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OZET

Hiicre ici salgt yolu Endoplazmik Retikulum (ER) ve Golgi agim kapsar. Bu iki organel
arasimdaki tagmmm COP ortiilii vesikiiller aracilig: ile gergeklestirilir. ARF1, COPI ortiili
vesikiiller tarafindan Golgi keseciklerinden ER’a ve Golgi kesecikleri arasindaki geri yonlii
tagimiminda 6nemli rol oynar. SAR1 COPII ortiilii vesikiillerin olugumuna katilir ve kargonun
ER’dan Golgi keseciklerine tagimimina aracilik eder. ARF1 ve SARI1 proteinlerinin bitki
hiicrelerindeki iglevleri ile ilgili yeterli bilgi bulunmamaktadir.

Bu ¢alismada, Baklagil (Leguminosae) bitkileri ile yapilan molekiiler biyoloji caligmalarinda
model bitki olarak bilinen Medicago truncatula kullanildi. Medicago truncatula’ da farklh
gelisim evrelerinde, farkli bitki kisimlarinda ve nodiil olusumuna bagli ARF1 ve SARI1
proteinlerinin diizeyleri incelendi. Farkli bitki kisimlarina ait protein Grnekleri SDS-PAGE
yontemi ile ayrnstirilarak PVDF membrana aktarildi. ARF1 ve SARI1 proteinlerinin
incelenmesi immiinolojik belirleme ydntemi ile gergeklestirildi. Immiinolojik belirlemede
Arabidopsis thaliana ARF1 ve SARI1 proteinlerine karsi gelistirilmis olan antikorlar
kullanildi. SAR1 protein diizeyinin nodiilli koklerde nodiilsiiz olanlara gore daha yiiksek
oldugu belirlendi. Rhizobium kiiltiiri bulunan toprakta yetistirilmis olan 2.5 aylik bitkilerin
farkli kisimlarinda yapilan incelemede koklerde SAR1 diizeyinin yaprak ve gévde kisimlarina
oranla daha fazla oldugu saptandi. Bununla birlikte 3.5 aylik bitkilerin nodiil ve ko6k
kisimlarindaki SAR1 protein diizeyinin egit oldugu belirlendi. Farkhi gelisim evrelerinde,
farkl1 bitki kisimlarinda ve nodiil gelisimine bagh olarak ARF1 protein diizeyinde belirgin
farkliliklar g6zlenmedi. Bu c¢alisma M. truncatula’ min kok, gbvde, yaprak ve nodiil
kisimlarinda ARF1 ve SARI1 protein diizeylerindeki farkliliklar: gbsteren ilk aragtirmadar.

Anahtar Kelimeler: Medicago truncatula, Rhizobium, vesikiiler trafik, nodiil olusumu,
ARF1, SAR1.




ABSTRACT

Secretory pathway involves Endoplasmic Reticulum (ER) and Golgi apparatus. COP coated
vesicles mediate ER-Golgi transport. ARF1 plays an important role in the transport of cargo
in COPI coated vesicles in retrograde transport from Golgi cisternae back to ER and
retrograde transport between Golgi cisternae. SAR1 is a component of COPII coated vesicles
and plays an important role in carrying cargo from ER to Golgi cisternae. Little is known
about the ARF1 and SAR1 protein functions in plant cell.

In this study, we used Medicago truncatula known as a model leguminous plant in molecular
biology studies. ARF1 and SARI protein levels are investigated in nodule formation, at
different developmental stages and different plant parts of M. truncatula. Protein fractions
from different parts of plant were isolated by different centrifugation steps. The protein
samples were subjected to SDS-PAGE and were transferred on PVDF membrane.
Immunoblotting was carried out with antibodies raised against ARF1 and SAR1 proteins from
Arabidopsis thaliana. SAR1 protein level was higher in roots of nodulated plants compared to
that of non nodulated ones. The SAR! expression was high in roots compared to stems and
leaves of the plants when grown for 2.5 months in Rhizobium treated soil. On contrary
expression level of SAR1 in nodules and roots were found to be equal in 3.5 months old
plants. Our data shows that, there is no difference in ARF1 expression level at different
developmental stages in different parts of plant and also depend on nodulation. This study is a
first report showing the differential expression of ARF1 and SAR1 in nodules, roots, shoots
and leaves of M. truncatula.

Key Words: Medicago truncatula, Rhizobium, vesicular traffic, nodulation, ARF1, SAR1.
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1. GIRiS

Okaryotik hiicrelerde tiim proteinlerin translasyonu sitosolde bulunan serbest ribozomlarda
baslar. Bunlardan salg1 proteinleri veya protein modifikasyonlarin gergeklestirmek iizere,
salg1 yolunda yerlesik olarak kalacak olan proteinler, tagidiklart belirli sinyal dizileri aracilif
ile Endoplazmik Retikulum (ER) liimenine yonlendirilirler (van Vliet vd., 2003). ER’a gelen
proteinler, burada dogru sekilde katlanmalarinin ardindan en son hedeflerine taginirlar. Salgt
yolunun birbirini takip eden kompartmanlar1 arasindaki iliski, kargonun tagmimina aracilik
eden vesikiiller aracthig1 ile gergeklestirilir (Nickel ve Wieland, 1997). ER ve Golgi ag
arasindaki taginima aracilik eden vesikiillerin olusumunda ARF1 ve SAR1 GTPaz’lart 6nemli
rol alirlar. Maya ve memeli hiicrelerinde ER ve Golgi ag1 arasindaki vesikiil aracili tasginimda
ARF1 ve SAR1 proteinlerinin islev gérdiigii belirlenmistir (Balch vd., 1992).

Bitkilerde ilk kez bir ARF proteininin varlifinin saptandigi calismada, bezelye (Pisum
sativum) bitkisinde ARF1 proteini tanimlanmistir (Memon vd.,1993). Bitki hiicrelerine yakin
yap1 benzerligine sahip olan yesil alg Chlamydomonas reinhardtii’de insan ARF1’ine %90
benzerlik gosteren bir proteini kodlayan cDNA izole edilmistir (Memon vd., 1995).
Karnibahar (Brassica oleracea) bitkisi hiicrelerinde ARF1’in ER ve Golgi membranlarina
toplandig1 gosterilmisticr (Pimpl vd., 2000). Arabidopsis’de bulunan dokuz Arf geninden
altismin, Simf I ARF’lara yiiksek diizeyde -amino asit dizi benzerligi gOsteren ARF
proteinlerini kodladig: belirlenmistir (Jiirgens ve Geldner, 2002). SAR1’e homoloji gosteren
islevsel bitki genleri izole edilmistir (Aniento vd., 2003).

Yapilmis olan tim bu galigmalara karsin, ARF1 ve SAR1 proteinlerinin bitki hiicrelerindeki
fonksiyonlart hakkinda yeterli bilgi bulunmamaktadur.

Bu calismada Medicago truncatula bitkisinde farkli gelisim evrelerinde, farkh bitki
kisimlarinda ve nodill olusumuna bagli olarak degisen ARF1 ve SAR1 diizeyleri
incelenmigstir. Bitkilerde farkli parametrelere gore degisen ARF1 ve SARI1 dizeyleri
hakkindaki veriler, hiicre i¢i vesikiiler trafikte bu proteinlerin islevleri hakkinda 6nemli ip
uclan saglayacaktir.

Yapilmig olan bu ¢alisma aym zamanda Leguminosae (Baklagil) ailesi bitkilerinin, toprakta
bulunan Rhizobium bakterileri ile siirdiikleri simbiyotik yasam yolu ile, havadaki serbest
azotu fikse etmelerinin hiicre i¢i vesikiiler trafige etkisini anlamada 6n bilgi olusturmustur. Bu
etkinin anlagilmasinin Leguminosae familyas:1 bitkilerinde nodiil olusumu ile gergeklesen

protein igerigine bagli bitki kalitesinin artirilmast yolunda Onemli bir admm oldugu



diigtiniilmektedir.

Bu ¢aligmada iilkemizde 6nemli bir ¢ayir-mera bitkisi olan Medicago sativa (yonca)’nin yakin
akrabas1 olan Medicago truncatula bitkisi kullamlmustir. Medicago truncatula, tetraploid bir
genoma sahip olan Medicago sativa’dan daha kiigiik, diploid bir genoma sahip olup, tiim
diinyada baklagil bitkileri ile ilgili olarak yiiriitiilen molekiiler biyoloji ¢alismalarinda model
bitki olarak kullamlmaktadir.



2. LITERATUR BIiLGisi

2.1 Hiicre I¢i Vesikiil Trafigi
Okaryotik hiicrelerde hiicre igi protein taginimi, &rtii yapilarimi olusturan proteinlere gére
adlandinlan  kiigiik tasinim  vesikiillerince  gergeklestirilir.  Vesikiiller tarafindan

gerceklestirilen bu taginim olaylar vesikiiler trafik olarak adlandirilir.

Vesikiiler trafik yolunda ilk adim, vesikiil Orti yapisini olugturacak olan proteinlerin,
sitosolden verici membran boliimiine toplanmasidir. Daha sonraki adimlar ise tagimim
vesikiiliiniin olugsmasi, olustugu membran bélgesinden tomurcuklanarak ayrilmasi ve en son
olarak bu vesikiiliin hedef membranla fiizyonudur (Seaman vd., 1996). Vesikiiler trafikte,
membranda meydana gelen her bir tomurcuklanma olayinda, taginim vesikiillerini farkli ortii
proteinleri olusturur ve bu ortii proteinleri dogrudan ya da dolayli olarak kargo molekiillerinin
seciminde rol oynarlar (Schekman ve Orci, 1996).

Kalatrin ortiilii vesikiiller frans-Golgi agindan tasinimda ve endositozda, COPII oOrtiild
vesikiiller ER’dan ¢ikista, COPI ortiilii vesikiiller ise Golgi ve ER ile Golgi kesecikleri
arasindaki tagimimda gorevlidirler (Wieland ve Harter, 1999). Diger bir ifade ile COPII ortiilii
vesikiiller yeni sentezlenen proteinlerin ER’dan tagimmina aracilik ederlerken; COPI ortiilii
vesikiiller hiicre i¢i tagimimin daha sonraki asamalarinda gorev alilar (Antonny ve Schekman,
2001).

COPI ve COPII ortiili vesikiillerin olusumunda kiigiik GTPazlar 6rtii yapisinin kurulmasini
ve vesikill olusumunu baglatir. GTPazlara bagli GTP’nin hidrolizi bu ortli yapilarin
dagilmasi i¢in gereklidir. COPI ve COPII ortiilii vesikiillerinin olugumunu baglatan kiigiik
GTPazlar ARF ve SAR proteinleri olup; bu proteinler 6nemli amino asit dizi benzerligine
sahiptirler (Barlowe, 1995) .

2.2 Kalatrin Ortiilii Vesikiiller

Ik aydinlatilan membran Grtii yapist kalatrin Srtiidiir. Ortii yapisinin olusumu ve bu Srtiiniin
olusturdugu vesikiiliin membran bélgesinden ayrilmasi igin kalatrin, adaptin ve dinamin
proteinleri gereklidir.

Kalatrin, ti¢ kollu bir yapiya sahip olmas: nedeni ile triskelion olarak adlandirilan, {i¢ agir ve
ti¢ hafif zincire sahip olan bir molekiildiir (Kirchhausen, 1999).

Adaptor protein kompleksinin (AP) dort altbirimi, adaptinler olarak adlandinlmigtir. AP’nin



gesitli siniflarini olusturmak iizere bu adaptinler farkl: sekillerde kombine oturlar. AP’ler hem
kalatrinle hem de membrana bagh kargo ile etkileserek, membran ve kalatrini baglayan bir
koprii rolii oynarlar (van Vliet vd., 2003, Kirchhausen, 1999 ).

Kalatrin 6rtiili vesikiil olusumunda, kalatrin molekiilleri reseptér proteinlere tutunurlar.
Endositozda bu etkilesim plazma membran adaptér protein kompleksi (AP) (a-adaptin, B-
adaptin, AP50, AP17) ile saglanir. Trans-Golgi’den olusacak olan Ortiilii vesikiillerde ise
kalatrin molekiilleri lizozomal veya vakuolar proteinlerin trafiginde rol alan protein
reseptOrlerini yakalar. Bu bélgeye toplanma plazma membran adaptorleri ile aym role sahip
belirli bir AP (B-adaptin, y-adaptin, AP47, AP19) ile gergeklestirilir. Reseptorlerin
sitoplazmik kuyruklari, adaptér proteinleri vesikiil olusum bdlgesine ¢eken yoOnlendirme
determinantlarina sahiptirler (Schekman ve Orci, 1996, Aniento vd., 2003).

Sitosolden trans-Golgi membranina toplanan AP aymi zamanda AP-1 olarak adlandirilir, AP-
1 adaptor kompleksi bu bélgede ayni zamanda kalatrinle bir araya gelir, boyle bir olugumu
igeren membran bdélgesi tomurcuklanmaya sevk edilir. ARF1 GTPazinin, AP-1’in membrana
toplanmasinda gerekli oldugu gosterilmigstir. AP-1 adaptdr kompleks frans-Golgi membran
iizerinde toplanirken; plazma membran iizerinde toplanan AP, AP-2 adapt6r kompleks olarak
adlandinlir. Her iki durumda da ¢Oziinmiis haldeki kalatrin, membranla birarada bulunan
adaptorlere baglanir (Seaman vd., 1996, Aniento vd., 2003).

Ortii yapis1 tamamlanmis olan, kalatrin &rtiilii bir vesikiiliin membrandan ayrilmasi igin bir
GTPaz olan dinamin proteininin aktivitesi gereklidir. Dinamin bir periferal GTPaz olup,
vesikiiliin membrandan ayrilmasindan 6nce tomurcugun boyun kisminin bogumlanmasinda
rol alir (Kirchhausen, 1999). Vesikiiliin ayrilacagi membran bdlgesinin boyun kisminda
kendiliginden kurulan dinamin, kendine bagli GTP’yi hidrolize ederek, 6rtii yapis1 olugmus
olan vesikiiliin membrandan ayrilmasim saglar. Tomurcuklanmanin ardindan oksilin proteini,
kalatrin Ortilye baglanarak saperon Hsc70 (Heat shock cognate 70)’in bu bolgeye
toplanmasim saglar. Hsc70, ATP hidrolizi ile kalatrin ortii yapisinin dagilmasim saglar, bu
durum vesikiiliin, hedef membran ile fiizyonu igin sarttir (van Vliet vd., 2003).

2.3 COP (Coat Protein) Ortiilii Vesikiiller

Salgi yolundaki organeller, proteinlerin gesitli hiicre i¢i membran kompartmanlarina ve hiicre
yiizeyine yonlendirilmelerinde gorev alirlar. Okaryotik hiicrelerde islevleri agisindan, her bir
organelin 6zgiin protein ve lipid igerigine sahip olmalar1 gerekir (van Vliet vd., 2003). ER ve
Golgi a8, yerlesik proteinlerin ER’da birikmesi i¢in etkin bir mekanizma ile isbirligi yaparlar.



[leri yonlii vesikiil tagmum (“anterograde”) ile membranlar ve proteinler Golgi agmna
ulagtirilir, burada belirli protein ve lipidler geri yonlii vesikiil taginimi (“retrograde™) ile ER’a
geri gotlriilmek tizere segilirler. Bu islemler dizisi, ileri yonlii tasinim icin gerekli olan
unsurlarin geri doniisii ve iki organel arasindaki farkli protein ve lipid igeriginin siirdiiriilmesi

icin gereklidir (Hadlington ve Denecke, 2000).

Verici membran yiizeyinde, vesikiilii olusturacak olan 6rtii yapistmin kurulmasimn genel bir
mekanizmas1 vardir. Kiiglik GTPaz (ARF1 ya da SAR1) GTP bagh formunda membrana
bagh duruma gelmis olmalidir. Daha sonra heterooligomerik protein komplekslerinin
membrana baglanmas: ile Ortii yapist kurulur ve membran tomurcuklanmaya sevkedilir
(Barlowe, 2000). Verici organeldeki membran proteinleri 6rtii yapisi olusumunda 6nemli role
sahiptirler. Bu transmembran proteinlerin iki igleve sahip oldugu ileri siirlilmiistiir. Bu
islevlerden ilki sitoplazmada ¢Gziinmiis halde bulunan 6rtii bilesenleri icin sitosolik tarafta
Ortli reseptorii olarak; ikincisi ise liimen tarafinda kargo proteinlerinin ydnlendirilmesinde
gorev almalandir (Wieland ve Harter, 1999). COP ortiilii vesikiiller, p24 transmembran
protein ailesine dahil olan p23 ve p24 proteinlerini igerirler. Bu proteinler COPI ve COPII
ortii proteinleri ile etkilesirler. Ayrica, bunlar vesikiil tomurcuklanmas: siirecinde kargo

reseptorii olarak gorev alirlar (Gommel vd.,1999, 2001).

In vitro kosullarda lipozomlar ve saflastirilmms vesikiil 6rtii proteinleri kullanilarak, COP
ortiilii vesikiillerin olusumu gergeklestirilmistir (Matsuoka ve Schekman, 2000).

2.3.1 COPI Ortiilii Vesikiiller

COPI 6rtii olusumunun baglamasinda ilk adim ADP ribozilasyon faktér 1 (ARF1)’in Golgi
membranina baglanmasidir. Bu olayin gerceklesmesinde reseptérler dnemli rol oynarlar.
Golgide yerlesik durumdaki transmembran protein p23, ARF1’in membrana baglanmas: igin
gereklidir. p23 allellerinin her ikisinde de meydana getirilen hasarin, farelerde erken
embriyonik letaliteye neden oldugu belirlenmistir (Denzel, 2000). ARF1’in GDP bagh
formunun (ARF1-GDP) p23 ile etkilestigi, buna karsin GTP bagh formunun (ARF1-GTP)
p23’e belirgin bir afinitesinin olmadigi gosterilmistir. ARF1 Golgi membrammna GTP
formunda baglanmadan 6nce, ilk olarak p23 kargo reseptoriiniin sitoplazmik kismu ile GDP
formunda dogrudan etkilesir. p23°iin sitoplazmik kismi ARF1-GDP igin bir reseptdrdiir.
(Gommel vd., 2001, Aniento vd., 2003) Meydana gelen GDP-GTP degisimi ARF1’de
konformasyonel degisime ve bagh oldugu p24 ailesi proteininden ayrilmasmna neden olur

(Amor vd., 1994, Goldberg 1998). Bunun sonucunda ortii yapis1 kurulmak {izere katamerler



membranin bu bélgesine toplanirlar; ARF-GTP katamerin y-COP ve B-COP altbirimleri ile,
p23’iin sitoplazmik kuyrugu ise y-COP altbirimi ile etkilesir (Wieland ve Harter, 1999).
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Sekil 2.1 ARF1”in Golgi membranina toplanmasinda 6ne siiriilen model. ARF-GDP
membrana diisiik afinite ile baglanir, daha sonra p24’e baglanarak memranla etkilesimini
kararli hale getirir. GDP-GTP degisiminden sonra ARF-GTP, p24°den ayrilir. ARF1-GTP ve
p23, katamer altiinitelerine baglanir (Aniento vd., 2003).

Liimende ¢dziinmiis halde bulunan ER yerlesik proteinleri, karboksi terminal bir yonlendirme
sinyali (6rnegin; HDEL, KDEL) tagirlar. Bu sinyal amino asit dizileri, bu proteinlerin ER’da
birikmelerinden sorumludur. Maya ve memeli hiicrelerinde bu sinyal motifleri transmembran
bir reseptér olan ERD2 (ER-retention-defective) tarafindan taninirlar. ERD2, Golgi aginda
bulunur ve ER’da yerlesik olarak kalmasi gereken proteinlerin Golgi agindan geri yonlii
tagiimu igin gereklidir. Mayada ERD2 geninin delesyonu letaldir. ERD2’nin bir bitki

homologu Arabidopsis thaliana’da tanimlanmistir (Hadlington ve Denecke, 2000).

Kargonun hedef membrana etkin sekilde ulagtinlabilmesi igin, olusan COPI vezikiiliiniin 6rtii
yapisimn dagilmast gerekir. Bu islemde ARF’a bagli GTP’nin hidrolize edilmesi sarttir; bu
acidan ARF proteini tarafindan meydana getirilen GTPaz dongiisii, vesikiiler trafikte nemli

bir yere sahiptir (Goldberg, 1999, Poon vd., 1999).

2.3.1.1 ARF1 (ADP Ribozilasyon Faktor)

ARFI proteini, ER-Golgi agi arasindaki vesikiil aracili trafikte diizenleyici bir role sahip
olup, Golgi keseciklerinden ortiilii vesikiil olusumu igin gereklidir (Kahn vd., 1992). ARF ilk
olarak adenilat siklazin diizenleyici altbiriminin kolera toksin tarafindan ADP-

ribozilasyonunda bir kofaktor olarak kesfedilmistir (Balch vd., 1992).



Kigiik (21kD) bir GTP baglayict protein olan ARF, GDP bagh formda genel olarak
sitoplazmada ¢6ziinmiis halde bulunur, buna karsin GTP bagh aktif formu membrana sikica
baglidir. ARF proteinleri yitksek derecede korunmus proteinler olup; tiim o&karyotlarda

bulunurlar (Donaldson ve Jackson, 2000).

Fungal metabolit brefeldin A (BFA)’nin Golgi kompleksi iizerinde ilk gozlenen etkisi protein
salgt yolunun inhibe edilmesi olmugtur (Hunziker, 1992). ARF tarafindan diizenlenen, COPI
vezikill ortli proteinlerinin Golgi membranmna geri doniisiimlii olarak baglanmas isleminin
BFA tarafindan inhibe ediliyor olmasi aslinda, BFA’nin ARF fiizerinde, GEF tarafindan
gergeklestirilen guanin niikleotid degisiminin inhibe edilmesinden kaynaklanmaktadir (Teal
vd., 1994).

Memeli ARF proteinleri ii¢ simifa ayrilmistir. Smif I (ARF1-ARF3), Simf I (ARF4 ve ARF5)
ve Simf 1T (ARF6) (Hosaka vd., 1996). Saccharomyces cerevisiae’de ii¢ ARF proteini vardir.
Bu organizma igin ARF1 ve ARF2, islevsel olarak birbirinin yerini tutabilir ve bu hiicrelerin
canl kalabilmeleri i¢in bu iki proteinden en az birine ihtiyaglari vardir. ARF3 biiyiime i¢in
esas degildir ve muhtemelen memeli ARF6 proteinine karsilik gelir. Drosophila melanogaster
ve Caenorhabditis elegans’da memeli ARF’larina benzer ARF’larin varligi belirlenmistir

(Donaldson ve Jackson, 2000).

Smif T ARF’lar ER-Golgi trafiginde ve endozomal sistemde gorev alirlar. Siif I ARF'larin
fonksiyonlart tam olarak bilinmemektedir. Simf III ARF proteini, ARF6, endozomal-plazma

membran sistemde islev goriir (Donaldson ve Jackson, 2000).

Tim ARF’lar amino terminal miristilasyon dizisi igerirler. Translasyon sonrasi gergeklesen
N-miristilasyon, ARF’larin membranla olan guanin niikleotid bagimh etkilesiminde
onemlidir. ARF-GDP’nin ARF-GTP’ye déniisiimiiniin, amino terminalde bir konformasyonel
degisime neden oldugu ve miristile grubun membrana girmesini sagladigi éne stiriilmistiir.
(Franco vd., 1996). ARF1-GDP/Sec7 yapisinin (2.3.1.3) olusumundan once, ARF1’in
miristile N-terminal heliksinin, membrana bagli formda olmasi gerekir (Béraud-Dufour vd.,

1999).

ARF’in GDP bagli inaktif formu sitosolikdir; buna kargin GTP bagli ARF, miristilasyon dizisi
aracili olarak ikili lipid tabakasi ile biraraya gelir (Goldberg 1998).

ARF1, COPI 6rtii olusumunun yaninda frans-Golgi’den tasinimda rol alan vesikiillerin

olusumuna da  katilir (Barr ve Huttner, 1996). ARF1’in endositozda, kalatrin ortiilii



vesikiillerin olusumunda da rol aldigi gosterilmistir (Lenhard vd., 1992). Ayrica aktin
yapisinin kurulusunda ARF6 proteininin rol aldig1 saptanmustir (Schafer vd., 2000).

2.3.1.2 Katamer

Katamer, COPI ortiilii vesikiillerin 6nemli bir bileseni olup; ER’da yerlesik membran
proteinlerinin ve p23 iin sitoplazmik bolgesindeki ikili lizin motifine baglanir. COPI 6rtiilii
vesikiillerinin 6nemli, tip I membran proteini olan p23’iin sitoplazmik bélgesi KKXX geri
donitis motifi ile katamerin y altbirimi ile etkilesir (Harter ve Wieland, 1998; Nickel ve
Wieland, 1998; Weidler vd., 2000).

600 kD’luk katamer, 7 altbirimden olugur. a-COP (140 kDa), B-COP (107 kDa), y-COP
(97kDa), B’-COP (102 kDa), 8-COP (57 kDa), e-COP (35 kDa), (-COP (20 kDa) altbirimleri
bir araya gelerek katamer yapisini olustururlar (Harter ve Wieland, 1996). Katamer
altbirimlerinin in vivo biraraya gelisinde, tiim altbirimlerin dogrudan etkilestigi, olusan

katamerin 28 saatlik yar1 dmiirle kararl halde kaldig belirlenmistir (Lowe ve Kreis, 1996).

2.3.1.3 Guanin Niikleotid Degistirme Faktirii (GEF)

ARF1’in aktivasyonu GEF’lerle kontrol edilir. ARF1 iizerindeki GDP-GTP degisimini
katalizleyen GEFler (ARF GEFler) 200 amino asitten olusan ve Sec7 olarak adlandirilan bir
boliime sahiptirler. Bu Sec7 béliimiiniin in vitro kosullarda, ARF iizerinde GDP’nin GTP’ye
degisimi igin yeterli oldugu gdsterilmistir (Donaldson ve Jackson, 2000). Sec7 boliimii
ARF1’in anahtar bélgesine baglanir ve bakiyeleri dogrudan GTPaz aktif bolgesine sokar
(Goldberg 1998).

Geal, mayada bulunmus ilk GEF proteinidir. Insanda aydinlatilmis olan ARNO (“ARF
nucleotide-binding-site-opener™) proteini bir ARF-GEF olarak maya hiicreleri ile korunmus
olan Sec7 bolgesini paylagir (Chardin vd., 1996). ARNO Sec7 bolgesinin ARF1 ile etkilesim
yeri belirlenmigtir (Mossessova vd., 1998). Sec7 béliimiinii iceren GEF’ler ARF’in
regilasyonunu  gergeklestirerek, hiicre ici membran kompartmanlarinin -~ yap1  ve

fonksiyonlarin kontrol ederler (Franco vd., 1998).

ARF GEF’lerin 6nemli iki ailesi bilinmektedir: ~200 kDa ve ~50 kDa’luk GEF’ler. ~200
kDa’luk GEF’ler, protein salgi yolunu bloke eden fungal metabolit BFA tarafindan inhibe
edilirken, ~50kDa’luk GEF’ler BFA’ya hassas degildirler (Togawa vd., 1999). BFA, ARF-
GDP-GEF ti¢liisiinii stabil hale getirir ve boylece ARF aktivasyonu bloke olur.

Yiiksek molekiil agirlikli ARF GEF lerin Gea/GBF/GNOM ve Sec7/BIG altaileleri ER-Golgi



sisteminde islev goriirken; ARNO/sitohesin/GRP ve EFA6 altaileleri oncelikli olarak
endozomal-plazma membran sistemde islev gériirler. Tiim ARF GEF ler sitosolde ¢oziinmils

halde bulunurlar (Donaldson ve Jackson, 2000).

2.3.1.4 GTPaz Aktivasyon Proteinin (GAP)

ARF tarafindan GTP’nin hidrolize edilmesi olay1, Golgi kaynakli COPI tasinim vesikiillerinin
orti yapisinin dafilmasinda diizenleyici role sahiptir. Ayrica bu GTP hidrolizi, membran
kargolarinin COPI vesikiillerine alimi igin de gereklidir (Malsam vd., 1999). ARF’larin ¢ok
diisiik diizeyde intirinsik GTPaz aktivitesine sahip olmalar1 nedeni ile, ARF islevi igin bir
GAP (ARF-GAP) gereklidir (Poon vd., 1999). Etkin GTP hidrolizi ARF1, ARF-GAP ve
katamer ti¢liisiintin bir araya gelmesiyle gergeklesir (Goldberg, 1999).

GAP’ler ARF’a bagli GTP’nin hidrolizini tesvik eder, bunun sonucunda ARF , inaktif GDP
bagli formuna doner. Tiim ARF-GAP’ler 70 amino asitlik ortak bir GAP bolgesi igerirler. Bu
bolgede, GAP aktivitesi i¢in kritik olan ¢inko parmak motifi bulunur. Bu motife ek olarak tiim
ARF GAP’ler bu bdlgede, korunmus bir arjinin tasirlar ve bu arjinin GAP aktivitesi igin
gereklidir (Donaldson ve Jackson, 2000, Wakeham vd., 2000).

Insan hiicrelerinde en az 15 gen, ARF-GAP kodlar. Bu proteinlerin tiimii ¢inko parmak

motifini igeren korunmus ARF-GAP bélgesini igerirler (Randazzo ve Hirsch, 2004).

2.3.2  COPII Ortiilii Vezikiiller

COPITI ortiilii vesikiiller, ilk olarak mayada belirlenmis ve daha sonra memeli hiicrelerinde de
karakterize edilmistir. COPII 6rtiilii vesikiiller, salgi yolunda proteinlerin ER’dan Golgi agina
taginimina aracilik eder. Maya ve memeli hiicrelerinde COPII értiilii vesikiillerinin olusum
mekanizmas iyi anlagilmis olup, bitkilerde COPII vesikiillerinin bilesenleri son on yil iginde

tanimlanmustir (Phillipson vd., 2001, Aniento vd., 2003).

Salgi yolunda ER’dan Golgi agina taginim reaksiyonu siirecinde, COPII értiilii vesikiillerin in
vitro tomurcuklanmasi igin gerekli olan unsurlar: Membran, SAR1 proteini ile Sec23/24 ve
Secl3/31 protein kompleksleridir. GTP varliginda bu proteinler, ER kaynakli vesikiilleri
olusturmak {izere membrana toplanirlar (Barlowe, 1995). SARI, Sec23-Sec24 ve Secl3-
Sec31 proteinlerinin, GTP’nin hidrolize olmayan analogunun bulundugu ortamda, sentetik
lipozomlardan COPII ortiilii vesikiiliiniin olusumunda yeterli oldugu gosterilmistir (Barlowe,

2003).

Membrana bagli ve aktive edilmis SAR1 proteini, tomurcuklanmay: baslatacak drtii yapisini
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olusturmak iizere, Sec23/24 ve Sec13/31 protein komplekslerini toplar (Sekil 2.2). SARI’e
bagli GTP’nin hidrolize edilmesi, Sec23/24 kompleksinin Sec23 altbirimi tarafindan tesvik
edilir. SAR1, GTP’nin hidrolize edilmesi ile vesikiilden ayrilarak serbest kalir ve COPII 6rtii
kompleksinin dagilimt baglar. Ortii yapisinin dagilmasi, kargoyu tastyan vesikiillerin hedef
Golgi agina fiizyonu i¢in gereklidir (Barlowe, 1995).

ER’dan taginacak olan kargo SARI-Sec23-Sec24 tomurcuklanma o6ncesi kompleksine
baglanmast i¢in belirli sinyal motifleri tasirlar. Coziinmiis kargo proteinleri értii altiinitelerine

dogrudan baglanamazlar, bunlar i¢in transmembran kargo reseptorleri vardir (Barlowe, 2003).

ER salgl yolundaki ilk organeldir. ER’da kargonun segimi ve ihrag edilmesi i¢in COPII &rtiilii
vesikiillerin olusumunda, SAR1 GTPaz tek bagina membran kargo segimini, diger sitosolik
COPII 6rtii unsurlart toplanmadan baslatabilir. Viral glikoprotein VSV-G (vesikiiler somatitis
virlis glikoprotein)’nin sitoplazmik kuyrugunun SARI1 ile dogrudan etkilestigi ve ardindan
COPII 6rtii olusumunun basladigr gosterilmistir (Aridor vd., 2001).

Ozgiin transmembran kargo proteinlerinde, di-hidrofobik ve di-asidik motifler bulunur. Bu
sinyal dizileri sitoplazmik tarafta, COPII &rtii altbirimleri tarafindan tammnirlar. Coztinmils
haldeki kargo molekiillerinin ER’dan etkin taginimi igin reseptér proteinler gereklidir;
¢oziinmis kargoyu ER kaynakli vesikiillere yonlendiren sinyal dizileri hakkinda fazla bilgi
bulunmamaktadir (Barlowe, 2003).

2.3.2.1 SAR (“Secretion Associated Ras”) 1

SAR1 GTPaz, ER’dan kargonun taginimim gergeklestiren COPII vesikiillerinin énemli bir
ortll bilesenidir. ER’da yerlesik durumdaki Secl2 proteini, SAR1’in guanin niikleotid
degisimini kataliz eder (Weissman vd., 2001). SAR1-GTP, lipid yiizeye dogrudan baglanir
(Antonny ve Schekman, 2001). 21kD’luk SAR1 GTPaz, ARF ailesi GTPazlari ile yakin

amino asit dizi benzerligine sahiptir (Barlowe, 1995).



{a)

(b)
(c)
@ T A RO

Sekil 2.2 ER membraninda COPII 6rtii olusumunun diizenlenmesi. (a) Sec12, sitosolde
¢Oziinmiis haldeki SAR1"i baglar ve SARI1 tizerinde GDP-GTP degisimini tesvik eder. (b)
SAR1-GTP membrana baglandiginda, Sec23/24 kompleksini ER membranina geker. (c)
Sec23, SAR1’e bagli GTP’yi hidrolize ederek SAR1’in membrandan ayrilmasin saglar. (d)
Sec13/31 kompleksi Sec23/24 kompleksine baglamur (Roth, 2000)



2.3.2.2 Secl2

Tip II transmembran proteinlerinin bir {iyesi olan Secl2, ER’dan tasimum vesikiillerinin
tomurcuklanmasi igin gereklidir. Sec12 proteini, SAR1’in guanin niikleotid degisimini kataliz
eder (Barlowe ve Schekman, 1993, Weissman vd., 2001). Integral bir membran glikoproteini
olan Secl2 bu katalizi ER’nin sitosolik yiiziinde, vesikiil olusum bélgesinde SAR1’i aktive
ederek gerceklestirir (Barlowe, 1995).

Secl2 proteininin amino terminal sitosolik bélimii, COPII értiilii vesikiillerle tagimm igin

gereklidir (d’Enfert vd., 1991).

2.3.2.3 Sec23/24 ve Sec13/31 Protein Kompleksleri

400kDa’luk Sec23/24 kompleksi Sec23 ve Sec24 polipeptidlerini igerir. Sec23p 85kD’luk,
SART’e dzgiin bir GTPaz aktive edici protein (GAP) dir. Sec24p 105kD’luk bir proteindir.
700kD’luk Sec13/31 kompleksi 34kD’luk Secl3p ve 150kD’luk Sec31p polipeptidlerinden
olusur (Barlowe, 1995).

Sarl-Sec23-Sec24 tomurcuklanma Gncesi kompleksi ile yapilmis olan yapisal calismalarla,
Sec23 altbiriminin SARI i¢in baglanma yiizeyi sagladigi belirlenmistir. Sec23 alt birimi,
COPII ortiilii vezikiillerin olusumunda SAR1’e dzgiin GAP aktivitesine sahiptir (Barlowe,
2002, 2003). Sec24 altbiriminin kargo taninmasinda etkili oldugu 6ne siiriilmiistiir. SAR1 ve
Sec23-24 protein kompleksinin var oldugu kosullarda, ER membranindan kargo igeren
tomurcuklanma 6ncesi kompleksi izole edilebilmistir. Sec 24’iin tek basina ikili asidik bir
motif tagiyan transmembran kargonun sitoplazmik yiizeyine baglandigi gosterilmistir (Miller
vd., 2002).

2.4 Vesikiillerin Hedef Membranla Fiizyonu
Ortiilii vezikiillerde hedef membranla fizyon, ortii depolimerize olduktan sonra meydana

gelir. Bu fiizyona bir grup protein aracilik eder.

NSF (“N-etilmaleimide-sensitive fusion protein”), SNAP (“soluble NSF attachment protein”)
ve SNARE (SNAP reseptor) proteinleri, vesikiillerin tagidiklart kargoyu bosaltmalari amact
ile hedef membrana fiizyonunda gereklidirler (Séllner vd., 1993). Vesikiildeki (v-SNARE) ve
hedef membrandaki (t-SNARE) SNARE’ler bir araya gelerek kompleks olustururlar, bunun
sonucunda iki membran fiizyon olur ve kargo hedef bdlgeye bosaltilmis olur. Her bir tagimm
vesikiil tipinde dzgiin V-SNARE, ve hedef membranda da buna uygun t-SNARE proteinleri
bulunur. NSF, SNARE komplekse SNAP yolu ile baglanir ve ATP hidrolizini katelize eder;
bdylece SNARE kompleksi ayrilir ve sonraki tasinim olaylarinda tekrar kullamilirlar (van



Vliet vd., 2003).

2.5  Bitkilerde COP Ortiilii Vesikiiller

Bitkilerin hiicre i¢i salgt yolu vesikiil tasiumi ile yiriitillen bir organeller agidir. Bitki salgi
yolu boyunca proteinlerin yonlendirilmesinde, reseptorler tarafindan, proteinlerin tasidiklar:
sinyallerin 6zgilin sekilde taninmasi gereklidir. Coziinmiis proteinler i¢in taninma, liimende
gergeklesir. Bitkiler biyokimyasal yollarda maya ve memeli hiicrelerinden farkli birgok
ozellige sahiptir. Bu farkliliklar esas olarak geg sekresyon yolunda, Golgi agindan vakuolar
kompartmana tasimmda goriiliir (Hadlington ve Denecke, 2000; Aniento vd., 2003).

Golgi a1 bitki hiicrelerinde birgok kesecikten olusmustur, bazi kaynaklarda diktiyozomlar
olarak da adlandinlmislardir. Bitki gelisimi ve hiicre béliinmesinde Golgi ag1, glikolizasyon,
protein yonlendirme ve hiicre duvari sentezinde ¢nemli bir role sahiptir; polisakkarid ve
proteinleri hiicre duvari veya vakuollere yonlendirme, ayrica ER’dan kagmis olan proteinleri

geri géndermeye aracilik eder (Dupree ve Sherrier, 1998).

ER, bitkilerde de salgl yolunda dogru katlanmig olan proteinlerin modifikasyon ve Golgi
agina teslim edilmesinden sorumludur. Bunu gerceklestirmek i¢in ER’da yerlesik ¢ok sayida

protein bulunur (Hadlington ve Denecke, 2000).

Hiicre i¢i salgi yolu, bitkilerde gelisim ve morfogenezde 6nemli rol oynar. Depo
proteinlerinin birikimi, bitki hiicre boliinmesi ve plazma membranin genislemesi gibi olaylar,
membranlarin, proteinlerin ve polisakkaritlerin, salgi yolundaki organeller aracilig: ile sentezi

ve trafii ile gergeklestirilir (Matsuoka ve Bednarek, 1998).

Yapilan galismalar COPI ortii protein homologlarinin bitki hiicrelerinde de benzer rol
oynadifl yolundaki kanitlar1 giin gectik¢e artirmaktadir; ancak bu protein homologlari tam
olarak karakterize edilememistir. In vitro COPI &rtiilii vesikiil analizlerinde, Karmibahar
(Brassica oleracea) bitkisi hiicrelerinde ARF1 ve katamerin sitosolden, karisik ER/Golgi
membranlaria toplandigi gésterilmistir (Pimpl vd., 2000; Aniento vd., 2003). Cesitli memeli
COPI ortii proteinlerine kargt iretilen antikorlar kullanilarak piring (Oryza sativa)

hiicrelerinde COPI altbirimlerinin varhg gdsterilmistir (Contreras vd., 2000).

Memeli ARF1’ine karsi hazirlanan antikor kullanilarak yapilan galismada, bitkilerde ilk kez
bir ARF proteinin varligi saptanms, bezelye (Pisum sativum) bitkisinde ARF1 proteini
tanimlanmustir (Memon vd.,1993).Bitki hiicrelerine yakin yapi benzerligine sahip olan yesil

alg Chlamydomonas reinhardtii’de insan ARF1’ine %90 benzerlik gosteren bir proteini
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kodlayan ¢cDNA izole edilmistir. C. reinhardtii’de tanimlanan iki Arf kopyasindan, birinin

hiicre boliinmesinde, digerinin 151k etkisi ile anlatim yaptifi belirlenmistir (Memon vd., 1995).

Arabidopsis’de bulunan dokuz Arf geninden altisinin, Sinif T ARF’lara %98-100 amino asit
dizi benzerligi gosteren ARF proteinlerini kodladigi, diger ii¢ ARF’1n ise insan ARF1’ine

%60 amino asit dizi benzerligi gosterdigi belirlenmistir (Jiirgens ve Geldner, 2002).

Arabidopsis COPII altbirim homologlarinin ER’daki yerlesimi gésterilmistir (Matsuoka ve
Bednarek, 1998).

AtSec2lp (y-COP, katamerin 100-kD lik altbiriminin Arabidopsis homologu) ve AtSec23
(COPII ortiiniin 85 kD’luk komponentinin Arabidopsis homologu ) antikorlarinin Kambahar
(Brassica oleracea) bitkisine uygulanmasi ile bu proteinlerin varligi, bu bitki hiicrelerinin

sitosol ve membran fraksiyonlarinda gosterilmistir (Movafeghi vd., 1999).

2.6 Medicago truncatula Bitkisi

Cizelge 1.1 Medicago truncatula’nin taksonomideki yeri [1]

Sinuif Magnoliopsida
Altsinif Rosidae
Takim Fabales
Aile Fabaceae (alt. Leguminosae)
Cins Medicago
Tiir Medicago truncatula

Diploid, tek yillik bir bitki olan Medicago truncatula, baklagil (Leguminosae) ailesine dahil
olan tiirler i¢in molekiiler biyoloji ¢alismalarinda en uygun modeldir [2]. M. truncatula basit
bir genoma (2n=16) sahip olup, organizmalar arasinda yapilmis olan genom igerigi ve
organizasyonu karsilagtirmalari, M. truncatula, bezelye ve yonca (Medicago sativa) arasinda

yakinlik oldugunu gostermistir [3].



Sekil 2.3 Calismada kullamilmak tizere, kontrollii kosullar altinda yetistirilmis olan 3.5 aylik
Medicago truncatula.

Diger bilinen baklagil bitkilerinden bezelye ve soya fasulyesi, M. truncatula’ya —gore
molekiiler genetik ¢alismalarinda daha az transformasyon ve rejenerasyon etkinligi
gosterdikleri gibi, her biri daha biiyiik genom boyutuna sahiptir. Ayrica M. truncatula ile
yakin akraba olan yonca (Medicago sativa) bitkisi poliploidi gosterir (Penmetsa ve Cook,
2000).

Bir baklagil olarak M. truncatula, en ok calisilmig olan model bitki Arabidopsis’den farkli

olarak azot fiske edici Rhizobium bakterisi ile simbiyotik bir yagam siirer [3].

2.7 Baklagillerde Azot Fiske Edici Kok Nodiillerinin Gelisimi

Azot birgok bitki tiirii i¢in en 6nemli sinirlayici elementtir. Topraktan saglanan azot, genelde
NOs™ seklindedir ve NH; sekline iki adimda indirgenir. flk adim, nitratin nitrite indirgenmesi
olup: bu adim bitki nitrat rediiktazi tarafindan katalizlenir. Bu enzimin etkin olmas hazir

halde bulunan nitrat varligina ve 1513a baghdir (Lucinski vd., 2002).

Toprak, bitki-Rhizobium etkilesiminde dogal bir alandir. Toprakta bulunan mikroelement,

organik madde ve diger unsurlar nodiilasyon olusumunu etkiler (Pueppke, 1986).
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Baklagiller koklerinden topraga flavonoid benzeri madde salarlar ve bu sekilde toprakta
bulunan Rhizobium hiicrelerinin aktivitelerinde degisime neden olurlar, Farkl: baklagil tiirleri
ozgiin flavonoid benzeri maddeler salarak, nodiilasyon siirecinde gerekli olan bakteriyel
genleri aktive ederler (Grierson ve Covey, 1988). Kok nodiillerinin gelisimi bakteriler
tarafindan salinan sinyal molekiilleri (Nod faktérleri) ile baglar. Bu temel sinyal molekiil
yapist farklt Rhizobium tiirleri tarafindan, konak bitkiye gore farkli Nod faktérler seklinde
modifiye edilir. Temel sinyal molekiil yapisinin biyosentezi icin tim Rhizobium irklarinda
yiiksek derecede korunmusluk gésteren nodiilasyon genleri (nodABC) gereklidir (John vd.,
1995).

Toprakta Rhizobium hiicreleri bitki kék tiiyleri ile bir araya gelirler. Bu bir araya gelisin
Ozglinliigiiniin, bitki hiicre duvarindaki lektinlerle bakteri hiicre yiizeyinin etkilesimi sonucu
gergeklestigi ileri stiriilmistiir. Bitki hiicre duvarindan infeksiyon ipligi olusur ve igteki
kortikal hiicrelere ilerler. Bunun sonucunda bu kortikal hiicreler boliniir ve infeksiyon ipligi
de boliinerek daha igteki korteks hiicrelerine dogru ilerler. Bakteriler infeksiyon ipliginin
ucundan kortikal hiicrelere bosaltilirlar ve bitki hiicresi plazma membrant tarafindan

gevrilerek bakteroidler haline gelirler (Grierson ve Covey, 1988).

Noduller, Rhizobium bakterilerinin atmosferik azotu, konak bitki tarafindan azot kaynagi

olarak kullanilabilecek amonyak haline ¢evirmeleri i¢in ortam saglar (John vd., 1995).

Belirli kok hiicre tirleri Nod faktérlere farkli yanitlar verirler. Medicago spp.’de kok tiiyleri
ve diger kortikal hiicreler, daha icteki korteks hiicrelerine bakterileri ulagtirmak {izere
infeksiyon ipligini olustururlar. Igteki korteks hiicreleri boylece bolinmeye tesvik edilirler ve
bunu nodiil meristemi olusumu izler. Bu hiicreler karakteristik periferal ve merkezi nodiil

dokularin olusturmak iizere farkhilagirlar (Gyérgyey vd., 2000).

Bu calismada ilk defa baklagil bitkilerinde nodiil gelisimi ile farkli bitki kisimlarinda ve farkli
gelisim evrelerinde kiigiik GTPaz’lardan ARF1 ve SARI1 in rolii incelenmigtir. Nodiil
gelisiminde bakteri infeksiyonundan sonra bakteroidlerin olusumu agamasinda yogun sekilde
meydana gelen vesikiil aracih tasinimda Rabl, Rab7 gibi kiigik GTPazlarin rol oynadig1
rapor edilmistir (Cheon vd., 1993).
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— Nodil hiicreleri

—— Bakteriler

Sekil 2.4 Yoncada kok nodiillerinin gelisimi (Yentiir,1995). Rhizobium bakterilerinin kok
tityleri ile bir araya gelmesi sonucu, kokiin daha igteki dokularina dogru ilerleyen infeksiyon
ipligi olusur. Bakteriler infeksiyon ipliginden korteks hiicrelerine bosaltilirlar.



3. MATERYAL VE METOD

3.1 Materyal

3.1.1 Bitki Materyali

Medicago truncatula bitkisinin tohumlari Géttingen Universitesi’den saglandi.

3.1.2  Rhizobium Bakterisi iceren Toprak Ornegi
Calismada M. truncatula koklerinde nodiil gelisimini saglamak i¢in Rhizobium igeren toprak
6rnegi kullanildi. Bu toprak dmegi, Tarim ve Koy Isleri Bakanligi Koy Hizmetleri Genel

Miidiirligi Toprak ve Giibre Arastirma Enstitiisti'nden saglandi.

3.1.3 Kullamlan Soliisyonlar

3.1.3.1 Hoagland Soliisyonu (Gatz, 1995)

Hoagland soliisyonu asagidaki stok soliisyonlardan taze olarak hazirlandi.

1 M NH4H;POy : 11.5 g NH4sH,PO4 (Sigma-M=115.0), son hacim 100 ml olacak sekilde ¢ift

distile su igerisinde ¢oziildii.

1 M KNO;: 10.11 g KNO; (Sigma-Ms=101.1) son hacim 100 ml olacak sekilde gift distile su
igerisinde ¢ozildu.

1 M Ca(NOj3)2.4H20: 23.62 g Ca(NO;3),.4H,0 (Sigma-Ma=236.2) son hacim 100 ml olacak

sekilde ¢ift distile su igerisinde ¢oziildii.

1 M MgSO4.H;0: 16.9 g MgSO4.H,0 (Sigma-Mx=169.0) son hacim 100 ml olacak sekilde

¢ift distile su igerisinde ¢oziildii.
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Cizelge 3.1 Hoagland Soliisyonu Icerigi

Soliisyon Kullanilan Miktar
1 M NH4H,PO4 1 ml
1 M KNO; 6 ml
1 M Ca(NO;3),.4H20 4ml
1 M MgSO4 2 ml
Soliisyon III 1 ml

Fe-EDTA 0.2 ml
ddH,O Son hacim 1 litre, pH:5.5

Cizelge 3.2 Hoagland Soliisyonunda kullanilan Soliisyon 111 igerigi

H3;BO; (CARLO ERBA-M»=61.843) 2.86 g/l
MnCl,.2H,0 (Fluka-Garantie-M=197.91) 1.81 g/l
ZnCly (Merck-Ma=136.28) 0.11 g/l
CuCly.2H,0 (Riedel-Ms=170.48) 0.05 g/l
Na;M00,4.2H,0 (Merck-Ma=241.95) 0.025 g/

Cizelge 3.3 Hoagland Soliisyonunda kullanilan Fe-EDTA igerigi

Na;EDTA.2H,0 (J.T.BAKER-Ms=372.24)  |37.3 mg/l

FeS04.7H,0 (BAKER-M4=278.02) 27.5 mg/l

N i¢ermeyen Hoagland Soliisyonu: Hoagland Soliisyonundaki 1 M NH4H,PO, yerine 1 M
KH,PO4 (Merck-Ma=136.09), 1 M KNO; yerine 1 M KC1 (Merck-74.56) ayni hacimlerde, 1
M Ca(NO3)2.4H,O yerine 0.1 M CaS04.1/2H,0 (Aldrich-Ma=145.15) 10 kati hacimde
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kullanilarak hazirlandi.

1 M KH,PO4: 13.6 g KHyPO4 son hacim 100 ml olacak sekilde ¢ift distile su igerisinde

¢ozildi.
1 M KCI: 7.46 g KClI son hacim 100 ml olacak sekilde ¢ift distile su igerisinde ¢oziildii.

0.1 M CaSOg4: 1.45 g CaSO4.1/2H,O son hacim 100 ml olacak sckilde cift distile su

igerisinde ¢oziildii.

3.1.3.2 Protein Oziitleme Tamponu

2 M Sukroz: 342.3 g sukroz, ¢ift distile su iginde son hacim 1 litre olacak sekilde ¢oziildii,
kaba filtre kagidindan gegirilerek 50 mlI’lik tiiplere ayrildi. Hazirlanan stok sukroz soliisyonu
-20 °C’de muhafaza edildi. ( FLUKA- C12H»041, Ma-342.3g)

0.1 M HEPES: 11.915 g HEPES ¢ift distile su iginde son hacim 500ml olacak sekilde
¢6ziildli, pH:7.2’ye ayarlandl. Soliisyon, kaba filtre kagidindan gegirildikten sonra
otoklavlandi. Hazirlanan stok soliisyon oda sicakhifinda muhafza edildi ( SIGMA- N-[2-
hidroksietil [piperazin- N’-[2-etansilfonik asit], CsH;sN,O4S, Ma= 238.3 ).

1 M MgCl: 20.331 g MgCl,.6HyO ift distile su i¢inde son hacim 100 ml olacak sekilde
¢ozildi, kaba filtre kagidindan gegirildikten sonra otoklavlandi. Hazirlanan stok soliisyon oda

sicakliginda muhafaza edildi. ( MgCl,.6H,0 Fluka- M= 203.31g).

0.1 M Benzamidin: 0.1566 g benzamidin cift distile su i¢inde son hacim 10 ml olacak sekilde
¢oziildi. Hazirlanan stok soliisyon 1.5 ml’lik mikrosantrifiij tiiplerine boliinerek -20 °C’de

muhafaza edildi. ( SIGMA-C7HgN,. HCI-Ms= 156.6 g).

1 M DTT ( Ditiyotreitol): 3.084 g DTT cift distile su i¢inde son hacim 20 ml olacak sekilde
¢oziildii. Hazirlanan stok soliisyon 1.5 ml’lik mikrosantrifiij tiiplerine béliinerek -20 °C’de

muhafaza edildi ( Fermentas- dithiotreitol- CsH 00,8, Ma= 154.2 g).

0.1 M PMSF: 0.1742 g PMSF, Etanol (Riedel) iginde son hacim 10 ml olacak sekilde
¢oziildi. Hazirlanan stok soliisyon 1.5 ml’lik mikrosantrifiij tiiplerine boliinerek -20 °C’de

muhafaza edildi ( SIGMA- Fenilmetilsiilfonilflorid-CsHsCH,SO,F Mp=174.19 g).

1 Litre Oziitleme Tamponu
Stok olarak hazirlanan soliisyonlardan 1 litre dziitleme tamponu hazirlamak igin gizelge

3.4’de goriilen miktarlarda kullamildi. Hazirlanmasindan sonra yar1 émrii 30 dakika olmast
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nedeni ile PMSF; oziitleme tamponuna kullammi 30 dakikayr gegtigi durumlarda tekrar
eklendi. Kullamm sonunda artan 6ziitleme tamponu, 50 ml’lik tiiplere ayrilarak -20 °C’de
muhafaza edildi; kullamlacagi zaman oda sicakhifinda ¢dziilmesi saglanarak, PMSF

eklendikten sonra kullanildi.

Cizelge 3.4 1 litre 6ziitleme tamponu igerigi (Memon vd., 1993)

Soliisyon Stok Kullanilan miktar
Sukroz 2M 500 ml
HEPES 0.1 M 100 ml
MgCl, 1M 5ml
EDTA 0.1M 10 ml
PMSF 0.1 M 1 ml

Benzamidin 0.1 M 5 ml
DG 1M 10 ml

3.1.3.3 Protein Konsantrasyonu Belirlemede Kullanilan Soliisyonlar:
Stok BSA (Sigir Serum Albumin) Soliisyonu: 2 mg/ml BSA(Sigma) stok soliisyonu
hazirlandt, -20 °C°de muhafaza edildi (Sigma).

Protein Standartlari: 2 mg/ml konsantrasyonundaki stok BSA kullanilarak, 0.1, 0.2, 0.3, 0.4,

0.6, 0.8, 1, 1.2, 1.5 mg/ml konsantrasyonlarinda protein standartlar1 hazirlandi.

BCA Protein Konsantrasyon Belirleme Kiti: BCA yontemi i¢in A ve B soliisyonlarindan

olusan kit Sigma’dan ticari olarak saglanmistir.

A Soliisyonu I¢erigi: Sodyum karbonat, sodyum bikarbonat, BCA, sodyum tartarat ve 0.2 N
NaOH.

B Soliisyonu Icerigi: %4 bakir siilfat.
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3.1.3.4 SDS-PAGE (Sodyum Dodesil Siilfat Poliakrilamid Jel Elektroforezi) Jel
Hazirlama, Yiikleme ve Yiiriitme Soliisyonlar:

%30 Akrilamid-Bisakrilamid Karisimi: 116.68 g akrilamid, 3.32 g bisakrilamid son hacim
400 ml olacak sekilde cift distile su iginde ¢bziildii, steril filtreden gegirildi. Hazirlanan
soliisyon 1s1k almayacak sekilde +4 °C’de muhafaza edildi ( Akrilamid: J. T. BAKER-
CH2:CHCONH;, Ma= 71.08 g Bisakrilamid: SIGMA- N,N’-Methylene-bis-Acrylamide
Mup=1542 g).

>

%10 SDS : 1 g SDS son hacim 10 ml olacak sekilde ¢ift distile suda ¢oziildii. Hazirlanan
soliisyon oda sicakliginda muhafaza edildi ( SIGMA- Sodyum dodesil siilfat- C2H2s04SNa,
Mu=1288.4g).

Ayirma Jeli Tamponu (1.5 M Tris-HCI pH 8.8): 18.16 g Tris son hacim 100ml olacak
sekilde cift distile su i¢inde ¢ozilip, pH 8.8°¢ ayarlandi. Hazirlanan soliisyon +4 °C’de
mubhafaza edildi ( SIGMA- M;=121.1 g).

Yiikleme Jeli Tamponu (1 M Tris-HCI pH 6.8): 11.12 g Tris son hacim 100ml olacak
sekilde ¢ift distile su iginde ¢oziilip, pH 6.8°¢ ayarlandi. Hazirlanan soliisyon +4 °C’de
muhafaza edildi ( SIGMA- Ma=121.1 g ).

%10 APS: 0.1 g APS 1 ml cift distile su i¢inde, 1.5 ml’lik mikrosantrifiij tiiplerinde pipetaj
vapilarak ¢oziildii. %10 APS, SDS-PAGE jelinin dékiilecegi zaman taze olarak hazirland (
ALDRICH- Amonyum Persiilfat- Ms=228.2 g).

5X SDS Yiiriitme Tamponu: 15.1 g Tris, 72 g Glisin (Merck-H,NCH,COOH-M4=75.07), 5
g SDS son hacim llitre olacak sekilde cift distile su iginde ¢dziildikten sonra pH:8.3’e
ayarlandi, hazirlanan tampon kaba filtre kagidindan gegirildikten sonra oda sicakliginda

muhafaza edildi. Kullanim 6ncesi, 5 kez sulandirildi.

Yiikleme Tamponu: % 30 sukroz, %5 SDS ve %0.1 Bromofenol mavisi (Roth) gift distile su
icinde ¢oziildii ve kaba filtre kagidindan gegirildi.

Coomassie Blue Protein Jeli Boyama Soliisyonu: % 0.25 (w/v) Coomassie Blue R250
(Roth), % 50 (v/v) metanol (Merck-CH30H-Ma=32.04) ve % 10 (v/v) asetik asit (Riedel-de
Haén-CoH40,-Mx=60.05) cift distile su igerisinde ¢oziilditkten sonra kaba filtre kagidindan

gegirildi ve oda sicakliinda muhafaza edildi

Poliakrilamid Jel Boya Cikarma Soliisyonu: % 10 (v/v) metanol ve % 5 (v/v) asetik asit

cift distile su igerisinde ¢oziildii, oda sicaklifinda muhafaza edildi.
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Giimiis Boyama Soliisyonlari:
Boya cikarma soliisyonu: %30 Metanol (Merck), %7 Asetik asit (Merck) son hacime ¢ift

distile su ile tamamlandi.
DTT soliisyonu: 80 pl, 1 M stok DTT 250 ml ¢ift distile su iginde ¢oziildii.
AgNO; Soliisyonu: %0.2 AgNO; cift distile su iginde ¢oziildi.

Goriintii  Olusturma Soliisyonu: 29.68 g Na,CO; (Merck-M=105.99) ve 500 ul
Formaldehid (Riedel de Haén) son hacim 1 1 olacak sekilde ¢ift distile su iginde ¢oziildii.

Durdurma Soliisyonu: %1 Asetik asit son hacime ¢ift distile su ile tamamlandi.

“Farmer’s Reducer” Boya Cikarma Soliisyonu: 0.19 g K-ferrisiyanid (Sigma-K3;Fe(CN)-
Ma=329.2), 2.4 g Na-tiyosiilfat (Merck-Na;S,03.5H20-M4=248.18) son hacim 250 ml olacak

sekilde distile su iginde ¢oziildii.

3.1.3.5 Transfer ve immunolojik Belirleme Soliisyonlar:

%0.1 Ponceau S : 0.1 g Ponceau S ( SIGMA- 3-Hidroksi-4-[2-siilfo-4-(4-siilfo-
fenilazo)fenilazo]-2,7-naftalendistilfonikasit- Co,H 2N4O13S4Nas- Ma=760.6 ) 5 ml asetik asit
eklenerek son hacim 100 ml olacak sekilde ¢ift distile su iginde ¢oziildii, kaba filtre

kagidindan gegirildikten sonra oda sicakliginda muhafaza edildi.

Transfer Tamponu: 12.08 g Tris, 56.25 g Glisin ve 1 litre Metanol son hacim 5 litre olacak
sekilde cift distile su iginde ¢oziildii, +4 °C’de muhafaza edildi.

10X PBS: 80 g NaCl ( Riedel- de Haén- M=58.44), 2 g KCI (Merck- Ms=74.56), 7.9 g
Na;HPO4.2H,0 (Merck- Ma=177.99), 2 g KH,PO4 (Merck- Ma=136.09) son hacim 1 litre
olacak sekilde cift distile su i¢inde ¢oziildiikten sonra pH:7.4’e ayarlandi, otoklavlandi ve oda

sicakliginda muhafaza edildi. Kullanimdan once 10 kez sulandinldi.
PBST: 11PBS soliisyonuna 500ul Tween 20 (Merck-Ma=1227.72) eklenerek kangtinldi.
Bloklama Soliisyonu: % 5 siit tozu PBS iginde ¢6ziildi.

Primer antikor: Heidelberg Universitesi’nden saglanan poliklonal AtARF1 ve AtSAR1
antikorlar1 %1 BSA igeren PBST solisyonunda 1:2500 oraninda seyreltilerek kullanildi.

Sekonder antikor: Bio-Rad firmasindan ticari olarak saglanan, HRP isaretli sekonder

antikor, %1 BSA igeren PBST soliisyonunda 1:2500 oraninda seyreltilerek kullanild.
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3.2 Metod

3.2.1 Bitkilerin Ekimi, Yetistirilmesi ve Hasat Edilmesi

Medicago truncatula tohumlart Gottingen Universitesi'nden legiimenler iginde elde edildi.
Her legiimenden yaklasik 8 tohum ¢ikarildi ve bu islemin tamamlanmasinin ardindan tohum
sterilizasyonuna baslandi. Tohumlar legiimenden ¢ikarildiklarinda, en geg bir ay iginde ekim

isleminin gergeklestirilmesine dikkat edildi.

3.2.1.1 Tohum Yiizey Sterilizasyonu
e Distile suya %10 ¢amasir suyu ve %0.1 Tween 20 eklendi. Bu sivida tohumlar,
otomatik ¢alkalayici tizerinde 5 dakika birakildi.
e Steril sartlar altinda, ¢amasir suyu ve Tween 20 igeren soliisyon uzaklastirilarak, 6-8

defa steril distile su ile ¢alkalandi.

3.2.1.2 Bitki Ekim ve Yetistirme Kosullar

Tohumlarin ekildigi toprak, 1.5/1.5/1 oraninda bahge topragi, ¢igek topragi ve nehir kumu
karistirilarak hazirlandi. Hazirlanan topragin bir kismi 6zel otoklav torbalarinda otoklavlandi,
otoklavlanmayan kismi, Rhizobium igeren ve hazir halde alinan 6zel toprak ile karigtirildi.
Ekim islemi iki grup halinde, nodiil olusumunun beklendigi grubun ekim islemi Rhizobium
igeren ve nodiil olusumunun istenmedigi grup Rhizobium igermeyen toprak kullanilarak

gerceklestirildi.

Bitkiler 16/8 saat aydinlik/karanlik periyodunda, 22-24 °C sicaklik ve %70 nem
kosullarindaki bitki biiytitme kabinlerinde yetistirildi.

Her iki bitki gurubuna da (Nodiil olusumu beklenen ve beklenmeyen bitki gruplarr)
gelisimlerinin ilk ayinda iki giinde bir, daha sonraki dénemlerde ise hergiin sulama yapildi.
Nodiil gelisiminin istenmedigi guruba haftada bir kez %20 Hoagland solisyonu verildi.
Legiim bitkilerinde toprakta kullamilabilir azotun hazir halde bulunmasi, nodiil gelisimini
olumsuz yonde etkileyeceginden, bu bitki gurubu igin 6zel olarak hazirlanan azotsuz

Hoagland soliisyonu kullanildi, haftada bir kez %20 azotsuz Hoagland soliisyonu verildi.

Gattingen Universitesi'nden dmek olarak génderilmis olan simrh sayidaki tohumlar ekilerek,
caligma siiresince ¢ok sayida yeni tohum elde edildi. Tohumlarin tasindigi legiimen

yapilarinin olusumu 5. ayda gozlendi.
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legiimen

Sekil 3.1 Calismada kullanilmak tizere yetistirilmis olan 5. aydaki Medicago truncatula’ da
legiimen yapisi.

2.1.3 Hasat islemi

ay sonunda, Rhizobium igeren toprakta yetisen bitkilerin bazi kok kisimlarinda nodiil

lusumunun basladigt. Rhizobium igermeyen toprakta yetisenlerde ise boyle bir olusumun
gergeklesmedigi gozlendi. Nodiillii ve nodiilsiiz bitkiler 2.5 aylikken hasat edilmeye basland.
2.5 aylik bitkinin kok, yaprak ve gévde kisimlari ayrildi. 2.5 aydan sonra bitkiler 3.5 ve 6.5
aylik donemlerde hasat edildi. Bu dénemlerde hasat edilen bitkiler nodiil, kok, yaprak ve
govde kisimlarina ayrildi. Hasat islemi +4 °C soguk odada gergeklestirildi, ayrilan bitki

kisimlart tartildiktan sonra sivi azotta donduruldu ve sonra -80 °C’de muhafaza edildi.
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Sekil 3.2 Hasat isleminden 6nce goriintiilenmis olan 3.5 aylik Medicago truncatula.

Cizelge 3.5 M. truncatula®nin hasat donemleri ve bu donemlerde boliimlere ayrilan bitki
kisimlari.

Bitki Hasat Donemleri Aynilan Bitki Kisimlar:

2.5 ay Yaprak, govde ve kok
3.5ay Yaprak, govde, kok ve nodiil
6.5 ay Yaprak, gévde, kik ve nodiil

3.2.2 Medicago truncatula Bitkisinin Farkh Kisimlarindan Protein Oziitleme islemi
Bitki kisimlarindan protein 6ziitleme islemi, Memon vd.nin (1993) gelistirdikleri yontemde

degisiklikler yapilarak gergeklestirildi (Sekil 3.3).
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-80 °C’den alman bitkiler, daha énce -20 °C’de sogutulmus havanda, {izerlerine siv1
azot dokiilerek toz haline gelene kadar ezildi.

1 g bitki igin 1.5 ml 6ziitleme tamponu kullanlarak hazirlanan homojenat 3 katli
tiillbentten siiziildii.

Tiilbentten siiziilen toplam homojenat, santrifiij cihazinda 3000 g’de 10 dakika
¢oktiiriildii, siipernatant kismu ayrildiktan sonra kloroplastlari igeren pellet, 6ziitleme
tamponunda homojenize edildi.

3000 g siipernatant kisimlari 13000 g’de 20 dakika ¢Oktiiriildii, siipernatant kismi
aynldiktan sonra bir miktar ER iceren pellet, dziitleme tamponunda homojenize edildi.
3.5 ay ve 6.5 ay bitki oziitlerinin 13000 g slipernatant kistmlar1 100000 g’de 60 dakika
¢oktiiriildii, slipernatant kismu ayrildiktan sonra Golgi ve ER igeren pellet, dziitleme
tamponunda homojenize edildi.

3.5 ve 6.5 ay bitki 6ziitlerinin 100000 g siipernatant kisimlar1 250000 g’de 60 dakika
¢oktiiriildli, slipernatant kismi ayrildiktan sonra vesikiilleri iceren pellet, 6ziitleme

tamponunda homojenize edildi.

Toplam Homojenat
3000 g, 10 dakika
stipernatant  pellet (kloroplast)
13000 g, 20 dakila
slipernatant pellet (ER)
l 100000 g, 60 dakika

stipernatant pellet (Golgi,ER)
l 250000 g, 60 dakika

siipernatant pellet (vesikiiller)

Sekil 3.3 Bitki kisimlarindan elde edilen Toplam Homojenat drneklerinin fraksiyonlara

ayrilmasi.
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3.2.3 Protein Konsantrasyonunun Belirlenmesi

Protein 6rnekleri arasinda ARF1 ya da SAR1 protein diizeylerinin kargilagtirilabilmesi igin
SDS-PAGE jeldeki kuyularin her birine esit miktarda protein yiiklendi. Esit yikleme
yapabilmek amaci ile 6rneklerin protein konsantrasyonlarini belirlemek igin Bicinchoninic
Asit (BCA) yontemi kullanildi. BCA protein assay, protein konsantrasyonunun
spektrofotometrik  belirlenmesinde oldukga duyarli bir yontemdir. Protein molekiillerinin
bazik ortamda Cu'? ile reaksiyona girmesi sonucu Cu'! olusur. BCA, olusan Cu™ iyonunu
yiiksek duyarlilikla belirler. Bir Cu"' iyonu ile iki BCA molekiiliiniin etkilesimi sonucu mor
renkli reaksiyon {iriinii olusur. Olusan bu {irliniin 595nm’de verdigi absorbansa gore

Orneklerin protein konsantrasyonlar1 belirlendi.

BCA protein konsantrasyon belirleme prosediirii (Pierce, BCA Protein Assay Reagent,

Instructions) mikrotitrasyon kabinda gergeklestirildi.

e 50:1 oraninda A ve B soliisyonlarim igeren ¢aligma soliisyonu hazirlandi, taze olarak
kullanildi.

e Mikrotitrasyon kabt kuyularina, standartlardan ve protein konsantrasyonlart
belirlenecek Orneklerin her birinden 10 pl konuldu. Her bir kuyuya 200 pl ¢alisma
soliisyonu eklendi.

e Mikrotitrasyon kabindaki 6rnekler 30 saniye galkalandi.

e Mikrotitrasyon kabimn iizeri stre¢ film ile kaplandiktan sonra 37 °C’de 30 dakika
inkiibe edildi.

e Mikrotitrasyon kab1 okuyucusunda (BioRad ELISA okuyucu) 595 nm’de
gergeklestirilen okuma isleminde kor Ornegin verdigi absorbans ile okuyucu cihaz
stfirlanarak, protein standartlarnin ve Orneklerin verdikleri absorbans degerleri
belirlendi.

e Protein standartlarinin konsantrasyon degerleri absise (x ekseni), 595 nm’de verdikleri
absorbans degerleri ise ordinata (y eksenine) yerlestirilerek bir grafik olusturuldu.

e Olusturulan grafikte egrinin denklemi A= 0.021+0.406[BSA] (y=0.021+0.406x) ve
denklemin dogrulugu R=0.99622 olarak belirlendi. Protein Orneklerinin 595 nm’de
verdikleri absorbans degerleri belirlenen denkleme yerlestirilerek her birinin protein

konsantrasyonu bulundu.

3.2.4 SDS-Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS-PAGE)

Protein konsantrasyonlari belirlenen Ornekler SDS-PAGE yoOntemi ile molekiil
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agirliklarina gore bantlara ayrildi. SDS-PAGE’de Laemmli (1970) tarafindan Gnerilen
yontem kullanildi.

3.24.1 SDS-PAGE Jelinin Hazirlanmasi
Calismada ayirma (%12 Akrilamid) ve yikleme (%5 Akrilamid) jellerinden olusan,
kesikli SDS-PAGE mini jeli hazirlandi.

Elektroforez sisteminin camlar ile hazirlanan kasete mikropipet yardimi ile ayirma
jeli dokiildii ve hava kabarciklaninin kalmamas: igin jelin {izerine 150 pl biitanol
eklendi.

Polimerizasyon igin yaklasik 45 dakika beklendi, polimerize olan jelin tizerindeki
biitanol dokilerek, jel distile su ile birkag kez yikanda.

Ayirma jelinin lizerindeki fazla su, kaset yan gevirilerek kagit havlu yardimu ile
alindi.

Ayirma jelinin {izerine, hazirlanan yiikkleme jeli dokiildii ve kuyularin olusumu icin
kasete polimerizasyondan Once tarak yerlestirildi.

Yiikleme jelinin polimerizasyonundan sonra tarak cikarildi ve kaset elektroforez

sistemine yerlestirildi.

Cizelge 3.6 Ayirma Jeli (%12 Akrilamid)

ddH,O 1.6 ml

% 30 Akrilamid karisimi 2.0 ml

1.5 M Tris (pH 8.8) 1.3 ml
% 10 (w/v) SDS 0.05 ml

% 10 (w/v) APS 0.05 ml
TEMED* 0.002 ml

*(Bio-Rad- N, N, N, N’-Tetra-metil-etilendiamin)
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Cizelge 3.7 Yiikleme Jeli (% 5 Akrilamid)

ddH,0O 1.4 ml

% 30 Akrilamid karigim1 0.33 ml
1 M Tris (pH 6.8) 0.25 ml

% 10 (w/v) SDS 0.02 ml

% 10 (w/v) APS 0.02 ml
TEMED 0.002 ml

3.2.4.2 Protein Orneklerinin Jele Yiiklenmesi ve Elektroforez Islemi

Protein 6rnekleri -20 °C’den ¢ikarilarak buz igine alindi, ¢bziilmeleri saglandu.
Mikrosantrifiij tiiplerine 1’er ul 1 M DTT konuldu.

Daha sonra 40 ve 20 pg protein igeren hacimdeki 6rnekler, mikrosantrifiij tiiplerine
eklendi.

Her bir tiipte esit hacimde ornek karigiou bulunmasi amaci ile, DTT ve protein
orneklerini igeren tiiplere hesaplanan hacimlerde dziitleme tamponu eklendi.

Tiipe en son olarak 50:50, 60:40 veya 70:30 oranlarinda 6rnek karigimi:yiikleme
tamponu olacak sekilde yiikleme tamponu eklendi.

Hazirlanan 6rnek kansimlarimn kisa siire santrifijlenip, tiim materyelin tiipiin dip
kismina toplanmasi saglandiktan sonra 95 °C’de 5 dakika denatiirasyon islemi
uygulandi.

Denatlirasyondan sonra tiiplerin tekrar kisa siireli santrifiijlenmesi ile 6rnek karisimi
jele yiiklenmeye hazir hale getirildi.

Omekler jele yiiklendikten sonra yilkleme jelini gegene kadar 70 V’da, ayirma jeli
boyunca 160 V’da yiiriitiildii.

3.2.4.3 SDS-PAGE Jelinin Boyanmasi

Jellerin boyanmasinda Coomassie Boyama ve Giimiis Boyama yontemleri kullamldi. Tiim

jeller 6nce Coomassie Boyama yontemi ile boyand:; ancak daha az protein 6rnegi (20 pg)

yiiklenmis olan jellerdeki protein bant goriintiisiiniin yeterli olmamasi nedeni ile aym jeller,

bu boyama isleminden sonra, daha hassas saptama smirina sahip olan Giimiiy Boyama

yOntemi ile boyands.
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Coomassie Boyama:
e Elektroforez tamamlandiktan sonra kasetin camlari ayrilarak jel c¢ikarildt ve oda

sicakliginda gece boyu Coomassie Blue Boyama Soliisyonu igerisinde otomatik
calkalama cihaz: ile ¢alkalandi.
e Boyama isleminin ardindan jel, boya sollisyonundan alinarak boya ¢ikarma
soliisyonununda 1-2 saat ¢alkalandiktan sonra protein bantlar1 goriiniir hale geldi.
e Boya ¢ikarma soliisyonu uzaklagtirilarak, yenisi eklendi ve bir siire sonra bantlar
daha belirgin hale geldi (Memon vd., 1993a).
Hizhh Coomassie Boyama:

Alternatif olarak hizli Coomassie Boyama islemi de uygulanda.

e Boyama soliisyonuna alinan jel, 60 °C*de 30 dakika galkaland:.
e Boya soliisyonundan alinan jel, boya gikarma soliisyonu igerisinde 60 °C’de protein
bantlar gériiniir hale gelene kadar ¢alkalandi.

e Boya ¢gikarma soliisyonu uzaklagtirilarak, yenisi eklendi ve bir siire sonra bantlar
daha belirgin hale geldi.

Giimiis Boyama
e Daha 6nce Coomassie boyama yontemi ile boyanan, ancak belirgin protein bant

goriintiisii elde edilemeyen jeller, glimiis boyama icin hazirlanmis olan boya ¢ikarma
soliisyonuna alinarak 1-2 dakika galkaland: ve Coomaséie boya uzaklagtirildi.

e Cift distile su igerisinde 3 kez 10’ar dakika galkaland.

e DTT soliisyonunda 30 dakika ¢alkalandi.

e Cift distile su igerisinde kisa siireli galkaland:.

e AgNO:; soliisyonunda 30 dakika galkalanda.

e Cift distile su i¢erisinde kisa siireli ¢alkalandi.

e Goriintii olusturma soliisyonu 2 kez uygulanarak goriintii olusuncaya kadar, kisa stireli
calkalandi.

e Goriinti olusumu, durdurma soliisyonu ile durduruldu.

e “Farmer’s Reducer” boya ¢ikarma soliisyonunda en iyi bant goriintiisii elde edilinceye
kadar galkaland1.

e Boya ¢ikarma islemi, ¢ift distile su igerisinde yapilan galkalama iglemi ile durduruldu.

3.2.4.4 SDS-PAGE Jellerinin Kurutulmasi
Jeller boyama igleminden sonra, jel kurutma sisteminde “Cellophane Support” (Bio-Rad)
tabakalar1 kullanilarak kurutuldu. Jeller kurutma isleminden 6nce ¢ift distile su icerisinde
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birka¢ saat calkalandi. Kurutma sisteminin boyutlarinda kesilen “cellophane” tabakalar

cift distile su icerisinde su ile doyurulduktan sonra, bir tabakas1 kurutma sisteminin

lizerine yayiladi, bu tabakamin {iizerine jel konulduktan sonra bunun iizerine diger

“cellophane” tabakasi kaplandi. Son olarak kurutma sisteminin difer pargasi en iiste

konularak kenarlardan mandallarla tutturularak, gece boyu kurumaya birakildi.

3.2.,5 Western Blot
SDS-PAGE yontemi ile molekiil agirliklarma gore bantlarina ayrilan proteinler,

immiinolojik belirlemede kullanilmak tizere 0.45 pm por ¢apindaki PVDF membrana
(Millipore) aktarildi. Bio-Rad Islak Western Blotlama cihazi kullanildi.

Sistemin pedleri transfer tamponu iginde islatildi ve hava kabarciklar1 alind:.
PVDF membran metanolde 5 dakika bekletildi.

Kasetin bir ylizeyine, hava kabarciklari uzaklagtirilmig olan pedlerden biri ve
tizerine, jelin boyutlarina gore kesilmis ve transfer tamponu ile 1slatilmis olan 3
mm Wattmann kagid1 yerlestirildi.

Wattmann kagidmin iizerine, elektroforez ile bantlarina ayrilmis olan proteinleri
igeren jel, jelin {izerine de sira ile membran, ikinci Wattmann kagid: ve ikinci ped
yerlestirildi. Membran yerlestirilmeden 6nce metanolden alnarak birkag saniye
transfer tamponunda bekletildi.

Kaset kapatilarak transfer tamponunun bulundugu transfer tankina yerlestirildi.
Transfer islemi +4 °C soguk odada, 60 dakika siire ile 1 A akimda gergeklestirildi.
Protein bantlarmn transfer oldugu membran Ponceau S soliisyonunda birkag
dakika boyandi, boya uzaklastirildi ve bantlar g6riiniir hale geldikten sonra her
Ornege ait bantlarin esit oldufunu belirlemek igin, goriintiileme cihazinda
membranin goriintisii alindi.

Omeklerle birlikte yiiklenmis olan, molekiil agurhigs bilinen standart protein
bantlarinin tizeri kursun kalemle ¢izildi.

Immiinolojik belirleme prosediirine hemen baglanmadigi durumda membran,

kurumasi 6nlenecek sekilde streg filme sarilarak +4 °C’de muhafaza edildi.

3.2.6 immiinolojik Belirleme
Immunolojik belirlemede ECL (“Enhanced Chemiluminescence™) “Western blotting”
belirleme kiti (Amersham) kullanmildi. “ECL Western blotting” belirleme yontemi, 11k

emilimli, radyoaktif olmayan bir yontem olup, HRP (“Horseradish Peroxidase™) isaretli
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antikorlarla dogrudan ya da dolayl olarak bagl olan antijenleri belirler. Luminoliin fenol gibi
kimyasallar varhginda HRP ile oksidasyonu sonucunda ECL reaksiyonu gergeklestirilir (Sekil
3.4). Bu reaksiyon sonucunda meydana gelen 1s1ma 60 dakika siirer (Amersham Biosciences,
2002).

perasit “Okside.
' oriin

Ry N Qﬂmin
Frotein 3 okside
Primer Ant. formu.
Luminal
1
Membran Otorsshyografi filmi .

Sekil 3.4 Immunolojik belirleme y6ntemi (Amersham Biosciences, 2002)

¢ Proteinlerin transfer edildigi membran, 6zgilin olmayan baglanma bdlgelerini bloke
etmek amact ile bloklama soliisyonu igerisinde oda sicaklifinda 1 saat veya +4 °C
soguk odada gece boyu ¢alkalandi. Sonraki tiim inkiibasyon ve yikama iglemleri
oda sicaklifinda, otomatik galkalayici iizerinde gergeklestirildi.

o Bloklama solisyonu uzaklastirilarak, membran PBST ile iki kez 2’ser dakika siire
ile yikanda.

e Membran, primer antikor soliisyonu ile 60 dakika inkiibe edildi.

e PBST ile 3 kez 20°ser dakika yikama yapild:.

o Membran, Sekonder antikor soliisyonu ile 30 dakika siire ile inkiibe edildi.

e PBST ile 3 kez 20’ser dakika yikama yapaldu.
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ECL belirleme kitinin i¢inde yer alan soliisyon 1 ve soliisyon 2 membranin {izerini
kaplamaya yetecek kadar (0.125 ml/cm? membran), esit hacimlerde karistirilarak
belirleme soliisyonu hazirlandi.

Temiz bir cam yiizeye alinan membranin lizerine, mikropipet yardimi ile belirleme
soliisyonu uygulandi ve membran ters ¢evrilerek 3 dakika inkiibe edildi.

Isima reaksiyonu baglamig olan membran, 6zgiin 1stmanin belirlenmesi amaci ile
kasete alinarak tizeri asetat kagidi ile kaplandi.

Kaset karanlik odaya gotiiriilerek burada, iizeri asetat kagidi ile kapli membran
tizerine X -OMAT otoradyografi filmi (Kodak) yerlestirildi.

Film her deney i¢in optimize edilen siire boyunca kasette birakildiktan sonra,
karanlik odada, film banyo islemi yapildi. Gelistirme soliisyonunda (Kodak) 2
dakika, distile suda 1 dakika ve Fiksatikte (Kodak) 7 dakika siire ile bekletildi.
Goriintli olusumu gozlendikten sonra, fiksatiften alinan film akan suda 5 dakika
sire ile yikandi ve en son olarak distile sudan gegirilerek oda sicakliginda
kurumaya birakildi.
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4. BULGULAR

4.1 Bitki Ekim Kosullarinin Belirlenmesi

Yapilan ilk ekim islemlerinde, sterilizasyon isleminin hemen ardindan topraga ekim islemi
gerceklestirildi; ancak bu durumda gok diigiik bir ¢imlenme yiizdesi ( % 15-20) gézlendi. Bu
nedenle yiizey sterilizasyonundan sonra tohumlar steril distile su iginde, otomatik ¢alkalayici
tizerinde gece boyu birakildi. Gece boyu su iginde kalan tohumlarin testalarinda gevseme,
hatta bazilarinda radikula olusumunun basladigr gbzlendi. Bu durumdaki tohumlar topraga
ekildiginde ¢ok daha fazla ¢imlenme oram (% 60- 70) elde edildi.

4.2 Farkh Farksiyonlara Ait Orneklerin Protein Konsantrasyonlarmm Belirlenmesi

Elde edilen tlim siipernatant ve pellet fraksiyonlarinin protein konsantrasyonlarini belirlemek
amaci ile hazirlanan standart protein 6rneklerinin konsantrasyon degerleri ve 595 nm’de
verdikleri absorbans degerlerine (Cizelge 4.1) gore bir kalibrasyon egrisi ¢izildi (Sekil 4.1).
Egri denklemi belirlendi ve bu denkleme gére 6rneklerin protein konsantrasyonlar: 3.2.3’de

aciklanan yontemle belirlendi.

Denklemin dogruluk degeri R=0.99622 bulunmustur.

Cizelge 4.1 Kalibrasyon egrisinin belirlenmesinde kullanilan standart proteinlerin
konsantrasyon ve 595 nm’de verdikleri absorbsiyon degerleri.

Standart protein (BSA) Asos Konsantrasyon (pug/jl)

Standart protein 1 0.045 0.1
Standart protein 2 0.088 0.2
Standart protein 3 0.142 0.3
Standart protein 4 0.185 0.4
Standart protein 5 0.282 0.6
Standart protein 6 0.368 0.8
Standart protein 7 0.445 1

Standart protein 8 0.511 1.2
Standart protein 9 0.603 1.5
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Sekil 4.1 BSA standartlarinin 595 nm’de verdikleri absorbans degerlerine gore gizilen
kalibrasyon egrisi. R=0.99622
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Cizelge 4.2 M. truncatula yaprak, kok ve gévde 6rneklerinin (1/30 diliisyon) 595 nm’deki
absorbans degerleri ve protein konsantrasyonlar: (T.H: Toplam Homojenat, spn:siipernatant,

pell: pellet)

Protein Ornekleri Asos Konsantrasyon (pg/pl)
Yaprak, 2.5 ay, T.H. 0.163 0.350
Yaprak, 3.5 ay, T.H. 0.213 0.473
Yaprak, 6.5 ay, T.H. 0.193 0.423

Yaprak, 2.5 ay, 13000 g spn 0.141 0.296
Yaprak, 3.5 ay, 13000 g spn 0.121 0.246
Yaprak, 6.5 ay, 13000 g spn 0.168 0.362
Yaprak, 2.5 ay, 13000 g pell 0.254 0.574
Yaprak, 3.5 ay, 13000 g pell 0.143 0.300
Yaprak, 6.5 ay, 13000 g pell 0.145 0.305

Govde, 2.5 ay, T.H. 0.125 0.256
Govde, 3.5 ay, T.H. 0.100 0.194
Govde, 6.5 ay, T.H. 0.101 0.197

Govde, 2.5 ay, 13000 g spn 0.098 0.190
Govde, 3.5 ay, 13000 g spn 0.085 0.158
Govde, 6.5 ay, 13000 g spn 0.122 0.249
Govde, 2.5 ay, 13000 g pell 0.142 0.298
Govde, 3.5 ay, 13000 g pell 0.088 0.165
Govde, 6.5 ay, 13000 g pell 0.128 0.263
Kok, 2.5 ay, T.H. 0.056 0.086
Kok, 3.5 ay, T.H. 0.061 0.098
Kok, 6.5 ay, T.H. 0.078 0.140
Kok, 2.5 ay, 13000 g spn 0.039 0.044
Kok, 3.5 ay, 13000 g spn 0.047 0.064
Kok, 6.5 ay, 13000 g spn 0.081 0.147
Kok, 2.5 ay, 13000 g pell 0.038 0.042
Kok, 3.5 ay, 13000 g pell 0.138 0.288
Kok, 6.5 ay, 13000 g pell 0.137 0.286
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4.3  Medicago truncatula’da ARF1 ve SAR1 Proteinlerinin Nodiilasyona Bagh ve
Farkh Bitki Kisimlarindaki Diizeylerinin Incelenmesi

Rhizobium bulunan ve bulunmayan ortamda yetistirilen bitkilerden; Rhizobium’lu ortamda
yetisen gurubun kdoklerinde nodiil olusumu goézlendi, diger gurupta ise bdyle bir oluguma

rastlanmada.

Nodiillii ve nodiilsiiz bitkilerin kok, gévde ve yaprak kisimlarindan 6ziitlenen ve santrifiij
islemi sonunda elde edilen farkl: fraksiyonlara ait proteinler 3.2.4’de agiklanan bi¢imde SDS-
PAGE ile aynstirildi. Jeli boyama igleminin sonucunda, O6rneklerdeki protein
konsantrasyonlarinin belirlenmesi ile elde edilen verilere gore, jele yiiklenen belirli

miktardaki proteinlerin jelin her kuyusunda esit miktarlarda oldugu gozlendi.

Iki set halinde hazirlanan jellerden biri protein bantlarim goriintiilemek amaci ile boyandi,
digerindeki proteinler ise 3.2.5°de agiklanan bigimde “Western Blot” teknigi ile PVDF
membrana aktarildi. Tiim kuyulardaki bantlarin membrana esit sekilde aktarildigi, Ponceau S
boyama islemi ile belirlendi. Bu membrana 3.2.6°da agiklanan bicimde ARF1 ve SARI1
antikorlar1 kullanilarak immunoljik belirleme islemi uygulandi. Immiinolojik belirleme islemi
sonucunda, SDS-PAGE ile bantlarina ayristirilan protein orneklerindeki ARF1 ve SARI
proteinlerine Ozgiin bantlar ve bu iki proteinin farkli 6rneklerdeki diizeyleri karsilagtirmali
olarak belirlendi.

43.1 2.5 Ayhk Dénemde Hasat Edilen Bitki Orneklerinde ARF1 ve SARI1
Diizeylerinin Incelenmesi

2.5 aylik nodiillii ve nodiilsiiz bitkiden elde edilen farkh bitki kisimlarina ait protein 6rnekleri
jele yan yana yiiklenerek, nodiill olusumunun farkl: bitki kisimlarindaki ARF1 ve SARI

diizeylerine etkisi incelendi.

Nodiil gelisiminin etkisinin yaninda, ayni zamanda farkli bitki kisimlarina ait 6rnekler de yan
yana yilkklenmis oldugundan; nodiil etkisi goz Oniine alinmaksizin, farkhi bitki kisimlar
arasindaki ARF1 ve SAR1 diizeyleri de bu uygulama ile gdzlendi.

4.3.1.1 2.5 Aylk Bitkilere Ait Toplam Homojenat Ornekleri ile Yapilan Cahsma

Aym bitki kisimlarimin nodiillii ve nodiilsiiz Orneklerinde SAR1 ve ARF1 diizeylerinde
belirgin bir fark gbzlenmedi; ancak nodiil olusumu etkisinin diginda, farkli bitki kisumlar
arasinda SAR1 diizeyinde fark gézlendi. K6k ve gévde kisimlarinda SAR1 diizeyinin yiiksek,
yaprak kisminda en diisiik oldugu gozlendi. ARF1 diizeyinde biyle belirgin bir farklilik
gozlenmedi (Sekil 4.3, 4.4). Jeldeki her kuyuya Sekil 4.2°deki planda 40pg protein yiiklendi.
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66.2 kDa

45 kDa

35 kDa

25 kDa
18.4 kDa

N+ N- N+ N- N+ N-

Kok Govde Yaprak

Sekil 4.2 M. truncatula’dan 2.5 ay sonunda nodiillii ve nodiilsiiz bitkilerden elde edilen bitki
kisimlarina ait Toplam Homojenat érneklerinin SDS-PAGE analizi sonucunda glimiis boyama
isleminin uygulandii jel ( N+: Rhizobium igeren ortamda yetisen bitkiden elde edilen bitki
kismi, N-: Rhizobium igermeyen ortamda yetisen bitkiden elde edilen bitki kismi).



N+ N- N+ N- N+ N-

Kok Govde Yaprak

Sekil 4.3 M truncatula 2.5 ay, Toplam Homojenat rnekleri i¢in SAR1 antikoru kullanilarak
gergeklestirilen immiinolojik belirlemenin sonucu. ( N+: Rhizobium ieren ortamda yetisen
bitkiden elde edilen bitki kismu. N-: Rhizobium igermeyen ortamda yetisen bitkiden elde
edilen bitki kismi).

N+ N- N+ N- N+ N-

Kok Govde Yaprak

Sekil 4.4 M. truncatula 2.5 ay, Toplam Homojenat Srnekleri i¢in ARF1 antikoru kullanimi ile
gergeklestirilen immiinolojik belirlemenin sonucu. ( N+: Rhizobium igeren ortamda yetisen
bitkiden elde edilen bitki kismi. N-: Rhizobium igermeyen ortamda yetisen bitkiden elde
edilen bitki kismi).
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4.3.1.2 2.5 Ay Bitkilere Ait 13000 Pellet Ornekleri ile Yapilan Calisma

13000 g pellet 6rnekleri igerisinden kék kisimlarina ait olanlar, seyreltik olmalari nedeni ile
jele Sekil 4.5°deki planda 20 pg yiiklenebildi: diger drneklerden 40 pg yiklendi. SAR1
antikor kullanilarak gergeklestirilen immiinolojik belirleme sonucunda, kok Srnekleri diger
bitki kisimlarma ait protein drneklerinin yari miktari kadar yiiklenmesine karsin; en fazla
sinyali vermistir. SAR1 diizeyinin en diisiik yaprak kisimlarinda oldugu gdzlendi. ARF1

diizeylerinde belirgin farkhilik gézlenmedi.

Ayni bitki kisimlarinin nodiillii ve nodiilsiiz 6rneklerinde, SAR1 ve ARFI1 diizeylerinde
belirgin bir fark gozlenmedi (Sekil 4.6, 4.7).

116 kDa
66.2 kDa
45 kDa

35 kDa

25 kDa

18.4 kDa

N+ N- N+ N- N+ N-

Kok Govde Yaprak

Sekil 4.5 M. truncatula’dan 2.5 ay sonunda nodiillii ve nodiilsiiz bitkilerden elde edilen bitki
kisimlarina ait 13000 g pellet 6rneklerinin SDS-PAGE analizi sonucunda glimiis boyama
islemi uygulanan jel. ( N+: Rhizobium igeren ortamda yetisen bitkiden elde edilen bitki kism.
N-: Rhizobium igermeyen ortamda yetisen bitkiden elde edilen bitki kismu).
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Kok Govde Yaprak

Sekil 4.6 M. truncatula 2.5 ay, 13000 g pellet drnekleri i¢in SAR1 antikoru kullanimi ile
gergeklestirilen immiinolojik belirlemenin sonucu. ( N+: Rhizobium igeren ortamda yetisen
bitkiden elde edilen bitki kismi. N-: Rhizobium igermeyen ortamda bitkiden elde edilen bitki
kismiu).

Kok Govde Yaprak

Sekil 4.7 M truncatula 2.5 ay, 13000 g pellet 6rnekleri igin ARF1 antikoru kullanimi ile
gergeklestirilen immiinolojik belirlemenin sonucu. ( N+: Rhizobium igeren ortamda yetisen
bitkiden elde edilen bitki kismi. N-: Rhizobium igermeyen ortamda yetisen bitkiden elde
edilen bitki kismi).
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4.3.1.3 2.5 Aylik Bitkilerin Yaprak ve Kok Kisimlarma Ait Siipernatant ve Pellet
Orneklerinin Karsilagtirilmasi

Nodiillii ve nodiilstiz bitki 6rneklerinde nodiil gelisimine bagh ARF1 ve SARI diizeylerinde
fark goriilmedi. 13000 g pellet ve siipernatan fraksiyonlari arasinda ARF1 diizeylerinde bir
fark olmadigi (Sekil 4.8); SARI1 diizeylerinin kék ve yaprak kisimlarinin pellet
fraksiyonlarinda daha yiiksek oldugu (Sekil 4.9) gozlendi.

pell spn pell spn pell spn pell spn
N+ Kok N- Kok N+ Yaprak N- Yaprak

Sekil 4.8 M. truncatula 2.5 ay 13000 g siipernatant ve pellet drnekleri icin ARF1 antikoru
kullamimu ile gergeklestirilen immiinolojik belirlemenin sonucu ( N+: Rhizobium iceren
ortamda yetisen bitkiden elde edilen bitki kismi, N-: Rhizobium igermeyen ortamda yetisen
bitkiden elde edilen bitki kismu, pell: pellet, spn: siipernatant).

pell spn pell spn pell spn pell spn
N+ Kok N- Kok N+ Yaprak N- Yaprak

Sekil 4.9 M truncatula 2.5 ay 13000 g siipernatant ve pellet drnekleri igin SAR1 antikoru
kullanimi ile gergeklestirilen immiinolojik belirlemenin sonucu ( N+: Rhizobium igeren
ortamda yetisen bitkiden elde edilen bitki kismu, N-: Rhizobium igermeyen ortamda yetisen
bitkiden elde edilen bitki kismu, pell: pellet, spn: siipernatant).



44

43.2 3.5 Ayhk Donemde Hasat Edilen Bitki Orneklerinde ARF1 ve SARI
Diizeylerinin Incelenmesi

4.3.2.1 3.5 Aylik Nodiillii Bitkilerin Farkh Kisimlarindaki ARF1 ve SAR1 Diizeylerinin
Incelenmesi

Farkli bitki kisimlarindaki ARF1 ve SARI diizeyleri Toplam Homojenat ve 13000 g pellet
drneklerinde incelendi. Toplam Homojenat érneklerinin ARF1 ve SAR1 diizeylerinde nodiil,
kok ve gdvde kisimlari igin belirgin bir fark olmadigi; yaprak kisimlarinda ise her iki protein

diizeylerinin diger bitki kistmlarina gore daha diisiik oldugu gozlendi (Sekil 4.11).

13000g pellet 6rneklerinde tiim bitki kisimlarinda ARF1 diizeyinin degigmedigi. yaprak
digindaki bitki kisimlarinda SARI diizeylerinin aym oldugu, yaprak i¢in SARI diizeyinin
diger bitki kisimlarina gore daha diisik oldugu gozlendi (Sekil 4.12). Ornekler jele Sekil
4.10°da goriilen planda. her kuyuda 40 pg protein olacak sekilde yiiklendi.

e

116 kDa

66.2 kDa

45 kDa

35 kDa

25 kDa

Sekil 4.10 M. truncatula’dan 3.5 ay sonunda nodiillii bitkilerden elde edilen bitki kisimlarina
ait Toplam Homojenat rneklerinin SDS-PAGE analizi sonucunda Commasie boyama
isleminin uygulandigi jel (K: K&k, N: Nodiil, G: Govde, Y: Yaprak ).
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N K G ¥ N K G ¥
ARF1 SARI1
Sekil 4.11 M. truncatula’dan 3.5 ay sonunda nodiillii bitkilerden elde edilen bitki kisimlarina

ait Toplam Homojenat érneklerinin immiinolojik belirleme sonucu ARF1 ve SARI
diizeylerindeki farklar (K: Kok, N: Nodiil. G: Govde, Y: Yaprak ).

N K G e N K G X
ARF1 SARI1

Sekil 4.12 M. truncatula’dan 3.5 ay sonunda nodiillii bitkilerden elde edilen bitki kisimlarina
ait 13000 g pellet 6rneklerinin immiinolojik belirleme sonucu ARF1 ve SAR1 diizeylerindeki
farklar (K: K&k , N: Nodiil, G: Govde, Y: Yaprak ).
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4.3.2.2 3.5 Ayhk Nodiillii Bitkilerin Kok ve Nodiil Kisimlari ile Nodiilsiiz Bitkilerin Kok
Kisimlarindaki SAR1 Diizeylerinin Karsilastirilmas:

3.5 aylik bitkilerden nodiilli olanlarin kék ve nodiil kisimlari ile nodiilsiiz bitkilerin kok
kisimlarina ait 250000 g pellet drnekleri kullanilarak bu bitki kisimlarindaki SAR1 diizeyleri
kargilastirildi. Ornekler jele Sekil 4.13de gériilen planda, her kuyuda 40 pg protein olacak
sekilde yiiklendi. 25000 g pellet fraksiyonunda nodiillii kéklerde SAR1 diizeyinin nodiilsiiz
koke ve nodiil kisimlarina gore daha fazla oldugu gozlendi (Sekil 4.14).

116 kDa

66.2 kDa
45 kDa

35 kDa

25 kDa
18.4 kDa

N+ Kok N-Kok Nodiil

Sekil 4.13 3.5 aylik M. truncatula’nin nodiil, kok ve nodiilsiiz bitkiden elde edilen kék
kisimlarina ait 250000 g pellet &rneklerinin SDS-PAGE analizi sonunda Commasie boyama
isleminin uygulandigi jel (N+: Nodiillii bitkiden elde edilen bitki kism1, N-: Nodiilsiiz
bitkiden elde edilen bitki kismz).

N+ Kok N- Kok Nodiil

Sekil 4.14 M. truncatula’da 3.5 aylik nodiillii bitkiden nodiil, kék ve nodiilsiiz bitkiden elde
edilen kok kisimlarina ait 250000 g pellet érneklerinin SAR1 diizeylerindeki farklar (N+:
Nodiillii bitki den elde edilen bitki kismi, N-: Nodiilsiiz bitkiden elde edilen bitki kismu).
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4.3.2.3 3.5 Ayhk Nodiilli ve Nodiilsiiz Bitkilerin Gévde Kisimlarindan Elde Edilen
100000 ve 250000 g Orneklerinde SAR1 Diizeylerinin Incelenmesi

100000 ve 250000 g rnekleri jele Sekil 4.15°de goriilen planda, her kuyuda 40 ug protein
olacak sekilde yiiklendi.

Nodiillii ve nodiilstiz bitkilere ait 100000 ve 250000 g siipernatant ve pellet drneklerinde,
SARI diizeyinde nodiil olusumuna bagli bir degisimin olmadigi; ancak fraksiyonlar
arasindaki karsilagtirma bakimindan 250000 g siipernatant drneklerinin diger fraksiyonlardan
daha diisiik SARI diizeyine sahip oldugu gozlendi (Sekil 4.16).

N+ N- N+ N- N+ N- N+ N-

Spn Spn Pell Pell Spn Spn Pell Pell
100000 g 250000 g

Sekil 4.15 3.5 aylik nodiillii ve nodiilsiiz M. fruncatula’nin gdvde kisimlarina ait 100000 ve
250000 g siipernatant ve pellet drneklerinin SDS-PAGE analizi sonunda Commasie boyama
igleminin uygulandigi jel (N+: Nodiillii bitkiden elde edilen bitki kismi1, N-: Nodiilsiz
bitkiden elde edilen bitki kismi, Spn: Siipernatant, Pell: Pellet).
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N+ N- N+ N- N+ N- N+ N-
Spn  Spn Pell Pell Spn Spn Pell Pell
100000 g 2500000 g

Sekil 4.16 3.5 aylik nodiillii ve nodiilstiz M. truncatula’min gévde kisimlarma ait 100000 ve
250000 g stipernatant ve pellet drneklerinin SAR1 diizeylerinin immiinolojik belirleme
yontemi ile analizi (N+: Nodiillii bitkiden elde edilen bitki kismi, N-: Nodiilsiiz bitkiden elde
edilen bitki kismi, Spn: Siipernatant, Pell: Pellet).

433 65 Ayhk Dénemde Hasat Edilen Bitki Orneklerinde ARF1 ve SARI
Diizeylerinin Incelenmesi

4.3.3.1 6.5 Ayhk Nodiillii Bitkilerin Farkli Kisimlarindaki ARF1 ve SAR1 Diizeylerinin
Toplam Homojenat Orneklerinde incelenmesi

Toplam homojenat drnekleri jele Sekil 4.17°de goriilen planda, her kuyuda 40 pg protein
olacak sekilde yiiklendi.

Farkli bitki kisimlarinin (Kok, nodiil, gdvde ve yaprak) toplam homojenat érneklerinde ARF1
diizeylerinde belirgin bir fark olmadigi, SAR1 diizeyinin ise kok kisminda en yiiksek, yaprak
kisminda en diisiik oldugu gézlendi (Sekil 4.18, 4.19).
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116 kDa

66.2 kDa

45 kDa

35 kDa

Sekil 4.17 6.5 ayhk M. truncatula’min kok, nodiil, gévde ve yaprak kisimlaria ait Toplam
Homojenat Orneklerinin SDS-PAGE analizi sonunda Commasie boyama igleminin
uygulanmast ile elde edilen goriintii (K: K&k, N: Nodiil, G: Gévde, Y: Yaprak)

; -

Nodiil Kok Govde Yaprak

Sekil 4.18 6.5 aylik M. truncatula’nin nodiil, kok, gdvde ve yaprak kisimlarina ait Toplam
Homojenat 6rneklerinin SAR1 protein diizeylerinin immiinolojik belirleme ile analizi.

Nodiil Kok Govde Yaprak

Sekil 4.19 6.5 ayhk M. truncatula’mn nodiil, kok, govde ve yaprak kisimlarina ait Toplam
Homojenat 6rrneklerinin ARF1 protein diizeylerinin immiinolojik belirleme ile analizi.
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4.3.3.2 6.5 Aylik Nodiillii Bitkilerin Farkh Kisimlarindaki ARF1 ve SAR1 Diizeylerinin
13000 g Siipernatant ve Pellet Orneklerinde incelenmesi

Farklu bitki kisimlarina ait 13000 g siipernatant ve pellet rnekleri jele Sekil 4.20° de gériilen
planda, her kuyuda 40 pg protein olacak sekilde yiiklendi. Yaprak digindaki her bitki kisom
icin pellet drneklerinde SAR1 diizeyinin daha yitksek oldugu, yaprak kismma ait slipernatant
ve pellet orneklerinde ARF1 ve SARI diizeylerinin diger bitki kisimlarina gore en diigiik
diizeyde oldugu gozlendi (Sekil 4.21, 4.22, 4.23, 4.24).

Pell Spn Pell Spn Pell Spn Pell Spnr

Nodiil Kok Govde Yaprak

Sekil 4.20 6.5 aylik M. truncatula’nin kok, nodiil, gévde ve yaprak kisimlarma ait 13000 g
stipernatant ve pellet 6rneklerinin SDS-PAGE analizi sonunda Commasie boyama isleminin
uygulanmast ile elde edilen goriintii (Pell: Pellet, Spn: Siipernatant).
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Pellet  Stipernatant Pellet  Siipernatant

Nodiil Kok

Sekil 4.21 6.5 aylik M. truncatula’nim kok ve nodiil kisimlarina ait 13000 g siipernatant ve
pellet 6rneklerinde SARI1 diizeylerinin immunulojik belirleme yontemi ile karsilastiriimast.

Pellet  Siipernatant Pellet  Siipernatant

Nodiil Kok

Sekil 4.22 6.5 aylik M. truncatula’nin kék ve nodiil kisimlarina ait 13000 g siipernatant ve
pellet drneklerinde ARF1 diizeylerinin immunulojik belirleme yontemi ile karsilagtiriimast.



2

4 T

Pellet  Siipernatant Pellet  Siipernatant

Govde Yaprak

Sekil 4.23 6.5 ayhk M. truncatula’nin gévde ve yaprak kisimlarina ait 13000 g slipernatant ve
pellet 6rneklerinde SARI diizeylerinin immunulojik belirleme yontemi ile karsilastiriimasi.

Pellet Stipernatant Pellet  Siipernatant

Govde Yaprak

Sekil 4.24 6.5 ayhk M. truncatula’nin gévde ve yaprak kisimlarina ait 13000 g slipernatant ve
pellet 6rneklerinde ARF1 diizeylerinin immunulojik belirleme yontemi ile kargilastiriimas:.
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44 Medicago truncatula’da Farkli Gelisim Evrelerinede ARF1 ve SAR1 Proteinlerinin
Diizeylerinin Incelenmesi

Toplam Homojenat, 13000 g siipernatant ve 13000 g pellet érneklerinde 2.5, 3.5 ve 6.5 ayhk
bitkiler arasindaki ARF1 ve SAR1 diizeyleri karsilagtirildi.

44.1 Kok Kisminda Farkl Gelisim Evrelerinde ARF1 ve SARI1 Diizeylerinin
Incelenmesi

25, 3.5 ve 6.5 ayhk bitkilerin koklerinden elde edilen Toplam Homojenat, 13000 g
stipernatant ve 13000 g pellet drnekleri jele Sekil 4.25°deki planda, her kuyuda 20 ug protein

olacak sekilde yiiklendi.

SARI diizeylerinde Toplam Homojenat ve 13000 g siipernatant 6rneklerinde farkli gelisim
evreleri arasinda fark olmadigi, 13000 g pellet 6rneklerinde SAR1 diizeyinin 2.5 ayda diger
gelisim evrelerine gére daha diisiik oldugu gozlendi. Ayrica, SARI diizeyinin tim gelisim

evreleri igin 13000 g stipernatant Srneklerinde en diisiik oldugu gozlendi (Sekil 4.26).

ARF1 diizeylerinde farkli gelisim evreleri arasinda belirgin bir farklilik olmadigi; Toplam
Homojenat, 13000 g siipernatant ve pellet drnekleri arasinda siipernatant rneklerinin daha

diisiik SAR1 diizeyine sahip oldugu gozlendi (Sekil 4.26, 4.27).

116 kDa
66.2 kDa
45 kDa

35 kDa

25 85 5525 35 65 .25 35 65

EH. 13000 g spn 13000 g pell

Sekil 4.25 2.5, 3.5 ve 6.5 aylik M. truncatula’nin koklerinde Toplam Homojenat, 13000 g
stipernatant ve 13000 g pellet 6rneklerinin SDS-PAGE analizi sonucunda giimiis boyama
uygulamast ile elde edilen goriintii (pell: Pellet, spn: Siipernatant, T.H: Toplam Homojenat).



2.5 3.5 6.5 2.5 3.5 6.5 285 35 B3

Toplam Hmojenat 130000 g spn 13000 g pell

Sekil 4.26 Toplam Homojenat, 13000 g siipernatant ve 13000 g pellet 6rneklerinde 2.5, 3.5 ve
6.5 aylik M. truncatula’nin koklerinde SAR1 diizeylerinin karsilastirlmast,

25 35 6.5 2.5 355 615 25 3.5%065

Toplam Hmojenat 130000 g spn 13000 g pell

Sekil 4.27 Toplam Homojenat, 13000 g siipernatant ve 13000 g pellet drneklerinde 2.5, 3.5 ve
6.5 ayhk M. truncatula’mn koklerinde ARF1 diizeylerinin kargilagtirlmast.
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442 Govde Kisminda Farkh Gelisim Evrelerinde ARF1 ve SARI Diizeylerinin
Incelenmesi

2.5, 3.5 ve 6.5 aylik bitkilerin gévde kisimlarindan elde edilen Toplam Homojenat, 13000 g
stipernatant ve 13000 g pellet 6rnekleri jele Sekil 4.28 deki planda, her kuyuda 40 ug protein
olacak sekilde yiiklendi.

13000 g pellet 6rnekleri arasinda, 2.5 ayda SARI protein diizeyinin daha fazla oldugu (Sekil
4.29). ARF1 i¢in belirgin bir fark olmadig: (Sekil 4.30) gozlendi.

25035 G502 503 54865025 3 506

Toplam Homojenat 13000 g spn 13000 g pell

Sekil 4.28 2.5, 3.5 ve 6.5 aylik M. truncatula’nin gévde kisimlarinda Toplam Homojenat,
13000 g stipernatant ve 13000 g pellet 6rneklerinin SDS-PAGE analizi sonucunda giimiis
boyama uygulamas: ile elde edilen gériintii (spn: Siipernatant, pell: Pellet).
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235 35 65 2.5 35 6.5 25 35 65

Toplam Homojenat 130000 g spn 13000 g pell

Sekil 4.29 Toplam Homojenat, 13000 g siipernatant ve 13000 g pellet 6rneklerinde 2.5, 3.5 ve
6.5 aylik M. truncatula’nin gévde kisimlarinda SAR1 diizeylerinin karsilagtiriimast.

25 3.5 6.5 2.5 35 635 25 35 @65

Toplam Hmojenat 130000 g spn 13000 g pell

Sekil 4.30 Toplam Homojenat, 13000 g siipernatant ve 13000 g pellet 6rneklerinde 2.5, 3.5 ve
6.5 aylik M. truncatula’nin gévde kisimlarinda ARF1 diizeylerinin kargilagtiriimast.
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5. SONUCLAR VE TARTISMA

Bu ¢alismada Medicago truncatula bitkisinde GTP baglayici proteinlerden ARF1 ve SAR1’in
varhigy ile bu proteinlerin farkli bitki kisimlarindaki, farkli gelisim evrelerindeki ve nodiil

gelisimine bagl olarak degisen diizeyleri incelendi.

Medicago truncatula’da ARF1 ve SAR1’in protein diizeyinde varlig1, bitki gelisim evreleri ve

nodiil gelisimi iizerindeki rolii ilk kez bu ¢aligma ile gdsterilmistir.

5.1 Medicago truncatula’da Nodiil Olusumunun ARF1 ve SAR1 Diizeylerine Etkisi

2.5 aylik bitki 6rnekleri kullanilarak yapilan deneyler (4.3.1) sonucu elde edilen verilere gore,
M. truncatula’nin gelisiminin bu evresinde koklerde ve diger bitki kisimlarindaki ARF1 ve
SAR1 diizeylerine nodiil gelisiminin etkisinin olmadig1 belirlendi (Sekil 4.3, 4.4, 4.6, 4.7).
Aynt zamanda galigmamn bu béliimiinde yaprak dokusundaki ARF1 ve SARI1 diizeyinin
diger dokulara gore ¢ok daha az oldugu belirlendi (5.2). Nodiillii ve nodiilsiiz bitkiden elde
edilen aym bitki kisimlarina ait protein 6rneklerinin ARF1 ve SARI1 diizeylerinde farklilik
gozlenmedi. Nodiil gelisiminin erken evresinde, doku miktarinda ve buna bagli olarak hiicre
boliinmesinde belirgin bir artig olmaz. Bu nedenle bitkinin bu evresinde vesikiiler trafikte ve
bunda gdrev alan ARF1 ve SAR1 diizeylerinde nodiil olusumuna bagl bir artisin olmayacag

beklenir.

Rhizobium igeren toprakta yetistirilmis olan bitkilerin koklerindeki nodiillerin, 3.5 aylik
donemde, protein izolasyonunda kullanilmak tizere koklerden toplanilabilecek boyuta geldigi

gozlendi.

3.5 aylik bitki 6rnekleri kullanilarak yapilan deneylerde (4.3.2) ilk olarak nodiillii kokler ile
bu koklerden toplanmig nodiil dokulan ve nodiilsiiz bitki k6k dokular: arasinda, vesikiilleri ve
bir miktar ER igeren fraksiyonda SAR1 diizeyleri karsilagtinldiginda, nodiillii kok dokusunda
SAR1 diizeyinin, tek basina nodiil dokusundan ve nodiil igermeyen kdk dokusundan daha
fazla oldugu gézlenmigtir (Sekil 4.14).

3.5 ay sonunda nodiil dokusu hacminin arttig1 gézlendi ve buna bagh olarak bu dokuda hiicre
boliinmelerinin, protein sentezinin Ve sentezlenen bu proteinlerin ileri yonlii tasmiminda
gorev alan SAR1’in diizeyinde artis olacag: diisliniildii. Gelisimini siirdiirmekte olan 3.5 aylik
bitkinin kok kismu da gelisimini stirdiirmekte ve kok doku hacmi artmaktadir. Hem kok
dokusundaki hem de nodiill dokusundaki artisa bagh olarak en yiikksek SAR1 diizeyi,

nodiil igeren k6k dokusunda gbzlenmistir.
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Bu goriise paralel olarak, Memon vd.’nin (yaynlanmamig veri) erken gelisim evresindeki
bezelye koklerinin farkli kisimlarinda (en ug meristemetik kisim, orta kék kismi ve tist kok
kism1) yapmig oldugu ¢aligmada, kiiciik GTP baglayici proteinlerin diizeyinin meristematik
kok ucu kisminda daha fazla oldugu gozlenmistir. Meristematik kok dokusunda diger kok
kisimlarina gore daha fazla hiicre béliinmesi oldugundan, bu dokudaki hiicrelerde daha fazla
protein sentezlenir ve buna bagh olarak, proteinlerin ileri yonlii taginiminda gérev alan SAR1

diizeyinin de diger kok kisimlarindakine gore daha yiiksek olmasi beklenir.

Cheon vd. tarafindan yapilan calismada soyafasulyesinde nodiil olusumunda, kiiciik GTP
baglayici proteinlerden Rabl ve Rab7’nin 6nemli rol oynadig1 belirlenmistir. Bu proteinlerin
nodiil boyutunda ve azot fiksasyonunda 6nemli etkisi oldugu ileri siiriilmiistiir (Cheon vd.,
1993). GTP baglayic1 proteinlerin azot fiksasyonuna bu gekilde bir etkisinin olmasi, bitki
kalitesinin artirilmasinda 6nemlidir. M. truncatula’mn nodiil bulunan kok kisminda SAR1
diizeyinin fazla olmasi, bu GTP baglayici proteinin de nodiil boyutunda ve azot

fiksasyonunda etkili olabilecegini akla getirmektedir.

3.5 aylik nodiillii ve nodiilsiiz bitkilerin gévde kismina ait 6rneklerin ER igeren ve vezikiilleri
iceren fraksiyonlarinda SARI1 diizeyinin incelenmesi sonucunda bu dokudaki SARI
diizeyinde nodiil olusumuna bagl: bir fark olmadig belirlendi (Sekil 4.16).

5.2 Medicago truncatula’da Farkh Bitki Kisimlarinda ARF1 ve SAR1 Diizeylerinin
Incelenmesi

2.5 aylk bitkilerle yapilan ¢aligma ile aym zamanda 2.5 aylik bitkide, farkli bitki kisimlan
(kok, govde ve yaprak) arasindaki ARF1 ve SAR1 diizeylerinin kargilastirmasi yapildi. ARF1
diizeyinde belirgin bir fark olmadig: (Sekil 4.4, 4.7); SAR1 diizeyinin nodiillii ve nodiilsiiz
bitki rneklerinin her ikisinin de k6k kisimlarinda, 6zellikle membrana bagli konumda (pellet
fraksiyonunda) en fazla, yaprak kisminda ise en diisiik oldugu gézlendi (Sekil 4.3, 4.6). Yeni
gelismekte olan bitkilerde k6k meristemleri en aktif bolinme gegiren dokulardir; buna bagh
olarak bu dokularda artan protein sentezi ile birlikte ER-Golgi ag1 aras1 vesikiiler trafikte artis
oldugu; ER-Golgi ag1 aras1 trafigin Onemli bir bilegeni olan SAR1’in koklerdeki yiiksek
diizeyinin de buna bagli oldugu disiiniilmektedir.

Bu galisma kapsaminda tim evrelere ait, farkli bitki kisimlarinin aym fraksiyonlarindaki
protein ornekleri arasinda ARF1 diizeylerinde fark gézlenmedi. Bu durumun, ARF1’in ER-
Golgi ag1 aras1 COPI vesikiilleri disinda, kalatrin 6rtiilii vesikiiller tarafindan yiiriitiilen hiicre

i¢i tasimminda da gorev almasindan kaynaklandig diistiniilmektedir.
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2.5 ay bitki kistmlarinin 13000 g siipernatant ve pellet 6rnekleri kargilastirildiginda, SAR1
diizeyinin pellet 6rneklerinde daha yiiksek oldugu gozlendi (Sekil 4.9). 13000 g pellet
fraksiyonu bir miktar ER igerir; SAR1 bu fraksiyondaki ER’a bagli durumda, vesikiil 6rtii
yapisimn olusumuna katilmis durumdadrr. Sitozolik fraksiyonda SAR1 diizeyinin daha az
olmasi bu gekilde agiklanabilir.

3.5 aylik nodilli bitkilerin kok, gévde, yaprak ve nodiil kisimlarinda ARF1 ve SAR1
diizeyleri incelendiginde de 2.5 aylik 6rneklere benzer sekilde ARF1 diizeylerinde belirgin bir
fark olmadigi, yaprak kismmda SAR1 diizeyinin ise en diisiikk oldugu gézlendi (Sekil 4.11,
4.12). Kok kismindaki SAR1 diizeyinin, 2.5 aylik bitkide diger bitki kisimlarindan ¢ok daha
yiiksek oldugu gbzleminin yaninda, 3.5 ayda bu farkin azaldigi da gézlenmistir. Bu durumun
kok meristemlerindeki bélinmelerin bitki gelisim evreleri ilerledikge azalmasindan

kaynaklandig1 diistiniilmektedir.

3.5 ayhik farkli bitki kisumlari ile yapilan ¢alismada nodiil kisminin k6k kismu ile aym1 ARF1
ve SARI1 diizeyine sahip oldugu belirlendi, buna bagl olarak nodiil dokularinda da kok
dokusunda oldugu gibi protein sentezinin ve hiicre bolinmelerinin yiiksek diizeyde oldugu

diistiniildi.

6.5 aybk farkhi bitki kisimlarinda tiim hiicre fraksiyonlarimi igeren toplam homojenat
orneklerinde ve ER igeren fraksiyonda ARF1 ve SAR1 diizeylerinin kék kisminda en fazla
oldugu gozlendi (Sekil 4.18, 4.19). Yaprak hacmindeki artiginin en diisiik oldugu 6.5 aylik
donemde bu bitki kismindaki ARF1 ve SAR1 diizeyinin diger bitki kisimlarina gére en diisiik
oldugu gozlendi. 6.5 aylik donemde hasat edilen bitkilerin koklerindeki nodiillerin ¢ogunun
yapilarinin  bozulmaya bagladifi g6zlendi. Ayrica bu evrede elde edilen nodiillerin
boyutlarinda 3.5 aylik déneme gére bir artiy gézlenmedi. Bitkilerin hasat edildigi bu ileri
evrede nodiil dokusu artisimin durdugu, buna bagli olarak bu kisimlarda daha onceki gelisim
evresine gore vesikiiler trafigin ve bunda gérev alan proteinlerden ARF1 ve SARI’in

diizeyinde de azalma oldugu diisiiniilmektedir.

5.3 Medicago truncatula’da Farkli Gelisim Evrelerinde ARF1 ve SAR1 Diizeylerinin
Incelenmesi

2.5, 3.5 ve 6.5 aylik bitki 6rneklerinin kok kisimlarina ait ER fraksiyonunda SAR1 diizeyinin
2.5 aylik gelisim evresine gore, 3.5 aylik donemde daha fazla oldugu; gévde kisminda ise ER
igeren fraksiyonda 2.5 ayda SAR1 protein diizeyinin daha fazla oldugu gozlendi (Sekil 4.26,
4.29). Bitkide hiicre boliinmelerinin olduk¢a sik gergeklestigi kok kisminda gelisim evresi
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ilerledikge, artan doku miktarina paralel olarak, protein sentezi ve bu proteinlerin tasimminda
gorev alan vesikiillerin yapisina katilan SAR1 diizeyinde de arti olacaktir. Tek yillik bir bitki
olan M. truncatula’da ilerleyen hasat donemindeki bitkiler gelisimlerini biiyiik Olgiide
tamamlamislardir. Bu sebeple k6k dokusunda SAR1 diizeyinin 6.5 aylik dénemde 3.5 aylik
déneme gore daha diisiik olmasinin, 6.5 aylik donemde bitkideki protein sentez ve tagimiminin

daha az olmasindan kaynaklandig1 diigiiniilmektedir.

Bitkilerde hiicre i¢i taginim olaylar1 ve bunda gérev alan proteinler hakkindaki bilgiler yalmz
bitki hiicrelerindeki calismalar i¢in degil; tiim Okaryotik hiicrelerdeki ¢alismalar igin
onemlidir. Erken salgi yolundaki tagimmda 6nemli rolii olan ARF1 ve SAR1 proteinlerinin
bitkilerdeki islevlerini anlamada ilk adimi olusturan bu galigma, ayn1 zamanda Leguminosae
(Baklagil) ailesi bitkilerinde nodiil yapisinin olusumunun hiicre i¢i vesikiiler trafige etkisini
anlamada 6nemli veriler saglamigtir. GTP baglayici proteinlerin azot fiksasyonuna etkisinin
daha iyi belirlenmesi ile baklagil bitkilerinin protein miktar ve Kalitesinin artirilmasi
kolaylagacaktir.



61

KAYNAKLAR
Amersham Biosciences, (2002), “Principles of ECL Western Blotting™.

Amor, J.C., Harrison, D.H., Kahn, R.A. ve Ringe, D., (1994), “Structure of the Human ADP-
Ribosylation Factor 1 Complexed with GDP”, Nature, 372:704-708.

Aniento, F., Helms, B. ve Memon, A.R., (2003), “The Golgi Apparatus and The Plant
Secretory Pathway”, Blackwell, 36-62.

Antonny, B., Schekman, R., (2001), “ER Export: Public Transportation by the COPII Coach”,
Current Opinion in Cell Biology, 13:438-443.

Aridor, M., Fish, K.N., Bannykh, S., Weissman, J., Roberts, T.H., Lippincott-Schwartz, J. ve
Balch, W.E., (2001), “The Sarl GTPase Coordinates Biosynthetic Cargo Selection with
Endoplasmic Reticulum Export Site Assembly”, The Journal of Cell Biology, 152:213-229.

Balch, W.E., Kahn, R.A. ve Schwaninger, R., (1992), “ADP-Ribosylation Factor Is Required
for Vesicular Trafficking between the Endoplasmic Reticulum and the cis-Golgi
Compartment”, The Journal of Biological Chemistry, 267:13053-13061.

Barlowe, C. ve Schekman, R., (1993), “SEC12 Encodes a Guanine-Nucleotide-Exchange
Factor Essential for Transport Vesicle Budding from the ER”, Nature, 365:347-349.

Barlowe, C., (1995), “COPIl: A Membrane Coat That Forms Endoplasmic Reticulum-
Derived Vesicles”, FEBS Letters, 369:93-96.

Barlowe, C., (2000), “Traffic COPs of the Early Secretory Pathway”, Traffic, 1:371-377.

Barlowe, C., (2002), “COPII-Dependent Transport from the Endoplasmic Reticulum”,
Current Opinion in Cell Biology, 14:417-422.

Barlowe, C., (2003), “Signals for COPII-Dependent Export From the ER: What’s the Ticket
Out?”, Trends in Cell Biology, 13:295-300.

Barr, F. ve Huttner, W.B., (1996), “A Role For ADP-Ribosylation Factor 1, But Not COP I,
in Secretory Vesicle Biogenesis From the trans-Golgi Network”, FEBS Letters, 384:65-70.

Béraud-Dufour, S., Paris, S., Chabre, M. ve Antonny, B., (1999), “Dual Interaction of ADP
Ribosylation Factor 1 with Sec7 Domain and with Lipid Membranes during Catalysis of
Guanine Nucleotide Exchange”, The Journal of Biological Chemistry, 274:37629-37636.

Chardin, P., Paris, S., Antonny, B., Robineau, S., Béraud-Dufour, S., Jackson, C.L. ve
Chabre, M., (1996), “A Human Exchange Factor for ARF Contains Sec7- and Pleckstrin-
Homology Domains”, Nature, 384:481-484.

Cheon, C., Lee, N.G., Siddique, A. M., Bal, A. K. ve Verma, D. P. S., (1993), “Roles of Plant
Homolgs of Rab1p and Rab7 in the Biogenesis of the Peribacteroiid Membrane, a Subcellular
Compartment de novo During Root Nodule Symbiosis”, EMBO Joumal, 12:4125-4135.

Contreras, I., Ortiz-Zapater, E., Castilho, L.M. ve Aniento, F., (2000), “Characterization of
Cop I Coat Proteins in Plant Cells”, Biochemical and Biophysical Research Communications,
273:176-182.

d’Enfert, C., Wuestehube, L.J., Lila, T. ve Schekman, R., (1991), “Secl2p-Dependent



62

Membrane Binding of the Small GTP-binding Protein Sarlp Promotes Formation of
Transport Vesicles from the ER”, The Journal of Cell Biology, 114:663-670.

Denzel, A., Otto, F., Girod, A., Pepperkok, R., Watson, R., Rosewell, 1., Bergeron, J.J.M.,
Solari, R.C.E. ve Owen, M.J., (2000), “The p24 Family Member p23 is Required for Early
Embryonic Development”, Current Biology 10:55-58.

Donaldson, J.G. ve Jackson C.L., (2000), “Regulators and Effectors of the ARF GTPases”,
Current Opinion in Cell Biology, 12:475-482.

Dupree, P. ve Sherrier D.J., (1998), “The Plant Golgi Apparatus”, Biochimica et Biophysica
Acta, 1404:259-270.

Franco, M., Chardin, P., Chabre, M. ve Paris, S., (1996), “Myristoylation-facilitated Binding
of the G Protein ARFlgpp to Membrane Phospholipids Is Required for Its Activation by a
Soluble Nucleotide Exchange Factor”, The Journal of Biological Chemistry, 271:1573-1578.

Franco, M., Boretto, J., Robineau, S., Monier, S., Goud, B., Chardin, P. ve Chavrier, P.,
(1998), “ARNO3, a Sec7-domain Guanine Nucleotide Exchange Factor for ADP Ribosylation
Factor 1, is Involved in the Control of Golgi Structure and Function”, Proc. Natl. Acad. Sci.,
95:9926-9931.

Gatz, C., (1995), “Methods in Cell Biology”, Academic Pres., U.S.A.

Goldberg, J., (1998), “Structural Basis for Activation of ARF GTPase: Mechanisms of
Guanine Nucleotide Exchange and GTP-Myristoyl Switching”, Cell, 95:237-248.

Goldberg, J., (1999), “Structural and Functional Analysis of the ARF1-ARFGAP Complex
Reveals a Role for Coatomer in GTP Hydrolysis”, Cell, 96:893-902.

Gommel, D., Orci, L., Emig, E.M., Hannah, M.J., Ravazzola, M., Nickel, W., Helms, ].B.,
Wieland, F.T. ve Sohn, K., (1999), “p24 and p23, the Major Transmembrane Proteins of
COPI-coated Transport Vesicles, Form Hetero-oligomeric Complexes and Cycle Between the
Organelles of the Early Secretory Pathway”, FEBS Letters, 447:179-185.

Gommel, D.U., Memon, A.R., Heiss, A., Lottspeich, F., Pfannstiel, J., Lechner J., Reinhard,
C., Helms J.B., Nickel W. ve Wieland F.T., (2001), “Recruitment to Golgi Membranes of
ADP-Ribosylation Factor 1 is Mediated by the Cytoplasmic Domain of p23”, The EMBO
Journal, 20:6751-6760.

Grierson, D. ve Covey, S.N., (1988), “Plant Molecular Biology”, Blackie, New York, 123-
140.

Gyorgyey, J., Vaubert, D., Jiménez-Zurdo, J.I., Charon, C., Troussard, L., Kondorosi, A. ve
Kondorosi, E., (2000), “Analysis of Medicago truncatula Nodule Expressed Sequence Tags”,
The American Phytopathological Society, 13:62-71.

Hadlington, J.L. ve Denecke, J., (2000), “Sorting of Soluble Proteins in the Secretory
Pathway of Plants”, Current Opinion in Plant Biology, 3:461-468.

Harter, C. ve Wieland, F., (1996), “The Secretory Pathway: Mechanisms of Protein Sorting
and Transport”, Biochimica et Biophysica Acta, 1286:75-93.

Harter, C. ve Wieland, F.T., (1998), “A Single Binding Site for Dilysine Retrieval Motifs and
p23 within the y Subunit of Coatomer”, Proc. Natl. Acad. Sci., 95:11649-11654.



63

Hosaka, M., Toda, K., Takatsu, H., Torii, S., Murakami, K. ve Nakayama, K., (1996),
“Structure and Intracellular Localization of Mouse ADP-Ribosylation Factors Type 1 to 6
(ARF1-ARF6)”, J. Biochem., 120:813-819.

Hunziker, W., Whitney, J.A. ve Mellman, L, (1992), “Brefeldin A and the Endocytic
Pathway”, FEBS, 307:93-96.

Jurgens, G. ve Geldner, N., (2002), “Protein Secretion in Plants: from the frans-Golgi
Network to the Outer Space”, Traffic, 3:605-613.

John, M., Réhrig, H., Schmidt, J. Ve Schell, J., (1995), “Molecular Biology In The Land of
Nodules”, Biofutur-Février, 19-21.

Kahn, R.A., Randazzo, P., Serafini, T., Weiss, O., Rulka, C., Clark, J., Amherdt, M., Roller,
P., Orci, L. ve Rothman, J.E., (1992), “The Amino Terminus of ADP-ribosylation Factor
(ARF) Is a Critical Determinant of ARF Activities and Is a Potent and Specific Inhibitor of
Protein Transport”, The Journal of Biological Chemistry, 267:13039-13046.

Kirchhausen, T., (1999), “Adaptors for Clathrin-Mediated Traffic.”, Annu. Rev. Cell Biol.,
15:705-732.

Laemmli, U.K., (1970), “Cleavage of Structural Proteins During the Assembly of the Head of
Bacteriophage T4”, Nature, 277:680-685.

Lenhard, J.M., Kahn, R.A. ve Stahl, P.D., (1992), “Evidence for ADP-ribosylation Factor
(ARF) as a Regulator of in vitro Endosome-Endosome Fusion”, The Journal of Biological
Chemistry, 267:13047-13052.

Lowe, M. ve Kreis, T.E., (1996), “In Vivo Assembly of Coatomer, the COP-I Coat
Precursor”, The Journal of Biological Chemistry, 271:30725-30730.

Lucinski, R., Polcyn, W. ve Ratajczak, L., (2002), “Nitrate Reduction and Nitrogen Fixation
in Symbiotic Association Rhizobium-legumes”, Acta Biochimica Polonica, 49:537-546.

Malsam, J., Gommel, D., Wieland, F.T. ve Nickel, W., (1999), “A role for ADP Ribosylation
Factor in the Control of Cargo Uptake During COPI-coated Vesicle Biogenesis”, FEBS
Letters, 462:267-272.

Matsuoka, K. ve Bednarek, S.Y., (1998), “Protein Transport Within The Plant Cell
Endomembrane System: An Update”, Current Opinion in Plant Biology, 1:463-469.

Matsuoka, K. ve Schekman, R., (2000), “The Use of Liposomes to Study COPII- and COPI-
Coated Vesicle Formation and Membrane Protein Sorting”, METHODS, 20:417-428.

Memon, A.R., Clark, G.B. ve Thompson, G.A., (1993) “Identification of an ARF Type Low
Molecular Mass GTP-Binding Protein in Pea”, Biochemical and Biophysical Research
Communications, 193:809-813.

Memon, A.R., Herrin, D.L. ve Thompson, G.A., (1993a) “Intracellular Translocation of a 28
kDa GTP-Binding Protein During Osmatic Shock-Induced Cell Volume Regulation in
Dunaliella salina”, Biochimica et Biophysica Acta, 1179:11-22.

Memon, A.R., Hwang, S., Deshpande, N., Thompson, G.A. ve Herin, D.L., (1995), “Novel
Aspects of The Regulation of a cDNA (Arfl) From Chlamydomonas With High Sequence
Identity to Animal ADP-Ribosylation Factor 1”, Plant Molecular Biology, 29:567-577.



64

Miller, E., Antonny, B., Hamamoto, S. ve Schekman, R., (2002), “Cargo Selection into COPII
Vesicles is Driven by the Sec24p Subunit”, The EMBO Journal, 21:6105-6113.

Mossessova, E., Gulbis, J.M. ve Goldberg, J., (1998), “Structure of the Guanine Nucleotide
Exchange Factor Sec7 Domain of Human Arno and Analysis of the Interaction with ARF
GTPase”, Cell, 92:415-423.

Movafeghi, A., Happel, N., Pimpl, P., Tai, G.H. ve Robinson, D.G., (1999), “Arabidopsis
Sec21p and Sec23p Homologs. Probable Coat Proteins of Plant COP-Coated Vesicles”, Plant
Physiology, 119:1437-1445.

Nickel, W. ve Wieland, F.T., (1997), “Biogenesis of COPI-coated Transport Vesicles”, FEBS
Letters, 413:35-400.

Nickel, W. ve Wieland, F.T., (1998), “Biosynthetic Protein Transport Through the Early
Secretory Pathway”, Histochem. Cell Biol., 109:477-486.

Penmetsa, R.V. ve Cook, D.R., (2000), “Production and Characterization of Diverse

Developmental Mutants of Medicago truncatula”, American Society of Plant Physiologists,
123:1387-1397.

Phillipson, B.A., Pimpl, P., daSilva, L.L.P., Crofts, A.J., Taylor, J.P., Movafeghi, A.,
Robinson, D.G. ve Denecke, J., (2001), “Secretory Bulk Flow of Soluble Proteins Is Efficient
and COPII Dependent”, The Plant Cell, 13:2005-2020.

Pierce, BCA Protein Assay Reagent, Instructions

Pimpl, P., Movafeghi, A., Coughlan, S., Denecke, J., Hillmer, S. ve Robinson, D.G., (2000),
“In Situ Localization and in Vitro Induction of Plant COPI-Coated Vesicles”, The Plant Cell,
12:2219-2235.

Poon, P.P., Cassel, D., Spang, A., Rotman, M., Pick, E., Singer, R.A. ve Johnston, C., (1999),
“Retrograde Transport from the Yeast Golgi is Mediated by two ARF GAP Proteins with
Overlapping Function”, The EMBO Journal, 18:555-564.

Pueppke, S.G., (1986), “Nodule Distribution on Legume Roots: Specificity and Response to
the Presence of Soil”, Soil Biol. Biochem., 18:601-606.

Randazzo, P.A. ve Hirsch, D.S., (2004), “ARF GAPs: Multifunctional Proteins that Regulate
Membrane Traffic and Actin Remodelling”, Cellular Signalling, 16:401-413.

Roth, M.G., (2000), GTPases, Oxford University Press, U.K.

Schafer, D.A., D’Souza-Schorey, C. ve Cooper, J.A., (2000), “Actin Assembly at Membranes
Controlled by ARF6”, Traffic, 1:892-903.

Schekman, R. ve Orci, L., (1996), “Coat Proteins and Vesicle Budding”, Science, 271:1526-
1533.

Seaman, M.N.J., Sowerby, P.J. ve Robinson, M.S., (1996), “Cytosolic and Membrane-
associated Proteins Involved in the Recruitment of AP-1 Adaptors onto the Trans-Golgi
Network”, The Journal of Biological Chemistry, 271:25446-25451.

Sollner, T., Whiteheart, S.W., Brunner, M., Erdjument-Bromage, H., Geromanos, S., Tempst,
P. ve Rothman, J.E., (1993), “SNAP Receptors Implicated in Vesicle Targeting and Fusion”,
Nature, 362:318-324.



65

Teal, S.B., Hsu, V.W., Peters, P.J., Klausner, R.D. ve Donaldson, J.G., (1994), “An
Activating Mutation in ARF1 Stabilizes Coatomer Binding to Golgi Membranes”, The
Journal of Biological Chemistry, 269:3135-3138.

Togawa, A., Morinaga, N., Ogasawara, M., Moss, J. ve Vaughan, M., (1999), “Purification
and Cloning of a Brefeldin A-inhibited Guanine Nucleotide-exchange Protein for ADP-
ribosylation Factors”, The Journal of Biological Chemistry, 274:12308-12315.

Van Vliet, C., Thomas, E.C., Merino-Trigo, A., Teasdale, R.D. ve Gleeson, P.A., (2003),
“Intracellular Sorting and Transport of Proteins”, Progress in Biophysics and Molecular
Biology, 83:1-45.

Wakeham, D.E., Ybe, J.A., Brodsky, F.M. ve Hwang, P.K., (2000), “Molecular Structures of
Proteins Involved in Vesicle Coat Formation”, Traffic, 1:393-398.

Weidler, M., Reinhard, C., Friedrich, G., Wieland, F.T. ve Rosch, P., (2000), “Structure of the
Cytoplasmic Domain of p23 in Solution: Implications for the Formation of COPI Vesicles”,
Biochemical and Biophysical Research Communications, 271:401-408.

Weissman, J.T., Plutner, H. ve Balch, W.E., (2001), “The Mammalian Guanine Nucleotide
Exchange Factor mSecl2 is Essential for Activation of the Sarl GTPase Directing
Endoplasmic Reticulum Export”, Traffic, 2:465-475.

Wieland, F. ve Harter, C., (1999), “Mechanisms of Vesicle Formation: Insights From the
COP System”, Current Opinion in Cell Biology, 11:440-446.

Yentiir, S., (1995), “Bitki Anatomisi”, Istanbul Universitesi Yayinlari, 227, Istanbul.

INTERNET KAYNAKLARI

[1] hitp://merops.sanger.ac.uk/speccards/peptidase/SP000156.htm

[2] http://www.medicago.org/MtNews/Med.org-News20031222 htmi
[3] http://www.noble.org/medicago/index.html




OZGECMIS

Dogum tarihi 10.01.1980
Dogum yeri Istanbul
Lise 1994-1997
Lisans 1997-2001
Yiiksek Lisans 2002-2004
Cahstigy kurum(lar)

66

Atakdy Cumbhuriyet Lisesi
Istanbul Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoloji Boliimii

Yildiz Teknik Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Programi

2001-Devam ediyor YTU Fen Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Bolimi

Aragtirma Gorevlisi



