dehydration responsive
element) cis aktiviteli DNA diizenleyici elementin tanimlanmasi da bu alanda atilan
onemli bir adim olmustur [19], [18]. Element, 5 baz ciftlik CCGAC ¢ekirdek dizinlerinden

yola g¢ikarak C-tekrarli olarak belirtilmektedir [20]. Soguk ile diizenlenen bitki genlerinin
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bircogunun promotorunda birden fazla kopyasi bulunmaktadir. Arabidopsis genleri
COR15a [47] ve COR78/RD29A [19] ve Brassica napus geni BN115 [18] 6rnek teskil
etmektedir. Arabidopsis COR15A delesyonunun analizi ile C-tekrarlarinin cis aktiviteli
soguk duzenleyici DNA elementinin bir pargasi olabilecegi belirlendi. Bu ilk kez
Yamaguchi-Shinozaki ve Schinozaki tarafindan ispatlandi [19]. COR78/RD29A
promotorunda 2 adet 9 baz ciftlik (TACCGACAT) DNA elementini iceren C tekrarlarinin
reporter genle (GUS:beta-glukuronidaz) birlestirilmesi ile, soguk dizenleyici gen
anlatiminin uyarildigr gézlendi. Bundan baska bu DNA elementlerinin dehidrasyon ile
birlikte de uyarildigi bulundu. Buna bagli olarak C-tekrarlarini iceren bu elementler DRE

olarak isimlendirildi.

| 1l 11 v v VI
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Sekil 1.4 (A) Sematik CBF1, 2 ve 3 promotorlari (Renkli kutular promotorlarda bulunan
korunmus dizin bolgelerini temsil etmektedir.)
(B) CBF2 promotorunun soguk yanit bolgesinin detaylari
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1.1.2.7 CBF/DREB Transkripsiyon Faktorleri

ilk olarak Stockinger vd. [41] 24kDa biyiikligiinde CBF1 kodlayan geni Arabidopsis
thaliana’dan izole etmislerdir. CBF1 ‘in C tekrarlarina baglanmasini Escherichia coli’de
anlatimi gerceklesen rekombinant CBF1 proteini kullanarak jel mobilite tahlilleri ile

kanitlamiglardir.

Soguk aklimasyonu daha Oncede bahsedildigi (izere CRT/DRE DNA elementleri
aracihgiyla COR genlerinin uyarilmasi varhiginda gergeklesir. CRT/DRE dizinlerine
baglanan transkripsiyon faktorli CBF1’in anlatiminin yikselmesi ile COR gen anlatimi

tetiklenir ve donma toleransinda artis gézlenir [48].

Jaglo-Ottosen vd. (1998) [48] aklimasyon slirecine girmemis Arabidopsis bitkisine CBF1
kodlayan bir cDNA vyerlestirilmesi ile transgenik Arabidopsis bitkisi elde ettiler.
Aklimasyon siireci yasamamis yabanil bir Arabidopsis bitkisine kiyasla bu bitkide,
sogukla indiiklenen gen anlatiminin daha cok gercgeklestigini gozlemlediler. Bu veri ile
birlikte CBF1 transkripsiyon faktoriiniin aklime edilmemis bitkilerde donma toleransini

arttirdigi sonuca varilmistir.

Yamaguchi vd. (1998) tarafindan maya bir-hibrid tarama sistemi kullanilarak soguk ve
kurakhk stresi verilmis Arabidopsis bitkisinden daha 6nce elde edilmis olan cDNA
kiitiiphanelerinin rehberliginde Arabidopsis’den DRE baglanma proteinini kodlayan 3
homolog cDNA (DREB1A,DREB1B,DREB1C) izole edildi . Burada izole edilen DREB1B’in
Jaglo-Ottosen vd. (1998)’'nin [48] bildirdikleri CBF1 ile 6zdes oldugu tespit edildi. DREB1
proteinlerinin soguk stresi altinda gerekli olan genlerin anlatimini siddetli bir sekilde

indukledigi ortaya konuldu. CBF1/DREB1B, CBF2/DREB1C or CBF3/DREB1A [27].

DREB1c/CBF2; DREB1b/CBF1 ve DREB1A/CBF3 anlatimlarini olumsuz yoénde
dizenlemektedir. CBF2/DREB1c geni engellenmis bir Arabidopsis mutantinin soguga
dayaniklilik kapasitesinin daha yiksek oldugu saptanmistir. Ayni zamanda kuraklik ve

tuzluluk streslerinde de daha fazla dayaniklilik géstermistir [47], [40].

ICE1 , SIZ1, CAMTA [49], [50], [51], [52], CBF ekspresyonunun gerceklesmesinde rol

alan genlerdir. HOS10 ve MYB15 ise CBF aktivitesini olumsuz yonde etkileyen
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dlzenleyicilerdir [40]. CBF/DREB1 yolagi soguk aklimasyonu igin tek diizenleyici kaskat
degildir.

GUnumuzde soguk uyumundaki roli ile en iyi anlasiimis olan genetik sistem
Arabidopsis CBF soguk tepki yolagidir. CBF/DREB1 proteinleri AP2/ERF DNA bagli
protein ailesine aittir. Arabidopsis thaliana da 140’dan fazla iyesi mevcuttur. CBF geni
anlatimi 1 saat dlstk sicakhkla tetiklenir ve kodlanan transkripsiyonal faktorler

doénisimli olarak soguga dayali bircok genin anlatimini aktive eder [41], [49].

CBF regulonu cok sayida gene sahiptir [32], [53], [54], [27], [55]. Bu genler soguk
dizenleyici genlerin %12’ i kadari ile iligkilidir [32], [54]. Arabidopsis’de temel olarak
anlatim fazlaca gerceklestiginde, stressiz kosullarda ve transgenik bitkilerde donma,
kurakhk ve tuz toleransi ile basa ¢ikma durumlarinda CBF genleri dizenledikleri

genlerin anlatimini tetikler [56], [48], [57].

Ayni karakteristik elementleri tasiyan CBF ortologlarinin Arabidopsis thaliana’da
oldugu gibi diger baska bitkilerde de varligi tespit edildi. Bunlara otsu bitkilerden
Brassica napus L. [58], Lycopersicon esculentum [59], Oryza sativa L. [60] ve Capsicum
annuum L. [61], [62], ve odunsu bitkilerden ise Prunus avium L. [63] 6rnek olarak
verilebilir. Ayrica, Arabidopsis’deki gibi Brassica napus L.’ daki 2 Brassica CBF benzeri
genlerin fazla miktarda anlatiminin gerceklesmesi donma toleransinin artmasina
olanak saglamaktadir [64]. Bununla birlikte, bitki tirleri arasinda CBF soguk yolaginda
bazi yapisal ve gen diizenlemesini etkileyen farkliliklar g6zlemlenmistir. Ornegin soguga
duyarli bir tir olan L.esculentum’da CBF regulonu, A.thaliana gibi soguga toleransh
bitkilerin regulonundan daha kiglk ve fonksiyon acisindan pek fazla farkhlik
gostermez. Bu durum duslk sicakhklarda bitki davranislarindaki farkliliklari kismen

aciklar [65].

Bugdayda yapilan bir arastirma ile, soguk stresi uygulandigi zaman rekombinant
turlerle karsilastirildiginda, CBF genlerinin indiksiyonunda biiyik ol¢tide farkliliklar

olustugu tespit edildi [66].
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Bitkide soguk stresi yanitinda énemli bir role sahip olduklarindan, CBF’ler ve bunlarin
diizenleyici yolaklari hakkinda pek ¢ok g¢alisma vardir. Bu c¢alismalarin ¢ogunda

CBF/DREB1 anlatiminin direk duizenleyicileri tanimlanmistir.

Arabidopsis CBF soguk yolaginin homolog bilesenleri; kolza (Brassica napus), soya
fasllyesi (Glycine max L. Merr ), brokoli (Brassica oleracea L.), domates (Lycopersicon
esculentum L.), bezelye (Medicago sativa L.), tutin (Nicotiana tabacum L.), kiraz
(Prunus avium), bugday (Triticum aestivum ), cavdar (Secale cereale), misir (Zea mays),
pirin¢ (Oryza sativa), cilek (Fragaria ananassa Duchesne) ve arpa (Hordeum vulgare)

gibi bircok bitkide bulunmustur [58], [67], [68], [69], [60], [70], [71].

1.1.2.8 CBF Yolaginin Diizenlenmesinde Rol Alan Diger Transkripsiyon Faktorleri

Gilmour vd. (1998)'un [56] yapmis oldugu calismalarda CBF transkriptlerinin distk
sicaklik uygulanmasindan 15 dk sonra c¢ogaldigi goriliince CBF promotorunu taniyan bir
transkripsiyon faktorinin hazirda bulunabilecegi onerilmistir. Bundan yola c¢ikilarak
CBF ekspresyonunun tetikleyicisi olan ICE aktivatérinin varhgiyla ilgili hipotez ortaya
atilmistir. ICE aktivatériniin, tim CBF gen promotorlarinda bulunan ICE kutusunu
taniyarak bunlara baglandigi distiniimektedir. Orta dereceli sicakliklarda ICE inaktif
olarak bulunmaktadir. Bitki dislik sicakliga maruz kaldiginda fosforile olarak
transkripsiyonu gerceklestirebilmektedir [72]. ICE, soguk aklimasyonunda rolleri olan
CBF haricindeki genlerin ekspresyonunun tetiklenmesinde de gorev almaktadir. HOS
regiilatdrii ise CBF’in ekspresyonunun negatif diizenleyicisi olarak gérev alir. in vitro ve
in vivo ubiquitinasyon arastirmalarindan yola cikarak HOS'un aracihgiyla ICE1’in

poliubiquitinasyonunun gerceklestirildigi tespit edilmistir [73].

Proteinlerin sumoilasyon/desumoilasyonunun soguk aklimasyonunda ¢ok onemli
rolleri  oldugu tespit edildi [74]. Sumoilasyon post-translasyonel protein
modifikasyonudur. SUMO (small ubiquitin-related modifier) E3 ligazlarina tabii olan
islemlerde SUMO proteinleri protein substratlarina baglanir. Desumoilasyonda ise
SUMO proteinleri SUMO proteazlari ile hedef molekillerinden ayrilir. Bu durum hedef
proteinleri proteozomal degradasyondan korumaktadir. Cilnki sumoilasyon

ubikutinasyonu engeller [75]. SIZ1’in, Arabidopsis SUMO E3 ligaz, soguk stresi sirasinda

14



SUMO’nun baglanabilmesi icin gerekmektedir. SIZ1 mutantlarinin soguga karsi asiri
duyarli oldugu bilinmektedir. Ayrica SIZ1 mutantlarinda CBF ve hedef COR genlerininin
soguk ile indiklenmesinin ciddi sekilde azaldigi bilinmektedir. Ne var ki bu durum
CBF’in negatif regllatori olan MYB15 ‘nin soguk ile indiklenmesini meydana
getirmektedir. ICE1’in proteolizizini kolaylastiran HOS10’un aksine, SIZ1 soguk
aklimasyonu sirasinda SUMO’nun ICE1 K393'{i ile konjuge olmasina aracilik etmektedir.
Bu da ICE1’in poliubiquitinasyonunu azaltmaktadir. ICE1’in K393R siibstitlisyonu, SIZ1
aractligiyla olusan sumoilasyonu bloke eder. Soguk stresinde mutant ICE1’in ¢cok fazla
miktarda anlatiminin gerceklestigi transgenik bitkilerde MYB15 anlatimi artmaktadir.
ICE1 mutant bitkilerde oldugu gibi bu bitkilerin de soguga karsi asiri hassasiyet
gosterdikleri gozlemlenmistir. Burdan yola ¢ikarak SIZ1 aracilifiyla gerceklesen
sumoilasyon ICE1 stabilitesini ve aktivitesini kolaylastirmaktadir. Bu da CBF anlatiminin

ve MYB15 baskilanmasinin gerceklesmesi icin gerekmektedir [74].

Transkripsiyon faktorlerinin geri bildirimli olarak baskilanmasi, soguga duyarh gen
anlatiminin diizenlenmesinde soguk ile indiklenen transkriptomun optimizasyonunun
saglanmasi icin anahtar gorevi goérmektedir. CBF’lerin upstream transkripsiyon
faktorleri tarafindan ters yonde regiilasyonlari yapilir. Ornegin; MYB15 (R2R3-MYB
protein ailesi) soguk olmadiginda bile eksprese olur. MYB15, CBF promotorlari
icerisindeki MYB taninma elementlerine (MYBRS) baglanabilir [76]. ZAT12 transkriptom
analizlerinde ZAT12 regllonunun en az 24 soguk standart gen takimi (COS) icerdigi
saptanmistir. Bunlardan 9’unun sogukla indiiklenen, 15’inin de sogukla baskilanan
genler oldugu tespit edilmistir [35]. Baska bir C2H2 cinko parmak proteini olan
LOS2’nin de soguk stres kosullarinda ZAT10 promotorundaki MYC taninma
elementlerine baglanip, ZAT10 ekspresyonunu baskiladigi gorilmektedir [77]. Kisa
sureli ekspresyon analizleri, ZAT10’un RD29A (CBF hedef geni) EP2 dizinindeki (negatif
regilatorlerin baglandigi bir cis element) A(G/C)T promotor cis elementine spesifik
olarak anlatimi baskiladigini gostermistir [77]. ZAT10 ve ZAT12’nin abiyotik stres
diizenleyici transkripsiyonel networkte ayni hedefe yénelmis iki diigim noktasi olarak

islevleri vardir [78], [79].
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ZAT12

Farkh cevresel stres kosullarina benzer tepkiyi gosteren CBF yolagi haricinde bir de
ZAT12'nin gorev aldigi yolak bulunmaktadir. ZAT12, C,H, cinko parmak proteini olup
kiiglk bir gen grubunun uyesidir. ZAT12, soguk stresi de dahil olmak lizere farkli
streslere yanit olarak kararl bir transkript seviyesinde bulunmustur. Transgenik
bitkilerde yapilan analizlerle ZAT12’nin soguk aklimasyonunda ve oksidatif strese

yanitta rol aldigi ortaya cikariimistir [35].

ZAT12 soguk tepki yolagi, CBF soguk tepki yolagi ile etkilesim halindedir. Genlerin
¢alisma mekanizmalarinda ¢akismalar bulunmaktadir. Bu ¢akismalar, ZAT12 ve CBF
regulonunun birlikte calismasindan kaynaklanmaktadir. Her iki transkripsiyon
faktorine ve disuk sicakhga cevaben dort adet genin ekpresyonunda artis meydana
gelirken, 3 adet genin ekspresyonunda disls gozlemlenmektedir. Buna bagh olarak,
belirli soguk genlerinin ekspresyonunu koordineli bir sekilde ZAT12 ve CBF soguk tepki
yolaklarinin diizenlemekte oldugu gorilmektedir. Bundan baska, ZAT12'nin konstit(itif
ekpresyonunun CBF1-3 genlerinin indiksiyonunu azalttig da gozlemlenmistir. Bu da,
ZAT12 regulonunun CBF soguk tepki yolaginin negatif yonde diizenlenmesinde de rol

aldigini ortaya koymaktadir [40], [35].

1.1.3 AP2 Bolgesi

Etilen endojen bir bitki hormonudur. Bitki gelisiminde ve bliyimesindeki ¢cimlenme,
senesans, epinasti, absisyon ve meyve olusumu gibi bircok durumu etkiler [80]. En ¢ok
calisilan bitki hormonlarindan biridir. Etilen ile indiiklenen bir takim genlerde etilenle
dizenlenen cis bolgeleri tanimlanmistir [81], [82], [83], [84]. Bu cis dizenleyici
bolgelerle spesifik olarak etkilesimde olan cesitli proteinler de tespit edilmistir [85],

[86], [87], [83].

Nicotiana spp’ deki etilen ile indiklenen PR (patojenle ilgili) protein genlerinin 5’
upstream bolgelerinin  karsilastiriimasi ile 11 baz ciftlik bir dizin belirlenmistir
(TAAGAGCCGCC) [88], [89], [90]. Bu bolgeden GCC kutusu (GBD) olarak
bahsedilmektedir. GCC kutusunun etilene duyarl element (ERE) oldugu ispatlanmistir.
Etilene bagimli transkripsiyonu artirdigi bilinmektedir. Tutiin EREBP’leri ile ilgili olan
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cDNA’lar klonlanmis ve karakterize edilmistir. EREBP’ler ERE ile spesifik olarak
etkilesimde olan baglanma proteinleridir. EREBP’lerin DNA baglanma bdlgeleri 59

aminoasitlik bir bolgedir.

APETALA2 (AP2) domaini (ayrica bazen AP2/etilene duyarli element baglanma faktori
[ERF] domaini veya ERF/AP2 domaini olarak adlandirilir) AP2/ERF diye adlandirilan

genis bir DNA baglanma protein gen ailesini belirtir.

AP2 CB3D RAV genleri

- ERF-like
(77 ]
AP2/ERF
ailesi

AP2-like — pap2 H aP2 —

Sekil 1.5 AP2/ERF genlerinin yapisi [91]

AP2/ERF genleri AP2 domaini bulundurma sayilarina gore siniflara ayrilr.

Birinci sinif; iki AP2 domaini barindiran (AP2-like) proteini kodlar ve AP2 [92],
AINTEGUMENTA (ANT) [93], [94] ve Glossy15 (GL15) [95] igerir .

ikinci sinif; sadece bir AP2 domaini olan proteini (ERF-like) kodlar. Bunlar; TINY [96],
AtEBP [97], ve ABI4 [98] proteinlerini igerir.

AP2/ERF genlerinin lguncl sinifi ise; RAV1 ve RAV2'yi kapsar. [91] Bunlar AP2 ve B3

olmak lzere iki farkh DNA baglanma domaini olan proteinleri kodlar [99].
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DREB e

T. thermophila (AAL73456)
Bacteriophage Felix 01 (NP_944955)

T. erithraeum (ZP00071641)

Sekil 1.6 Filogenetik analiz®

Arabidopsis AP2, AP2/ERF ailesinin iginde en iyi ¢alisiimis gendir. AP2, floral meristemin
kurulmasinda [92], [101], ve floral homeotik gen anlatiminin dizenlenmesinde
Arabidopsis’de merkezi bir rol oynar [102], [103], [104]. AP2’ de iki adet AP2 domaini
vardir. Her bir AP2 domaini 68 aa’dan olusur. 18 aa cekirdek bélgededir. Amfipatik alfa

sarmal formundadir [92], [105]. Bu domainler AP2 islevi icin son derece elzemdir [92].

AP2 ‘a ek olarak Arabidopsis’de AP2 domainini kodlayan diger genler de calisiimistir.
ANT (AP2-like) [93], [94], CBF1 (ERF-like) [41] gibi. AP2-like genleri gelisim siirecinde
anahtar rol oynayan genler iken, ERF-like genleri biyotik ve cevresel strese tepki
mekanizmalarinda goérev almaktadirlar. Sakuma vd. (2002) Arabidopsis’de  DNA
baglanma bolgelerindeki benzerlige dayanarak AP2/ERF genlerini 5 sinifin Giyesi olarak
gruplandirmistir. Bunlar; AP2 alt familyasi (14 gen), RAV alt familyasi (6 gen), DREB alt
familyasi (55 gen), ERF alt familyasi (65 gen) ve (besinci grup; 4 gen) digerleridir.

3 Bitki AP2 domainlerinin ve yeni kesfedilen bitki harici AP2 domainlerin NJ(yakinlik baglantisi) agaci[100]
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HwCBEFL VYKGVRRERN - BGRWWCEVRE PHSK-QRIWL GTFETAEMAAMA RAHDVAALAL RGRRA-CLHF AD
ACLDREB1A IYRGVERRN- SCGEWVCEVRE PMEK-TRIWL GTFOTAEMAR RAHDVARLAL RERSA-CLMNF AD
ALCBF2 IYRGVROEN- SGEWVCELRE PMEE-TRIWL GTFQTAEMAR RAHDVAAIAL RGRSA-CLNF AD
ACLCBF1 IYRGVRCORN- SGKWVSEVRE PNEK-TRIWL GTFQTAEMAR RAHDVAALAL RGRSA-CLNF AD
BEnDREB VYRGVRLEN- EBEGEKWWVCEVRE PMEE-SRIWL GTFLTAEIAR RAHDVAARTAL RGKSA-CLNF AD
MWEREP111k VYRGVRERN- SDEWVCELRE PMEK-SRIWL GTFPSAEMAR RAHDVAAIARL RGRSA-CLNE AD
NtREFllla VYRGVEERM- EBSGEWVCEVRE FMNEQ-S5RIWL GTFPEAEMAYV RAHDOVARTIAL RERSA-CLHFE AD
OeDREB1A  VYRGVRRERGP AGRWVCEVRE PNEK-SRIWL GTFATAEAAR RAHDVAALARL RGRGA-CLNF AD
ALTINY VYRGVEKREN - WEEKWVSEIRE PREK-SRIWL GTFPSPEMAR RAHDVARLSI KEASA-ILNF FD
BCBF1 LYRGVRERRGR VGOWVCEVEV PGIKGSRLWL GTFTHPEMAA RAHDRAVLAL SGRAA-CLNF AD
BCEF VYREGVRERGH TERWVCEVEY PGERGARLWL GTYATAEVAR RANDAAMLAL GQERSATCLNE AD
BCEF3 VYRGVRRRGH TERWVCEVRV PGEKRGARLWL GTYATAEVAA RANDAAMLAL GGRSATCLNF »D
OsCBF VFRGVREWRGC AGRWVCEVREY PGSRGDRFWI GTSDTAEETA RTHDAAMLAL CGEASA-SLNF AD
Consensus vyrGVR.BEn. .g.WvcevRe P.kk.sRiWl GTL.caBEmaa RahDvAalal rGrsi.cLMNF aD

Sekil 1.7 CBF ve yakin iliskili AP2 proteinlerinin aminoasit dizinlerinin hizalanmasi*

1.1.4 Zeytin

Zeytin Oleaceae familyasinin bir Gyesidir. Bu familya Fraxinus (disbudak), Forsythia
(altin canak), Forestiera (F. Neomexicana ), Ligustrum (kurtbagn), Syringa (leylak), Olea
(zeytin) cinslerini binyesinde barindirir. Ticari zeytinler Olea europaea L. tlriine aittir.
Diinya Uzerinde tropikal ve subtropikal bolgelerde yetisen 20 kadar Olea tiiri
bulunmaktadir. Yalnizca O.europaea L. yenilebilen meyveler Gretmektedir. Zeytin agaci
uzun Omdrli her daim yesil bir agactir. Bazi tirlerinin 100 yil kadar yasadigi rapor

edilmistir.

* Arabidopsis AtDREB1A (ABO07787), AtCBF2 (AF074601), AtCBF1 (U77378) ve AtTiny (X94698); tiitiin

NtACRE111A (AF11530) ve NtACRE111B (AF211531); B.napus BnDREB (AF084185); piring OsDREB1A
(BAA90812) ve OsCBF (AF243384); arpa BCBF (AF239616), BCBF1 (AF298230) ve BCBF3 (AF298231)
[106].
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Cizelge 1.1 Olea europaea’nin taksonomisi

Alem Plantae

B&liim Magnoliophyta
Sinif Magnoliopsida
Takim Lamiales
Familya Oleaceae

Cins Olea

Tar O.europaea

Zeytin agaci tarimina, tarih Oncesi caglarda Akdeniz havzasi dogu bolgesinde
baslanmistir. Akdeniz havzasi tarafindan cevrelenen alanlar dinya zeytinyagi
Uretiminin %90’ 1n1 saglamaktadirlar. islenmesi, toplanmasindaki zorluklar ve {retim
alanlarindaki kisith mahsul eldesi sebebiyle zeytinyag yiksek Ucretlendirilen bir
Urtnddr. Buna ragmen yiksek kalitesi ve saglikh bilesenlerden olusmasi nedeniyle tiim

diinyada tliketimi stirekli artmaktadir.
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Cizelge 1.2 Dinya zeytinyagi tiketimi (1.000 TON) [107]

ULKELER 2003/04 | 2004/05 | 2005/06 | 2006/07 | 2007/08 200809 2009/10

AB 1,997.5 2.073,0 19180 19050 1,888,0 18545 1,856,5
Avustralya M5 325 M5 47,5 36,0 7.0 37.5
Brezilya 23,5 26,5 26,0 4.5 40,0 42,0 42,5
ABD 216,5 2155 23,0 2480 246,0 2540 260,0
Suriye 150,0 135,0 79,0 110,0 80,0 110,0 120,0
Fas 70,0 380 EL0 £E,0 £E,0 70,0 70,0
Tunus 56,0 44,0 38,0 45,0 50,0 35,0 35,0
Tiirkiye 45,0 &0,0 to,0 0,0 L1-H01] 97,0 98,0
Diger 288,5 2830 267,0 2635 28E,5 326,0 318,5
Toplam 2.882,5 2.923,5 2.690,5 2.798,5 2.754,5 2.825,5 2.839,0

Sekil 1.8 Diinya cografyasinda zeytin Uretimi yapilan tlkeler
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Olea europaea L. Akdeniz bolgesinde oldukga yaygin bir bitki taridir. Bitki kurak

iklimlere iyi adapte olmustur. Su stresine karsi uzun stire canlihgini koruyabilir [108].

Zeytin her daim yesil olan ve yaginin karakteristik 6zelliginden dolayr ekonomik degeri
yuksek olan bir agag cesididir. Donmaya karsi duslik tolerans gosteren iliman iklim
bitkisidir [109]. Bu disik tolerans soguk bolgelerdeki tarimini kisitlamaktadir. Halbuki
soguk bolgelerde olgunlasma sonrasi slire¢ yavas oldugunda yaginin kalitesi
artmaktadir [110]. Soguk bdlgelerde yetisen zeytin agaclarindan elde edilen ekonomik
degeri yluksek olan yagi elde edebilmek icin soguk iklimlerde zeytin agaclarinin hayatta
kalabilmesini saglayacak bir yol bulmak blylik 6nem arz etmektedir. Dormansi
olmayan diger agaclar gibi zeytin agaclarinin anatomik seviyede soguk semptomlari
ifade etmesi haftalar almaktadir. Bu semptomlar; tilosis, kambiyal hiicrelerin 6limq,

suberifikasyon ve hiicre duvarlarinin lignifikasyonu olaylarini icerir [111], [112].

Turkiye’nin 6nemli tarimsal ihrag Grlinlerinden biri olan zeytin ve zeytinyagi, tlkemiz
potansiyeli dikkate alindiginda, mevcut sorunlarin ¢éziime kavusturulmasiyla, 6zellikle
de Avrupa Birligine katilim sirecinde, tarim sektorimiz icin rekabet glcli olan

Urlinlerden biri olacaktir.

Cizelge 1.3 Dlinya zeytinyagi ihracati (1.000 TON) [107]

ULKELER 2003/04 | 2004/05 | 2005/06 | 2006/07 | 2007/08 | 2008/09 | 2009/10

AB 24,5 330,5 10,5 351,0 357,0 3735 385.0
Tunus 208,0 98,0 15,5 75,0 130,0 110,0 110,0
Suriye 28,0 36,0 35,0 40,0 20,0 15,0 30,0
Fas 20,5 31,0 21,0 45 2,0 16,0 18,0
Arjantin 55 12,5 16,0 15,0 185 155 13,0
Tiirkiye 45,0 93,5 73,0 45,0 15,0 24,0 48,0
Diger 24,0 32,0 32,5 31,5 20,0 Z7.0 28,0
Toplam 657,53 633,5 603,53 662,0 562,5 581,0 632,0
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2008/2009 sezonunda zeytin dikim alani 774.370 ha’dir. 2008/2009 sezonu verilerine
gore ulkemiz zeytin Uretiminin yaklasik % 65’i yag Uretimine gitmektedir. Kalani ise

sofralik olarak islenmektedir.

7%

33%

Mitalya @ Yunanistan 0 Tunus O Tiirkiye M Portekiz @ Suriye Mispanya 0 Diger Ulk.

Sekil 1.9 Diinya zeytinyagi Uretimi ylizdesi [113].

Ulkemizde zeytin Uretimi yapilan alanlarda artis olmasina Kkarsilik, Uretimde
dalgalanmalar vardir. Ulkemizin batisinda, Canakkale'den Mugla'ya kadar uzanan Ege
Bolgesi zeytin agacinin en iyi yetisme sartlarina sahiptir. Memecik ve Ayvalik en 6nemli
iki cesidi olusturmaktadir. Manisa'nin Akhisar yoresinde yesil sofralik Domat ve Siyah
sofralik Uslu cgesitleri ile son yillarda yayillan Gemlik ¢esidi 6nemli ¢esitlerdir. Marmara
Bolgesinde, zeytin agaclari daha cok iznik ve Gemlik Kérfezi gibi riizgarlara kapali

yerlerde kesif olarak yerlesmistir. Bolgenin en iyi sofralik cesidi “Gemlik”tir.
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Sekil 1.10 Tirkiye’de zeytin isletmelerinin bulundugu iller [114].

1.1.4.1 Zeytin ve Stres

Zeytinler genellikle kurakhga dayanikh bitkilerdir. Bu karakteristik ozellik farkh
kiltivarlarda cesitlilik gésterir. Diger bir cevresel karakteristik 6zelligi soguk hasarina
gosterdigi dayanikhliktir. Yunanistan’da kuzey bolgesine ait olan kdltivarlar soguga karsi
dayaniklilklari fazla iken, gliney bolgesine ait olan kiltivarlarin kurakliga karsi

dayaniklihklari fazladir [115].

Zeytin agaclarinda soguk stresi farkli hicre ve doku seviyelerindeki degisikliklerle
meydana gelmektedir [116]. Hicre zarlar soguk hasarindan ilk etkilenen bolgedir.
Soguk aklimatizasyonu sirasinda, ilgili enzimlerin aktivitelerinin gergeklesmesini
saglayarak zar akiskanligini koruyan mekanizmalarin aktivasyonu gerceklesir [46]. Bu
mekanizmalarin aktivitasyonlari ile lipid kompozisyonunda degisiklikler meydana gelir.
Kriyoprotektanlarda ve soguga duyarli, aklimatizasyon ile ilgili genlerin aktivasyonunu
gerceklestiren sinyal iletiminde rol alan sekonder habercilerde artis meydana gelir

[116], [46].

Zeytin bitkisi ayrica tuzluluga karsi da dayaniklihk gosteren bitkilerdendir. Diger
bitkilerle kiyaslandiginda zeytin bitkisi, tuzluluga bir turuncgil bitkisinden daha fazla bir
palmiyeden ise daha az dayaniklidir [117]. Therios ve Misopolinos (1988) tarafindan 3
yillik bir zeytin bitkisinin 80mM’dan daha duisiik bir NaCl konsantrasyonunda zarar

gdrmedikleri tespit edilmistir. Tuzluluk toleransi iyon atim mekanizmalari ve Na* ve CI’
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iyonlarinin koékte tutulmalari ile iliskilidir [118], [119]. Loreto ve Bongi (1987) [120]'a
gore tuzlulugun belli bir esik degerin Uzerinde olmasi bitki morfolojisini
degistirmektedir. Stomalarin cevresel degisikliklere olan hassasiyetinde azalma gorulir

ve yaprak kalinligi azalr.

Tuzluluga maruz kalan zeytin agaglarinda su miktarinda azalma goérulir [121]. Bu
azalma hiicresel seviyede dehidrasyon ve osmotik strese sebep olan dis

sollsyonlardaki yiliksek tuz konsantrasyonundan kaynaklanir.

Kok bolgesinde biriken tuz ozmotik stresin artmasina ve hiicre iyon dengesinin
bozulmasina sebep olur. K, Ca* ve NO? gibi 6nemli maddelerin aliminin azaltilmasini
tetikler ve Na* ve CI” ‘un hiicre igerisinde toksik seviyelerde birikimini tetikler [122],
[123]. Bu Oncll stresler reaktif oksijen elementlerinin Gretimini arttirir [124], hormonal
degisimlere sebep olur [125], karbonhidrat metabolizmasini degistirir [126], bazi

enzimlerin aktivitelerini azaltir [127].

1.2 Tezin Amaci

Yapilan calisma ile ilk olarak Arabidopsis thaliana’ da klonlanan ve abiyotik stres
dayanikhhgini belirleyen genlerin anlatimlarinin kontroliinde gérev yapan CBF/DREB
transkripsiyon faktorlerinin, diger pek c¢ok bitkide oldugu gibi zeytinde de
homologlarinin bulunmasi ve bunlarin tam uzunluktaki cDNA’larinin klonlanmasi

amaglanmaktadir.

1.3 Hipotez

Zeytin cevresel streslerden kurakliga cok dayanikl soguk ve tuzluluga da orta derecede
dayaniklihk gostermektedir. Bitkilerin farkli c¢evresel streslere benzer tepkiler
vermesinden yola ¢ikarak soguk stresi ile anlatimi artan CBF/DREB genlerinin zeytin
bitkisinde de bulundugu 6ngoriilerek arastirma grubumuzda CBF proteinlerini klonlama
calismalarina baslanmistir. Daha 6nceki bir calismada 250 bp’lik CBF kismi cDNA’si
klonlanmistir. Kismi dizinler kullanilarak genin 3’ ve 5’ ucglarinin elde edilip edilmeyecegi
arastirilacaktir. Bu genlerin klonlanmasi zeytindeki soguga dayanikhlik mekanizmasini

anlamada onemli bir adim olacaktir. CBF genleri klonlandiktan sonra, bu genlerin
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ekspresyonu bakimindan soguga dayanikl varyeteler ve daha az dayanikh varyeteler

arasinda farkliliklar olup olmadigina bakilacaktir.

26



BOLUM 2

2.1 Bitki Materyali

MATERYAL VE METOD

1 yasindaki Olea europaea L.Gemlik kiltivari Tlrkiye Cumhuriyeti Tarim Bakanligi

Yalova Atatiirk Bahge Kiiltiirleri Merkez Arastirma Enstitlisi’'nden temin edildi.

2.2 Tamponlar ve Gozeltiler

Tampon veya ¢ozelti

Yapisi veya hazirlanma sekli

DEPC (Di Etil Piro
Karbonat)'li su

% 0,1’ lik solusyonlari hazirlandi. Oda sicakhiginda bir gece
bekletildikten sonra otoklavlandi.

TE ¢ozeltisi (1 X), pH
8.0

10 mM Tris- HCl pH 8.0, 1 mM EDTA

Etanol

% 75- 80 stok sollisyonu hazirlandi.

Etidyum bromiir stok
soltisyonu ( EtBr)

5 mg/ ml EtBr’ e steril deiyonize su ilave edildi.

MOPS ( 5 X)

0.2 MOPS pH 7, 50 mM NaOAc, 50 mM EDTA ve DEPC’ |i su
bir gece inklibe edildikten sonra otoklavlandi.

RNA loading ¢ozeltisi

1mM EDTA, pH 8.0, % 0.4 bromfenol mavisi ve % 50 gliserol
karisimi, DEPC’ li su ilave edildi.

dNTP karisimi

20 mM dATP, dTTP, dGTP ve dCTP karisimi hazirlandi.
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EDTA sollisyonu

250 mM EDTA, 250 mM Tris-HCl karisimi hazirlandi. pH
8.0’e ayarlandi.

TBE ¢ozeltisi (5 X)

54 g Tris, 27,5 g Borik Asit, 20 ml 0,5 M EDTA, 1 L saf suya
tamamlandi.

DNA loading ¢ozeltisi

250 mM Tris-HCl pH 7.5, % 0.2 bromfenol mavisi, % 0.2
ksilen siyanol ve % 40 gliserol karisimi

Ampisillin stok
sollisyonu

100 mg/ ml ddSu ilave edildi. Filtreden gegirildi. — 20 °C’ de
bekletildi.

X- Gal stok sollisyonu

50 mg 5-bromo-4- kloro-3-indol B - D- galaktozidaz 1ml
DMF( di metil formamid) de ¢o6zuldi. Alimiyum folyo ile
sarilarak -20 °C’ ye kaldirldi.

IPTG stok sollisyonu

1 M ( 240 mg/ml) izopropanol B-D- tiogalaktopiranosit
(IPTG) steril deiyonize suda ¢ozildi. Filtreden gecirildi. -20
°C’ de saklandi.

2.3 Molekiler Markorler

RiboRuler high range RNA
Ladder (n/ 2ul)

6000 bp, 4000 bp, 3000 bp, 2000 bp, 1500 bp, 1000 bp,
500 bp ve 200 bp bantlari gozlenir.

MassRuler DNA Ladder

Low Range

1 X’ lik TBE’ de 1031 bp ile 80 bp arasinda toplam 11 bant

gozlenir.

Pst1 ile kesilmis A DNA

%1’ lik agarozda 11501 bp ile 247 bp arasinda toplam 17

bant gozlenir.
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2.4 Enzimler

Qiagen Taqg DNA Polymerase
Taq polimeraz
Fermentas Long PCR System

2.5 Kitler
cDNA sentez kiti ROCHE High Fidelity cDNA Synthesis Kit
RACE kiti Roche 5’/3’ RACE Kit 2nd Generation

MRNA izolasyon kiti Qiagen Oligotex mRNA Spin- Column

Invitrogen 3" RACE System for Rapid Amplification of

3’RACE kiti
cDNA Ends
Invitrogen 5° RACE System for Rapid Amplification of
5’RACE kiti
cDNA Ends, Version 2.0
Jel pirifikasyon kiti QlAquick Gel Extraction Kit
Ligasyon kiti Promega pGEM-T Easy Vector Systems
Plazmit izolasyon kiti Roche High Pure Plasmid Isolation Kit

2.6 Besiyerleri

Luria Broth (LB)

Besin gesidi Miktari
Tripton 10g
Yeast extract 5g
NaCl 10g

Cizelgedeki miktarlarin Gzerine saf su ilave edilerek 1It' ye tamamlandi. pH 7’ye

ayarlandiktan sonra 121 °C’de 30 dakika otoklavlandi.
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Kati LB igin sivi 1L LB’ye 15 g Agar ilave edildikten sonra

otoklavlandi.

SOB

121 °C’de 20 dakika

Besin gesidi Miktari
Tripton 10g
Yeast extract 25g
NacCl 0,292 g
MgCl2 1,015¢g
KCI 0,093 g

Cizelgedeki miktarlarin Gzerine saf su ilave edilerek 500mL’ye tamamlandiktan sonra

121 °C’de 20 dakika otoklavlandi.

SOC i¢in 98 g SOB’ ye 2 mL glikoz ilave edildi.

2.7 Oligoniikleotidler

Primerin Adi

Primer Dizini

Oligo d(T)-anchor

5’- GAC CAC GCG TAT CGATGT CGACTTTTTTTTTTTTITITV =3’

PCR Anchor 5" —-GAC CAC GCG TAT CGATGT CGA C-3’
RF1 5- AGGCCGGAAGAAGTTTCAC-3’
RF2 5’-CAGGCCGGAAGAAGTTTCAC -3’
AP 5’- GGCCACGCGTCGACTAGTTTTTTTTTITTTTITT -3’
AUAP 5’- GGCCACGCGTCGACTAGTAC -3’
AAP 5’- GGCCACGCGTCGACTAGTACGGGIGIGGGIIG -3’

SP1

5’-CCA CGT TGT GAG CTC TCG CAG-3’




2.8 Kullanilan Programlar
Chromas

Vektor dizilerinin gikartilmasi igin kullanilan ve internetten indirilebilen bir programdir.
Dizinlerin kromatogram dosyalarini agar ve programa girilmis olan vektér dizinlerini

uzaklagtirir.
Primer3

PCR primerlerini tasarlamak igin kullanilan programdir. Ayrica hibridizasyon problarini

ve primerleri dizinlemede de kullanilir.

2.9 Zeytin Fidelerinin Biyutiilmesi

Zeytin fidanlarinin yapraklari yikanarak olasi zirai ilag kalintilari uzaklastirildi ve fidanlar
temiz saksilara dikildi. Ortam kosullarina uyum saglamalari igin bitkiler bir hafta stireyle
22 °C'de, 14 saat giindiiz / 15 °C’de, 10 saat gece periyodunda, giindiiz 150 pmol M?%s™

151k, gece ise karanlik olacak sekilde tutuldu.

Bir haftanin sonunda, 4 °C'de, 14 saat ginduz / 2 °C’'de, 10 saat gece periyodunda,
glindiiz 150 umol M?s? 151k, gece ise karanlik olacak sekilde 10 giin silireyle soguk stresi

verildi.

2.10 Bitki Orneklerinin Alinmasi

Bir haftalik biylime sonunda, stres verilmeden hemen 6nce bitkiden yaprak 6rnegi
alinip, sivi azot igerisinde dondurularak , -80 °C’de saklandi. Daha sonra sirasi ile 15 ve
30 dakika, 1 saat, 2 saat, 4 saat, 6 saat, bir giin, bir hafta ve on giin sonunda yaprak

ornekleri alinip, sivi azot icerisinde dondurularak , -80 °C’de sakland.

2.11 RNA izolasyonu

2.11.1 RNA izolasyonu i¢in Hazirhk

RNA’lar kolaylikla yikilabilen molekillerdir. Bu nedenle izolasyondan dnce kullanilacak

havan ve havanelleri, tim cam ve plastik malzemeler %0,1‘lik DEPC'li su icerisinde bir
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gece bekletildi, daha sonra 121°C’'de 20 dakika otoklavlandi. Yine benzer sekilde,
izolasyonda kullanilacak tim sollisyonlara ve saf suya %0,1 oraninda DEPC ilave

edilerek bir gece boyunca bekletilip 121 °C’de 20 dakika otoklavlanarak kullanildi.

2.11.2 RNA izolasyonu

Yaklastk 100 mg dondurulmus bitki 6rnegi, sivi azot yardimi ile daha Onceden

sogutulmus havan icersinde toz haline getirilerek, 2 ml lik mikro santrifj tliptine alind..

Her 100 mg ornek icin 1 ml Trizol Reagent (Invitrogen) ilave edilerek 5 dakika oda
sicakhginda inkube edildi. 1 ml Trizol Reagent igin, 0,2 ml olacak sekilde Kloroform
eklendi. 15 saniye kuvvetlice ¢alkalanarak, 2-3 dakika oda sicakliginda inklbe edildi.
Daha sonra 12000 xg hizda 4 °C’de 20 dakika santrifiijlendi. Santriflij sonunda tipiln
icindeki karisim, alt kirmizi faz, interfaz ve renksiz Ust faz olmak lzere lice ayrildi. RNA

Ust fazdadir.

Ust faz alinarak, 0,5 ml izo-propanol ilave edildi. 10 dakika oda sicakhiginda inkiibe
edildikten sonra 12000 xg hizda 4 °C'de 20 dakika santrifiijlendi. RNA, tipin dibine
¢oktl, stipernatant atildi. RNA pelletinin tzerine 1 ml %75 lik etanol eklenip, 7500 xg
hizda 4 'C'de 5 dakika santriflijlendi. Stipernatant dokiliip pellet kurutuldu. Kuruyan
pellet 50 pl DEPC'li su icersinde coziilerek, 55 °C’de 10 dakika inkiibe edildi. Ornekler
-80 °C’de saklandi.

2.11.3 Total RNA miktarinin Belirlenmesi

Trizolle ¢ikartilmis RNA’ larin konsantrasyonlari UV spektrofotometresinde 260 nm
dalga boyunda absorbansi 6lgildii. RNA’ larin konsantrasyonlari ODygo x 40 pug/ml x

sulandirma faktori formaliyle hesaplandi.
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2.12 RNA’nin Agaroz Jel Uzerinde Analizi

2.12.1 Formaldehit Jeli Protokolii

Tim elektroforez aparatlari DEPCI'i su ile yikanarak temizlendi. % 1 lik jel hazirlamak
icin, 0,4 gram Agaroz (Applichem), 8ml 5X MOPS, 25 ml su ile ¢6zildi, 60 °C'ye

sogutuldu. icersine 60 °C’ye 1sitilmis 7 ml formaldehit ilave edilip, jel tepsisine dékiild.

2.12.1.1 Formaldehit Jeli igin RNA Orneklerinin Hazirlanmasi

4,5 ul RNA'ya, 2 ul 5X MOPS, 3,5 ul formaldehit, 10 pl formamid ve 1 ul Etidyum
bromid ilave edilerek, 55 °C'de 15 dakika inkiibe edildi. Bu karisima 4 ul yikleme

tamponu ilave edildi ve 6rnekler jele ylklendi.

2.12.2 Total RNA’dan mRNA izolasyonu

mMRNA izolasyonu Oligotex mRNA Spin- Column Protokolu kullanilarak yapildi. Bitki
orneklerinden ¢ikarilan total RNAlar, toplam miktar 0,25- 0,50 mg ve son hacim 500 pl
olacak sekilde 500 ul RNaz free water, 30 ul Oligotex slispansiyonu ve 500 ul OBB

tamponu ile karistirilarak mRNA izolasyonunda kullanildi.

Sekonder yapilarin yok edilmesi icin RNA ¢ézeltisi, 70 °C’ de 5 dakika ve 25 °C’ de 10
dakika inkiibe edildikten sonra 18000 xg hizda 20 °C’ de 2 dakika santrifiijlendi. Ust sivi
dokildikten sonra pellet 2 defa 500 ul OW 2 tamponu ile yikandi ve 18000 xg hizda 20
°C’ de 2 dakika Small spin columnda santrifiijlendi. Ust sivi dékiildiikten sonra kolonda
kalan mRNA’ lar, 70 °C’ de bekletilen 10 pl OEB tamponu ile 2 defa yikandi ve 18000 xg
hizda 20 °C’ de 1 dakika santrifiijlenerek 1. ve 2. eliisyonlar olusturuldu. Olusturulan

mRNA eliisyonlari -80 °C’ de saklandi.
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Olizotex mRMA Olizotex direk
prosediiri mRMNA prosedird

T BNA  Hicreler ve dokular

|

Fargalama, homaojenize
£tme,
sulandirma

= mRNA"y Olizotexile
hibridieme

-I-u

“3—]- mRNA-Oligotex
birlegimlerini toplama

7
T

mRMNA-Oligotex
birlegimlerini yikama
mRMA"y Olizotex’ten
ayrgtirma

T

Kullamima hazirmRENA

Sekil 2.1 Total RNA’dan mRNA yapllisi
(Qiagen Oligotex mRNA spin column kiti protokoliinden modifiye edilmistir)

2.12.3 mRNA Spot Testi

mRNA miktarini belirlemek amaciyla, 0.25 g Agaroz, 20 ml DEPCli su ile ¢dziildii, 60 °C’

ye sogutuldu. icerisine 3 pl Etidyum Bromid eklenerek jel tepsisine dékuildi.

Kontrol RNA’" si ( 1pg/ 1ul) 20, 40, 100 ve 200 kez sulandirilarak, sirasi ile 50 ng, 25
ng,10 ng ve 5 ng’lik sulandirma serileri olusturuldu. Jele 1 pl spotlandi. izole edilen 1.
ve 2. eliisyon mRNA’larda jele 1ul spotlandi. Ornekler jel lizerine damlatildi ve 15
dakika bekletildi. Elde edilen fotograf lizerinde kontrol RNA’ si gbz 6nline alinarak

miktar hesabi yapildi.
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2.13 RACE

RACE ( Rapid Amplification of cDNA Ends) , kelime anlami olarak cDNA uglarinin hizli
cogaltimi olup, dizinleri tam olarak bilinmeyen cDNAlarin uzatilarak tam uzunlukta
cDNAlar elde edilmesine yarayan PCR temelli bir yontemdir. Bu yodntemin
kullanilabilmesi igin , klonlanmak istenen genin kiglk bir kisminin dizininin bilinmesi
gerekmektedir [128].Dizini bilinen kisim kullanilarak gene 6zgii bir primer tasarlanir. Bu
primer araciligl ile RNA’dan cDNA sentezlenir. ¢cDNA’nin ucuna Poly A kuyrugu
takildiktan sonra, T kuyruklu primer ve gene 6zgl primer ile cogaltim yapilir [129].

RACE yontemi Sekil 2.2’de sematik olarak 6zetlenmistir.

mRNA

AAAA
l G5P-RT

Ters Transkripsiyon

ST~ 1\, M\ AN,
[ 1.jplik cDNA | GSP-RT|

l cDNA "ya Poly A kuyrygu takalmasy

O e e S WY YL
AAAA—|  1.iplik eDNA | GSP-RT]|

l

T kuyruklu primer ile cDNA uglarimn cogalyimas:

< GSP1

universal-TTTT b=

Sekil 2.2 RACE metodunun sematik gosterimi [128].
(GSP: Gene 6zgli primer)(RT:Reverse Transkriptaz)
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Kullanilan primerler ve reaksiyonun isleyisi agisindan 3’ RACE ve 5" RACE olarak 2 ‘ye

ayirmak mimkindir. 3’'RACE ve 5’ RACE sekil 2.3’de sematik olarak 6zetlenmistir.

a mRNA R
Ters ~+{rrrr - Q1 -Qo ]Qr
Transkripsivon
1st strand cDINA ITT'I‘T - Qo ‘Q‘I‘
l 1. Amplifikasyon
L —
—— 1)
4 2. Amplifikasyvon
GSP2
-+ 10},
cDNA 3° Ucu
b mRNA
Ters
Transkripsivon *
[1st strand cDNA lGspr-RT]
cIMNA tailing
AAAA] Ist strand cDNA lcsr-RT]
1. Amplifikasyon
] —
Qr [Qo-Oy -TTTT]
g L
2. Amplifikasyon ‘
L0 — ;
— #CIGSF
cDNA 5* Tleu

Sekil 2.3 RACE metodunun sematik gosterimi
a—3’RACE, b- 5’'RACE [129]
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2.13.1 3’'RACE

Oncelikle Total RNA’dan 3’'RACE ydntemi ile cDNA sentezlettirildi. En son asamada dizin
analizine gonderilen 6rneklerin Blast analizleri sonucunda istenilen CBF benzerlikleri

olusmadigindan mRNA kalip olarak kullanilmak Gizere 3’'RACE yontemi tekrarlanmistir.

2.13.1.1 Total RNA’dan cDNA Sentezi

Soguk stresi verilmemis, 1 glinliik soguk stresi verilmis,1 haftalik soguk stresi verilmis
ve 10 giinliik soguk stresi verilmis total RNA kalip olarak kullanilarak Invitrogen 3’'RACE
Kiti kullanim kilavuzunda anlatildigi gibi cDNA sentezi yapildi. 4 ug mRNA steril suile 11
ul’'ye tamamlandi ve AP primeri (500nM) eklendi. 70 °C’de 10 dakika inkiibe edildi. 10x
PCR Buffer, MgCl, (2,5 mM), dNTP (500uM), DTT (10 mM) eklenip 42 °C’'de 5 dakika
inkiibe edildi. Reaksiyona 200 U Ters Transkriptaz enzimi katilarak, reaksiyon hacmi 20
pl'ye tamamlandi. 42 °C’de 90 dakika ve 70 °C’de 15 dakika inkilibe edildi. 2 U RNase H
eklenerek 20 dakika 37 °C’de inkibe edildi.

PCR Reaksiyonu

200 pl lik PCR tipd icerisinde 2 pl kalip cDNA, dNTP(200 uM), RF1 ve RF2 primer (200
nM) ve AUAP primer (200 nM), 2,5U Polimeraz enzimi koyulup, 50 ul’'ye tamamlandi.
Taq Polimeraz enzimi PCR karisimi 94° C’'ye ulastiktan sonra ve 1 dakika gectikten sonra

reaksiyona eklenmistir.

PCR Doénglsu:

94° C de 3 dakika denatiire edildikten sonra,

94°C 15 saniye denatlrasyon,

55°C 30 saniye primer baglanmasi

72°C 40 saniye uzatma asamalari 35 kez tekrarlandi.

72°C ‘de 10 dk son uzatma yapilarak, érnekler buz Gzerine alinip, -20°C de sakland.
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Daha parlak bantlar elde etmek tzere yapilan 1.PCR’dan elde edilen PCR urilnlerinden
1 pl kullanilarak PCR ayni kosullarda tekrarlanmistir. Bu asama sekonder PCR olarak

adlandirilmaktadir.

Cizelge 2.1 3’RACE PCR Reaksiyonu 1 Kurulum Miktarlari (ul)

cDNA | Qigen 5X 10X Q dNTP | RF1 | RF2 | AUAP PCR
Taq Qiagen Solilisyonu Primeri | H,0
Polimeraz Tamponu
RF1 |1 0,5 10 5 1 1 - 1 30,5
RF2 | 1 0,5 10 5 1 - 1 1 30,5

DNA’larin Agaroz Jel Uzerinde Analizi

%1 lik jel hazirlamak igin 0,8 gr Agaroz (Aplichem) , 80 ml 1X TBE eklenip isitilarak
cozuldu. 60°C ‘ ye sogutulup icerisine etidyum bromid eklenerek jel tepsisine dokildi.

Ornekler yiikleme tamponu ile karistirilarak jele yiiklendi. 70 V'ta 80 dakika yiritiildi.

2.13.1.2 mRNA’dan cDNA Sentezi

1 haftalik soguk stresi verilmis mRNA kalip olarak kullanilarak Invitrogen 3’RACE Kiti
kullanim kilavuzunda anlatildigi gibi cDNA sentezi yapildi. 4 pug mRNA steril su ile 11
ul’'ye tamamlandi ve AP primeri (500nM) eklendi. 70 °C’de 10 dakika inkiibe edildi. 10x
PCR Buffer, MgCl, (2,5 mM), dNTP (500uM), DTT (10 mM) eklenip 42 °C’'de 5 dakika
inklibe edildi. Reaksiyona 200 U Ters Transkriptaz enzimi katilarak, reaksiyon hacmi 20
pl'ye tamamlandi. 42 °C’de 90 dakika ve 70 °C’de 15 dakika inkiibe edildi. 2 U RNase H
eklenerek 20 dakika 37 °C’de inkube edildi.

PCR Reaksiyonu

200 pl lik PCR tlipl icerisinde 2 pl kalip cDNA, dNTP(200 uM), RF1 ve RF2 primer (200

nM) ve AUAP primer (200 nM), 2,5U Polimeraz enzimi koyulup, 50 ul’'ye tamamlandi.
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Taq Polimeraz enzimi PCR karigimi 94° C’ye ulastiktan sonra ve 1 dakika gectikten sonra

reaksiyona eklenmistir.

PCR Déngusu:

94° C de 7 dakika denatiire edildikten sonra,

94° C 30 saniye denatiirasyon,

56 °C 30 saniye primer baglanmasi

72° C 30 saniye uzatma asamalari 35 kez tekrarlandi.

72°C ‘de 10 dk son uzatma yapilarak, 6rnekler buz Gzerine alinip, -20° C de saklandi.

Cizelge 2.2 3’'RACE PCR reaksiyonu kurulum miktarlari (pl)

Qiagen | Qiagen | Fermentas | Fermentas | Fermentas | Fermentas
enzimi | enzimi enzimi enzimi + +
RF1lile | RF2ile RF1 ile RF2 ile DMSO+RF1 | DMSO+RF2
cDNA 2 2 2 2 2 2
Qiagen 5 5 ) ) ) )
Tamponu
Q sollisyonu 10 10 - - - -
LongPCR ) ) 5 5 5 5
Tamponu
MgCl, - - 3 3 3 3
_DMBO : : : 2,5 2,5
Dimetilsulfoksit
dNTP 1 1 1 1 1 1
Qiagen Enzimi 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5
Fermentas ; ; 0,5 0,5 0,5 0,5
Enzimi
RF1 Primeri 1 - 1 - 1 -
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RF2 Primeri - 1 - 1 - 1

AUAP Primeri 1 1 1 1 1 1

PCR H,0 29,5 29,5 36,5 36,5 34 34

DNA’larin Agaroz Jel Uzerinde Analizi

%1 lik jel hazirlamak igin 0,8 gr Agaroz (Aplichem) , 80 ml 1X TBE eklenip isitilarak

¢oziildi. 60°C “ ye sogutulup icerisine etidyum bromid eklenerek jel tepsisine dékiildi.

Ornekler yiikleme tamponu ile karistirilarak jele yiiklendi. 70 V'ta 80 dakika yiritiildd.

2.13.2 5'RACE

2.13.2.1 Total RNA’dan cDNA Sentezi

Soguk stresi verilmemis,1 haftalik soguk stresi verilmis ve 10 ginlik soguk stresi
verilmis RNA’lardan Invtrogen 5'RACE Kiti kullanim kilavuzunda anlatildigi bicimde
cDNA sentezi yapildi. 4 pg total RNA’ya SP1 (100nM) eklenip steril su ile 15,5 ul’'ye
tamamlandi. 10 dakika 70 °C‘de denatiire edildi. 10 PCR buffer, MgCl, (2,5 mM), dNTPs
(400uM), DTT (10mM) eklenerek hacim 24 pl'ye tamamlandi. 42 °C‘de 1 dakika inkiibe
edilip 200U ters transkriptaz enzimi eklendi. 90 dakika 42 °C‘de, 70 °C‘de 15 dakika
inklibe edildi. Karisim kisa siire santriflij edlip 37°C‘ye yerlestirldi ve 1 pul RNase karisimi

eklendi.

2.13.2.2 ¢cDNA’nin Saflagtiriimasi

cDNA’nin saflastirilmasi 5’RACE kiti dahilindeki S.N.A.P. kolonlar kullanilarak kullanim

kilavuzunda anlatildigi gibi yapildi.
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2.13.2.3 cDNA’ya TdT Kuyrugu Takilmasi

200 pl’lik tuplerde 6 ul DEPC ile muamele edilmis su, 5x Tailing Buffer, dCTP (200 uM)
ve 10 pl saflastiniimig cDNA karistirildi. 94 °C’de 3 dakika inkiibe edildikten sonra, 1 ul
TdT eklendi. 37 °C’de 10 dakika ve 70 °C’de 10 dakika inkibe edildi.

2.13.2.4 PCR Reaksiyonu

5 ul kalip cDNA, 10x Qiagen PCR Buffer, 5x Q Solution, dNTPs (200 uM), SP1 primeri
(400 nM) ve AAP primeri (400 nM), 2,5U Taq Polimeraz enzimi koyulup, 50 ul'ye su ile

tamamlandi.
PCR Ddéngusu:

94 °C’de 2,5 dakika denatiire edildikten sonra, 94 °C’de 30 saniye denatiirasyon, 55
°C'de 40 saniye primer baglanmasi ve 72 °C’'de 90 saniye uzatma asamalari 35 kez
tekrarlandi. 72 °C’lik son uzatma asamasi yapildi. Reaksiyonlar buz lizerine alinarak -20

°C’'ye kaldirildi.

DNA’larin Agaroz Jel Uzerinde Analizi

%1 lik jel hazirlamak igin 0,8 gr Agaroz (Aplichem) , 80 ml 1X TBE eklenip isitilarak

¢ozldi. 60°C “ ye sogutulup icerisine etidyum bromid eklenerek jel tepsisine dékiildi.

Ornekler yiikleme tamponu ile karistirilarak jele yiiklendi. 70 V’ta 80 dakika yiiritildi.

2.14 Klonlama Asamalari

2.14.1 PCR Uriiniiniin Agaroz Jelden Saflastiriimasi

PCR {rinlerinin purifikasyonu Qiaquick Jel Ekstraksiyon Kiti ile kullanim kilavuzunda
anlatildigi sekilde yapildi. Fragman agaroz jelden bistiri yardimi ile kesilip 2 ml’lik
tiplere alindi. Jel hacminin 3 kati kadar QG tamponu eklenip 50 °C’de 10 dakika inkibe
edildi. Jel hacmi kadar izopropanol eklendi ve karistirildi. QlAquick kolonlarina
aktarilarak 1 dakika 17900 xg hizda santrifiij edildi. 0,5 ml QG tamponu eklenip 17900
xg hizda santriflij edildi.Bu basamak bir kez daha tekrar edildi. 0,75 ml PE tamponu
eklenip 1 dakika 17900 xg hizda santrifiij edildi. QlAquick kolonlari 1,5 ml’lik temiz
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tlplere alinarak 15 pl steril su eklenerek 1 dakika 17900 xg hizda santrifiij edildi. Ayni

filtre kullanilarak 15 ul steril su ile 6rneklerin 2.ellisyonlari da ayni sekilde hazirlandi.

2.14.2 PCR Uriinlerinin Vektore Ligasyonu

Purifiye edilmis PCR GrUnlerinin ligasyonu icin Promega pGEM-T Easy vektori kullanildi.
PGEM-T Easy vektoriinin Sematik gosterimi Sekil 2.4" de ve coklu klonlama bdlgesi

Sekil 2.5’de verilmistir (Promega Vektor Kullanim Kilavuzu ).

Xmn | 2009
7d |
Scal 1890 Apal | 1
Aat ll 20
Sphl | 26
BstgZ 1] 31
Neol | 37
o BstZ 1| 43
MO pGEM-TEasy ., Mot
Veltir EcoR 1| 52
(3015bp)

Spe | 64
EcoR|1 | 70O
Not | 77
BstZ | 77
Pst | Fata)
Sall 90
Nde | 97
Sacl |109
BstxX 1 | 118
MNsil 127
141

T spe

Sekil 2.4 pGEM-T Easy vektorinlin sematik gdsterimi
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T7 Transkxipsiyon haglangica

5 ... TGTAA TACGA CTCAC TAG GGCGA ATTGG GCCCG ACGTC GCATG CTCCC GGCCG CCATG
3 ... ACATT ATGCT GAGTG A, TC CCGCT TAACC CGGGC TGCAG CGTAC GAGGG CCGGC GGTAC

T7 proraotor | ” ” | | ”
Apal Aat |l Sph Bstf | Moo |
GCGGEC CGCGG GAATT CGF&TTB’( Klonlanmms ) ATCAC TAGTG AATTC GCGGC CGCCT GCAGG TCGAC
HGCCIG GCG|CC CTTAA GCTA dizi ITTASTG ATCAC 'I“I'AAG||CGCCG GCG"GA CGTCC AGCTG
[Nt 18 : : Mot | -
o Sacll EcoR| Spe | EcoR | Bei7 | Pat | Sall

SP& Transkripsivon haglangica

CATAT GGGA GAGCT CCCAA CGCGT TGGAT GCATA GCTTG AGTAT TCTAT AGTGT CACCT AAAT ... &
GTATA CCCT CTCGA GGGTT GCGCA ACCTA CGTAT CGAAC TCATA AGATA TCACA GTGGATTTA ... 5

| | | SPE promotor
Nde | Sac | BstX | Nsil

Sekil 2.5 pGEM-T Easy vektoriniin ¢oklu klonlama bolgesi
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2.14.2.1 Ligasyon Reaksiyonu

Ligasyon reaksiyonu Promega Vektor Kullanim Kilavuzunda onerildigi sekilde
hazirlanmistir. Ligasyon reaksiyonlari kurularak 4 ° C de 24 saat inkibe edildi. Ligasyon
reaksiyonu Promega Vektor Kullanim Kilavuzunda onerildigi gibi vektor DNA’s1 ile cDNA
oranlart 1/3 ve 1/2 arasinda olacak sekilde hazirlandi. Ligasyonlar, 4 °C'de 24 saat
inkiibe edildi. Ornek reaksiyon kurulumu Cizelge 2.3’de gosterilmektedir. Miktarlar
klonlanacak cDNA konsantrasyon ve boyutuna goére Promega vektor klavuzundaki

formile baglh olarak degismektedir.

Cizelge 2.3 Ligasyon reaksiyonu kurulmasinda kullanilanlar ve miktarlari (ul)

Standart

2X Ligasyon Buffer 5ul

PGEM T Easy Vektor | 0,5 pl

DNA Ligaz 1l
PCR Uriini 3,5 ul
H20 1,5 ul
TOPLAM 10 pl

2.14.3 Kompetan Hiicrelerin Hazirlanmasi

Ultra kompetan hicreler Inoue ve arkadaslarinin (1990) [130] optimize ettigi
protokoldeki gibi hazirlandi. 250ml| SOB icersine kati besiyerinde 16 saat blydtilen
E.coli DH5a kolonilerinden 5—10 koloni ekilerek 22 ° C de 20-24 saat kadar OD¢oo, 6,6
ya ulasana kadar biyutiildu. 10 dakika buzda bekletildikten sonra 3000xg hizda 4 °C de
10 dakika santrifiijlendi. 80 ml soguk TB icersinde ¢ozlllip, 10 dakika buzda bekletildi.
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3000 xg hizda 4 % C de 10 dakika santrifijlendikten sonra 80 ml soguk TB igersinde
¢Ozlllip % 7 si kadar DMSO ilave edildi. 10 dakika buzda bekletilerek, sivi azot ile
dondurularak -80 °C de saklandi.

2.14.4 Transformasyon

2.14.4.1 Transformasyon Reaksiyonunun Kurulmasi

2.14.4’de anlatildigi sekilde hazirlanan ultra kompetan hiicrelerden 200pul’si ile vektore
baglanmis DNA dan 5 pul’si karistirildi ve 30 dakika buz lizerinde bekletildi. 42 °C’ de 1
dk tutulduktan sonra buzun Uzerine alinarak 300 ul SOC ilave edilerek, 37 °C'de 250

rpm hizda 1 saat buyataldi.

Transformasyon karisimi kati Luria-Bertani ortamina ekilerek, 37 °C'de 16 saat
blayatuldi. Kati besi yerleri icine plazmid almis kolonilerin seg¢imi igin 100 pg/ml
Ampisillinle ve rekombinant plazmidlerin segimi i¢in 0,5mM IPTG ve 30 pg/ml X- GAL

icermekteydi.

Mavi renkte gozlemlenen koloniler iglerine ¢cDNA almadan kapanmis plazmidleri
bulunan hiicrelerden, beyaz renkte gozlemlenen koloniler ise cDNA’lari alarak

kapanmis plazmidler bulunan hiicrelerden olugsmaktaydi.

2.14.5 Pozitif Kolonilerin Belirlenmesi

Blylyen kolonilerin istenilen DNA'yl tasiyip tasimadiklari kontrol etmek amaci ile
koloniler kiirdanla alinarak 100 pl su icerisinde c¢ozilir. 100 °C'de 10 dakika
tutulduktan sonra, 1,5 pl’si kalip olarak kullanildi. 10x Qiagen PCR Buffer, 5x Q Solution,
dNTPs (0,625 mM), ileri primer (0,625 mM) ve geri primer (0,625 mM) primer, 2,5U
Taq Polimeraz enzimi (5U/ ul) koyulup 50 ul’ye tamamlandi. Koloni PCR yapildi.Koloni
PCR kosullari 2.13.1.2’de belirtildigi sekilde uygulanmistir.

istenilen DNA'yi tasidigi belirlenen her bir koloni, antibiyotik ilave edilmis (100 pg/ml)

kati Luria-Bertani ortamina tek tek ¢izgi ekim yapilarak, 37 °C'de 16 saat buyitildiler.
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2.13.1.2’de bahsedilen mRNA’dan yapilan cDNA’nin PCR 6rneklerinin transformasyonu
sonucu PCR drinlerinin kullanilan pGEM-Teasy vektoérine igine eklenip eklenmedigini
kontrol etmek amaciyla Cizelge 2.4’de miktarlari verilen 4 farkli kombinasyonda PCR
reaksiyonu kuruldu. Strateji belirlenirken pGEM-T easy vektoriinde PCR Uriinln igine
alan bodlgenin iki ucunda bulunan Sekil 2.4 ve Sekil 2.5'de gosterilen T7 ve SP6
primerleri ile gene 6zglin primer kullanilmistir. Farkli primerler ile PCR yapilmasinin

nedeni hangi primer kombinasyonunun bir arada iyi ¢alisilacaginin bilinmemesidir.

1.kombinasyon:SP6+RF1 primeri 2.kombinasyon:T7+RF2 primeri 3.kombinasyon:

T7+RF1 primeri 4.kombinasyon: SP6+RF2 primeri seklinde belirlenmistir.
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Cizelge 2.4 1.Koloni PCR ve 2.Koloni PCR reaksiyonu madde ve miktarlari (ul)

1.Koloni Pecr RF1primeri | RF2 primeri 2 Koloni Per RF1 primeri RF2 primeri
ornekleri ornekleri ornekleri ornekleri

Ornek 2 2 Ornek 2 2

Qigen Polimeraz 0,4 0,4 Qigen 0,4 0,4
Polimeraz

PCR tamponu 5 5 PCR tamponu 5 5
Q Soliisyonu 10 10 Q Soliisyonu 10 10

RF1 1 - RF1 1 -

RF2 - 1 RF2 - 1

SP6 1 - SP6 - 1

17 - 1 T7 1 -

dNTP 1 1 dNTP 1 1
PCR H,0 29,6 29,6 PCR H,0 29,6 29,6
Total Hacim 50 50 Total Hacim 50 50

2.14.6 Plazmit izolasyonu

2.19.2'de anlatildigi bicimde belirlenen kolonilerde bliyiime gorilirse, ampisilin (100

ug/ml) iceren 5ml Luria-Bertani 37 °C’de 250 RPM hizda 16 saat biyuatuldi. Plazmit

izolasyonu Roche High Pure Plasmid izolasyon Kiti Kullanim Kilavuzunda &nerilen

bicimde yapildi.

47




Kdltir bitene kadar santrifiijlenerek hicreler c¢oktirildld, UGzerine RNAz iceren
sliispansiyon ¢ozeltisinden 250 pl ilave edilerek hiicreler yeniden ¢ézuldi. 250 pl Lizis
cozeltisi eklenerek hafifce karistirilip, 5 dakika oda sicakliginda inkiibe edildi. Uzerine
350 ul Binding ¢ozeltisi eklenerek hafifce karistirihp, 5 dakika oda sicakliginda inkibe
edildi. 13000 xg hizda 10 dakika santrifijlendi. Stipernatant filtrelere pipetlenip, 1
dakika 13000 xg hizda santrifujlendi. Tlpte biriken sivi atildi. Yiiksek niikleaz aktivitesini
engellemek igin, filtrelere 500 ul Yikama Cozeltisi | pipetlenip, 1 dakika 13000 xg hizda
santrifijlendi. Hicreleri yikamak igin filtrelere 700 ul Yikama Gozeltisi Il pipetlenip, 1
dakika 13000 xg hizda santrifijlendi. Tlipte biriken sivi atildi ve filtre kurutulmak igin
13000 xg hizda 1 dakika santrifijlendi. DNA’y filtreden ayirmak icin filtre temiz tiipe
alinip, Gzerine 75 pl Elution ¢ozeltisi eklenip 1 dakika 13000 xg hizda santriflijlendi.
Tlpe gecen DNA -20°C de saklandi.

Dizin analizine gonderilmeden once, ¢oklu klonlama boélgesinde bulunan kesim
bolgelerine uygun bir enzimle kesilerek lineerize edildi, vektor icinde PCR Urini

bulunup bulunmadigi kontrol edildi ve miktari belirlenerek dizin analizine génderildi.

2.14.7 Plazmit Kontrol PCR

PGEM-T easy vektorininin iki ucunda bulunan T7 ve SP6 promotor kisimlarindan
tasarlanan T7 ve SP6 primerleri ile plazmitlerin PCR Grinlni iginde bulundurup
bulundurmadiklarini kontrol etmek igin plazmitler kalip olarak kullanilarak PCR yapildi.

Primerler harig diger tim kosullar 2.13.1.2’de belirtildigi sekilde gerceklestirilmistir.
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BOLUM 3

SONUC VE ONERILER

2.1 Bitki Orneklerinin Alinmasi

Bitkiye stres verilmeden 6nce yaprak 6rnekleri alinarak sivi azot igersinde donduruldu
ve -80 °C ‘de saklandi. Ornek alinmasindan sonra bitki 2.10’da belirtilen stres kosullar
uygulandi. 15 ve 30 dakika, 1 saat, 2 saat, 4 saat, 12 saat, bir glin, bir hafta ve on giin

ornekleri alinarak sivi azot icerisinde donduruldu ve -80 °C ‘de sakland.

3.2 RNA izolasyonu

Yapraklardan RNA izolasyonu 2.11‘de anlatildigi bigimde yapildi. 2.12.1’de hazirlanisi

anlatilan %1’lik formaldehit jeline yiklenerek (Sekil 3.1) kalitesi belirlendi.
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Sekil 3.1 RNA’larin %1’lik formaldehit jeli Gzerinde gérintilenmesi

M: High Range RNA Ladder, 1. Kontrol RNA 6rnegi, 2. 1 giin soguk stresi verilmis RNA
ornegi, 3. 1 hafta soguk stresi verilmis RNA 6rnegi, 4. 10 glin soguk stresi verilmis érnek

3.3 mRNA Analizi

Zeytin bitkisinin yapraklarindan elde edilen total RNA’dan mRNA izolasyonu 2.12.2’ de
anlatildigi bigimde yapildi. 2.12.3’de anlatildigi Uzere spot test uygulandi. mRNA
spotlarinin UV 15181 altinda goriintlisi konsantrasyonu bilinen bir mRNA’ nin gorintisi

ile karsilastirilarak mRNA miktarlari belirlendi.
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5ng 10ng 25ng 50 ng

Alt sol 6rnek: 1 hafta soguk stresi verilmis mRNA drnegi 2.elisyon
Alt sag ornek: 1 hafta soguk stresi verilmis mRNA Srnegi 1.elGsyon

Sekil 3.2 Zeytin bitkisinin yapraklarindan izole edilen mRNA 6rnekleri

3.4 Primer Tasarlanmasi

Laboratuarimizda daha d6nceden yapilmis olan deneyler sonucunda dizin analizinden
gelen sonugclardan Sekil 3.3'de niikleotit siralamasi verilen GCFR1 dizini kullanilarak
3’RACE’de kullaniimak lzere Bolim 2.7’deki cizelgede dizinleri verilen RF1 ve RF2
primerleri tasarlanmistir. (Sekil 3.3’de kalin yazilan kissim RF1; alti gizili kissm RF2’yi

gostermektedir.
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1GCFR1

CCG AAG AAA CCG GCA GGC CGG AAG AAG TTT CAC GAG GCG AGG CACCAG
P K K P A G R K K F H E A R H Q
GTT TAT AGG GGA GTG AAG CTG AGG AAC TCT GGT AAG TGG GTG TGT GAA
vV Y R G v K L R N S G K W V C E
GCA AGA GAA CCC AACAAG AAG TCCAGAATTTGG CTG GGA ACTTTC CCA

A R E P N K K S R I w L G T F P
CCG CTG AAATGG CTG CGA GAG CTC ACA ACG TGG CGA CAATAACGCTTC

P L K W L R E L T T W R Q * R F
GAG GGC GGT CCG CTT GCT TGA ACT TCG CTG ACT CGG CTT GG

E G G P L A * T S L T R L

Sekil 3.3 CBF transkripsiyon faktoriintin kismi dizini

OLIGO start lem tm gc  any 3'seqg
LEFT PRIMER: 15 1% 5527 5263 4.00 1.00 AGGCCGGAAGAAGTTTCAL
RIGHTPRIMER 272 22 6£7.13 59.09 6.00 6.00 GACCACGCGTATCGATGTCGAL
SEQUENCE SIZE: 272
INCLUDED REGION SIZE- 272
PRODUCT SIZE: 258, PAIR ANY COMPL: 2.00, PAIR 3' COMPL: 1.00
1 CCGAAGAMACCGGLAGGCCEGAAGAAGTTTCACGAGGLGAGGCACCAGGTITATAGGGGA
B S ] ] 3 )
Bl GTGAAGCTGAGGAACTCTGGTAAGTEEETETGTGAAGCAAGAG AACCCAACAAGALGTCE
121 AGAATTTGGCTEEGAACTTTCCCACCGCTGAAATE G CTGCGAGAGCTCACAACGTGELGA
181 CAATAACGCTTCGAGGGCGETCCGLTTECTTGAACTTCGCTGACTCGGCTTGEAALLL AL
241 ARARA AN A NGTCGACATCGATACGCGTGETC

A

KEYS (in order of precedence):
320> |eft primer

<< right primer

Sekil 3.4 Primer3 programi primer tasarlama sonug sayfasi
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3.5 3’RACE ile ilgili Sonuglar

3.5.1 Total RNA’dan 3’RACE PCR Uriinlerinin Analizi

2.13.1.1’de anlatildigi gibi Invitrogen RACE Kiti kullanim kilavuzunda anlatildigi bicimde
cDNA sentezi yapildi. Bu cDNA kalip olarak kullanilarak 2.13.1.1’de belirtilen kosullarda

sekonder PCR yapildi.

Sekil 3.5 Total RNA’dan 3’RACE cDNA sentezi sonrasi yapilan sekonder PCR goriintiisii

1.A Pstl 2.Stres verilmemis RNA’dan RF1 primeri ile (kisaltilmisi:ORF1)
3.Stres verilmemis RNA’dan RF2 primeri ile (ORF2)
4.1 hafta stres verilmis RNA’dan RF1 primeri ile (HRF1)
5. 1 hafta stres verilmis RNA’dan RF2 primeri ile (HRF2)
6. 10 glin stres verilmis RNA’dan RF1 primeri ile (ONRF1)
7. 10 giin stres verilmis RNA’dan RF2 primeri ile (ONRF2)
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3.5.1.1 PCR Uriiniiniin Agaroz Jelden Saflastiriimasi

oSl

Sekil 3.6 Saflastiriimis Total RNA 3’'RACE Sekonder PCR’larin jel goriintlsu

1.\ Pstl 2.1 hafta stres verilmis RNA’dan RF1 primeri ile (kisaltiimisi:HRF1)
3. 10 giin stres verilmis RNA’dan RF1 primeri ile (ORF1)

4.1 hafta stres verilmis RNA’dan RF2 primeri ile kiigiik bant (HRF2KB)
5. 1 hafta stres verilmis RNA’dan RF2 primeri ile bliyik bant (HRF2BB)
6. 10 glin stres verilmis RNA’dan RF2 primeri ile (ONRF2)
7.DNA miktar cetveli

3.5.1.2 PCR Uriinlerinin Vektoére Ligasyonu

PCR reaksiyonunda pozitif sonug veren ve jelden saflastirilan Sekil 3.6’da bulunan jelde
2,3,4,5 ve 6 numarali sirada gorilen ornekler 2.14.2’de anlatildigi bicimde Promega

pGEM-T Easy vektoriine klonlandi.

3.5.1.3 Transformasyon

2.14.4’de anlatildigi sekilde gerceklestirildi.
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Sekil 3.7 Transformasyon sonrasi olusan tek kolonilerin mavi beyaz segiliminin
goruntusu

Sekil 3.8 Transformasyonlardan segilen 6rneklerin gizgi ekimi goriintlsu
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3.5.1.4 Plazmit izolasyonu

istenilen DNA'y1 tasidigi belirlenen kolonilerden Roche High Pure Plasmid izolasyon Kiti

kullanilarak 2.14.6’de belirtildigi bicimde plazmit izolasyonu yapildi.

izole edilen plazmitler EcoR1 enzimi ile kesilerek icinde cDNA barindirip

barindirmadiklari tespit edildi.

¥ 2 8 A 6 278 19 F10¥1R

WS pl

Sekil 3.9 3’RACE ve 5’RACE PCR urlnlerini bulunduran plazmitlerin EcoR1 ile kesim
reaksiyonlari

1.APst2.HRF1/5 3.HRF1/6 4.HRF2KB4 5.0NRF1/2 6.HSP1BB7 7.HSP1BB8 8.HSP1BB9
9.HSP1KB11 10.0NRF1/1

3.5.1.5 Dizin Analizi ve Blast Sonuglari

Total RNA’lardan elde edilen Sekil 3.9'da goriilen PCR drinleri klonlanarak dizin
analizine gonderildi. Dizin analizinden gelen sonuglar Chromas programi ve NCBI

internet sitesi kullanilarak nikleotit diizeyinde BLAST yapildi. Benzerlikler saptanmaya
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cahsildi.Yapilan bu analizler sonucunda klonlanan fragmanlarla CBF geni arasinda
benzerlige rastlanmadi. Orneklerin dizin analizine génderildiigi firmadan kaynaklh yanlis
okunma olabilecegi de distnildiginden daha sonra klonlanan fragmanlar analiz igin
farkll firmaya goénderilmistir.Orneklerin bazilarinin  benzerlik gdstermis oldugu

organizmalar Cizelge 3.1'de yer almaktadir.

Cizelge 3.1 Total RNA’dan 3’RACE PCR driinlerinin BlastN sonuglari

. Dizin
Isim Primerler RNA BLASTN Skor
Uzunlugu
ONRF1/2 | RF1-AUAP | 299 10 gunlik | Hordeum vulgare 46.4
stres Alt tir. vulgare cDNA klon
verilmis
HRF1/6 | RF1-AUAP | 219 1 hafta Solanum lycopersicum | 68
cDNA klon
stres
verilmis

Cizelge 3.2 Dizin analizine gonderilen érneklerin isimlendirilmesi

Transformasyon Plazmitlere Verilen isim

1 haftahk ~ RF1 | HRF1/5,HRF1/6

primeri ile
10 glinlik RF1 p. ONRF1/2,0NRF1/1
1haftalik RF2 p. HRF2KB4

3.5.2 mRNA’dan 3’RACE PCR Uriinlerinin Analizi

1 haftalik soguk stresi verilmis mRNA’lardan Invitrogen RACE Kiti kullanim kilavuzunda

anlatildigi bicimde cDNA sentezi yapildi.
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Sekil 3.10 3’'RACE’in PCR reaksiyonunun %1’lik agaroz jel Gizerindeki goriintis.

1.
2.
3.
4.
5.
6.
7.

A Pstl

1 hafta stres verilmis mRNA’dan RF1 primeri+Qiagen enzimi ile

1 hafta stres verilmis mRNA’dan RF1 primeri+Fermentas enzimi ile

1 hafta stres verilmis mRNA’dan RF1 primeri+Fermentas enzimi+DMSO
1 hafta stres verilmis mRNA’dan RF2 primeri+Qiagen enzimi ile

1 hafta stres verilmis mRNA’dan RF2 primeri+Fermentas enzimi ile

1 hafta stres verilmis mRNA’dan RF2 primeri+Fermentas enzimi+DMSO

3.5.2.1 PCR Uriiniiniin Agaroz Jelden Saflastirimasi

QlAquick Gel Extraction Kiti protokolliinde anlatildigi sekilde Sekil 3.10’da kirmizi

dikdortgenler ile isaretlenmis PCR Urinleri jelden kesilerek saflastirildi.
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bp
11501*

Sl

Sekil 3.11 Saflastiriimig PCR rinlerinin %1’lik agaroz jel Gzerindeki goriintisi

1. A Pstl

2. 1 hafta stres verilmis mRNA’dan RF1 primeri+Qiagen enzimi ile

3. 1 hafta stres verilmis mRNA’dan RF1 primeri+Fermentas enzimi ile

4. 1 hafta stres verilmis mRNA’dan RF1 primeri+Fermentas enzimi+DMSO

5. 1 hafta stres verilmis mRNA’dan RF2 primeri+Qiagen enzimi ile

6. 1 hafta stres verilmis mRNA’dan RF2 primeri+Fermentas enzimi kiiglik bant
7. 1 hafta stres verilmis mRNA’dan RF2 primeri+Fermentas enzimi biyik bant
8. DNA miktar cetveli

3.5.2.2 PCR Uriinlerinin Vektoére Ligasyonu

PCR reaksiyonunda pozitif sonuc veren ve jelden saflastirilan Sekil 3.9’de bulunan jelde
2,3,4,5 ve 6 numarali sirada gorilen ornekler 2.14.2’de anlatildigi bicimde Promega

pGEM-T Easy vektoriine klonlandi.

3.5.2.3 Transformasyon

2.14.4’de anlatildigi sekilde gerceklestirildi. 1 hafta stres verilmis érneklerden yapilmis

PCR sonucunda jelden kesilerek saflastirilan PCR Urinleri sirasiyla RF1Q (RF1
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primeri+Qiagen enzimi ile), RF1F (RF1+Fermentas enzimi ile), RF1 F/D (RF1+Fermentas
enzimi+DMSO), RF2Q (RF2 primeri+Qiagen enzimi ile),RF2FKB (RF2+Fermentas enzimi
ile kiicik boyuttaki bant), RF2FBB (RF2+Fermentas enzimi ile bliylk boyuttaki bant)
olarak isimlendirildi. Transformasyonlardan her bir 6rnek 300 pl olacak miktarda 3’er

petriye yayildi. 16 saat sonra her bir 6rnege ait 3 petriden yaklasik 10 tane beyaz tek

koloni segcilip gizgi ekim yapildi.

Sekil 3.12 Rekombinant kolonilerin Xgal varliginda mavi-beyaz secilimi

3.5.2.4 Pozitif Kolonilerin Belirlenmesi

Cizgi ekimlerden 4 tane segilip reaksiyonun etkinligini kanitlamak icin 2.14.5'de

anlatildigi sekilde koloni PCR kuruldu (Cizelge 2.4).
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1 2 3 45 67 8 910111213141516 171819

Sekil 3.13 SP6+RF1 ve T7+RF2 primerleri ile kurulan koloni PCR’In %1’lik agaroz jel
Uzerindeki gorintisu

1.Lambda PST 2.RF1 Q 1 SP6 3.RF1 Q 6 SP6 4.RF1 Q 10 SP6 5.RF1 Q 11 SP6 6.RF1 F 2
SP6 7.RF1 F 5 SP6 8.RF1 F 6 SP6 9.RF1 F 7 SP6 10.RF1 F/D 1 SP6 11.RF1 F/D 2 SP6
12.RF1 F/D 10 SP6 13.RF1 F/D 11 SP6 14.SP6+RF1 negatif kontrol 15.RF2 FKB 1 T7
16.RF2 FKB 2 T7 17.RF2 FKB 6 T7 18.RF2 FKB 7 T7 19.RF2 FBB 1 T7 20.T7+RF2 negatif
kontrol
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Sekil 3.14 T7+RF1 ve SP6+RF2 primerleri ile kurulan koloni PCR’In %1’lik agaroz jel
Uzerindeki goriintisu

1.Lambda PST2.RF1Q1T73.RF1Q6T74.RF1Q10T75.RF1Q11T76.RF1F2T7
7RF1IF5T78RF1F6T79.RF1F7T7 10.RF1 F/D 1 T7 11.RF1 F/D 2 T7 12.RF1 F/D 10
T7 13.RF1 F/D 11 T7 14.T7+RF1 negatif kontrol 15.RF2 FKB 1 SP6 16.RF2 FKB 2 SP6
17.RF2 FKB 6 SP6 18.RF2 FKB 7 SP6 19.RF2 FBB 1 SP6

3.5.2.5 Plazmit izolasyonu

istenilen DNA’yI tasidigi belirlenen kolonilerden ( Sekil 3.13 ve 3.14’de kirmizi daire ile
isaretli olanlar) Roche High Pure Plasmid izolasyon Kiti kullanilarak 2.14.6’da belirtildigi

bicimde plazmit izolasyonu yapildi.

izole edilen plazmitler Pst | enzimi ile kesilerek lineer hale getirildi.
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Sekil 3.15 Plazmitlerin Pstl ile kesilmis formlarinin %1’lik agaroz jel Gzerindeki
goruntusu

1.A Pstl 2.pGEM-T easy 3.RF1Q10 4.RF1Q11 5.RF1F2 6.RF1F7 7.RF1F/D1 8.RF1F/D10
9.RF2FKB1 10.RF2FKB6 11.RF2FKB7 12.RF2FBB1 13.DNA miktar cetveli
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Sekil 3.16 Plazmitlerin EcoR1 ile kesim reaksiyonlarinin jel Gizerinde gorintisu

1.A Pstl 2.RF1Q10 3.RF1Q11 4.RF1F2 5.RF1F7 6.RF1F/D1 7.RF1F/D10 8.RF2FKB1
9.RF2FKB6 10.RF2FKB7 11.RF2FBB1
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3.5.2.6 Plazmit Kontrol PCR

1.2 3 &4 5 6:7 8 9 10 1112

Sl

> 2 885558

Sekil 3.17 SP6+T7 primerleri ile yapilan Plazmit PCR’Inin jel tGizerindeki gortntisi

1.\ Pstl 2.RF1Q10 3.RF1Q11 4.RF1F2 5.RF1F7 6.RF1F/D1 7.RF1F/D10 8.RF2FKB1
9.RF2FKB6 10.RF2FKB7 11.RF2FBB1 12.DNA miktar cetveli

3.5.3 Dizin Analizi ve Benzerlik Analizleri

Sekil 3.17'de gorilen 6rneklerin 9.siradaki RF2FKB1 ornegi hari¢ diger hepsi dizin

analizi icin Biogen firmasina gdnderildi.
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Cizelge 3.3 Dizin analizine gonderilen érneklerin isimlendirilmesi

Transformasyon Plazmitlere Verilen isim

1 haftalik RF1+Q RF1Q10, RF1Q11

1 haftalik RF1+F RF1F2, RF1F7
1haftalik RF1F/D1, RF1F/D10

RF1+F+DMSO

1 haftalik RF2+F RF2FKB1,RF2FKB6, RF2FKB7, RF2FBB1
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Cizelge 3.4 mRNA’dan 3’RACE PCR drinlerinin BlastN sonuglari

. Dizin
Isim Primerler RNA BLASTN Skor
Uzunlugu
1 hafta stres . ..
RF1 Q10 F1-AUAP 264 Lactobasillus johnsonii | 4.6
verilmis FI9785 genom
1 hafta stres
RF1Q11 F1-AUAP 309 Homo sapiens MYO5B | 44.6
verilmis
1 hafta stres Lotus japonicus
RF1F2 F1-AUAP 261 44.6
verilmis genomik DNA
1 hafta stres Hordeum vulgare
RF1F7 F1-AUAP 299 46.4
verilmis tahmini protein mRNA
1 hafta stres Hordeum vulgare
RF1IF/D1 | F1-AUAP 301 46.4
verilmis tahmini protein mRNA
1 hafta stres Hordeum vulgare
RF1F/D10 | F1-AUAP 294 46.4
verilmis tahmini protein mRNA
1 hafta stres
RF2FKB1 F2-AUAP 165 Vitis vinifera kontig 39.2
verilmis
Nicotiana tabacum
1 hafta stres
RF2FKB6 | F2-AUAP 899 karbonik anhidraz 583
verilmis
MRNA
Arabidopsis lyrata alt
1 hafta stres turd glukoz-1-fosfat
RF2FKB7 | F2-AUAP 366 199

verilmis

adelintransferaz

mRNA
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3.6 5’RACE Sonuglari

3.6.1 Total RNA’dan 5’RACE PCR Uriinlerinin Analizi

Sekil 3.18 Total RNA’lardan 5’'RACE cDNA’nin PCR jel gériintisi

1.\ Pst 2.Stres verilmemis RNA’dan SP1 primeri ile (kisaltilisi:0SP1)
3.1 hafta stres verilmis RNA’dan SP1 primeri ile (HSP1)
4.10 glinlik stres verilmis RNA’dan SP1 primeri ile (ONSP1)
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3.6.1.1 PCR Uriiniiniin Agaroz Jelden Saflastiriimasi

Sekil 3.19 Saflastirilmis 5’RACE PCR urunlerinin jel Gzerindeki gorintisi

3.6.1.2 PCR Uriinlerinin Vektore Ligasyonu

2.14.2’de anlatildigi sekilde gerceklesmistir.

3.6.1.3 Transformasyon

2.14.4’de anlatildigi gibi uygulanmustir.

3.6.1.4 Plazmit izolasyonu

istenilen DNA'yi tasidigi belirlenen kolonilerden Roche High Pure Plasmid izolasyon Kiti

kullanilarak 2.14.6’da belirtildigi bicimde plazmit izolasyonu yapildi.

izole edilen plazmitler EcoR1 enzimi ile kesilerek iclerinde PCR iriinii olup olmadig

kontrol edildi.
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Sekil 3.20 3’RACE ve 5’'RACE PCR iriinlerini bulunduran plazmitlerin EcoR1 ile kesim
reaksiyonlari

1.APst2.HRF1/5 3.HRF1/6 4.HRF2KB4 5.0NRF1/2 6.HSP1BB7 7.HSP1BB8 8.HSP1BB9
9.HSP1KB11 10.0NRF1/1

3.6.1.5 Dizin Analizi ve Benzerlik Analizleri
Sekil 3.20’de gériilen érneklerin hepsi dizin analizi icin iyontek firmasina génderildi.

Gelen sonucun vektor dizinleri CHROMAS programi ile gikartildi ve BLASTN programlari
ile benzerlik analizleri yapildi. Yapilan bu analizler sonucunda klonlanan fragmanlarla
CBF geni arasinda benzerlige rastlanmadi. Orneklerin dizin analizine génderildiigi
firmadan kaynakli yanlis okunma olabilecegi de duslinildigiinden daha sonra
klonlanan fragmanlar analiz i¢in farkli firmaya gonderilmistir. Elde edilen benzerlik

sonuglari Cizelge 3.6’da verilmistir.
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Cizelge 3.5 Dizin analizine gonderilen 6rneklerin isimlendirilmesi

Transformasyon

Plazmitlere Verilen isim

1 haftalk SP1 p.

HSP1BB7,HSP1BB8,HSP1BB9,HSP1KB11

Cizelge 3.6 5’RACE PCR urinlerinin BlastN sonuglari

. Dizin
Isim Primerler RNA BLASTN Skor
Uzunlugu
1 hafta stres Vitis aestivalis 26S
HSP1BB9 | SP1-AUAP 410 590
verilmis rRNA geni
1 hafta stres | Olea europaea kismi
HSP1KB11 | SP1-AUAP 149 168
verilmis 25S rRNA geni
1 hafta stres | Olea europaea kismi
HSP1BB7 | SP1-AUAP 429 672
verilmis 26S rRNA geni
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3.7 Tartisma ve Oneriler

CBF familyasinin bitki tlriine gére degisen sayilarda Uyesi vardir. Bu sayi Arabidopsis
thaliana da 6 iken, Hordeum vulgare de 14 tlrdir. CBF genleri, sogukla uyarilirlar ve

boylari yaklasik olarak esittir.

Stres verilen bitkilerden total RNA ve mRNA izolasyonlari yapilmistir.
Laboratuvarimizda daha once yapilmis olan calismalardan elde edilen CBF1 AP2
kodlayici bélgenin dizinleri kullanilarak primerler tasarlanmistir. Bunlar tam uzunlukta
cDNA elde etmek icin uygulanan 3’RACE ve 5'RACE reaksiyonlarinda kullaniimistir.
Total RNA’dan 3’RACE yontemi ile 250 bp buyukliglinde elde edilen cDNA’lar

klonlanmis ve dizin analizleri yaptiriimistir.

Total RNA’dan 5’RACE yontemi ile farkli boylarda fragmanlar elde edilmistir. Bunlarda
klonlanarak dizin analizine gonderilmistir. Elde edilen dizinler CBF genleri disindaki
genlere benzerlik gostermistir. Bunlarin igcinde 26S ribozomal RNA gibi genlerde
mevcuttur. Total RNA’dan yapilan RACE reaksiyonlari ribozomal RNA gibi genlerin
klonlanmasina sebep oldugundan CBF genine elde etme olasiligimizi arttirmak adina
mRNA kalip olarak kullanilarak 3’RACE reaksiyonlari tekrarlanmistir. Elde edilen 300,
800 bp boyutlarinda cDNA’lar klonlanmis ve dizin analizine godnderilmistir. Dizin
analizinden gelen sonuglar, istedigimiz CBF genine benzerlik géstermemistir. RACE
yonteminde kullanilan primer dizinleri ve PCR kosullarina gore beklenen sonugtan farkli
sonuclar elde edilebilmektedir. Bunun disinda zeytinde CBF geni ilk kez klonlanmustir.
Bu genlerin zeytinde anlatimi ile ilgili bilgi bulunmamaktadir. Daha kisa sireli stres
verilmis orneklerden klonlama c¢alismalari devam etmektedir. Ayrica transkripsiyon
faktorleri ekspresyonlarinin maksimum diizeye ulastigi zaman araliklarinda bile diger
genlerle karsilastirildiklarinda hiicrede az miktarda bulunmaktadirlar. Bu nedenle

baslangic materyali olarak daha fazla total RNA kullanilacaktir.
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EK-A

DiZiN ANALIZLERI

A-1 Total RNA’dan 3’RACE Klonlanan PCR Uriinlerinin Dizin Analizi Sonuglan

HRF2KB4 Boyutu:220 bp

GGCCACGCGTCGACTAGTACTTTTTTTITTTITITTITTTTITITTTTTITTTTITTTITTITTITTTITTITTITTITTITAAT
CCCTAATAAGTGAAGTATTTATACCCGATAGCTCTTGAAATGTTATTTTTAAAACAATGACCTTA
AACTAAGGGACACGACGGATATGAAAAACTTATAAAATTACATCAAGTGCATACATTATTTCC
CCGGGAAACTTCTTCCGGCCTA

HRF1/6 Boyutu: 220 bp

CTAGGGGAGTGAAGCTGAGGAAGCCAAAAAGCAGCTCGAAGAAGCAGGTGCTAAAGTCTCA
ATCGCTTAGGGTTTTTTTGTTCCCCTTTTTTTATATATTATTTTCTTTTTTTCAATTAAATATCAAA
TTGTATGGAAAT

HRF1/5 Boyutu: 232 bp

TAGGGGAGTGAAGCTGAGGAAGCGAAAAAGCAGCTCGAAGAGGCAGGTGCTAAAGTGTCCA
TTGCTTAGCCTTTTCAATTAGTGATAAATTTTGAATGAATAGTTCTAGATGCAGTGCAGTGAAT
TCGATTTAAACCAAACATTCCATTACGATTTCTGGGTTTGAACCGAACTGAAAAAAAAAAAAA
AAAAAAAAAAAAAAGAAAAAAAAGTACTAGTCGACGCGTGGCCA

ONRF1/1 Boyutu: 177 bp
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AGGGGAGTGAAGCTGAGGACTAAATAGTTCGAAAGCTACCGGTATTAGATCCTATCCTAATGT
TATTGTATGTAACGAGAGATAAGTTCATAGGTAAATCGACGAAGATAAGAGTTTTTCTTAAAA
AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAGTACTAGTCGACGCGTGGCCA

ONRF1/2 Boyutu: 300 bp

TAGGGGAGTGAAGCTGAGGAGGACAAAGGTGATGAGCTCGCGAGCTCTTGTGGCAGTGACC
ATGAAGATGAGGCAGAAGAGCAGGAGCAGGACAGCGAGCCTGAGCCACCAAAAAAGAAGA
AGGGCAAAGGCAATGGCAGCAACTGATCAGCAGAAGGCAGACAGAACGAGGGAGGCAGCC
AAAAGGTGATGTTGTCCGGCGCGACACGACGCCATGCGGAGATGCCATGCACATGCAATCAA
AGCAGGAATAAGCAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAGTACTAGTCGACGCGTGGCCA

A-2 Total RNA’dan 5’RACE Klonlanan PCR Uriinlerinin Dizin Analizi Sonuglari
HSP1KB11 Boyutu: 150bp

CCACGTTGTGAGCTCTCGCAGTTTCACAGTCTGAATTAATTCATACTTACACATGCATGGCTTA
ATCTTTGAGACAAGCATATGACTACTGGCAGGATCAACCAGGTACCCCCCCLccccceccccecc
GTACTAGTCGACGCGTGGCCA

HSP1BB9 Boyutu: 411 bp

GGCCACGCGTCGACTAGTACGGGGGGGGGGGGGGGGGCGACCCCAGGTCAGGCGGGATCA
CCCGCTGAGTTTAAGCATATCAATAAGCGGAGGAAAAGAAACTTACAAGGATTCCCCTAGTAA
CGGCGAGCGAACCGGGA

HSP1BB7 Boyutu:430 bp

GGCCACGCGTCGACTAGTACGGGGGGGGGGGGGGGCCCTTGAAAATCCGGAGGACCGAGT
ACCGTCCGCGCCCGGTCGTACTCATAACCGCATCAGGTCTCCAAGGTGAACAGCCTCTGGTCA
ATGGAACAATGTAGGCA

HSP1 OB1C Boyutu: 353 bp

GGCCACGCGTCGACTAGTACGGGGGCGGTTAGGGAGGGGNANNNNNNNGNNGGGGAGN

GGNNGGNNNNGNGGGGGGAGAAGAGGGAGGAGGANAGAGAGGGAGAGGGGAGAGAAA
GGGAGAGGGAGAAGGAGAAGAAGAGGAGGGGAGGAAGAAGAGGGAAAGAAAGGAGAAG
GGGAGAAAGAAAGAAGAAGAAAGGAAGNGGGAGGGAAGAGGAGGAAAGGGAAGAAGAA
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AGGGAAGAGGAGGGAAGAAGAGAAAGAGAGGGGGAGGGGAGAAGAAGAGAAGGAAAAA
GAGGGGAGAGAAGGGGAGGAAAAAGGAAGGGAGAAAGAGAAGAAGGGAAAAANAGGGA
GAAAA

HSP1BB8 Boyutu: 1483 bp

GGCCACGCGTCGACTAGTACGGGGGGGGGGGGGGGGGGCGTCTTGCTCGCGCTATTGTCGT
GGCCTCTGACGGGGACAGTCTTCCCTGCTATGCGGTCTAATGGTTCACCCCGCGTCGGATATA
CTTCCGCAGTGGTCGAAGACGACCGAGTGTTCTATCCTTAGATTGTCTGACTGAATGATCATCC
GCTCATCCACCGATACGCGTCCCAGACTCTTACTTTGAATGTACGTTTTTGATTCTCGTGCTGTG
GGGGAACCCCTGATCCTACCATGCCGCTTGTGTGCTTATTGCGTTTTGGTATCTCGTTCTTTTTC
CGCGTATGTGAATGTCGGTCCTGTGTGAATATGCTCCGGATTTCTACCTGCCTACCTCCGCGGT
CTTGCGGCGGGTACTGTAGTTAGTGCGTTTTTCTTGGCGTTGATGGGGAGGTAGCGGCTCTTC
TTCTCTTACGTCTACTCACCGGGGCTGGGCCTCCGGTTTACCCTTTTGGCACTGATTGTTTGTTT
TCCGGATGTGGCTGCTGGTACTGATAATGTAATTGCTTAACTTGTTTCTTCTTTCGTTAAATCGC
CGGAGTCTAAACTCAACTCCTCGTGGTCGGGCTTGGTCGCGCTTTTTCGCATTCTGTGGGGGT
TGTTTCTGGTTTTGTCTTCTTGTTTCTGCGTCCTCGTTTGTCTTTGTCATTCTCTTTCTAGGTTTGC
ATGTTTTTCAGGGGTATACCATTCCTGTTTTATTATTCGCTCTNGAGATGCACAGTTCCTAGATT
ATAACTTCAAAAAATAACGCGGGGACCCTCATGGAGGGGGCGCTATGTGTTTTTTTTTTATCTC
TCCTCACATCTTTTCCGCTTCTCTTTCACTTTCTCCGCGTTGCTGCCGGTTTGTCCTTTTTCCCCCT
GTCAATGTACGTTCTCTACTGTTTCCCCTAATCTGTTTGTCGTGTTGTGGTTTGGGTCGCCAGG
AGTCACAGCGCGGCGGCTATTCACTTCGCTTATTTGGGTATCTCATGACACTCATATTAAAACC
CCTTGTTGACGTGGTATATTATATCTTTTGTCTTCATTATTATTGTTTACGATGATCACTAGTTTA
CTAGTGAGAGCAATGGCACAGGGGTGTCGACTACCGAGTATCATTCATAATACGTCGGCTGCT
GAATAGGCGATCCGTCTTAAAGTTTACCTTAGAATCTCCTCACAAGGGCGCTTCTGCTTCGATT
GACTATCGCGTGACGCGTTATTGTTCTCTACGGTTGCGTTCCTCGTGTGAGGGCACTGAGTGT
TGTAGTGTTGTGGGGATGGATGTCTATTTGACTTGTGTTTTTTCTTGCTGTGTACGGATGCTTA
TTTTTACTGTAGGGTTTTATAGTCCGTGCTGTATTGAAGCTTATGCTTACCGGGTTAGATACAT
AATTACGTATGCATCAAGGTGGGGCCTAGTGGTCTATTTTGTTCAGTCCGGCTGTGTCTGTGC
ATGTTCG
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A-3 mRNA’dan 3’RACE Klonlanan PCR Uriinlerinin Dizin Analizi Sonuglari
RF1Q10 264 bp

TAGGGGAGTGAAGCTGAGGAGGAAGAGTAACGACACAAATCAGAGTTTTTCTCCTAAGATTT

ACACATCCTTTCATTGCCTAGTAGATTTTATTTGTTTCCAGGATTCCATCCGTTAAAGACATTTTT
ACGGTATTGCAGTTTCAATTTTGCTACTTTCTATTGGAGAACGCCCATGAGATTTGCTATTTTAG
AGTAAAAATGAATTATTGACAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAGTACTAGTCGACG

CGTGGCCA

RF1Q11 309 bp

TAGGGGAGTGAAGCTGAGGAGGGGAAGAAACCAGGTGTTGACTGTTTGCTGGAATGGCTGT
CACACAAGGGAGTCGGTCAATGTTTTTTCACTCATCGAGATTATCATGGAGTGTTTTATCTGCC
TGGCATTGGAAGGATGTCTTCACTTCTCTAACACCGGTGTATGCCTCATAAGCTGCCCCTTTGG
GATCTGATGAACCTTGCCATTGCGGTTGGCTGTTCTGCTGCAAAATCAGAAAACTGCTATTCGC
AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAGTACTAGTCGACGCGTGGCCA

RF1F2 261 bp

TAGGGGAGTGAAGCTGAGGAGGAAGAGTAACGACACAAATCAGAGTTTTTCTCCTAAGATTT
ACACATCCTTTCATTGCCTAGTAGATTTTATTTGTTTCCACGATTCCATCCGTTAAAGACATTTTT
ACGGTATTGCAGTTTCAATTATGCTACTTTCTATTGGAGAACGCCCATGAGATTTGCTATTTTA
GAGTAAAAATGAATTATTGACAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAGTACTAGTCGACGCG
TGGCCA

RF1F7 299 bp

TAGGGGAGTGAAGCTGAGGAGGACAAAGGTGATGAGCTCGCGAGCTCTTGTGGCAGTGACC
ATGAAGATGAGGCAGAAGAGCAGGAGCAGGACAGCGAGCCTGAGCCACCAAAAAAGAAGA
AGGGCAAAGGCAATGGCAGCAACTGATCAGCAGAAGGCAGACAGAACGAGGGAGGCAGCC
AAAAGGTGATGTTGTCCGGCGCGACACGACGCCATGCGGAGATGCCATGCACATGCAATCAA
AGCAGGAATAAGCAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAGTACTAGTCGACGCGTGGCCA

RF1F/D 1 301 bp

TAGGGGAGTGAAGCTGAGGAGGACAAAGGTGATGAGCTCGCGAGCTCTTGTGGCAGTGACC
ATGAAGATGAGGCAGAAGAGCAGGAGCAGGACAGCGAGCCTGAGCCACCAAAAAAGAAGA
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AGGGCAAAGGCAATGGCAGCAACTGATCAGCAGAAGGCAGACAGAACGAGGGAGGCAGCC
AAAAGGTGATGTTGTCCGGCGCGACACGACGCCATGCGGAGATGCCATGCACATGCAATCAA
AGCAGGAATAAGCAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAGTACTAGTCGACGCGTGGCCA

RF1 F/D 10 295 bp

TAGGGGAGTGAAGCTGAGGAGGACAAAGGTGATGAGCTCGCGAGCTCTTGTGGCAGTGACC
ATGAAGATGAGGCAGAAGAGCAGGAGCAGGACAGCGAGCCTGAGCCACCAAAAAAGAAGA
AGGGCAAAGGCAATGGCAGCAACTGATCAGCAGAAGGCAGACAGAACGAGGGAGGCAGCC
AAAAGGTGATGTTGTCCGGCGCGACACGACGCCATGCGGAGATGCCATGCACATGCAATCAA
AGCAGGAATAAGCAAAAAAAAAAAAAAAAGTACTAGTCGACGCGTGGCCA

RF2FKB1 165 bp

GGCCCGCGTCGACTAGTACTTTTTTTTTTTTTTTITTTTTTTTTAGCTCTTGAAATGTTATTTTTAGA
ACAATGACCTTAAACTAAGGTACACGACGGATATGAAAGACTTATAAAATTACATCAAGTGCA
TACATTATTTCCCCGTGAAACTTCTTCCGGCCTA

RF2FKB6 899 bp

CAGGCTCCACAGTTCAAAGCTTCCTTTTACAAAATCATAATATCCTCCCTTTAGCGCCAAAGTTT
TCTTCACCAATCCTTCTCTAACAAATGGATAACTCAGCAGGTTCCCAAGTGATACATTCACTGC
TTCCTTCTCACATAGTCCACACTGATCCGCGAAAGGTGCATTCCCAAGCTCGGCTTTCACCTTG
GCCTTTGCAGGTAAACAGATCTTCACCCAGTCCTCGATGAAGTCAGTGGAGGTGGATCCATCA
TCAGAGAGAGACATGAGCCCCTTGATTCCTCCACATGCACTGTGTCCAATGACTATGATTTCCT
TAACCTTTAGGTGAAGAACAGCATACTCGATGGCAGACCCAACTCCAGAGTATCTAACCTTAT
CATAGGCAGGGACCATGTTAGCAATGTTTCGGACCATGAATGCCTCTCCCGGGTGCAAATTCA
GGACGTGTGACGGGCAGACACGTGAATCGGAGCAGGCAAATACCATATACGTTGGGCTCTGG
CCTTTGGCAAGTTCACCATACAAGGCTGGATTTTTCTCATATTTCTCTCTTTTGAAGTGGACAAA
GCCATTTTTCAGCTGCTCAACAGTGCTGGAAACGGTGGTTTTGTCAACCGTTGCCAACTCTGCT
TTAATCTGATCAATTTTTGCTGCAGCCACTGGTGCCAATCCTCTATTCTCACTGAGAAGTTTTTG
AAGTCCGGCAATGGCTTCCTCGTACTCTTTCCCCATATCTTCTCTCAAAATGGGGTGGATGATA
GGAGCAGGAGCAGCAAAAACAGGCTTATTTTGAATGAGACTCGGTGGAGAATTAGACGACG
CTTGACAAAGTACGAAGGGGCGTCTCTTGAGGGAAGAATTAGGAATGAGGGAAGTAAGTGC
GCATCCGTTA
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RF2FKB7 366 bp

AGGCCGGAAGAAGTTTCACAACAAGAGAGCAATTATTGACAAGAATGCTCGAATTGGAGAGA
ATGTGAAGATCATTAACATCGACGACGTGCAAGAGGCTGCAAGAGAGACAGATGGTTACTTC

ATCAAGAGTGGTATTGTTACTGTGATTAAGGATGCTTTAATTCCCAGCGGATCAGTTATTTGAA
AGTCGCCTTTATAATTCTTCAACAGAAGCTGTTTCTTGTTCCTGATCCTATAAGATCTAGCTTAG

ACTAGGATCGGGGAAGGTGCAATGTAAAGTTTGATCAAATTCCAAAACCACATAATAAATATA
ATTCTAAATCAAAAAAAAAAAAAAAAAAGTACTAGTCGACGCGTGGCCA

RF2FBB1 889 bp

TAGCACATACCTGAAATCCCTATCTTCCGAGCCACTATGGCGGCCGCCTGCAGGTCGACCATA
TGGGAGAGCTCCCAACGCGTTGGATGCATAGCTTGAGTATTCTATAGTGTCACCTAAATAGCT
TGGCGTAATCATGGTCATAGCTGTTTCCTGTGTGAAATTGTTATCCGCTCACAATTCCACACAA
CATACGAGCCGGAAGCATAAAGTGTAAAGCCTGGGGTGCCTAATGAGTGAGCTAACTCACAT
TAATTGCGTTGCGCTCACTGCCCGCTTTCCAGTCGGGAAACCTGTCGTGCCAGCTGCATTAATG
AATCGGCCAACGCGCGGGGAGAGGCGGTTTGCGTATTGGGCGCTCTTCCGCTTCCTCGCTCAC
TGACTCGCTGCGCTCGGTCGTTCGGCTGCGGCGAGCGGTATCAGCTCACTCAAAGGCGGTAA
TACGGTTATCCACAGAATCAGGGGATAACGCAGGAAAGAACATGTGAGCAAAAGGCCAGCA
AAAGGCCAGGAACCGTAAAAAGGCCGCGTTGCTGGCGTTTTTCCATAGGCTCCGCCCCCCTGA
CGAGCATCACAAAAATCGACGCTCAAGTCAGAGGTGGCGAAACCCGACAGGACTATAAAGAT
ACCATGCGTTTCCCCCTGGAAGCTCCCTCGTGCGCTCTCCTGTTTCCGAACCTGCCGCTTACCC
GGATACCTGTCCGCCTTTCTCCCTTTCGGGAAAGCGTGGCGCTTTCTCATAGCTCACGCTGGTA
AGTATCTCAGTTTCGATGTAAGTCGTTCGCTCCAAGCTGGGCTGTGTGCACGAAACCCCCCGA
TCAGCCCGACCGCTGCGCCTTATCCCGTAACTATCCATCTTGAACTCAACCCGGTAGACAACAA
CTTATT
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