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OZET

YUKSEK LiSANS TEZI

FITOREMEDIYASYON CALISMALARI ICIN FITOSELATIN SENTAZ (PCS1)
GENININ iZOLASYONU VE KLONLANMASI

Canan SEVINC

Necmettin Erbakan Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoteknoloji Anabilim Dah

Damisman: Do¢. Dr. Muhammad ASIM
2019, 60 Sayfa

Jiiri
Do¢. Dr. Muhammad ASIM
Prof. Dr. Mehmet KARATAS
Dr. Ogr. Uyesi Allah BAKHSH

Bitkilerde agir metal toleransinda rol aldigi bilinen genlerden biri Fitoselatinler (PC) ailesine ait
PCS1 genleridir. PC'ler indirgenmis glutatyondan (GSH) enzimatik olarak sentezlenir. Y -glutamilsistein
dipeptidil transpeptidaz enzimi (EC 2.3.2.15, yaygin olarak fitogelatin sentaz (PCS) olarak adlandirilir) ile
katalize edilen reaksiyon, metal iyonlar1 ile aktive edilir. Bitkiler, agir metallere karsi bir savunma
mekanizmas1 olarak, agir metal varliginda PC sentezlerler ve bu metal-selatlayicilar, agir metal
iyonlarinin bazilariyla kompleksler olustururlar, daha sonra sitosoldan, vakuole aktarilirlar. Tezin amaci
dogrultusunda, bu metal-selatlayici peptidleri sentezleyen PCS1 genleri bitki kaynaklarindan izole edilip
klonlanmasi saglanmigtir. Bu amagla, Arabidopsis thaliana ve Ceratophyllum demersum bitkileri
kullamlmustir. C. demersum bitkisinde PCS1 geni bulunmazken, A. thaliana bitkisinden PCS1 geni izole
edilip Pfu DNA Polimeraz ile yiiksek dogrulukta amplifiye edilmistir. Amplifikasyonu gergeklestirilen
PCS1 genlerinin, pBIN61 (bitki ekspresyon vektorii) plazmidi ile T4 DNA Ligaz enzimi araciligiyla
ligasyonu saglanmigtir. Ligasyon sonrast PCS1 genlerini igeren pBIN61 plazmidleri 1s1 soku
transformasyon yoluyla Escherichia coli bakterisinin JM109 irkina aktarilmistir. Transformasyonu
yapilan E. coli bakterileri kanamisin (50 mg/L) iceren LB agar besi ortamina ekilerek kanamisin
antibiyotigine dayaniklilik yoluyla, PCS1 genlerini igceren plazmidleri tastyan bakteri kolonilerinin
seleksiyonu yapilmistir ve koloni PCR, restriksiyon analizi yontemleri ile dogrulamaya tabi tutulmustur.
Koloni PCR’ da pozitif sonu¢ vererek, PCS1 genini igeren pBIN61 plazmidini tasidigi belirlenen
koloniler segilerek plazmid izolasyonu gerceklestirilmistir ve ayrica gliserol stoklar1 -80 °C' de
saklanmistir. Pozitif klonlar, elektroporasyon cihazi kullanilarak Agrobacterium susu LBA4404' e
transforme edilmistir. Sonraki calismalarda PCSI genini iceren Agrobacterium ile farkli bitkilerin
transformasyonu gergeklestirilerek transgenik bitkiler olusturulabilecegi ve bu tiir transgenik bitkilerin,
agir metallerle kirlenmis ortamlarin fitoremediyasyonunda kullanilabilecegi diistiniilmiistiir.

Anahtar Kelimeler: Arabidopsis thaliana, gen klonlama, fitoremediyasyon, Fitoselatin
sentaz, PCS1
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PCS1 genes of the Phytochelatin (PC) family are one of the known genes involved in heavy
metal tolerance in plants. PCs are enzymatically synthesized from reduced glutathione (GSH). The
reaction is catalyzed by Y-glutamylcysteine dipeptidyl transpeptidase enzyme and activated by metal
ions. Plants syntheize PC in the presence of heavy metal as a defense mechanism against heavy metals
and these metal chelators form complexes with heavy metal ions. The aim of this thesis was to isolate and
clone PCS1 genes from plant sources. For this purpose, Ceratophyllum demersum ve Arabidopsis
thaliana plants were used. PCS1 gene could not be isolated from C. demersum plant but was found in A.
thaliana plant and amplified with Pfu Polymerase with high accuracy rate. The amplified PCS1 gene was
ligated in plasmid pBING61 (plant expression vector) by T4 DNA Ligase enzyme. After ligation, plasmids
pBING61 containing PCS1 genes were transferred to the JM109 strain of Escherichia coli by heat shock
transformation. Transformed E. coli bacteria were inoculated to LB agar medium containing kanamycin
(50 mg/L) and the colonies carrying plasmids containing PCS1 genes were selected by colony PCR and
restriction analysis methods. By using positive results in colony PCR, pBIN61 plasmid carrying PCS1
gene were selected and plasmid isolation was performed and also stored at -80 °C using glycerol stocks.
Positive clones were transformed into Agrobacterium strain LBA4404 using the electroporation device.
Agrobacterium containing PCSI gene will be used for genetic transformation studies in future studies and
such transgenic plants can be used in phytoremediation of heavy metals contaminated environments.

Keywords: Arabidopsis thaliana, gene cloning, phytoremediation, Phytochelatin synthase,
PCS1
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1. GIRIS

1.1. Agir Metal Kirliligi ve Biyoremediyasyon

Agir metaller, suya kiyasla nispeten yiiksek bir yogunluga sahip metalik
elementler olarak tanimlanmaktadir (Fergusson, 1990). Bununla birlikte, “agir metaller”
kesin olmasina ragmen, bilimsel literatiirde yaygin olarak kullanilir ve genellikle 5
g/cm® ten daha bilyiikk 6zgiil yogunluga sahip bir grup element olarak tanimlanir
(Duffus, 2002). Dogal olarak olusan toplam 90 elementten 53' {i agir metal olarak kabul
edilir. Bunlar ¢ogunlukla periyodik tablodaki gegis elementleri olarak adlandirilan
kisma aittir (Rahman ve ark., 2019).

Sanayinin biiylimesiyle birlikte endiistriyel atiklarin ¢evreye, baslica toprak ve
suya salinmasi ile ozellikle kentsel alanlarda agir metallerin birikmesine neden olan
onemli bir artis olmustur. Agir metaller, yer kabugunun her yerinde dogal olarak
bulunan elementler olsa da, cogu ¢evresel kirlenme insan kaynakli madencilik ve eritme
islemleri, endiistriyel liretim ve kullanim, metallerin ve metal igeren bilesiklerin evsel
ve tarimsal kullanimi, ilag¢ atiklari gibi antropojenik faaliyetlerden kaynaklanmaktadir.
(Shallari ve ark., 1998; He ve ark., 2005). Cevresel kirlenme ayni zamanda metal
korozyonu, atmosferik birikim, metal iyonlarinin toprak asinmasi ve agir metallerin
sizmasi, ¢okelme ve su kaynaklarindan toprak ve yeralti suyuna metal buharlagmasi
yoluyla da ortaya ¢ikabilir (Nriagu, 1989). Ayrisma ve volkanik patlamalar gibi dogal
olaylarin da agir metal kirliligine onemli Ol¢lide katkida bulundugu bildirilmistir
(Nriagu, 1989; Fergusson, 1990; Shallari ve ark., 1998; Bradl, 2002; He ve ark., 2005)
Agir metallerin topraga ve sulara rastgele ve ayrismadan salinmasi, toksik olmayan
formlara pargalanamayacaklar1 ve bu nedenle ekosistem {izerinde uzun siire kalict
etkileri olacag icin diinya c¢apinda biiyiik bir saglik sorunudur. Bircogu c¢ok diisiik
konsantrasyonlarda bile toksiktir; Arsenik, kadmiyum, krom, nikel, kursun, civa, bakir,
selenyum, giimiis, ¢cinko vb. sadece sitotoksik degil ayn1 zamanda dogada kanserojen ve
mutajenik etkiye sahiptir (Salem, 2000).

Kobalt (Co), bakir (Cu), krom (Cr), demir (Fe), magnezyum (Mg), manganez
(Mn), molibden (Mo), nikel (Ni), selenyum (Se) ve cinko (Zn) metallerinin cesitli
biyokimyasal ve fizyolojik fonksiyonlar i¢in gerekli olan temel besinlerdir oldugu
bildirilmistir. Bu mikro besin maddelerinin yetersiz tedarik edilmesi, ¢esitli hastaliklara

veya sendromlara sebebiyet verir ve esansiyel metaller olarak kabul edilirler.



Aliiminyum (Al), antinomi (Sb), arsenik (As), baryum (Ba), berilyum (Be),
bizmut (Bi), kadmiyum (Cd), galyum (Ga), germanyum (Ge), altin (Au), indiyum (In),
kursun (Pb), lityum (Li), civa (Hg), nikel (Ni), platin (Pt), giimiis (Ag), stronsiyum (Sr),
telliir (Te), talyum (T1), kalay (Sn), titanyum (Ti), vanadyum (V) ve uranyum (U) gibi
diger metaller herhangi bir biyolojik fonksiyona sahip degildir ve esansiyel olmayan
metaller olarak kabul edilirler (Chang ve ark., 1996).

Esansiyel agir metaller bitkilerde ve hayvanlarda biyokimyasal ve fizyolojik bazi
fonksiyonlar sergiler. Bunlar birka¢ anahtar enzimin onemli bilesenleridir ve c¢esitli
oksidasyon-rediiksiyon reaksiyonlarinda 6nemli rol oynarlar (Chang ve ark., 1996).
Omegin bakir; katalaz, peroksidaz, sitokrom c oksidazlar, siiperoksit dismutaz,
ferroksidazlar, monoamin oksidaz ve dopamin B-monooksigenaz gibi oksidatif strese
bagl ¢esitli enzimler igin temel bir kofaktor olarak gorev yapar (Stern, 2010). Bakira
benzer sekilde, biyolojik isleyis i¢in baska birkag¢ temel element gereklidir, ancak bu tiir
metallerin fazla miktarda olmasi, ¢esitli olumsuz etkilere ve insan hastaliklarina yol
acan hiicresel ve doku hasarina neden olur. Bazilarn icin, faydali ve toksik etkiler
arasinda ¢ok dar bir konsantrasyon araligi vardir (Chang ve ark., 1996; Tchounwou ve
ark., 2008). Viicudunda vyiiksek konsantrasyonda agir metal bulunan kisilerde
kardiyovaskiiler bozukluklar, nérotoksisite, bobrek hasari, diyabet riski ve kisirlik gibi
onemli hastaliklar i¢in potansiyel tehdit vardir (Rehman ve ark., 2018). Bu durum, agir
metallerin insan saglig1 iizerindeki zararl etkilerini gosteren, Tablo 1.1 de 6zeti verilen

cesitli raporlardan agikca goriilmektedir (Dixit ve ark., 2015).

Tablo 1.1. Baz1 Agir Metallerin insan Sagligi Uzerindeki Toksik Etkisi

EPA
Agir | Diizenleme ) .
Toksik Etkiler Referans
metal Sinir1
(ppm)

Maruz kalinmasi cildin ve diger viicut
dokularmin gri veya mavi-griye donmesine,
Ag 0.10 ) ) Chang ve ark., (1996)
solunum problemlerine, akciger ve bogaz

tahrigine ve mide agrisina neden olabilir.

Oksidatif fosforilasyon ve ATP sentezi gibi o
As 0.01 o Tripathi ve ark., (2007)
temel hiicresel siiregleri etkiler.




Ba

2.0

Kalp ritmi bozuklugu, solunum yetmezligi,
gastrointestinal disfonksiyon, kas segirmesi

ve yiiksek kan basincina neden olur.

Jacobs ve ark., (2002)

Cd

5.0

Kanserojen, mutajenik, endokrin
bozucudur. Akciger hasar1 ve kirilgan
kemiklere neden olur. Biyolojik sistemlerde

kalsiyum diizenlemesini etkiler.

Degraeve, (1981); Salem ve
ark., (2000)

Cr

0.1

Sac kaybi

Salem ve ark., (2000)

Cu

1.3

Beyin ve bobrek hasari, yiiksek seviyelerde
karaciger sirozu ve kronik anemi, mide ve

bagirsak tahrisine neden olur

Degraeve, (1981); Nriagu,
(1989); Fergusson, (1990);
Kapoor ve ark., (1995);
Shallari ve ark., (1998);
Salem ve ark., (2000);
Jacobs ve ark., (2002);
Hussein ve ark., (2004); He
ve ark., (2005); Ahluwalia
ve Goyal, (2007); Tripathi
ve ark., (2007); Wuana ve
ark., (2011)

Hg

2.0

Otoimmiin hastaliklar, depresyon,
uyusukluk, yorgunluk, sa¢ dokiilmesi,
uykusuzluk, hafiza kaybi, huzursuzluk,
gorme bozuklugu, titreme, 6tke patlamasi,
beyin hasari, akciger ve bobrek

yetmezligine neden olur.

Neustadt ve Pieczenik,

(2007); Ainza ve ark.,

(2010); Gulati ve ark.,
(2010)

Ni

0.2

Kagint1 gibi alerjik cilt hastaliklar1, akciger
kanseri, dogurganlik, sa¢ dokiilmesine etki
eder. Immiinotoksik, ndrotoksik,

genotoksik etkileri vardir.

Salem ve ark., (2000);

Khan ve ark., (2007); Das

ve ark., (2008); Duda-
Chodak ve Baszczyk,
(2008)

Pb

15

Cocuklarda asir1 maruz kalma, gelisimin
bozulmasina, zekanin azalmasina, kisa
stireli hafiza kaybina, 6grenme ve

koordinasyon problemlerine,

kardiyovaskiiler hastalik riskine neden olur.

Salem ve ark., (2000);
Vinceti ve ark., (2001);
Wuana ve ark., (2011)




Giinde yaklasik 300 pg diyet maruziyeti
endokrin fonksiyonunu, dogal dldiiriicii o
Se 50 o o Vinceti ve ark., (2001)
hiicre aktivitesini, hepatotoksisiteyi ve

gastrointestinal rahatsizliklar etkiler.

zn 05 Bas donmesi, halsizlik vb. neden olur Hess ve Schmid, (2002)

EPA: U.S Environmental Protection Agency (ABD Cevre Koruma Ajansi)

Cevreyi insanlar adina daha saglikli kilmak i¢in, kirlenmis su kiitlelerinin ve
topragin agir metallerden ve eser elementlerden arindirilmasi gerekir. Kimyasal
cokeltme, filtrasyon, iyon degisimi, oksidasyon veya indirgeme, ters o0zmos,
elektrokimyasal aritma, buharlasma ve membran teknolojisi dahil olmak iizere bu agir
metalleri ortamdan uzaklastirmak i¢in birka¢ teknik vardir. Ancak bu tekniklerin ¢ogu,
agir metal konsantrasyonlari 100 mg/L' den az oldugunda etkisiz hale gelir (Ahluwalia
ve Goyal, 2007)

Agir metal tuzlarinin ¢ogu suda ¢oziinebilir 6zelliktedir ve atik suda ¢oziiliir, bu
da fiziksel ayirma yontemleriyle ayrilamayacaklart anlamma gelir (Hussein ve ark.,
2004). Ek olarak, agir metallerin konsantrasyonu ¢ok diisiikk oldugunda fiziko-kimyasal
yontemler etkisiz ve pahalidir. Alternatif olarak, agir metallerin uzaklastirilmasi i¢in
biyosorpsiyon ve/veya biyolojik birikim gibi biyolojik yontemler, fiziko-kimyasal
yontemler yerine kullanilabilir (Kapoor ve ark., 1995).

Biyolojik yaklasimlar dogal, uygun maliyetli, ¢evre dostu, yenilik¢i ve gelecek
vaat eden bir teknoloji olmasi ve daha genis halk destegine sahip olmasi nedeniyle
fizyolojik yaklagimlardan {istiin olarak kabul edilir ve biyoremediyasyon olarak
adlandirilirlar. Biyoremediyasyon, bakteri (Gadd, 2000; Morel ve ark., 2002), mantarlar
(Gadd, 2000) ve bitkilerin (Morel ve ark., 2002; McCutcheon ve Schnoor 2003;
Kvesitadze ve ark., 2006; Mackova ve ark., 2006; Peer ve ark., 2006; Eapen ve ark.,
2007; Willey, 2007) etkisiyle gesitli kimyasallarin gevreden bozunmasi, ¢ikarilmasi,
degistirilmesi, immobilize edilmesi veya baska sekilde detoksifiye edilmesi olasiligini
sunmaktadir. Biyoremediyasyondaki ilerlemelerin ¢ogu, mikrobiyoloji, kimya
biyokimya, molekiiler biyoloji, analitik kimya ve ¢evre miihendisligi gibi bilimsel
alanlarin yardimu ile gerceklestirilmistir. Her biri kendi bireysel yaklagimina sahip olan
bu farkli alanlar, son yillarda biyoremediyasyonun gelisimine aktif olarak katkida

bulunmustur (Sheehan, 1997).



Cevresel kirleticileri ekosistemden uzaklastirmak i¢in kullanilan bir teknik olan
biyoremediyasyon, tehlikeli kirleticileri yok etmek ve ekosistemi eski haline getirmek
amaciyla, kirlenmis habitatlarda hayatta kalmak i¢in ¢esitli stratejiler gelistiren
mikroplara ve bitkilere 6zgli biyolojik mekanizmalar1 kullanir (Ayangbenro ve Babalola
2017). Biyoremediyasyonun temel prensipleri, bu c¢evresel kirletici maddelerin
pH'larin1, redoks reaksiyonlarini ve kirleticilerin kirli ortamdan adsorpsiyonlarini
degistirerek ¢Oztinlirligiiniin  azaltilmasim1 igerir (Jain ve ark., 2016). Redoks
reaksiyonlar1, zararl kirleticileri kimyasal olarak daha stabil, daha az hareketli veya atil
olan masum veya daha az toksik bilesiklere doniistiirmeyi igerir ve zehirli agir
metallerin, 6zellikle de As, Cr, Hg ve Se'nin toprak ve c¢okeltilerde daha az toksik veya
zararsiz bigimlere doniistiiriilmesinde hayati bir rol oynar (Gadd, 2010; Rajapaksha ve
ark., 2013; Tandon ve Singh, 2016).

Biyoremediyasyonun etkinligi, kullanilan organizmalarin 6zellikleri, kontamine
olmus bolgedeki baskin c¢evresel faktorler ve kirleticilerin derecesi gibi bir¢cok faktore
baglidir (Azubuike ve ark., 2016). Biyoremediyasyon ex-situ (yerinde olmayan) veya
in-situ (yerinde) olabilir. In-situ biyoremediyasyon, kontamine edici maddeleri
parcalama  kabiliyetinde olan mikroorganizmalar1 uyararak, c¢evreye yeni
mikroorganizma ekleyerek, ya da genetik miihendisligi teknikleri kullanilip mevcut
mikroorganizmalar1 gelistirerek kontamine olmus ortamlarin yerinde temizlenme
islemidir. Dogal mikroorganizmalarin in-situ biyoremediyasyon icin kullanilmasi,
uygun besin seviyelerinin bulunmamasi ve/veya kirli ortamdaki ¢evresel
diizenlemelerden etkilenir. Ex-situ biyoremediyasyon, kontamine olmus yerin jeolojisi,
cografi bolgesi, tedavi maliyeti, kontaminasyon derinligi, kirletici tiirii ve kirliligin
derecesine dayali olarak kontamine olmus ortamin orijinal sahadan tedavi icin farkli bir
bolgeye gotiriilmesini igerir (Ojuederie ve Babalola 2017). In-situ veya ex-situ
biyoremediasyon i¢in kullanilabilecek biyorpsiyon, biyoakiimiilasyon (biyobirikim),
biyotransformasyon ve biyo-mineralizasyon gibi farkli detoksifikasyon mekanizmalari
vardir (Gadd, 2000; Lim ve ark., 2003; Malik, 2004; Lin ve Lin, 2005).

Biyoremediyasyon ile ¢evresel kirleticileri parcalamak ve bunlart redoks
prosesleriyle zararsiz formlara doniistirmek, metabolik potansiyele sahip
mikroorganizmalar kullanilarak saglanabilir (mikrobiyal biyoremediyasyon) (Jan ve
ark., 2014) ya da cevreyi kirleten maddeleri baglayan, 6ziitleyen ve gideren bitkiler

tarafindan da gergeklestirilebilir (fitoremediyasyon).



1.2. Fitoremediyasyon

Fitoremediyasyon, temel olarak bitkilerin ve iliskili mikroorganizmalarin,
secilen kirletici maddeleri topraktan, camurdan, c¢Okeltilerden, atik sudan ve yeralti
suyundan kismen veya tamamen gidermek i¢in kullanmmini ifade eder.
Radyoniiklidlerin, organik kirleticilerin ve ayrica agir metallerin uzaklastirilmasinda
kullanilabilir  (Ali  ve ark., 2013). Fitoremediyasyon, kirlenmis alanlarin
remediyasyonuna yardimci olmak i¢in ¢esitli bitki proseslerini ve bitkilerin fiziksel
ozelliklerini kullanir. Son yillarda, bu 6zellik, agir metaller ile kirlenmis topraklarin
1slahi i¢in kullanilabileceginden, fitoremediyasyona 6zel bir dnem verilmistir (Robinson
ve ark., 1997; Martinez ve ark., 2006). Giines enerjisi ile caligsan, uygun maliyetli,
verimli ve ¢evre dostu bir yerinde iyilestirme teknolojisidir. Fitoremediasyon teknigi,
fito-ekstraksiyon, fitofiltrasyon, fito-stabilizasyon, fitovolatilizasyon ve fitobozulma
(fitodegredasyon) gibi bir dizi farkli islemi igerir (Alkorta ve ark., 2004). Agir
metallerin fito-diizenlemesinde yer alan gesitli islemlerin bir 6zeti, Sekil 1.1'de
gosterilmektedir (Dixit ve ark., 2015).

Fitovolatilizasyon

(Metalleri ugucu forma \

doniistiiriir ve daha sonra
bunlar yaprak yiizeyinden
atmosfere salinir)

Fitoekstraksiyon

(Siirgiinlerde metal
birikimi)

Fitostabilizasyon
Fitodegredasyon (Topraktaki metallerin
hareketliligini ve
bulunabilirligini koklerle
sinirlar)

(Metallerin dokulardaki
enzimler tarafindan
pargalanmasi veya
doniistiirtilmesi)
Rizosfer-degredasyonu
Fitofiltrasyon (Metallerin rizosferik
mikroorganizmalar

Sudan metallerin
( tarafindan pargalanmasi)

ayrilmasi)

Alim

Sekil 1.1. Agir metallerin fitoremediyasyonunda yer alan ¢esitli mekanizmalar



Fitoremediasyonun ilk basamag: fitoekstraksiyon, bitki kokleri tarafindan toprak
veya sudan kirletici maddelerin alinmasi ve bunlarin siirgiinlere translokasyonu ve
birikmesidir (Sekara ve ark., 2005). Metallerin siirgiinlere translokasyonu, 6nemli bir
biyokimyasal islemdir ve etkili bir fito-ekstraksiyonda arzu edilir. Bir sonraki énemli
fitoremediyasyon islemi, rizofiltrasyon (bitki kdklerinin kullanimi), blastofiltrasyon
(fide kullanimi) ve kaulofiltrasyon (bitki siirgiinlerinin  kullanimi1) igeren
fitofiltrasyondur (Mesjasz-Przybylowicz ve ark., 2004).

Yukaridaki islemlere ek olarak, ¢evrede bulunan metallerin hareket kabiliyetini
ve biyoyararlanimini azaltan ve boylece yeralt1 suyuna ya da besin zincirine gegmelerini
engelleyen  fitostabilizasyon veya fitommobilizasyon mekanizmalar1t  vardir
(Erakhrumen, 2007). Bitkiler, agir metallerin toprakta immobilizasyonunu kokler,
cokeltme, kompleks olusumu veya rizosferdeki metal degerlik indirgemesi yoluyla
emerck gergeklestirirler (Barcelo ve Poschenrieder, 2003). Bitkiler tarafindan alinan
organik Kkirleticiler, rizosferik mikroorganizmalara bagli olmayan dehalojenaz ve
oksijenaz gibi enzimler tarafindan metabolize edilir (Vishnoi ve Srivastava, 2008).
Bununla birlikte, bitkiler tarafindan absorbe edilen birka¢ agir metal, ucucu formlara
dondstiirtiliir ve daha sonra fitovolatilizasyon adi verilen iglemle atmosfere salinir. Bu
islem kirli topraklardan Hg ve Se gibi bazi ugucu agir metallerin uzaklastirilmasi igin
kullanilmigtir (Karami ve Shamsuddin, 2010). Bununla birlikte, metalleri tamamen
¢ikarmamasi, ancak bir ortamdan (toprak veya su) baska bir ortama aktarmalar1 gercegi
ile siirhdir.

Genel olarak fitoremediyasyon teknolojisinin avantajlar1 asagida 6zetlenmistir
(Lehr, 2004):

e In-situ (yerinde) islemleri igerir ve giinesle calisir.

e Maliyetler, mekanik islemlerle iliskili maliyetlerin yaklagik % 20 ila 30" udur.

e Halk tarafindan daha yiiksek oranda destek gormiistiir.

e Biiyiik kirli yiizey alanlar1 dahil olmak iizere bir¢ok remediyasyon senaryosuna
uygulanabilir.

Bununla birlikte, fitoremediyasyon ile iligkili baz1 potansiyel dezavantajlar da
tanimlanmustir (Bayliss ve Langley, 2003; Lehr, 2004):

e Aritma genellikle s1g topraklar i¢in yiizeyden 90 cm ve sig sular icin yilizeyden 3

m uzakta bulunan alanlarla sinirhdir.

e Yiiksek konsantrasyonlarda tehlikeli madde, bitkiler i¢in toksik olabilir.



e Diger biyolojik aritma teknolojileri ile ayni kiitle transfer sinirlamalarini igerir.

e Tedavi siiresi nispeten uzundur (genellikle birden fazla biiyiime mevsimi).

e Konuma bagli olarak mevsimsel olabilir.

e Iklimsel veya hidrolojik kosullar, baz1 bitkilerin biiyiime oranini kisitlayabilir.

e Kirletici maddeler besin zincirine hayvanlar (otoburlar) veya Kirletici madde
iceren bitki materyali tiikketen bocekler yoluyla girebilir.

e Bozunma {irlinleri yer alt1 sularina taginabilir veya hayvanlarda biyolojik olarak
birikebilir.

e Kirlenmeyi bir ortamdan bagkasina transfer eder; 6rnegin topraktan havaya
aktarir.

e (Cok sogurulmus ve zayif sogurulmus kirletici maddeler i¢in etkili degildir.

e Bitkilerin toplanmasindan kaynaklanan ikincil atiklarin bertarafi sorunludur.

e Biyolojik bozunma iiriinlerinin toksisitesi ve biyoyararlanimi her zaman
bilinmemektedir.

e Hala gosteri asamasindadir ve diizenleyicilere yabancidir.

1.3. Hiperakiimiilator Bitkiler

Son zamanlarda, agir metallerin fitoremediyasyon yoluyla uzaklastirilmasi,
ozellikle de kirletict maddeleri parcalamak ve detoksifiye etmek igin
hiperakiimiilatorlerle uzaklastirilmasi, etkinligi ve maliyeti nedeniyle biyilik 1lgi
gormiistiir (Ahemad, 2014). Hiperakiimiilasyon yapan bitkiler, agir metallerle kirlenmis
topraklarda yetismeye uygundur ve Kkirleticileri gidermek i¢in kullanilabilir (Da
Conceigao Gomes, 2016). Hiperakiimilatorlerin, diger bitkilere kiyasla daha yiiksek
agir metal tolerans1 ve biriktirme yetenekleri gosterdikleri bulunmustur (Prasad ve
Freitas, 2003). Kirlenmis alanlarda 10.000 mg/kg' dan fazla kuru agirlikta Zn veya Mn
veya 1000 mg/kg' dan fazla kuru agirlikta Ni, Cu veya Pb veya 100 mg/kg' dan fazla
kuru agirlikta Cd iceren bitkiler, hiperakkiimiilator bitkiler olarak kabul edilir. Toksik
agir metalleri akiimiile ettigi bilinen bazi bitki familyalar1 ise; Lamiaceae, Fabaceae,
Scrophulariaceae, Asteraceae, Euphorbiaceae ve Brassicaceae' dir. Agir metallerin fito-

ekstraksiyonunda kullanilan bazi hiperakiimiilatér bitkiler Tablo 1.2° de Ozetlenmistir

(Ojuederie ve Babalola, 2017).



Bunun disinda, yaklasik 500 bitki tiiriinde agir metal hiperakkiimiilasyonu
bildirilmistir (Jaffre ve ark., 2013). Tablo 1.3’de agir metallerin fitoremediyasyonu i¢in
bildirilen farkli bitkilerin listesi 6zetlenmektedir (Dixit ve ark., 2015). Agaclar, daha
bliyiik kok sistemleri ve biyokiitleleri nedeniyle fitoremediyasyon i¢in daha uygundur
(Da Conceicao Gomes, 2016). Ancak agaglar metallerin biriktirilmesinde, diisiik
miktarlarda bile daha fazla zaman alirlar. Bu sorun agaclar yerine hizli biiyiiyen bitkiler
kullanilarak ¢oziilebilir (He ve ark., 2010).

Toksik agir metallerle biiyiik oranda kirlenen ortamlar, birden fazla agir metale
toleransli olan, yiiksek biiyime oranlarina sahip iyi miktarda harcanabilir biyokiitle
iretebilen ve oldukg¢a rekabet¢i olan yetistirilebilir hiperakiimiilator bitkilerle kolayca
giderilebilir (Jaffre ve ark., 2013). Bununla birlikte, hiperakiimiilatorlerin kullanimini
sinirlayan dezavantajlar vardir; agir metal hiperakiimiilatorlerinin bulunmasindaki
zorluk, yavag biiylimeleri ve daha diisiik biyokiitle verimidir. Bu, siireci olduk¢a zaman
alict yapar ve bu nedenle hizli bir sekilde aritma gerektiren kontamine olmus yerler

veya atik su aritma islemleri igin uygun degildir (Xiao ve ark., 2010).

Tablo 1.2. Agir metallerin fito-ekstraksiyonunda kullanilan bazi hiperakiimiilator bitkiler

Familya Tiirler Agir Metal
Asteraceae Berkheya coddii Ni
Asteraceae Helianthus annuus Pb, Cd, Zn

Brassicaceae Alyssum bertolonii Ni
Brassicaceae Alyssum murale Ni
Brassicaceae Arabidopsis halleri Zn, Cd
Brassicaceae Arabidopsis halleri CdCd
Caryophyllaceae Minuartia verna Zn, Cd, Pb
Crassulaceae Sedum alfredii Pb
Euphorbiaceae Euphorbia cheiradenia Cu, Fe, Pb, Zn

Fabaceae Astragalus racemosus Se

Fabaceae Medicago sativa Pb

Poaceae Spartina argentinensis Cr
Pteridaceae Pteris vittata As
Pteridaceae Pteris vittata Hg

Violaceae Viola boashanensis Pb, Zn, Cd
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Tablo 1.3. Agir metallerin fitoremediyasyonu i¢in bildirilen bazi bitkiler

Agir metal Tiirler
Cd, Cu, Pb, Zn Salix viminalis, Salix fragilis
Cd Ricinus communis
Cd, Pb, Zn Zea mays
Cd, Cu, Pb, Zn Populus deltoides, Populus nigra, Populus trichocarpa
Cd, Cu, Ni, Pb Jatropha curcas L.
Hg Populus deltoides
Se Brassica juncea, Astragalus bisulcatus
Zn Populus canescens

1.4. Bitkilerde Agir Metal Mekanizmasinin Molekiiler Temelleri

Bitkilerde agir metallere karsi ilk savunma hatti, kalin kiitikiil, trikomlar ve
hiicre c¢eperleri gibi biyolojik olarak aktif dokular olan morfolojik yapilardir
(Emamverdian ve ark., 2015). Genel olarak, kokler metal aliminin 6niindeki ilk engeldir
ve bitkiler, toksik elementlerin emilimini 6nlemek icin doku reaktif oksijen tiirlerinin
konsantrasyonlarina veya dis metal dengesizligine yanit olarak kok yapilarin1 yeniden
diizenleyebilirler (Hou ve ark., 2005; Khare ve ark., 2017). Metal iyonlar1 bu engelleri
asar ve bitkinin dokularma ve hiicrelerine girerse, agir metalin zararli etkilerini
sinirlandirmak ve hafifletmek icin bitki tarafindan birkag¢ hiicresel savunma
mekanizmasi baglatilir (Silva ve Matos, 2016). Bitki hiicreleri, serbest radikallerin
istenmeyen etkilerini, siiperoksit dismutaz, katalaz ve glutatyon rediiktaz gibi enzimatik
antioksidanlar ve askorbat, glutatyon, alkaloitler, tokoferoller, vb. gibi enzimatik
olmayan antioksidanlar olusturarak azaltir (Rastgoo ve ark., 2011; Singh ve ark., 2016).

Metal homeostazinda 6nemli olan bir diger faktdr, agir metal homeostazi
genleridir. Bu tiir genlerin birkag alt ailesi belirlenmistir:

P1B-ATPaz ’larin bir alt ailesi olan agir metal ATPazlar (HMA), bitkilerde tek
degerlikli (Cu *, Ag *) ve iki degerlikli (Zn?*, Cd?*, Pb?*, Cu?*, Co?*) agir metal
iyonlarinin tasinmasinda rol oynar. Arabidopsis, sirasiyla iki degerlikli ve tek degerlikli
iyon homeostazin1 diizenleyen AtHMAL - AtHMA4 ve AtHMAS — AtHMAS8 olmak iizere
sekiz P1B tipi ATPaz'a sahiptir (Williams ve Mills,, 2005). Bunlarin yarisi, ¢ok sayida

proteinde kofaktor olarak gorev yapan ve oksitlenmis Cu (II) ve indirgenmis Cu (I)
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arasinda gecis yapabilen ancak asir1 miktarlarda bulundugunda toksik olan temel bir
mikro element Cu’ in homeostazinda rol oynar (Burkhead ve ark., 2009). Dolayisiyla,
HMA genleri grubu, esas olarak sitoplazmadan ksileme metalleri pompalayarak veya
onlar1 vakuole, golgi aparatina veya kloroplastlara tagiyarak element dengesine katilir.
Plazma zarina lokalize olan HMAS, temel olarak koklerde ve daha sonra asiri Cu ile
diizenlenmis bitkinin generatif organlarinda eksprese edilir (Andres-Colas ve ark., 2006;
Deng ve ark., 2013). AtHMA6 ve AtHMA8'in Cu'1 kloroplastlara tasidigi bilinmektedir
ve AtHMAT' nin Cu'1 etilen reseptorlerine verdigi biliniyor (Huang ve ark., 2016).

Bununla birlikte, en ¢cok ¢alisitlan HMA' lar HMA3 ve HMA4'tiir ve Zn? *, Pb? ¥,
Cd?*ve Cu?* transportuna katilirlar. Hiperakiimiilatdr olmayan bitkilerde, her iki gen de
agirlikli olarak koklerde ifade edilir. Bazi piring cesitlerinde bulunan OsHMAS'iin
fonksiyonel olmayan bir alelinin kok siirgiiniindeki Cd translokasyonunu arttirdigi ve
bunun sonucunda siirgiinlerde ve tahillarda yiiksek Cd birikimine neden oldugu
bildirilmistir. OSHMA4 geni, kok vakuollerinde Cu? * 'nin sekanse edilmesini saglar ve
tahillardaki Cu birikimini sinirlandirir. Kok plazma membraninda bulunan HMA2, Zn,
Cd ve diger iki degerli iyonlarin koklerden siirgiinlere geg¢isinden sorumludur. HMAL
kloroplastlarda iki degerli metal homeostazinda yer alir (Belykh ve ark., 2019).

Cinko-demir permeaz ailesi (ZIP) dort temel mikro besin maddesinin
taginmasinda yer alir: Zn, Fe, Mn ve Cu bunlara ek olarak Cd de dahil olmak {iizere
cesitli toksik agir metallerin tasinmasinda da gorevlidir (Milner ve ark., 2013). Cogu
ZIP proteininin sekiz potansiyel transmembran alanina ve proteinin amino Ve
karboksitermik uglarmmin plazma zarmin dis yiizeyine yerlestirildigi ve histidin
kalintilar1 bakimindan zengin bir degisken metal baglama bdlgesinin bulundugu bir zar
topolojisine sahip oldugu tahmin edilmektedir. A. thaliana’ da 15 ZIP geninden AtIRT1,
AtIRT2 ve AtIRT3 genlerinin Fe alimi ve taginmasinda rol oynadig1 ve digerlerinin Zn
(AtZIP1, AtZIP2, AtZIP3, AtZIP7, AtZIP11 ve AtZIP12 ), Mn (AtZIP1, AtZIP2, AtZIP5,
AtZIP6, AtZIP7 ve AtZIP9) ve Fe (AtZIP7) homeostazinda gorev aldigi
distiiniilmektedir (Vert ve ark., 2001; Lin ve ark., 2009; Milner ve ark., 2013; Zelazny
ve Vert, 2015).

Bitkilerde katyon difiizyon kolaylastiricisinin (CDF) bir alt ailesi, MTP (Metal
Tolerans Proteini) gen ailesi olarak bilinir. Bu aile, asir1 miktarda iyonun sitoplazmadan
¢ikarilmasini destekler. Bu grup, Zn, Mn ve Zn/Fe tastyicilarini igerir ve bazt MTP' lerin

seciciligi son yillarda dogrulanmistir. Brassica rapa'da bulunan CDF genleri, Fe (10
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gen), Cu (11 gen), Zn (bes gen), Mn ve Mg (her biri iki gen), Co (bir gen) ve ayrica Na
ve Cd (her biri dort gen) tasinmasinda rol oynar (Belykh ve ark., 2019).

Katyon/hidrojen™ antiport ailesinin (CAX), tuz toleransinda rol oynadigi
bilinirken, metal hiperakiimiilatér bitkisinin CAX'lerinin kadmiyum taginmasi ve
toleransi ile ilgili oldugu bulunmustur (Pittman ve Hirschi, 2016). CAX proteinleri, bazi
durumlarda sitosolik Ca? * sinyallemesinin modiilatdrleri olarak cesitli abiyotik stres
tepki yolaklarinda rol oynar, ancak bazi durumlarda, pH ve reaktif oksijen tiirii
diizenleyicileri olarak gorev yaparlar (Baliardini ve ark., 2016; Pittman ve Hirschi,
2016). Bir Ca? */H * antiporter olan CAX1 ise Cd toleransinda yer aldig1 bilinmektedir
(Mishra ve ark., 2017).

Bakir tasiyici proteinleri ailesi (COPT), asir1 konsantrasyon tehlikesi ve mikro
besin metal eksikliginin tehlikeli etkileri arasindaki dengeyi saglar. Ailenin tiim {yeleri,
plazma zarinda yer almakta ve yedisi piringte (Yuan ve ark., 2011) ve alt1 tanesi A.
thaliana' da (Perea-Garcia ve ark., 2013; Perea-Garcia ve ark., 2016) tanimlanmustir.
Piring COPT1 ve COPT5 koklerde ve yapraklarda ifade edilir ve COPT4 geng
bitkilerde daha yiiksek ekspresyona sahip koklerde ifade edilir. COPT2 ve COPT3 esas
olarak yapraklarda ve salkimda ifade edilir, COPT7 yasam dongiisii boyunca sabit
ifadeli koklerde ve yapraklarda, COPT6 ise yapraklarda ifade edilir (Yuan ve ark.,
2011). A. thaliana COPT1, embriyolar, trikomlar, stomalar, polenler ve kok uglarinda
yiiksek oranda ifade edilir ve koklerde Cu alimina aracilik ettigi bilinmektedir (Garcia-
Molina ve ark., 2013). COPT2 koklerde bulunur ve Cu alimi ve dagiliminda rol oynar,
ayrica, COPT2 Au alimina da katilir (Tiwari ve ark., 2017).

Direngle iliskili dogal makrofaj protein ailesi (NRAMPS), bitkiler, hayvanlar,
maya ve bakteriler dahil olmak tizere organizmalarda nispeten evrimsel olarak korunur.
Hiicre i¢i bakteriyel patojenlerin hedeflendigi hayvan makrofajlarinin  dogal
bagisikliginda onemli bir rol oynar ve iki degerli metal tasinmasinda yer alir.
Arabidopsis'in - vakumlu membranlarinda ¢alisan AtNRAMP3 ve AtNRAMP4,
muhtemelen demir homeostazina katilmaktadir. Ayrica, her iki gen de vakuollerden Fe
ve Mn akigini saglar. Ayrica, AINRAMP3 bozulmasi Cd direncinde bir artisa neden olur,
ancak asir1 ifade, asir1 duyarliligin artmasina neden olur. AtNRAMP3'in Fe dengesine
bagli olarak Cd, Mn ve Zn transferini ayarladigi bilinmektedir (Belykh ve ark., 2019).

Fe homeostazinda yer alan Basic Helix-Loop-Helix (bHLH) transkripsiyon
faktorleri Cd direncinde yer alir (Wu ve ark., 2012; Xu ve ark., 2017; Yao ve ark.,

2018). Genler Fe aktarimi stabilize eder fakat Cd'nin yer degistirmesini koklerden
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stirgiinlere azaltir. bHLH104'ln, Cd atiliminda ve toleransinda rol oynayan agir metal
detoksifikasyonu ile iligkili IREG2, MTP, HMA, ZIP ve NAS ailelerinin genlerini pozitif
olarak diizenledigi gosterilmistir (Wu ve ark., 2012; Yao ve ark., 2018).

Fitoselatinler (PC'ler), nikotinamid (NA), glutatyon, amino asitler,
metalotiyoninler (MT'ler) ve defensinler gibi diisiik molekiil agirlikl selatorler, toksik iz
metallerine baglanip selatlarlar. Sitosoldeki serbest Cd iyon konsantrasyonunu azalttig
bilinen PDF2.6 defensin, diger selatlayicilarla komplekslesir ve vakuolde lokalize olur
veya floem ve ksilem vasitasiyla iist parcalara aktarilir. Bu bilesikler arasinda,
metalotiyoninler, metalotiyonin benzeri proteinler ve defensinler, gen ekspresyonunun
dogrudan irilinleridir. Digerlerinin seviyeleri, sirastyla PC veya NA i¢in fitoselatin
sentaz ve nikotinamid sentaz gibi biyosentezlerinde yer alan enzimlerin aktivitesini
gerektirir (Belykh ve ark., 2019).

Glutatyon ve PC seviyelerinin diizenlenmesini kontrol eden glutatyon sentaz
(GS) ve fitoselatin sentaz (PCS) gibi enzimleri kodlayan genlerin agir metal toleransinin
saglanmasi i¢in aday genler oldugu bildirilmistir. Bir¢cok bitki tiirinde ve mayada bu
enzimatik genlerin asir1 ifade edilmesi yiiksek seviyelerde agir metal birikimi ve
toleransina neden olabilmektedir.

Agir metal toleransinda dnemli rolleri oldugu ileri siiriilen PC’lerin biyosentezi,
ifadesi, diizenlenmesi ve fonksiyonu iizerine molekiiler diizeyde ¢aligmalar olmasina
ragmen, bu proteinlerin fonksiyonlar1 halen tartisma konusudur. Bu nedenle, bu tez
calismasinda PC seviyelerinin diizenlenmesini kontrol eden fitoselatin sentaz (PCS)
enzimini kodlayan PCS genlerinin farkl: bitki kaynaklarindan izolasyonu ve uygun bitki

klonlama vektoriine klonlanmasi amaglanmuistir.
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2. KAYNAK ARASTIRMASI
2.1. Fitoremediyasyonda Giincel Biyoteknolojik Yaklasimlar

Genomik, proteomik, transkriptomik ve metabolomik gibi omik teknolojilerdeki
son geligsmeler, fitoremediyasyon teknolojilerinin faydalarint maksimize eden
Ozelliklerin belirlenmesinde 6nemli rol oynamaktadir. Fitoremediyasyon teknolojisinin
ana kisit, bitki Omriinii kisaltan ve ugucu hale gelerek atmosfere salgilanan kirleticilerin
veya metabolitlerinin, bitki dokularinda birikmesidir. Bu problem, bitkilerin gesitli
inorganik Kkirleticilere karst metal toleransi, birikimi ve bozulma potansiyelinin
manipiilasyonu ile minimize edilebilir.

Bitki biyokiitlesini, metal alimin1 veya metal toksisitesine toleransi artirarak
fitoremediyasyon verimliliginin arttirtlmasi, yeni fitoremediyasyon programlarinin
gelistirilmesinde onemli bir adimdir. Fitoremediyasyonun etkinligi sekil 2.1° de
resmedilidgi gibi, geleneksel yaklasimlarla (6rnegin bitki 1slah1 veya hibridizasyonu ve
secimi gibi) veya uygun fenotiplerle bitkilerin gelisimine katkida bulunan
biyoteknolojik tekniklerle yani tasarimci bitkilerin olusturulmasi ile iyilestirilebilir
(DalCorso ve ark., 2019).

Bitki Sec;imi
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Sekil 2.1. Fitoremediyasyon i¢in secilecek en faydali bitki tiirlerinin, ¢esitli seceneklere gore,

klasik 1slah (6rn., Somatik hibridizasyon) veya transgenik yaklasim yoluyla se¢imi
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Tasarimer bitki yaklasimi kullanilarak, metallerin par¢alanmasindan sorumlu
olan bakteri genleri bitkilerde de metallerin pargalanmasina izin vermek igin bitki
dokularina sokulabilir (Van Aken ve ark., 2011). Cesitli agir metal kirleticiler igin
genetik olarak islenmis olan bitkiler ile gerceklestirilen biyoremediasyon uygulamasi,
uygun maliyetli ve ¢cevre dostu olmasi ve fizikokimyasal stratejilere gore insan sagligina
daha az tehlikeli olmasi sebebiyle 6n plandadir (Singh, 2011). Transgenik bitkide
detoksifikasyon ve inorganik kirletici maddelerin birikimi igin ¢esitli mikrobiyal genler
kullanilabilir (Maestri ve Marmiroli, 2011). Metalotiyoninler ve fitoselatinler gibi
metal-detoksifiye edici selatorler, ¢esitli agir metallerin alimini, tagimnmasini ve
birikmesini arttirarak bitkiye diren¢ saglayabilir (Ruis ve Daniell, 2009). Benzer
sekilde, bakteriyel rediiktaz tasiyan transgenik bitkiler, bitki siirglinlerinde arsenik
biriktirirken Hg ve Se'nin uguculugunu artirabilir (Maestri ve Marmiroli, 2011; Bitther
ve ark., 2012). Kavak, sogiit ve Jatropa gibi hizli biiyiiyen ve ayni zamanda yiiksek
biyokiitle iireten bitkiler hem bitki oOrtiisii olusturmada hem de enerji {iretiminde
kullanilabilir. Bununla birlikte, metallerin topraktan veya sudan transferi sorunu ¢6zmez
ve enerji liretmek icin kontamine olmus metalle kirlenmis bitki malzemelerinin
yakilmasi, metalleri atmosfere saliverir ve sorunu topraktan veya sudan havaya tasir.
Dolayisiyla, bu tiir metal biriktiren biyokiitle, cevre icin herhangi bir tehlike
olusturmayacak sekilde uygun sekilde depolanmali veya atilmalidir.

Hizli biiyliyen ve yiiksek biyokiitle iireten bitkilerin arasinda kavak, hizhi
bliylime orani ve kisa bir siire i¢inde (5-8 yil) yiiksek biyokiitle liretme potansiyeli
nedeniyle en fazla arastirilanmidir. Kavak melezi ¢esitlerinin bircogu, remediyasyon
potansiyelini artirmak i¢in mikrobiyal katabolik genler ve spesifik tasiyicilar ile genetik
olarak modifiye edilmistir (Gullner, 2001; Doty, 2007). Ornegin civa rediiktaz ve y-
glutamilsistein sentetaz genleri aktarilarak, Hg, Cd ve Cu'ya kars1 direng artis1 ve bu
metallerin daha yiiksek konsantrasyonlarmnin birikmesi saglanmigtir (Gullner, 2001,
Bittsanszkya ve ark., 2005). Daha once belirtildigi gibi, istenen bitki tlirlerinin ¢oklu
genlerle manipiilasyonu, hem biyokiitlenin ek faydalar i¢in kullanilmasini saglarken
hem de kirleticilerin tamamen bozulmasini kolaylastiracaktir (Abhilash ve ark., 2012).

Fitoremediasyon verimliligini arttirmak i¢in, yabanil hiperakiimiilator tiirlerinin
agir metal birikimi ve toleransi ile iligkili genetik belirleyiciler, 6nemli dl¢lide yiiksek
biyokiitleli bitkilerin genomuna sokulabilir (Dushenkov ve ark., 2002). Ornegin, B.
juncea protoplastlari, Noccaea caerulescens' in metal direng yetenegini B. juncea'ya

somatik  hibridizasyonla aktarmak ig¢in N. caerulescens protoplastlar1 ile
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kaynastirtlmistir. Hibrit bitkiler, N. Caerulescens ait yiikksek Zn ve Ni birikim
potansiyelini ve toleransini ve B. juncea'ya 6zgii yiiksek biyokiitle liretimini gostermistir
(Brewer ve ark., 1999).

Klasik 1slah ve genetik yaklasimlar kullanilarak elde edilen pozitif sonuglara
ragmen, molekiiler miihendislik yontemleri de kirlenmis alanlarin 1slaht i¢in bitki
fitoremediyasyon potansiyelini ve verimliligini arttirmada yardimci olabilir. Hem
niiklear hem de sitoplazmik genom transformasyonu i¢in halihazirda kullanilan
rekombinant DNA teknolojileri ve farkli bitki tiirleri icin genom dizilerinin
mevcudiyeti, arzu edilen belirleyicilerin, hiperakiimiilator tlirlerden, yiiksek biyokiitle
mabhsullerine ve fitoremediyasyon i¢in uygun olan diger tiirlere de transferine izin verir.
Ornegin, oksidatif strese cevap vermek veya hiperakiimiilatdr bitkilerin biyokiitle
iretimini artirmak i¢in metal alimi, tasinmasi, birikmesi ve detoksifikasyonundan
sorumlu olan genlerin metal toleransin1 ve birikimini arttirmak i¢in genetik
miithendisligi kullanilabilir (Fasani ve ark., 2018). Dogu pamuk agac1 bitkisi,
Escherichia coli'den izole edilmis ve modifiye edilmis merA (Hg?* yi bitkiler tarafindan
ucurulabilen ve daha az toksik olan Hg? ‘a déniistiiren merkiirik iyon rediiktaz) ve merB
(organik Hg'yi Hg? * 'ya ceviren organomerkiir liyaz) genleri aktarilarak civa ile
kontamine olmus olan alanlarin islahi i¢in genetik olarak tasarlanmistir. MerA/merB
aktarilan bitkiler, fenilmerkiirik asetatlara, yabanil tip kontrollere gore daha direngli
oldugu ve organik Hg' yi daha verimli bir sekilde detoksifiye edebildigi goriilmiistiir
(Lyyra ve ark., 2007).

Bitki fitoremediyasyon potansiyelini gelistirmek i¢in su anda yaygin olarak
kullanilan genler, metal iyonlarinin tasiyicilarini kodlayan genlerdir (Fasani ve ark.,
2018). Ornegin, Shim ve ark. (Shim ve ark., 2013) vakuol igine toksik metal tecritinde
yer alan bir vakuolar tasiyicityr kodlayan maya ScYCF1 genini (Saccharomyces
cerevisiae - maya kadmiyum faktorii 1) eksprese eden (anlatimini yapan) genetik olarak
tasarlanmis Bonghwa kavak (Populus alba x P. tremula var. glandulosa) hatlar
tiretmistir. Bu hatlar Giiney Kore'de bir maden sahasinda agir metalle kirlenmis bir
toprakta biyiitiildiginde, ScYCF1 genini ifade eden bitkilerde Cd toksisite
semptomlarinda azalma ve yabanil bitkilere kiyasla ¢ok daha fazla Cd biriktirme
ozelligi gozlenmistir. Bitkiler tarladaki kirlenmis toprakta test edildiginde ise, kuru
agirhik ve transgenik koklerde Cd, Zn ve Pb birikimi yabanil tiplere gore anlamli

derecede daha yiliksek bulunmustur ve bu durum kirlenmis topraklarda bu hatlarin uzun
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stireli fito-ekstraksiyonda ve yiiksek derecede fitostabilizasyonda potansiyel kullanimi
olabilecegini gostermistir (Shim ve ark., 2013).

Genetik miihendislik araclart arasinda, kiimelenmis diizenli aralikli kisa
palindromik tekrarlar (CRISPR) -Cas9 sistemi, farkli aday organizmalarda genis bir gen
yelpazesinde kullanilmak i¢in oldukca dikkat g¢ekicidir. CRISPR-Cas9 teknolojisi,
bitkilerde secilen ozellikleri gelistirmek i¢in kullanilabilecek spesifik DNA dizilerini
hedef alan devrim niteliginde ve ¢ok yonlii bir gen diizenleme aracidir (Didovyk ve ark.,
2016). Bu nedenle, bu teknik, kirli topraklar ve sulara karsi fitoremediyasyon
potansiyelini arttirmak i¢in, bitki genomunda istenen bir gen setini transfer etmek veya
modiile etmek igin  kullanilabilir. ~ Fitoremediyasyon i¢in  disiiniilebilecek
hipertolerant/hiperakiimiilatr model bitki tiirlerinin genom dizilerinin mevcudiyeti
(6rnegin; Cd, Ni ve Zn hiperakiimiilatorii N. caerulescens, Cd ve Zn hyperakiimiilatorii
A. halleri veya As hiperakiimiilatorii P. vittata gibi) ve biyoinformatik araglarin
ilerlemesi, CRISPR-Cas9 genom diizenleme sisteminin, bitki fitoremediyasyon
potansiyelinin gelistirilmesinde kullanimi i¢in yeni firsatlar yaratmigtir (Basharat ve
ark., 2018).

CRISPR-Cas9 teknolojisi, metal ligandlariin sentezinde rol oynayan veya metal
tasiyict proteinleri kodlayan genlerin ekspresyonunu ortaya koymak ve modiile etmek
icin kullanilabilir (Basharat ve ark., 2018). Giiniimiizde, bu teknigin potansiyeline
ragmen, genom diizenlemedeki uygulamalar1 hala bu alanda erken bir asamadadir.
Ancak, CRISPR-Cas9 sisteminin tesislerde metal igeriginin azaltilmasi igin basariyla
kullanildig1 bir ka¢ rapor mevcuttur. CRISPR-Cas9 sistemi kullanilarak, piring metal
tasiyict gen OSNRAMPS i¢in yeni piring hatlar1 nakavt edildi. Bu bitkiler siirgiinlerde,
koklerde ve hububatlarda, hidroponik kiiltiir {izerinde ve Cd ile kirlenmis celtik tarla
denemelerinde diisiik Cd birikimi gostermis ve yabanil tipe benzer biyokiitle ise
korunmustur (Tang ve ark.,, 2017). Bu g¢alisma, CRISPR-Cas9 sisteminin,
fitoremediyasyon yoluyla siirdiiriilebilir ¢cevre temizligi saglamak i¢in kullanilabilecek,
modifiye edilmis agir metal igerikli bitkilerin gelistirilmesi i¢in potansiyelinin iyi bir
ornegidir.

Ek olarak, fitoremediyasyon i¢in, CRISPR teknolojisinin daha yetenekli bakteri
suslart olusturmak i¢in kullanilabildigi bitki biiylimesini tesvik edici rizobakteriler
(PGPR) ile bitki iliskisinden de faydalanilabilir (Basharat ve ark., 2018). CRISPR-Cas9

teknolojisinin bitkilere ve PGPR'ye uygulanmasi, biyokiitle verimini ve/veya agir metal
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toleransi, birikimi ve detoksifikasyonunu arttirabilir ve bdylece fitoremediyasyon

programlarinda uygulama potansiyellerini arttirmak i¢in kullanilabilir.

2.2. Bitkilerde Metal Toleransi ve Birikiminin Genetik Diizenlenmesi Ornekleri

Son yillarda gerceklestirilen caligmalar ile metal fazlaligima karst bitki
toleransin1  gelistirmek igin &nemli cabalar sarf edilmistir. Ornegin; Cd ve diger
metallere kars1 artan direng, metal homeostaz genlerinin heterolojik asir1 ekspresyonu
ile Tablo 2.1' deki 1-15 caligmalarinda elde edilmistir (Belykh ve ark., 2019).
Promotorde, diger bitki kisimlarinda veya biitiin bitki gévdesinde ifade edilen bagka bir
gene ait olan bir degisiklik durumunda benzer bir etkiye ulasilabilir. Piring agir metal
ATPaz’ lar ile yapilan bir ¢aligma bunu dogrulamakatadir. OSHMAZ2 gen promotdriiniin
altinda (koklerde ve bogumlarda ifade edilir) OSHMA3 geninin (dogal olarak piring kdk
hiicrelerinin tonoplastinda ifade edilir) ifade edilmesi, koklerde ve diigiimlerde daha
fazla ¢alismaya baslamasina neden olur (Shao ve ark., 2018)

Ferritin geninin tohum depolama proteini glutelin GluB-1 promotérii altinda asir1
ifadesinin, bugday tanesinde Fe birikimini arttirdigi gosterilmistir. A. thaliana' da misir
ZmZIP7 geninin asir1 ekspresyonu, tohumlarda artmis demir depolanmasi ile
sonuclanmistir. Dogal Fe ve Zn alim genlerinin, ZmZIP7 ve iki diger ZIP aile genleri,
ZmZIP3 ve ZmIRT1'in Arabidopsis genomuna dahil edilmesinden sonra verici bitkide
regiilasyonda da etkili olduklar1 bulundu. Fe ve Zn metallerinin kokten govdeye
translokasyonunda yer alan genlerin baskilanmasi, ZmZIP3 ve ZmIRT1 ile transforme
edilmis bitkiler ile gosterilmistir; siirgiinlerde metallerin azalmasiyla sonuglanmigstir,
ancak ZmIRT1 asir1 ekspresyonu altinda, Arabidopsis tohumlarinin Fe yoniinden
zenginlestigi kaydedilmistir (Belykh ve ark., 2019).

Ayrica, metal homeostazisinde yer alan genlerin yonelimli aktivasyonu
nedeniyle, transkripsiyon faktorlerinin heterolojik asir1 ekspresyonunda da basariya

ulasan ¢aligmalar mevcuttur.
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Tablo 2.1. Bitkilerde metal toleransi ve birikiminin genetik diizenlenmesi 6rnekleri (Bir genin

asir1 ekspresyonu deneyleri, knockout (nakavt) deneyleri, birden fazla genin asir1 ekspresyonu

deneyleri)
Gen Adi Etkisi verici. Al
Organizma _ Organizma
Bir genin asir ekspresyon deneyleri
1 PtABCC1 Hg toleransinda artis P'. A. thaliana
trichocarpa
2 H*-ATPaz (V-ATPaz) Cd toleransinda artis Jugans regia | A. thaliana
3 VsPCS1 Cd aliminda artis Vicia sativa | A. thaliana
. S . Nicotiana
4 AtPCS1 Koklerde Cd ve As birikiminde artis | A. thaliana
tabacum
5 GmORG3 Cd toleransinda artig Glycine max | N. tabacum
Siirgiinlere Fe translokasyonunun
6 GmORG3 artigi, Cd translokasyonunun G. max G. max
azalmasi
7 AtV under Regllery Zn toleransinda artis A. halleri A. thaliana
promoter
8 SaNRAMP6 Yapraklarda Cd birikiminin artisi S. alfredii A. thaliana
Mn ve Cd asiriliklarina karsi direnci Cucumis
9 CsMTP9 arttirtr, metallerin koklerden ; A. thaliana
. . sativus
stirglinlere taginimint arttirir
10 CsMTP8 Yuk s.ek. Mn ye iglggns ve MR C. sativus A. thaliana
birikimini arttirir
Kok uzunlugunu, taze agirligi ve Zn, Triticum
11 TaHMA2 Cd’ un koklerden siirgiinlere - A. thaliana
aestivum
taginimini arttirir
12 NcZNTI (AtZIP4 ortologu) | 2™ Cd fazlahigna toleransi, Cd ve | N. A. thaliana
Zn birikimini arttirir caerulescens
Cd toleransinda ve birikiminde artis,
13 OsMTP1 gelismis tiyol igerigi, orta derecede O. sativa N. tabacum
As toleransi
14 OSMTP11 Mn toleransinda artis, kokerde ve | o oo 5 0. sativa
stirgiinlerde Mn birikiminde azalma
Fe ve Zn fazlaligina ve hem
metallerin koklerde hem de
15 ZmZIP7 stirgiinlerde birikmesine kars1 direng | Zea mays A. thaliana
artis;; Tohumlarda Fe depolanmasini
arttirir.
16 AtHMA4 I\/-I.etal homeo.staH genlerinin yeniden A thaliana Lycopersicon
diizenlenmesi esculentum
17 Zm ZIP3 Koklerde Zn birikiminde artig ve | 7 500 A. thaliana
siirglinlerde azalma
Tohum ve kdklerde Fe ve Zn
18 ZmIRT1 birikiminde artis, siirgiinlerde Z. mays A. thaliana
azalma
Tahillarda Cd birikiminde azalma;
19 OsO3L2, OsO3L3 Tahildaki Cu, Fe, Mn ve Zn 0. sativa 0. sativa

konsantrasyonu etkilenmemistir
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20 AtHMA4 tam uzunluktaki
gen,
C-terminal bolgesi eksik,

Tam uzunluktaki gen, Zn alimim
sadece 10 uM arttirirken, Cd alimin
degistirmemistir.

C-terminal bolgesinin eksikligi Cd

yalniz C-terminal bdlgesi, ve Zn alimu lizerinde etkisi yoktur. A. thaliana N. tabacum

CaMV35S promotoriiniin C-terminal bolgesi ekspresyonu Cd

altinda ve Zn alimini ve siirgiinlere
translokasyonu arttirmigtir
Cd'deki azalma ve ayrica
stirgiinlerde diger mikro

21 AtHMAG (tam uzunlukta) ;'If)mti?if;? %kﬁ?'rg;i(':s" (')\I"lo’

CaMV35S promotoriiniin o s lenmi Y A. thaliana N. tabacum

altnda seviyesinin artigi gozlenmistir. Nt
ZP1 ve SIRT1 seviyelerinin artmasi
Fe ve Zn eksikligine neden
olmustur.

22 Ferritin GluB-1 promotori Cd ve Cu degerlerinde azalma ve Medicago T. aestivum

altinda tahilda Zn ve Fe birikiminde artis falcata '

23 OsHMAS3, OsHMAZ?2 Tahilda Cd birikiminde azalma ve 0. sativa 0. sativa

promotdrii altinda diger organlarda Cd birikiminde artis ' '
Piring Fe-homeostaz1 genlerinin

24 AtCOPT1 modifiye edilmis ifadesi; Geng A. thaliana O. sativa
yapraklarda Cu ve Fe arttirir
Artan klorofil seviyesi; Koklerde

25 NtPIC1 diisiik, stirgtinlerde yiiksek Fe,; N. tabacum N. tabacum
diigiik Cd birikimi
Koklerde Fe ve Mn birikiminde
azalma, bu metallerin siirgiinlere
translokasyonunun artigi Solanum .

26 SnYSL3 Cd ve Fe'de artis, Mn nigrum A. thaliana
translokasyonunda artis
gbzlenmemistir
Cd, Zn ve Mn'nin siirgiinlere

27 TaCNR2 taginiminin artig1 ve tane kabugunda | T. aestivum | O. sativa
birikimi

28 TUCAX1a, TUCAX1b Ca, Zn toleransinda artis, Ca, Zn Triticum A. thaliana
stirgiinlere translokasyonunun artigt | urartu

29 AtIREG?2 Yitksek Ni konsantrasyonuna A thaliana | A. thaliana
toleransin artigi
Artan Cd, Zn, Mn toleransi,

30 TUCNR10 surgunl@e translokqsyon artist, T urartu A. ’ghallana 0.
ancak piring taneleri Zn ve Mn sativa
biriktirir ancak Cd gozlenmez.

31 AtCAX2 Kok bosluklarma Cd ve Zn .

AtCAX4 taginimini artirmak A. thaliana N. tabacum

Knockout (nakavt) deneyleri ve dogal allelik varyasyon se¢imi

32 OsHMAS3 aminoacid Siirgiin ve tahillarda Cd birikiminde .

. O. sativa

mutation artig
Kok bosluklarinda Cu birikimi ve es

33 OsHMA4 allelic variation zamanli olarak tahilda Cu birikimine | O. sativa

karsilik gelen degisiklikler
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34 OsLCT1 Tahilda Cd birikiminde azalma O. sativa
Cu fazlaliginda koklerde Cu
35 HMAS birikiminde artiy A. thaliana
NRAMPS Biiyiime ve tahil veriminde azalma, 0. sativa
koklerde ve siirgiinlerde Mn ve '
Cd'de disiik birikim
36 COPT?2 C.u ve Fe eksikligine kars1 artan A thaliana
direng
37 COPT5 Artan Cd toksisitesi A. thaliana
38 COPT6 Yapraklarda Cu birikiminin artis1 ve A thaliana
tohumlarda azalist
39 AtABCC1, AtABCC2 Cd'ye artan duyarlilik A. thaliana
Fotosistem II aktivitesinin azalmasi,
40 Nramp2 oksidatif stresin artmasi ve Mn
eksikliginde vakuol ve
kloroplastlarda Mn azalmasi A. thaliana
AtNRAMP3, AINRAMP4 Yabanil tipe kiyasla vakuollerde
double knockout artan Mn birikimi; fotosistem 11
islevinde azalma
Birden fazla genin asir1 ekspresyon deneyleri
Cd toleransinda artis, siirgiinlere
41 FIT + AtHLH38 daha diigiik Cd translokasyonu, diger A thaliana A thaliana
FIT + AtHLH39 metal tolerans genlerinde aktivite ‘ ’
degisikligi
42 TAWRKY7 + ThVHAC1 Artan Cd toleransi ;ﬂ;&gx A. thaliana
Tahillarda Fe ve Zn birikiminde A. thaliana, 0. sativa
43 AtIRT1 + AINAS + PVFER | artis, Fe eksikliginde daha iyi Phaseolus '
biiyiime vulgaris
44 AINRAMP3 + AtNAS + . .
PVFER ya da AtNRAMP3 + Cilali tanelerde Fe ve Zn artisi A, tha“an.a' O. sativa
PVEER P. vulgaris

2.3. PCS Geninin Asir1 Ekspresyonu Deneyleri

Sistein bakimindan zengin tiyol reaktif peptidlerin bir ailesi olan fitoselatinler

(PC), bitkilerde metal

iyonlarinin  homeostatik kontroliinde merkezi bir rol

oynamaktadir. Bitkilerde PC sentezi i¢in, substrat olarak indirgenmis glutatyon (GSH)
kullanilir ve fitoselatin sentaz (PCS) (EC 2.3.2.15) olarak adlandirilan bir Y-glutamil
sisteinil dipeptidil transpeptidaz tarafindan katalize edilir (Vatamaniuk ve ark., 2000).

Fitoselatinler, ¢esitli agir metallere ve metaloidlere baglanir ve bunlar

fitoremediyasyon icin iyi adaylar haline getirir. Fitoselatin sentaz, bitkilerde agir

metallere kars1 toleransi arttirmak igin bir strateji olarak kullanilabilir.
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1999'dan beri PCS' yi sifreleyen birkag gen, farkli organizmalardan
klonlanmistir; 6rnegin, OSPCS1 (piring), TaPCS1 (bugday), AtPCS1 (Arabidopsis) ve
CePCS1 (Caenorhabditis elegans) ve metal toleransli Brassica juncea ve sarimsak
(Allium sativum) bitkilerinden BjPCS1 ve AsPCS1 (Vatamaniuk ve ark., 1999; Clemens
ve ark., 2001; Heiss ve ark., 2003; Zhang ve ark., 2005).

Calismalar, PC biyosentezinde yer alan genlerin asir1 ekspresyonu sonucu,
transgenik bitkilerde agir metallerin ve metaloitlerin birikimini ve toleransini arttirdigini
gostermistir.

Daha yiiksek biyokiitleye sahip transgenik bitkiler gelistirmek i¢in, bir bugday
PCS geninin (TaPCS1) asir1 ekspresyonu ile gergeklesecek olan biyoteknolojik
modifikasyon igin bir tiitiin tiirii se¢ilmistir ve tasarlanan baska bir tiitiin bitkisi, 100 kat
daha fazla biyokiitle iiretip ve maden topraklarinda Thlaspi caerulescens' ten daha
yiiksek seviyelerde agir metal biriktirmistir (Gisbert ve ark., 2003).

Arabidopsis thaliana'da sarimsak ve firinct mayasindan tiiretilen ASPCS1 ve
GSH1 genleri ayn1 anda asir1 ifade edilmistir. Bu tiir asir1 ekspresyonun transgenik
bitkilerde Cd ve As toleranst ve biriktirme kabiliyetini arttirip arttirmadigi
arastirilmistir. Tek genli transgenik hatlar, yabanil tipten daha fazla Cd ve As
toleransina sahip olup daha fazla oranda bu metallerin birikimini ger¢eklestirmistir. Tek
genli transgenik hatlarla karsilastinlldiginda, c¢ift genli transformantlar, Cd ve As
metallerine kars1 6nemli 6l¢iide daha yiiksek tolerans sergilemistir ve daha fazla oranda
birikim gerceklestirmislerdir. Cift genli transgenik hatlardan biri olan PG1, tek genli
transgenik hatlara gére Cd miktarmnin iki katini biriktirmistir (Guo ve ark., 2008).

AtPCS1'i asir1 eksprese eden transgenik Arabidopsis bitkileri, Cd asir1 duyarlilik
sergilerken (Li ve ark., 2004) bugday TaPCS1'i eksprese eden transgenik tiitiin bitkileri
Cd toleransinda hafif bir artis gostermistir (Gisbert ve ark., 2003).

Hint hardali (B. juncea L.) i¢cinde PCS sifreleyen bir Arabidopsis thaliana
AtPCS1 genini eksprese ederek, agir metallerin ve metaloidlerin topraktan birikmesine
kars1 toleransi arttirilmis transgenik bitkiler gelistirilmistir (Gasic ve Korban, 2007).

Yapilan baska bir c¢alismada, bir AtPCS geni, in planta transformasyon
protokolii  kullanilarak piringte asir1  eksprese edilmistir. Calismada, segilen
transgeniklerin li¢ farkli CdCl: stres seviyesine (50, 75 ve 125 pM) maruz kalmalari
tizerine artmis Cd seviyeleri biriktirebilecegi belirlenmistir (Venkataramaiah ve ark.,
2011).



23

PC sentezini, metal birikimini ve metal toleransin1 artirmak amaciyla
Arabidopsis'te bir Arabidopsis PC sentazini (AtPCS1) asir1 ifade eden transgenik
bitkiler elde edilmistir. Bu transgenik bitkiler, yabanil tip bitkilere kiyasla, 3 giin
boyunca 85 uM CdCl; stresi altinda 1.3 ila 2.1 kat daha fazla PCs iiretimi
gerceklestirmistir. Ancak Cd stresine asirt duyarlilik gostermislerdir ve bu asiri
duyarlilik, ¢inko (Zn) igin de gozlenip, bakir (Cu) i¢in gozlenmemistir (Lee ve ark.,
2003).

Akiimiilator bitki olmayan Nicotiana tabacum'da Arabidopsis fitoselatin sentaz
geni (AtPCS1) asir1 ifade edilmistir. Yabanil tip bitkiler ve Agrobacterium rhizogenes
rolB onkojeni barindiran bitkiler, bir 35S-AtPCSI kaseti ile transforme edilmistir.
Kiiltiirlenmis rolB koklerinde Cd? * toleransi, AtPCS1'in asir1 ekspresyonu sonucu
artmistir ve kiiltiir ortamina indirgenmis glutatyon (GSH, PCS1'in substrati)
eklendiginde daha da ¢ok arttigi gozlenmistir. Tiim fidelerde AtPCSI' nin asiri
ekspresyonu ile, hem rolB hem de yabanil tip fidelerin kdklerinde ve siirgiinlerinde Cd®*
birikiminde iki kat bir artisa neden olmustur. Benzer sekilde, yetiskin bitkilerde hem
koklerde hem de siirgiinlerde daha yiiksek PC iiretimi ile baglantili Cd?* birikiminde
onemli bir artig gézlenmistir (Pomponi ve ark., 2006)

Bugday PCS1 geninin (TaPCSI9), Nicotiana glauca bitkisinde asiri
ekspresyonu, Cd?*ve Pb?* toleransim ve bitkilerinin Pb? * birikimini biiyiik 6lciide
arttirmistir. Ayrica, TaPCSI ifadesinin yapraklarda Cd? * tasimimina izin verdigi de
gozlenmistir (Gong ve ark., 2003).

Wojas ve arkadaslari tarafindan 2008’de gergeklestirilen bir ¢calismada, AtPCS1
ve CePCS'nin agir1 ifadesinin tiitinde (N. tabacum var. Xanthi) etkilerini
karsilagtirmakta ve tekli homolog genlerin eklenmesinin, istenen etkinin zittina yol agan
farkli bir 6lciide hiicresel metabolik yolaklar1 nasil etkiledigini gostermektedir. WT
(Wild type: yabanil tip) ve CePCS transformantlarinin aksine, AtPCS1'i asir1 eksprese
eden bitkiler, c¢alisilan hatlar arasinda kadmiyum birikiminde o6nemli bir fark
olmamasina ragmen, Cd-hipersensitifti. Ek olarak, AtPCS1 transformantlarindaki PCS
aktivitesi, CePCS ve WT bitkilerinden yaklasik 5 kat daha yiiksekti. AtPCS1 eksprese
eden bitkilerde, ¢arpici bir sekilde Y-glutamilsistein birikimi ve buna bagli olarak giiclii
glutatyon tilkenmesi goriilmiistiir. Buna karsilik, CePCS transformantlarinda, glutatyon
seviyesinde daha kiigiik bir azalma ve Y-glutamilsistein konsantrasyonunda daha az
belirgin bir degisiklik fark edilmistir. AtPCS1 ekspresyonu nedeniyle NPT (protein
olmayan tiyoller) kompozisyonundaki belirgin degisiklikler, diisiik SH:Cd oranlariyla
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yansitilan orta derecede azalmig Cd-detoksifikasyon kapasitesine ve muhtemelen Cd-
hassasiyetindeki artis1 agiklayan daha yiiksek oksidatif strese yol agmustir. Sonuglar,
PCS genlerini asir1 eksprese eden bitkilerin kadmiyuma kars1 tepkilerinin, transgenler
tarafindan iiretilen fitoselatin sentaz aktivitesinde tiirlere bagli farkliliklardan
kaynaklanabilecegini gostermektedir (Wojas ve ark., 2008).

Bu c¢aligmalar baz alinarak denilebilir ki, bir model organizmada farkli tiirlerden
PCS genlerinin asir1 ekspresyonu, fonksiyonlar1 hakkinda énemli bilgiler verebilir ve

arastirmacilar tarafindan sorulan bazi sorular1 cevaplayabilir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Bitki Materyali

Bu tez kapsaminda bitki materyali olarak A. thaliana (farekulag: teresi) ve C.
demersum (tilki kuyrugu) bitkileri kullanilmistir. A. thaliana Nigde Omer Halisdemir
Universitesi, Tarim Bilimleri ve Teknolojileri Fakiiltesi, Tarimsal Genetik Miihendisligi
Bolimii’ nden temin edilmistir. C. demersum bitkisi ise Necmettin Erbakan
Universitesi, Fen Fakiiltesi, Biyoteknoloji Boliimii’ nden ve akvaryum siis bitkisi olarak

ticari araglardan elde edilmistir.

3.2. Genomik DNA izolasyonu

Fitoselatin sentaz (PCS1) geni A. thaliana ve C. demersum (tilki kuyrugu)
bitkilerinden izole edilmistir. Gen izolasyonu igin, genomik DNA, bitki DNA
ekstraksiyon kiti (Thermo Scientific GeneJET Bitki Genomik DNA Piirifikasyon Mini
Kit, KO791) kullanilarak A. thaliana yapraklarindan izole edilirken, C. demersum
bitkisinden ise tiim bitki dokusu kullanilmistir. DNA izolasyonu asagida verilen

protokol takip edilerek gergeklestirilmistir.

e 100 mg bitki dokusu iizerine sivi nitrojen eklenerek havan iginde havaneli ile
iyice ezilir.

e Ezilmis bitki dokusu, 350 pL Liziz tamponu A igeren 1,5 mL'lik bir
mikrosantrifiij tiipiine aktarilir. Iyice karistirmak igin 10-20 saniye vortekslenir.

e 50 pL Liziz Tamponu B ve 20 pL RNaz A eklenir.

e Numune calkalayici inkiibatorde 10 dakika boyunca 65 °C'de inkiibe edilir.

e 130 pL Presipitasyon Soliisyonu eklenir ve tiip 2-3 kez ters yliz edilerek
karistirilir. Buz tizerinde 5 dakika inkiibe edilir.

e 14.000 rpm’ de 5 dakika santrifiijlenir.

e Siipernatant toplanir (450-550 pL) ve temiz bir mikrosantrifiij tiipiine aktarilir.
400 pL Bitki gDNA Baglama Soliisyonu ve 400 pL %96 etanol eklenir ve iyice

karistirilir.
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Hazirlanan karisimin yaris1 (600-700 puL) kolon tiipe aktarilir. 8.000 rpm’de 1
dakika santrifiijlenir. Kolon tiipilin altindaki ¢ozelti atilir ve kalan karisim ayni
kolon tiipe eklenir. 8.000 rpm’de 1 dakika santrifiijlenir.

Kolona 500 pL Yikama Tamponu I eklenir. 10.000 rpm’de 1 dakika
santrifiijlenir. Kolon tiipiin altindaki ¢6zelti bosaltilir ve kolon tekrar toplama
tiiptine yerlestirilir.

Kolona 500 pL Yikama Tamponu II eklenir. Maksimum hizda (14.000 rpm) 3
dakika santrifiijlenir. Toplama tiipiinii bosaltilir. Aritma kolonu tekrar tiipiin
icine yerlestirilir ve 1 dakika boyunca maksimum hizda (14.000 rpm) tekrar
dondiiriiliir. Akis ¢ozeltisini igeren toplama tiipii atilir ve kolon steril bir 1,5 mL
mikrosantrifiyj tiipiine aktarilir.

Kolon membraninin merkezine 100 pL Eliisyon Tamponu eklenir, oda
sicakliginda 5 dakika inkiibe edilir ve 10.000 rpm’de 1 dakika santrifiijlenir.

100 pL Eliisyon Tamponunu kullanarak ikinci bir eliisyon adimi uygulanir.

Saflagtirilmis DNA sonraki adimlar i¢in kullanilmaya hazirdir.

3.3. Fitoselatin Sentaz (PCS) Geninin Amplifikasyonu

Fitoselatin ~ Sentaz (PCS1) genini ¢ogaltmak i¢cin BamH1 (Bacillus

amyloliquefaciens' ten) cikintilar1 da olan tam uzunluktaki primerler, T3 yazilimi

kullanilarak tasarlanmistir (Tablo 3.1, Tablo 3.2). Ayrica hedef genin kismi fragmanini

PCR ile ¢ogaltmak icin de i¢ (ara) primerler de tasarlanmustir.

Tablo 3.1. A. thaliana PCS1 genini ¢ogaltmak i¢in PCR’ da kullanilacak primer listesi

Baglanma | Uriin
Isim Primer Dizisi (5°-3) Sicakligi | boyutu
(be)
ACA GGATCC
APCSLFLE | A TGGAAGGATTTTTCAGGTTGATTT
ACA GGATCC 55°C 1350
AtPCS1-FLR
CTAATAGGCAGGAGCAGCGAG
AtPCS1-IF CAAAGGCTTGTTGCCAAGGA
55°C 378
AtPCS1-IR GTTGCCGTCGAAGATGCAAT

*FL= Tam Uzunluktaki Primerler *IF= Kismi Primerler
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Tablo 3.2. C.demersum PCS1 genini ¢ogaltmak i¢in PCR’ da kullanilacak primer listesi

fsim Primer Dizisi (5°-3) Uriin boyutu (b¢)
CAPCSI-FLF | GGCCATGGATGGCCATTGCTGGACTT

CAPCSI-FLR | GCGGTACCAGTTATGTAGTAGGCCTA 1700
CAPCSI-IF | ACTGCCATTTGATTGCATCT

CdPCSI-IR | GCCGTTCTCAGTACATCTTC 505

*FL= Tam Uzunluktaki Primerler *IF= Kismi Primerler

3.3.1. Fitoselatin Sentaz (PCS) geninin Tag DNA polimeraz ile amplifikasyonu

PCR reaksiyonunda kalip olarak A. thaliana ve C. demersum genomik DNA's1
kullanilarak 20 pL reaksiyon karisimi hazirlanmastir.

PCR reaksiyon hacimleri Tablo 3.3’de verildigi sekilde, PCR reaksiyon kosullari
ise Tablo 3.4°de verildigi sekilde gergeklestirilmistir.

Tablo 3.3. AtPCS1, CdPCS1 genlerinin Tag DNA Polimeraz ile gergeklestirilen PCR

reaksiyonu karigimi

Reaktifler Gerekli hacim
Kalip DNA (10 ng) 4 uL
Ileri Primer (0.5 uM ) 1uL
Geri Primer (0.5 uM ) 1uL
PCR Master Mix (1X) 10 uL
Total Hacim Steril Distile Su ile 20 uL tamamlanir

Tablo 3.4. AtPCS1, CdPCSL1 genlerinin Tag DNA Polimeraz ile gergeklestirilen PCR
reaksiyonu kosullari

95°C 5dk
94 °C 15sn
56 °C 15sn X 34 dongii
72 °C 20 sn
72 °C 7 dk
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3.3.2. Fitoselatin Sentaz (PCS) geninin Pfu DNA polimeraz ile amplifikasyonu

PCR reaksiyonunda kalip olarak A. thaliana genomik DNA's1 kullanilarak 50 uLL
reaksiyon karisimi hazirlanmistir. 10 ng konsantrasyondaki genomik DNA'y1 igeren
kalip DNA ile, ileri ve geri primerlerin her birinden 0.50 uM (BamHI1 bolgesi dahil
edildi), dNTP'ler 100 pM, 1X PCR Tamponu (50 mM KCl, 1.5 mM MgS04 ve 10mM
Tris-HCI) ve 1 birim Pfu Polimeraz reaksiyon hacimleri ile PCR gergeklestirilmistir.

PCR reaksiyon hacimleri Tablo 3.5’de verildigi sekilde, PCR reaksiyon kosullar1
ise Tablo 3.6°de verildigi sekilde gerceklestirilmistir.

Tablo 3.5. AtPCS1 geninin Pfu DNA Polimeraz ile gergeklestirilen PCR reaksiyonu karigimi

Reaktifler Gerekli hacim

Kalip DNA (10 ng) 5 uL

Ileri Primer (0.5 uM ) 2uL
Geri Primer (0.5 uM ) 2 uL
dNTP’ler (100 uM) 1 uL

Pfu Polimeraz Tamponu (1X) 5uL
Pfu Polimeraz (1 U) 0.4 uL

Total Hacim Steril Distile Su ile 50 pL tamamlanir

Tablo 3.6. AtPCS1 geninin Pfu DNA Polimeraz ile gerceklestirilen PCR reaksiyonu kosullar

95 °C 5 dk
95 °C 30 sn
60 °C 30 sn X 40 dongii
72 °C 3dk
72 °C 15 dk

3.4. PCR Uriinlerinin Jel Elektroforezi

PCR iirtinleri, %1°lik agaroz jelde, 90 voltta 1 saat yiiriitilmiistiir. Jel 1 g
agarozun 100 ml 1X TBE (Tris-Borat-EDTA) tamponunda mikrodalga firinda
cozdiiriilmesiyle hazirlanmigtir. Sicakligi 50 - 60°C’ye diistiigii zaman DNA’ nin UV’de
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goriintiilenebilmesi i¢in, 5 pl Etidyum bromiir eklenmistir. Jel hazirlanmasinda
Sambrook ve ark., (2001) tarafindan verilen protokol takip edilmistir. Elektroforez
islemi sonlandirildiktan sonra jel Ultraviyole 1s1k altinda jel goriintiileme sisteminde

gorlntiilenmis ve fotograflanmistir.

3.5. PCR Uriinlerinin Jelden Ekstraksiyonu

Jel ekstraksiyon kiti (Thermo Scientific GeneJET Jel Ekstraksiyon Kiti, K0691)
kullanilarak, asagidaki protokol takip edilerek jel iizerinden DNA izolasyonu

gerceklestirilmistir.

e Temiz bir bistiiri kullanilarak DNA parcasini i¢eren jel kismi kesilir. Kesilen jel
dilimi 6nceden tartilip daras1 alinmis 1,5 mL'lik bir tiipe yerlestirilir ve tartilir.
Jel diliminin agirhig kaydedilir.

e Jel dilimine 1:1 oranda baglanma tamponu eklenir.

o Jel karisim1 50-60 °C'de 10 dakika boyunca, jel dilimi tamamen ¢oziilene kadar
inkiibe edilir. Jelin tamamen c¢d6ziildiigiinden emin olmak icin kolona
yiiklemeden once jel karisimi kisa bir siire vortekslenir.

o GenelET saflastirma kolonuna kadar ¢oziindiiriilmiis jel c¢ozeltisi aktarilir. 1
dakika santrifiijlenir. Kolon tiipiin altindaki ¢6zelti bosaltilir ve kolon tekrar
toplama tiipline yerlestirilir.

e GenelET saflastirma kolonuna kitte yer alan protokole uygul sekilde Etanol ile
seyreltilmis 700 pL Yikama Tamponu eklenir. 1 dakika santrifiijlenir. Kolon
tiiplin altindaki ¢6zelti bosaltilir ve kolon tekrar toplama tiipiine yerlestirilir.

e Yikama tamponunu tamamen ¢ikarmak i¢in bos GeneJET saflagtirma kolonu ek
olarak 1 dakika daha santrifiijlenir.

e GenelET saflagtirma kolonu temiz bir 1,5 mL mikrosantrifiij tiipiine aktarilir.
Kolon membraninin merkezine 50 pL Eliisyon Tamponu eklenir. 1 dakika
santrifiijlenir.

o GenelET saflastirma kolonu atilir ve saflastirilmis DNA sonraki adimlar i¢in

kullanima hazirdir.
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3.6. Plazmid izolasyonu

PCR yo6ntemiyle ¢ogaltilan AtPCS1 genlerinin klonlanmasi igin bitki ekspresyon
vektorii olan pBING1 plazmidi kullanilmistir ve Nigde Omer Halisdemir Universitesi
Tarimsal Genetik Miihendisligi Bolimii’'nden temin edilmistir. pBIN61 plazmidi

restriksiyon enzimi kesim bolgeleri ile beraber Sekil 3.1° de gosterilmistir.
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Sekil 3.1. Klonlama amaciyla kullanilan pBIN61 transformasyon vektorii. Vektoriin T-DNA
bolgesi, bitki tarafindan secilebilir marker olarak kullanilan kanamisine direnci kodlayan nptll

geni igerir. Vektor ayrica bakteri se¢imi i¢in de nptll genleri igerir.
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Ligasyon asamasindan once pBIN61 plazmid vektoriinin -80 °C’ de
dondurulmus ve buzda ¢oziindiiriilmiis stogundan alinip ekim yapilmistir. 10 mL LB
Broth (Luria-Bertani) besiyeri ve 10 pL Kanamisin (50 mg/L) igeren falkon tiipe 40 puL
vektor eklenip, 37 °C' de gece boyu inkiibasyonu saglanmistir. Gece boyunca biiylitiilen
kiiltiirden plazmit izolasyonu, ticari plazmit izolasyon kitine (Thermo Scientific

GeneJET Plasmid Miniprep Kit, KO503) ait izolasyon protokolii izlenerek yapilmistir.

e Biiyiitiillen kiiltiirii iceren 50 mL'lik falkon tiiplerde 14.000 rpm’de santrifiij
yapilir. Siipernatant atilir.

e Pellet iistiine 250 pL ¢ozlindiirme soliisyonu eklenip pellet ¢6ziinene kadar
pipetaj yapilir. Tamamen c¢oziindiigline emin olduktan sonra 1,5 mL’lik
mikrosantrifiij tiipiine aktarilir.

e 250 pL Lizis Soliisyonu eklenir ve soliisyon viskoz hale gelene ve hafif
berraklasincaya kadar tiip 4-6 kez ters yiiz edilerek iyice karistirilir.

e 350 pL Nétralizasyon Soliisyonu eklenir ve tiip hemen 4-6 kez ters yiiz edilerek
tyice karistirlir.

e Hiicre kalintilarin1 ve kromozomal DNA’y1 ¢okertmek amaciyla 5 dakika
santrifiijlenir.

e Siipernatant, GeneJET kolon tiipiine aktarilir.

e 1 dakika santrifiijjlenir. Kolon tiliplin altindaki ¢ozelti bosaltilir ve kolon tiip
tekrar toplama tiipiine yerlestirilir.

e 500 pL Yikama Soliisyonu eklenir. 30-60 saniye santrifiijlenir. Kolon tiipiin
altindaki ¢ozelti bosaltilir ve kolon tiip tekrar toplama tiiptline geri yerlestirilir.

e 500 pL Yikama Soliisyonu kullanilarak yikama prosediirii tekrarlanir.

e Kolon tiiplin altindaki ¢ozelti bosaltilir ve kalan Yikama soliisyonundan
tamamen kurtulmak i¢in 1 dakika daha santrifiijlenir.

e GeneJET kolonu 1,5 ml'lik yeni bir mikrosantrifiij tlipiine aktarilir. Plazmid
DNA'simn1 ayristirmak i¢in GeneJET kolon membraninin merkezine 50 pL
Eliisyon Tamponu eklenir. Oda sicakliginda 2 dakika inkiibe edilir ve 2 dakika
boyunca santrifiijlenir.

e GenelJET saflastirma kolonu atilir ve saflastirilmis plazmid DNA’s1 sonraki

adimlar i¢in kullanima hazirdir.
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3.7. Vektoriin Restriksiyon Enzimi ile Kesimi

Klonlamada kullanilacak pBIN61 plazmid vektoriiniin izolasyonu yapildiktan
sonra, ligasyon asamasindan once, klonlanacak genin ve vektoriin ayni restriksiyon
enzimi ile kesimi gerceklestirilmistir. Plazmid DNA’s1, asagida verilen sekilde BamH1

enzimi ile restriksiyon kesimine tabi tutulmustur (Tablo 3.7.).

Tablo 3.7. pBIN61 vektoriiniin BamH1 restriksiyon enzimi ile kesimi

Reaktifler Gerekli Miktar
Plazmid (pBING61) 30 ng
Kesim Tamponu (10X) 5uL

BamH1

1.5 pL (1 unit/ul)

Total Hacim

Steril Distile Su ile 50 uL tamamlanir

3.8. Klonlanacak Genin Restriksiyon Enzimi ile Kesimi

Ligasyon asamasindan Once, klonlanacak genin ve vektoriin ayni restriksiyon

enzimi ile kesimi gergeklestirilmistir. AtPCS1 geni, asagida verilen sekilde BamH1

enzimi ile restriksiyon kesimine tabi tutulmustur (Tablo 3.8.).

Tablo 3.8. AtPCS1 geninin BamH1 restriksiyon enzimi ile kesimi

Reaktifler Gerekli Miktar
Klonlanacak Gen (AtPCS1) 10 ng
Kesim Tamponu (10X) 2 uL

BamH1

0.2 puL (1 unit/ul)

Total Hacim

Steril Distile Su ile 20uL tamamlanir

BamH1 restriksiyon enzimi ile kesimi yapilan pBIN61 vektorii ve klonlanacak

AtPCS1  geninin, ligasyon

reaksiyonundan 6nce uygun konsantrasyonun

gorsellestirilmesi i¢in %1°lik agaroz jel tizerinde ¢alistirilmistir. Jelde goriilen bantlarin

yogunluguna goére vektor ve gen konsantrasyonlari belirlenmistir.
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3.9. Ligasyon Reaksiyonu

Ligasyon PCR ‘la ¢ogaltilan ve klonlanacak olan AtPCS1 geninin pBIN61
plazmid vektorii ile birlestirilmesi islemidir. Bu asamada PCR ile ¢ogaltilan AtPCS1
geninden, ¢ogaltilan genin miktarini gosteren bandlarin yogunluguna bagl olarak hangi
hacimlerde alinmasi gerektigi belirlenmistir. Ligasyon reaksiyonu, 3: 1 insert:vektor
oranina gore uygulanmistir (Tablo 3.9.) ve hazirlanan karisim 16 °C 'de gece boyunca

inkiibe edilerek ligasyon islemi tamamlanmustir.

Tablo 3.9. Ligasyonda hazirlanan reaksiyon karigimi

Reaktifler Gerekli Miktar
Klonlanacak gen (AtPCS1) 25ng
Vektor (pBIN61) 75 ng
10X Ligasyon tamponu 2 ul
T4 DNA Ligaz 1ul (4.0 Weiss units)
Total hacim Steril Distile Su ile 20 pL tamamlanir

3.10. Bakteriyel Transformasyon

Transformasyon islemi, ligasyon karigiminin bir kisminin, hiicre duvari gegirgen
hale getirilmis Escherichia coli bakterisine aktarilmasidir. Bu amagla asagidaki adimlar

izlenmistir;

E. coli bakterisinin JM109 irkinin -80 °C’ de dondurulmus ve buzda

¢Oziindiiriilmiis competent hiicrelerinden 50 pl alinarak 1,5 ml’lik tlipe

konulmustur.

e pBING61 plazmidi ve AtPCS1 genlerini igeren ligasyon karisimi 65 °C’ de 10 dk
1s1 sokuna maruz birakilmistir.

e Ligasyon karigimindan 6 pl alinarak tiiplerdeki E. coli JM109 kompetent
hiicrelere eklenerek 20 dakika boyunca buzda bekletilmistir.

e Daha sonra karisim 42 °C’ de 1 dk siireyle bekletilerek 1s1 soku uygulanmistir

e Tekrar 2 dakika buza konularak transformasyon iglemi tamamlanmistir.
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450 pl LB besiyeri transformasyonu gergeklestirilen bakterilere ilave edilip 37
°C' de calkalayici inkiibatorde 1 saat siireyle inkiibe edilmistir. Hiicreler daha sonra
kanamisin (50 mg/L) iceren LB agar plakalarina ekilip 37 °C'de gece boyunca inkiibe
edilmistir. Ertesi giin birka¢ koloni gozlenmistir; bunlar koloni PCR ve restriksiyon

analizi kullanilarak dogrulamaya tabi tutulmustur.

3.11. Rekombinant Bakteriyel Kolonilerin Belirlenmesi

Koloni PCR, AtPCS1 geninin kismi fragmanimi ¢ogaltmak icin spesifik kismi
primerler (378 bg; Tablo 3.1) kullanilarak kii¢iik bir koloni alinarak ¢alistirtlmistir. Bu
amagcla once elde edilen tek koloniler, steril bir pipet ucuyla alinarak kanamisin (50
mg/L) ve LB agar ortam1 iceren yeni bir petri kabina, 1 cm? biiyiikliigiinde bir alana
cizme yoluyla inokule edilerek 37 °C’de 16 saat boyunca biiyiitiildiikten sonra
kullanilmak tizere 4 °C’ de saklanmistir. Daha sonra koloni PCR reaksiyonu asagida

verildigi sekilde uygulanmistir (Tablo 3.10.).

Tablo 3.10. Koloni PCR reaksiyon karigimi

Reaktifler Gerekli Miktar
Ileri Primer 1 puL
Geri Primer 1 uL
PCR Mix 7,5 uL
Total hacim Steril Distile Su ile 20 uL tamamlanir

PCR karisimi hazirlanip PCR tiiplerine konulur. Koloni PCR i¢in hazirlanip
PCR tiiplerine konulan karigima, ¢izilerek biiyiitiilen bakteri kolonilerinden, steril bir
pipet ucuyla alinarak bakteri kolonisi eklenmistir. Bakteri eklenen koloni PCR karigimi

ile asagida verilen kosullarda PCR gerg¢eklestirilmistir (Tablo 3.11.).

Tablo 3.11. Koloni PCR reaksiyon kosullari

95 °C 4 dk
94 °C 15 sn
56 °C 15 sn X 34 dongii
72 °C 15 sn
72 °C 7dk
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Koloni PCR iiriinleri, %1’ lik agaroz jelde, 90 voltta 1 saat yiiriitiilmiistiir. Jel 1
g agarozun 100 ml 1X TBE (Tris-Borat-EDTA) tamponunda mikrodalga firinda
¢Ozdiirtilmesiyle hazirlanmistir. Sicakligi 50 — 60 °C’ye distiigii zaman DNA’nin UV’
de gorintiilenebilmesi i¢in, 5 pl Etidyum bromiir eklenmistir. Jel hazirlanmasinda
Sambrook ve ark., (2001) tarafindan verilen protokol takip edilmistir. Elektroforez
islemi sonlandirildiktan sonra jel Ultraviyole 1sik altinda jel goriintiilleme sisteminde

gorilntiilenip fotograflanmistir.

3.12. Rekombinant Bakteriyel Kolonilerden Plazmid izolasyonu

Koloni PCR’ dan elde edilen sonuglarin elektroforez yontemiyle analiz
edilmesinden sonra AtPCS1 genini iceren pBING61 plazmidini tasidigi belirlenen
koloniler segilerek 50 mg/I. Kanamisin igeren LB ortamina inokiile edilmistir. Gece
boyunca inkiibasyonun ardindan, plazmid izolasyonu yapilmistir. Plazmid DNA’si,
plazmid DNA oziitleme kiti (Thermo Scientific GeneJET Plazmid Miniprep Kit,
K0502) kullanilarak daha once tarif edildigi sekilde izole edilmistir.

3.13. BamH1 Restriksiyon Enzimi ile Kesme Islemi

Elde edilen pBIN61 plazmit DNA’ si1, asagida verilen sekilde restriksiyon
analizine tabi tutulmustur (Tablo 3.12.).

Bu karigim 37 °C’ de 16 saat bekletilerek plazmitlerin restriksiyon kesim islemi
yapilmistir. BamHI enzimiyle kesme isleminin tamamlanmasindan sonra elde edilen
DNA’lar %1’ lik agaroz jelinde elektroforez yontemiyle ayristirilarak etidyum bromiir
ile boyandiktan sonra ultraviyole 11k altinda jel goriintiileme sisteminde goriintiilenmis

ve 1350 bg’ lik AtPCS1 genini tasiyip tasimadiklari kesin olarak belirlenmistir.

Tablo 3.12. Rekombinant plazmitlerin BamH1 restriksiyon enzimi analizi ile dogrulanmasi

Reaktifler Gerekli Miktar
Plazmid DNA’s1 1lug
10X Kesim Tamponu 2 ul
BamH1 1ul (1 unit/ul)
Total Hacim 20ul (steril distile su ile tamamlanir)
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3.14. Agrobacterium Hiicrelerine Elektroporasyon

pBIN61-AtPCS1 plazmidi Bio-Rad elektroporasyon cihaz1 (# 165-2105)
kullanilarak hiicre duvar1 gegirgen hale getirilmis (yetkili) Agrobacterium susu
LBA4404'e transforme edilmistir. LBA4404' iin yetkili hiicreleri, 2 pL plazmid (50 ng)
ile karistirilip ardindan buza yerlestirilmistir. Elektroporasyon cihazi, 200 ohm'luk bir
direng ile 2.2 kV' lik gerilim ve 25 uF kapasitansta ayarlanmistir. Elektroporasyondan
sonra, 1 mL SOC ¢6zeltisi ilave edilip 28 °C' de 3 saat boyunca 200 rpm'de inkiibe
edilmistir. Kiltiir, transforme olmus hiicrelerin se¢imi i¢in 50 mg/L kanamisin
antibiyotikli LB ortami igeren plakalara yayilmistir. Petri plakalari, 28 °C' de 24-48 saat
slireyle inkiibe edilmistir. Pozitif klonlar, koloni PCR kullanilarak dogrulanmistir.
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4. ARASTIRMA SONUCLARI VE TARTISMA

4.1. Arastirma Sonuclari

Genomik DNA izolasyonu ve PCS1 geninin PCR ile amplifikasyonu islemleri
icin Arabidopsis thaliana ve Ceratophyllum demersum bitkilerinin her ikisi de
kullanilmasina ragmen; ligasyon, transformasyon ve gen klonlamanin diger basamaklari

sadece A. thaliana PCS1 geni (AtPCS1) ile gergeklestirilmistir.

4.1.1. Genomik DNA izolasyonu ve PCS1 geninin amplifikasyonu

4.1.1.1. Ceratophyllum demersum bitkisinde genomik DNA izolasyonu ve CdPCS1

geninin amplifikasyonu

C. demersum bitkisinden izole edilen genomik DNA, PCS1 genini PCR ile
cogaltmak i¢in kalip olarak kullanilmistir. Fitoselatin sentaz (PCS1) genini ¢ogaltmak
icin BamHI1 ¢ikintilar1 da olan ve T3 yazilimi kullanilarak tasarlanan tam uzunluktaki
ileri ve geri primerler (Tablo 3.2) kullanilmistir. Tag DNA Polimeraz kullanilarak
amplifiye edilen PCR iiriinleri agaroz jel elektroforezi ile analiz edilmis ve UV 15181
altinda gorsellestirilmistir.

Sekil 4.1' de gorildiigii gibi, tam uzunluktaki CdPCS1 genini (1700 bg) temsil
eden herhangi bir bant gozlemlenmemistir.

Sonug olarak C. demersum genomik DNA’ si kullanilarak, uygun primerler
esliginde, Tag DNA Polimeraz ile tekrar tekrar yapilan PCR taramalar1 sonucunda
PCS1 geni saptanamamustir. Calismalar ticari siis bitkisi olarak satin alman C.
demersum tiirlerinde de ayni sekilde gergeklestirilmistir ve yine gen saptanamamustir. C.
demersum bitkisinde PCS1 geninin saptanamamasi sebebi ile klonlama c¢aligmalar

sadece A. thaliana bitkisi ile yiiriitilmiistiir.
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-
(1700 be)

Sekil 4.1. CAPCS1 geninin Tag DNA Polimeraz ile ger¢eklestirilen PCR amplifikasyonunun jel
goriintiisi, Serit 1: 1 kb plus DNA Merdiveni (Fermentas), Serit 2-3: Amplifiye edilmis PCR {irlinii

(Goriilmesi gereken, ancak goriilmeyen bant diizeyi (1700 bg) ok ile gosterilmistir)

4.1.1.2. Arabidopsis thaliana bitkisinde genomik DNA izolasyonu ve AtPCS1

geninin amplifikasyonu

Genomik DNA, A. thaliana bitkisinden izole edilmistir. Bu genomik DNA,
PCS1 genini PCR ile g¢ogaltmak igin kalip olarak kullanilmistir. Fitoselatin sentaz
(PCS1) genini ¢ogaltmak i¢cin BamH1 ¢ikintilar1 da olan ve T3 yazilimi kullanilarak
tasarlanan tam uzunluktaki ve kismi ileri ve geri primerler (Tablo 3.1) kullanilmustir.
Tag DNA Polimeraz ve Pfu DNA Polimeraz kullanilarak amplifiye edilmis PCR
iriinleri agaroz jel elektroforezi ile analiz edilmis ve UV 15181 altinda
gorsellestirilmistir.

Pfu DNA Polimeraz ile yapilan PCR sonucunda, Sekil 4.2' de goriildiigi gibi,
tam uzunluktaki PCS1 genini (1350 bg) temsil eden spesifik bir bant gdozlemlenmistir.
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- —
(1350 bg)

Sekil 4.2. AtPCS1 geninin Pfu DNA Polimeraz ile gergeklestirilen PCR amplifikasyonunun jel goriintiisii,
Serit 1: 1 kb plus DNA Merdiveni (Fermentas), Serit2-3: Amplifiye edilmis PCR iiriinii (1350 bg)

Taq DNA Polimeraz ile yapilan PCR sonucunda ise Sekil 4.3' de goriildiigii gibi,

kismi primerlerle ¢ogaltilan PCS1 genini (378 bg) temsil eden spesifik bir bant

gozlemlenmistir.

(378 be)

Sekil 4.3. AtPCS1 geninin Tag DNA Polimeraz ile gergeklestirilen PCR amplifikasyonunun jel
gorlintiisi, Serit 1: 1 kb plus DNA Merdiveni (Fermentas), Serit 2-4: Amplifiye edilmis PCR firiinii (378

bg)
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4.1.2. Ligasyon ve transformasyon

Pfu DNA Polimeraz ile amplifiye edilmis AtPCS1 genine ait PCR iiriinleri
agaroz jelden kesilmistir ve DNA, jel saflastirma kiti (Thermo Scientific GeneJET Jel
Ekstraksiyon Kiti, KO721) kullanilarak izole edilmistir. Aktarilacak gen (AtPCS1) ve
vektor pBIN61’in uygun enzimler ile kesimleri gergeklestirilmistir ve ligasyon
reaksiyonundan once uygun konsantrasyonun gorsellestirilmesi i¢in agaroz jeli iizerinde
yiriitiilmistiir. Ligasyon reaksiyonu, 3: 1 insert:vektdr oranina gore uygulanmistir ve 16
°C' de gece boyunca inkiibe edilmistir.

AtPCS1 genlerini iceren pBIN61 plazmidleri 1s1 soku transformasyon yoluyla E.
coli bakterisinin JM109 irkina aktarilmistir. Transformasyonu yapilan E. coli bakterileri
kanamisin (50 mg/L) igeren LB agar besi ortamina ekilerek kanamisin antibiyotigine
dayaniklilik yoluyla, AtPCS1 genlerini igeren plazmidleri tastyan bakteri kolonilerinin

seleksiyonu yapilmistir.

4.1.3. Rekombinant bakteriyel kolonilerin belirlenmesi

Transformasyonu yapilip, kanamisin (50 mg/L) igeren LB agar besi ortamina
ekilen E. coli bakterilerinin, 37 °C' de gece boyunca inkiibasyonunun ardindan birkag
koloni go6zlendi. Bu kolonilerde tireyen bakterilerin, AtPCS1 genlerini gercekten igerip
icermedigini kesin olarak belirlemek amaciyla koloni PCR ve restriksiyon analizi
yontemiyle taramasi yapilip dogrulamaya tabi tutulmustur. Koloni PCR, AtPCS1
geninin i¢ fragmanini ¢ogaltmak i¢in spesifik kismi primerler (378 bg, Tablo 3.1)
kullanilarak, kiigiik bir koloni alinarak c¢alistirilmistir. PCR kosullar1 daha once tarif
edildigi gibi takip edilmistir. Koloni PCR’1in tamamlanmasindan sonra elde edilen PCR
uriinleri DNA biiytikliik markorleriyle birlikte, % 1°lik agaroz jelinde elektroforez
yontemiyle ayristirilarak, ultraviyole 151k altinda goriintiilenerek analiz edilmistir (Sekil
4.4).

PCS1 genlerini igeren kolonilerin belirlenmesi i¢in yapilan koloni PCR sonuglart
Sekil 4.4’ de gosterilmektedir. Sonuglar incelendiginde taranan tiim kolonilerden 4 ve 5
numarali kolonilerin 378 b¢’ lik bir DNA bant1 gostererek pozitif sonu¢ verdigi yani

AtPCS1 genini igerdigi belirlenmistir.
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1 23 456 7 8

i
(378 bg)

n'
)

Sekil 4.4. PCS1 genini ¢ogaltmak igin kismi primerler (378 bg) ile yapilan koloni PCR reaksiyonunun jel
goriintiisti, Serit 1: Negatif kontrol, Serit 2: Pozitif kontrol (PCS1 geninin jel ile ayrilan pargasi), Serit 3-

7: Tarama i¢in segilen koloniler, Serit 8: 1kb plus DNA merdiven (Fermentas)

Koloni PCR’ da pozitif sonug vererek, AtPCS1 genini iceren pBIN61 plazmidini
icerdigi belirlenen koloniler segilerek, 50 mg/L kanamisin iceren LB sivi ortami
icerisinde 37 °C’ de calkalamal1 inkiibatérde 16 saat boyunca biiyiitiilmiistiir. Bunlarin
bir kism1 alinarak gliserol stok hazirlanip daha sonra kullanilmak tizere -80 °C derin
dondurucuda saklanmaistir.

Geriye kalan kismindan ise plazmid DNA o6ziitleme kiti (Thermo Scientific
GeneJET Plazmid Miniprep Kit, KO502) kullanilarak daha 6nce tarif edildigi sekilde
plazmid izolasyonu yapilmistir.

Elde edilen bu plazmid DNA’ lar1, klonlamas1 yapilan bdlgenin her iki yaninda
bulunan BamHI restriksiyon enzimi kesme bolgelerinden kesim yaparak, klonlanan
DNA pargasin1 plazmidden ayiran BamHI restriksiyon enzimiyle kesilmistir. Kesilen
DNA’ lar daha sonra %1’ lik agaroz jelinde biiyiikliik markorleriyle birlikte yiiriitiilerek
ultraviyole 151k altinda incelendiginde pozitif olan 12.939 bg¢ biiyilikliigliinde pBIN61
plazmid DNA’ s1 ve 1350 bg biiyiikligiinde AtPCS1 genine ait bantlar elde edildigi
goriilmistiir. AtPCS1 genini iceren plazmidlerin BamHI enzimiyle kesilmesi sonucunda
elde edilen sonuglar Sekil 4.5’ de gosterilmistir. Bunun sonucunda ise klonlanan
plazmidlerin AtPCS1 genini tasidiklar1 kesinlesmistir. Vektor, Sekil 4.6’da sematize

edilmistir.
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(1350 bg)

Sekil 4.5. BamHI restiriksiyon enzimiyle yapilan kesimden sonra pBIN61 plazmitlerinin AtPCS1 genini
(1350 be) icerdigini gosteren jel fotografi: Serit 1: 1 kb DNA merdiveni (Fermentas), Serit 2-3: Kesilmis
plazmid DNA, Serit 4: Kesilmemis plazmid DNA (kontrol)

LB naosT hptil pnos nosT PCSI Caht335 RB

pBIM-PC51

Sekil 4.6. pBIN-PCSL1'in T-DNA bolgesi ile sematik gosterimi. PCS1 geni, pBIN61 vektoriinde ¢ogaltilip
klonlanmistir. Vektor, kanamisine kars1 direnci saglayan, bitki tarafindan segilebilir bir marker olarak

nptll icerir.
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4.1.4. Agrobacterium hiicrelerine elektroporasyon

pBIN61-AtPCS1 plazmidi Bio-Rad elektroporasyon cihaz1 (# 165-2105)
kullanilarak hiicre duvar1 gegirgen hale getirilmis (yetkili) Agrobacterium susu
LBA4404'e transforme edilmistir. Elektroporasyondan sonra, 1 mL SOC ¢ozeltisi ilave
edilip 28 °C' de 3 saat boyunca 200 rpm'de inkiibe edilmistir. Kiiltiir, transforme olmus
hiicrelerin se¢imi i¢in 50 mg/L kanamisin antibiyotikli LB ortami igeren plakalara
yayilmistir. Petri plakalari, 28 °C' de 24-48 saat siireyle inkiibe edilmistir. Pozitif
klonlar, koloni PCR kullanilarak dogrulanmaigtir.

4.2. Tartisma

Giintimiizde, hizli niifus artisi, diizensiz kentlesme, besin ve enerji yetersizligi,
hizla gelisen teknolojik gelismeler ve insanlarin asir1 tiiketim istegi, cevre kirliligi
sorununu ortaya ¢ikarmistir. Agir metaller, yerkabugunda dogal olarak bulunan, yok
edilemeyen ve bozulmayan bilesiklerdir. Bu agir metaller, toprak, su ve havada kirlilige
yol agabilirler. Bu metaller igerisinde kursun, bakir, ¢inko, nikel, kobalt, kadmiyum,
krom, glimiig, arsenik ve civa gibi metal iyonlari, canli sistemler ve gevre sagligi
yoniinden son derece toksik etki gostermektedir. Toprak ve diger ¢evre ortamlarindaki
agir metal kirliligini ortadan kaldirmak ve gidermek i¢in ¢evreye zararli ve oldukga
pahali bir uygulama olan fiziksel aritim (remediyasyon) teknolojileri yerine bitkiler
kullanilmakta ve bu uygulamalari iceren teknolojiler “Fitoremediyasyon Teknolojisi”
olarak adlandirilmaktadir. Dogada dogal olarak bulunan bazi bitkiler, agir metal
detoksifikasyonu ile iliskili tolerans mekanizmalarina sahip oldugundan metal stresi
altinda canliliklarin1 siirdiirebilmektedir. Agir metal birikimi ve tolerans: ile ilgili
mekanizmalarin daha iyi anlasilmasinda bu bitkilerde yapilan molekiiler ¢alismalar
biiyiikk 6nem tagimaktadir (Robinson ve ark., 1997; Martinez ve ark., 2006; Ali ve ark.,
2013).

Bitkilerde, metal stresi altinda indiiklenen g¢esitli genlerin, metabolitlerin,
transkripsiyon faktorlerinin ve stresle uyarilabilen proteinlerin karakterizasyonu
metabolomik, transkriptomik, proteomik gibi ¢esitli omik yaklasimlar araciligiyla
tanimlanmistir. Caligmalar, bitkilerdeki metal toleransinin yeni bir genin varligina bagh

olmadigini, sadece metal stresinde yaygin olan genlerin farkli ekspresyonundan
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kaynaklandigin ortaya koyar. Ornegin, bu genlerin asir1 ekspresyonu ile metal toleransi
arttirtlabilir.

Bitkilerde agir metal toleransinda rol aldigi bilinen genlerden biri Fitoselatinler
(PC) ailesine ait PCS1 genleridir. PC'ler indirgenmis glutatyondan (GSH) enzimatik
olarak sentezlenir. Y-glutamilsistein dipeptidil transpeptidaz enzimi (EC 2.3.2.15,
yaygin olarak fitogelatin sentaz (PCS) olarak adlandirilir) ile katalize edilen reaksiyon,
metal iyonlar ile aktive edilir (Vatamaniuk ve ark., 2000). Son birkag¢ yilda, PCS
genleri Arabidopsis (AtPCSI), bugday (TaPCSl), Schizosaccharomyces pombe (SpPCSI)
ve Caenorhabditis elegans (CePCSl) gibi organizmalarda tanimlanmistir (Vatamaniuk
ve ark., 1999; Heiss ve ark., 2003; Zhang ve ark., 2005; Clemens ve ark., 2001).

Bitkiler, agir metallere karst bir savunma mekanizmasi olarak, agir metal
varliginda PC sentezlerler ve bu metal-selatlayicilar, agir metal iyonlarin bazilariyla
kompleksler olustururlar, daha sonra sitosoldan, vakuole aktarilirlar. Bu nedenle, tezin
amac1 bu metal-gelatlayict peptidleri sentezleyen PCS1 genlerinin bitki kaynaklarindan
izole edilip klonlanmasinin saglanmasidir.

Bu amagla C. demersum bitkisinden genomik DNA izolasyonu yapilip, Taq
DNA Polimeraz ile PCR amplifikasyonu gerceklestirilmistir. Literatiirde C. demersum
PCS1 geni ile ilgili yapilan birtakim g¢alismalar (Mishra ve ark. 2006; Mishra ve ark.
2009; Shukla ve ark. 2012; Shukla ve ark. 2013) bulunmasina ragmen, tekrar tekrar
yapilan PCR taramalar1 sonucunda C. demersum bitkisinde PCS1 geni saptanamamustir.

C. demersum ile basar1 yakalanamadigi i¢in, A. thaliana bitkisi ile klonlama
calismalar1 gergeklestirilmistir. A. thaliana’ dan genomik DNA izole edilip, AtPCS1
geni hem Tag DNA Polimeraz hem de Pfu DNA Polimeraz ile amplifiye edilmistir. Pfu
DNA Polimeraz ile asagida agiklanan nedenlerden dolay1 yiiksek dogrulukta
amplifikasyon saglandig: i¢in klonlama caligmalari, bu polimeraz ile amplifikasyonu
gerceklestirilen PCR {iriinleri ile yiiriitilmiistiir.

Pfu DNA Polimeraz, Pyrococcus furiosus'den (DSM3638) izole edilen bir
termostabil enzimdir. 5’-3’DNA polimeraz aktivitesine ek olarak, 3’-5’ eksoniikleaz
proofreading (hata okuma) aktivitesine sahiptir. Pfu DNA Polimeraz, incelenen tiim
termostabil DNA polimerazlardan daha diisiik hata oranim1 gostermektedir. Pfu DNA
Polimerazin dogrulugunun Vent® DNA polimerazdan (New England Biolabs, Inc.)
yaklasik 2 kat daha yiiksek ve Tag DNA Polimerazdan yaklagik 6 kat daha yliksek
oldugu yapilan ¢aligmalar ile gosterilmistir (Fiala ve Setter, 1986; Slater, 1998).
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Calismamizin devaminda, amplifikasyonu gergeklestirilen AtPCS1 genlerinin,
pBING61 plazmidi ile T4 DNA Ligaz enzimi araciligiyla ligasyonu saglanmis ve 1s1 soku
transformasyon yoluyla E. coli bakterisinin JM109 irkina aktarilmistir. AtPCS1
genlerini igeren plazmidleri tasiyan bakteri kolonilerinin seleksiyonu koloni PCR,
restriksiyon analizi yontemleri ile yapilmistir. Koloni PCR’ da pozitif sonug vererek,
AtPCS1 genini igeren pBIN61 plazmidini tagidigi belirlenen koloniler segilerek plazmid
izolasyonu gergeklestirilmistir ve ayrica gliserol stoklari hazirlanarak -80 °C' de
hazirlanip saklanmistir. Transformasyon islemi i¢in; pozitif klonlar elektroporasyon

cihaz1 kullanilarak Agrobacterium susu LBA4404' e transforme edilmistir.
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5. SONUCLAR VE ONERILER

5.1 Sonuclar

Fitoremediasyon teknolojisi, agir metallerle kontamine olmus toprak ve su
kaynaklarmin remediyasyonu ig¢in kullanilmaktadir. Hiperakiimiilator bitkiler, agir
metallerle kirlenmis, kontamine alanlarin fitoremediasyonu i¢in bu bitkilerin potansiyel
kullanimlarindan dolayi, son yillarda hizla artan ilgi gérmektedir. Bununla birlikte, bu
teknolojinin  kullaniminda baz1 sinirlamalar ve dezavantajlar da mevcuttur.
Hiperakiimiilator oldugu belirlenen bitkilerin ¢ogunun hem diisiik biyokiitleye sahip
hem de olumsuz ¢evre kosullarina adapte olamamasi bu sinirlamalardandir (Xiao ve
ark., 2010). Bu smirlamalarin {stesinden gelebilmek i¢in bitkilerdeki metal
hiperakiimiilasyonu ve toleransi ile iliskili molekiiler mekanizmalarin iyi sekilde
anlasilmas1 gerekmektedir.

Bitki DNA'sinin klonlanmasi, genetik miihendisligi, gen calismalar1 ve bitki
arastirmalarindaki diger uygulamalar i¢in 6nemli bir adimdir. Calismamizda, bitki
ekspresyon vektoriinde AtPCS1 genini klonlamak i¢in klasik klonlama yontemi
kullanilmistir; bu yontem birgok aragtirmaci tarafindan daha once de kullanilmistir
(Anayol ve ark., 2016; Ahmed ve ark., 2017). Hazirlanan tiim yapilar E. coli JM109
susunda klonlanmigtir. Gen fragmaninin varligimi dogrulamak icin koloni PCR ve
restriksiyon analizi reaksiyonlart yapilmistir. Ekspresyon vektorii (pBIN-PCS1),
Eppendorf Eporator® cihazi kullanilarak elektroporasyon yoluyla A. tumefaciens
LBA4404 susuna aktarilmistir. Gelistirilen bitki ifadesi, transgenler iireterek sonraki
fitoremediyasyon ¢aligsmalari igin bir platform olusturacaktir.

Metal alimimi, birikimi ve tasimimi mekanizmalan ile ilgili bilgilerin elde
edilmesi, fitoremediasyon ic¢in transgenik bitkilerin gelistirilmesine katkida
bulunmaktadir. Hiicre i¢inde agir metal metabolizmasi ile ilgili proteinlerin (MT’ler,
PC’ler ve vakuolar tagiyicilar) asiri liretiminin metal birikimi ve bitkisel yapilarda metal
depolanmasini arttirdigr bilinmektedir. Ayrica, plazma membranlarindaki tastyicilarin
asir1 liretimi ile de artan agir metal birikimi saglanabilmektedir (Wu ve ark., 2012; Xu
ve ark., 2017). Fitoremediasyon i¢in aday gen veya proteinlerin proteomik ve genomik
teknolojileri ile arastirilmasi sonucunda elde edilecek veriler sayesinde bitkilerdeki
metal metabolizmasi ve metallerle kontamine olmus alanlarin remediyasyonu i¢in yeni

bitkilerin gelistirilmesi 6nemli olacaktir.
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5.2 Oneriler

PC'ler, bitkilerde baz1 agir metallerin toleransi igin gereklidir ve bu nedenle, bu
metal-selatlayic1 peptidlerin farkli bitki kaynaklarindan izole edilip klonlanmasi ile,
bitkilerde PCS1’in, daha yiiksek agir metal toleransi saglamasi beklenir.

Bu ¢alismada dogal olarak metal biriktirebilme 6zelliginde olan C. demersum
bitkisinden elde edilecek PCS1 geni ile klonlama yapilmasi planlanmistir fakat
literatiirde C. demersum PCS1 geni ile ilgili yapilan birtakim ¢alismalar (Shukla ve ark.
2013, Shukla ve ark. 2012, Mishra ve ark. 2009, Mishra ve ark. 2006) bulunmasina
ragmen, geergeklsetirdigimiz PCR taramalari sonucunda bitkide PCS1 geni
saptanamamustir. C. demersum’ da PCS1 geninin saptanamamasinin nedenlerinden
birinin, genin ekspresyon diizeyinin ¢ok diisiik olmasi ile alakali olabilecegi
diisiiniilmektedir. Bu sebeple, bitkinin agir metal ile muamelesinden sonra agir metal
metabolizmasi ile ilgili genlerin ekspresyon diizeyinin artabilecegi ve bu bitkilerden
ilgili genlerin basarili izolasyonunun yapilabilecegi onerilmektedir.

Bu calismadan yola c¢ikilarak, sonraki calismalarda PCSI genini iceren
Agrobacterium ile farkli bitkilerin transformasyonu gerceklestirilerek transgenik bitkiler
olusturulabilecegi ve bu tiir transgenik bitkilerin, agir metallerle kirlenmis ortamlarin

fitoremediyasyonunda kullanilabilecegi diistiniilmektedir.
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