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ÖZET 

Yüksek Lisans Tezi 

 

TÜRKİYE ENDEMİĞİ THERMOPSIS TURCICA’DAN APETALA1 VE      

APETALA2 GENLERİNİN KLONLANMASI ve KARAKTERİZASYONU 

 

Alperen DEDEOĞLU 

Afyon Kocatepe Üniversitesi  

Fen Bilimleri Enstitüsü  

Moleküler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dalı 

Danışman: Doç. Dr. Mustafa KARGIOĞLU 

 

MADS kutulu APETALA1 (AP1) ve iki AP2 kutulu APETALA2 (AP2) transkripsiyon 

faktörleri bitki çiçeklenmesinde sepal gelişiminden sorumlu A-fonksiyonlu genlerdir.  

Bu araştırmada, çok-karpelli Thermopsis turcica genç tomurcuklarından Arabidopsis 

AP1 ve AP2 homologları izole edilmiş ve farklı dokularda ifadesel analizleri yapılmıştır. 

Dejenere primerler ile klonlanan gen parçalarının tam uzunluk cDNA'ları cDNA 

uçlarının hızlı çoğaltımı (RACE) ile belirlenmiştir. 1074 bp tam uzunluk TtAP1 

cDNA'sı 714 bp protein kod bölgesine sahiptir. MADS-I-K-C domenleri belirlenmiş 

TtAP1 proteini 238 amino asit uzunluğundadır.  Hizalama ve filogenetik analizler 

TtAP1'in diğer legüm türlerinde belirlenen homologlarına benzer olduğunu ispatlamıştır. 

TtAP2 cDNA'sı 545 amino asit için 1638 bp protein kodlama bölgesine sahiptir. TtAP2 

proteini 70 amino asitlik korunmuş bölgede iki AP2 domenine sahiptir. Proteinin diğer 

kısımları çok değişken ve korunmamıştır. Çiçek tomurcukları ve yarı açılmış çiçeklerin 

sepal, petal, stamen ve karpel dokularında TtAP1 ve TtAP2 göreceli ifadesi gerçek 

zamanlı nicel PCR analizi ile belirlenmiştir. Bu genlerin göreceli gen ifadesi belirgin bir 

şekilde sepal dokusunda fazla bulunmuştur. TtAP1’nin göreceli gen ifadesi sepal > 

tomurcuk > petal > karpel > stamen dokuları şeklinde belirlenmişken, TtAP2’nin 

göreceli gen ifadesi sepal > karpel > tomurcuk > petal > stamen şeklinde belirlenmiştir. 

Yapısal ve fonksiyonel analiz bulgularımız TtAP1 ve TtAP2 genlerinin sırasıyla AP1 ve 

AP2 homologları olduğunu ispatlamıştır. 
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2015, xi + 91 sayfa 

 

Anahtar Kelimeler: Çiçek organı meristem genleri, RACE, RT-qPCR, Thermopsis   

turcica, APETALA1, APETALA2 
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ABSTRACT 

M.Sc Thesis 

CLONING AND CHARACTERIZATION OF APETALA1 AND APETALA2 

GENES FROM TURKİSH ENDEMIC THERMOPSIS TURCICA 

 

Alperen DEDEOGLU 

Afyon Kocatepe University 

Graduate School of Natural and Applied Sciences 

Department of Molecular Biology and Genetics 

Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Mustafa  KARGIOGLU 

 

The MADS-boxed APETALA1 (AP1) and two AP2-boxed APETALA2 (AP2) are A-

function genes responsible for initiation and development of sepal and petals during the 

flowering of plants. In this research, Arabidopsis AP1 and AP2 homologous were 

isolated from young floral buds of multiple-carpellated T. turcica and their relative 

expressions were analyzed in reproductive tissues. Full length cDNAs of partially 

cloned genes were determined by using RACE (Rapid Amplification cDNA Ends) 

strategy. The full length cDNA of TtAP1 is 1074 bp and contains 714 bp protein coding 

sequence. It encodes a protein of 238 amino acids with functional MADS and K 

domains. Alignments and phylogenetics analysis indicated that TtAP1 was more similar 

to AP1 homologues determined for other legume species. The cDNA of TtAP2 encodes 

545 amino acid from 1638 bp protein coding sequence.TtAP2 protein contains two well 

conserved AP2 domains, each 70 amino acids in length. The other parts of TtAP2 

protein were more variable and less conserved. The relative expression analysis of 

TtAP1 and TtAP2 genes were determined in floral buds and floral organs (sepals, petals, 

stamens and carpels) of semi-opened flowers by using real-time quantitative PCR 

analysis. The highest transcript level of both genes were obviously determined in sepal 

tissue. The transcript level of TtAP1 was in order of sepals > young floral buds > petals 

> carpels > stamens. The order was sepals > carpel > young floral buds > petal > 

stamens for the TtAP2 transcripts. The MADS-boxed APETALA1 (AP1) and two AP2-

boxed APETALLA2 (AP2) are A-function genes responsible for initiation and 

development of sepal and petals during the flowering of plants. The results of structural 
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and functional analyses clearly proved that TtAP1 and TtAP2 were Arabidopsis 

homologous of AP1 and AP2, respectively. 

 

2015, xi + 91 pages 

 

Key Words: Floral organ meristem genes, RACE, RT-qPCR, Thermopsis turcica, 

APETALA1, APETALA2 
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SİMGELER ve KISALTMALAR DİZİNİ 

 

Simgeler  

dH2O Distile su 

ddH2O Bi distile su 

µg Mikrogram 

µL Mikrolitre 

mg Miligram 

mL  Mililitre 

mM Milimolar 

ng Nanogram  

pg Pikogram 

g Relatif Santrifüj Kuvveti 

U Ünite (birim) 

 

Kısaltmalar 

 

MOPS 3-(N-morpholino) propansülfonik asit 

CDS 

Ct 

cDNA synthesis primer (cDNA sentez primeri) 

Threshold cycle (Eşik değeri) 

DNA Deoksiribo nükleik asit 

dNTP Deoksiribonükleotid trifosfat 

DTT Dithiothreitol 

EDTA Etilen di amin tetra asetat 

GC Guanin-Sitozin 

cDNA  Komplementer DNA 

RACE cDNA Uçlarının Hızlı Çoğaltımı 

RT qPCR  Gerçek Zamanlı Kantitatif Polimeraz Zincir Reaksiyonu 

RNA Ribo nükleik asit  

SDS 

Tm  

Sodium dodesil sülfat 

Erime sıcaklığı 

UV Ultraviyole 

UPM Evrensel Primer Karışımı 
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1. GİRİŞ 

 

Meristem doku bitkilerde sürgün uçlarında büyümeyi sağlarken, optimum koşullarda 

sürekli şekilde yeni kök hücrelerini ve farklılaşmaya gidecek bitki hücre gruplarını 

üretmektedir (Weigel and Jürgens 2002). Bitkiler, çiçek başlatma yeteneğinin gelişimsel 

aşamasında oldukları zaman çoğu fotoreseptör ve transkripsiyon faktörlerini içeren bir 

dizi protein aracılığıyla çeşitli çevresel ipuçlarını algılayacak ve harekete geçecektir. 

Çiçek başlangıcının zamanlamasının kararı verilirken çevresel ve endojen sinyalleri 

birleştiren fotoperiyod, vernalizasyon, otonom ve giberellin (GA) seviyesi gibi 

tanımlanmış olan ve birbirleriyle ortak şekilde çalışan genetik metabolik yollar sürgün 

meristeminin çiçeklenme meristemine dönüşmesini yani çiçek oluşumunu sağlar 

(Simpson and Dean 2002). Çiçek metabolik yolu entegratörleri olarak bilinen üç gen 

grubu çiçeklenme zamanının kontrolü için biraraya gelir. Bu gen grupları; 

FLOWERING LOCUS T (FT), LEAFY (LFY) ve SUPPRESSOR OF 

OVEREXPRESSION OF CONSTANS 1 (SOC1)’dır. Bu çiçek metabolik yolu 

entegratörleri vejetatif apikallerin çiçeklenme meristemine dönüşmesini sağlayan 

APETALA1 (AP1), FRUITFUL (FUL), CAULIFLOWER (CAL), LFY ve SEPALLATA4 

(SEP4) gibi çiçek meristem kimlik genlerini aktive etmektedir. Meristemlerdeki 

çiçeklenme durumunun belirlenmesinden sonra çiçek organ kimlik genlerinin azalan 

ifadelerinin ortaya çıkması çiçek oluşumunu sağlar (Tan and Swain 2006).  

 

Arabidopsis çiçekleri konsentrik çiçek halkalarının düzenlenmesiyle çiçek organlarının 

dört farklı tipinden oluşmaktadır. En dıştaki birinci halkadan merkezdeki dördüncü 

halkaya doğru sırasıyla sepal, petal, stamen ve karpel organları bulunmaktadır. Bu çiçek 

organları çiçek organ kimlik genleri olarak adlandırılan düzenleyici genler tarafından 

oluşmaktadır (Krizek and Fletcher 2005, Causier et al. 2010, Bowman et al. 2012). 

ABCDE çiçek modeline göre A sınıfı gen grubuna dahil APETALA1 (AP1) ve 

APETALA2 (AP2)  genleri sepal ve kısmen de olsa petal oluşumunu sağlarken B sınıfı 

gen grubuna dahil APETALA3 (AP3) ve PISTILLATA (PI) genleri A sınıfı genler ile 

birlikte petal oluşumuna katılırken kendi aralarında stamen oluşumundan sorumludurlar. 

C sınıfı içerisinde yer alan AGAMOUS (AG) geni ise etkili bir biçimde karpel 

oluşumundan sorumludur. D sınıfına ait iki gen grubu SHATTERPROOF (SHP) ve 
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SEEDSTICK (STK) genleri AG yardımcıları olarak karpel oluşumunda yer alırken, E 

sınıfı içerisinde yer alan SEPELLATA (SEP) geni ise kendi içerisinde dört gruba 

ayrılarak (SEP 1-4) diğer genler ile birlikte ortak çalışarak tüm çiçek organlarının 

oluşumuna katkı sağlamaktadır (Krizek and Fletcher 2005, Bowman et al. 2012).   

 

Bitkilerde çiçek organlarının gelişimi ve tam bir çiçek oluşumunun genetik ve 

moleküler mekanizmasının ortaya çıkarılmasında Arabidopsis thaliana, Petunia 

hybrida, Antirrhinum majus, Oryza sativa gibi türler model bitkiler olarak 

kullanılmaktadır (Weigel and Meyerowitz 1994,  Fornara et al. 2003, Thompson and 

Hake 2009, Irish 2010). 

 

Legüm türlerine baktığımızda ise legüm çiçeklerinde tüm çiçek organları tek 

primordiyadan gelişebilir (Tucker 1989). Ayrıca, çiçek halkalarının oluşmaya başlama 

zamanı çakışabilir, örneğin papilinoitlerin çiçeklerinde karpel oluşumu sepal veya 

stamen oluşumu ile birlikte başlar (Tucker 2003a). Bu çeşit farklılıklara rağmen, çiçek 

meristemi kimlik genlerinin sekansları ve fonksiyonları tüm çiçekli bitkilerde oldukça 

iyi korunmuştur. Bazı papilionoit bitkilerine ait çiçek meristemi ve organ kimlik genleri 

klonlanarak karakterize edilmiştir. Bu tez kapsamında çalışılmış olan genleri gösterecek 

olursak AP1,  Glycine max’dan AP1- benzeri GmAP1 geni Chi vd. (2011), Pisum 

sativum’dan yine AP1- benzeri PEAM4 geni Berbel vd. (2001), Medicago 

truncatula’dan AP1- benzeri MtPIM geni Benlloch vd. (2006), endemik legüm türü 

Sophora tetraptera’dan AP1- benzeri StAP1 geni Song vd. (2008), yine endemik legüm 

türü Clianthus maximus’dan AP1- benzeri CmAP1 geni Song vd. (2011), Lotus 

japanicus’dan AP1- benzeri LtAP1a ve LtAP1b geni Dong vd. (2005) sekanslanmıştır. 

AP2 geni ise Glycine max’dan AP2- benzeri GmERF Zhang vd. (2008) sekanslanmıştır.  

 

Türkiye’de yer alan endemik legüm türü Thermopsis turcica önemli bir gen kaynağıdır 

ve sıradışı çok karpelli yapısı da oldukça ilgi çekicidir. Bu çok karpelli yapısının 

ekonomik değere sahip çeşitli legüm türlerine aktatırılması gerekmektedir. Bu 

kapsamda, bu çalışma T.turcica çiçek organı meristem kimlik genlerinin karakterize 

edilmesi ve çoklu karpel oluşumunu sağlayan moleküler yapının anlaşılmasına katkı 

sağlamıştır. 
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Bu bilgiler ışığında model bitkiler ve diğer legüm türlerindeki APETALA1 (AP1) ve 

APETALA2 (AP2) gen homologlarının T.turcica’da tam nükleotid sekanslarının elde 

edilmesi ve bu dizilerin nükleotid ve amino asit sekanlarının literatürdeki homologları 

ile karşılaştırılarak kesinleştirilmesi ve genlerin çeşitli dokulardaki ifade düzeylerinin 

belirlenmesi yapılmıştır. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



4 
 

2. LİTERATÜR BİLGİLERİ 

 

2.1 Bitkilerde Çiçek Meristeminin Oluşumu ve Çiçeklenmenin Gelişimi 

 

Bitkiler meristemleri vasıtasıyla sürekli olarak büyürler. Zıt faaliyetlere sahip kök hücre 

popülasyonları meristemleri oluştururlar; Meristemler de farklılaşmaya gidecek olan 

kök hücre türevlerinin oluşumunu sağlarlar ve kök hücre popülasyonunu yenilerler. 

Vejetatif büyüme sırasında, sürgün apikal meristemi yanlardan yaprakları ve koltuk altı 

tomurcuklarını üretirler. Çevresel ip uçlarının algılanmasından sonra, sürgün apikal 

meristemi üreme işlemi tanımlanmış çiçeklenme meristemini oluşturmak için değişime 

uğrarlar (Amasino 2010). Arabidopsis thaliana’da olgun bitkinin karakteristik yapısını 

ortaya çıkarmak için çiçeklenme meristemi yanlardan çiçek meristemi gibi ikincil 

çiçeklenme meristemini oluşturur. 

 

Bir çiçek meristemini diğer meristemlerden ayıran birkaç farklı önemli yol mevcuttur. 

Özellikle çiçek meristemi sırasıyla çiçek organları sepal, petal, stamen ve karpeli üretir. 

Bu organlar konsentrik halkaları meydana getirirler (Steeves and Sussex 1989, Smyth et 

al. 1990). Arabidopsis’de en dıştaki veya birinci halka olarak adlandırılan kısımda sepal 

vardır ve bu yaprak benzeri organ gelişmekte olan çiçek tomurcuğunu korur. 4 beyaz 

petal ikinci halkada sepallere alternatif olarak dizilirler. Üçüncü halkada bir filament ve 

tepesinde polen oluşturan anterden oluşan altı stamen yer alır. Merkezdeki dördüncü 

halka ise iki birleşik karpelden oluşan ve ginekeum adını alan dişi üreme yapılarını 

üretir. Ginekeum, fertilizasyon sonrası tohumu üretecek olan ovülleri içerir. Vejetatif 

sürgün apikal meristeminin sürekli olarak yaprakları ve aksiller tomucukları üretmesine 

karşın çiçeklenme meristemi sınırlıdır yani çiçeği üretir ve sonunda gelişimini 

sonlandırır (Irish 2010). 
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Goethe 1970 yılında çiçek organlarının modifiye edilmiş yapraklar olduklarını ileri 

sürmüştür (Goethe 1790). Son bulgular tarafından büyük ölçüde takviye edilmiş ortak 

bir mekanizmanın altında yatan bu fikir, çiçek organlarının oluşumunda çiçek 

meristeminin faaliyetinin yaprakların oluşumunda sürgün apikal meristeminin faaliyeti 

ile önemli ölçüde benzerlik taşıdığını göstermektedir (Carles and Fletcher 2003, 

Sablowski 2007). Bununla birlikte çiçek gelişimi sırasında özelleşmiş bir takım gen 

ürünü belirlenmiştir. Çoğu durumda bu yapılar yanal organların ‘’temel durumu’’ ile 

kesişirler ve mekanizmada modifikasyonlar yaparak çiçek dokularını üretirler (Irish 

2010). 

 

 

Şekil 2.1   Arabidopsis çiçeği. (a) Antesiz aşamasındaki olgun çiçek. (b) Organ çeşitlerini de 

gösteren olgun çiçeğin yan kesitinin çizilmiş şekli (c) Çiçek organlarının muhtemel 

yerlerini gösteren çiçek diyagramı (Irish, V. F. (2010)’den alınarak düzenlenmiştir.) 

 

Çiçek meristemi, çiçeklenme meristeminin çevresi üzerinde yanal olarak dışa doğru 

büyümesiyle veya çıkıntı oluşturarak ortaya çıkmaktadır. Çiçeğe özgü gen ifadesinin 

bazı ilk belirteçleri bu aşamada yer almaktadır (Grandjean et al. 2004, Reddy et al. 

2004, Heisler et al. 2005). Çiçek meristemi kurulduktan sonra büyüme iyi tanımlanmış 

aşamalar ile biçimsel bir şekilde gerçekleşir (Smyth et al. 1990). 

 

Diğer sürgün apikal meristemlerinde olduğu gibi Arabidopsis çiçek meristemi üç farklı 

klonal hücre tabakasından oluşmaktadır. Dış kısımdaki L1 ve bir altındaki L2 tek hücre 

tabakasıdır ve bu iki tabaka bu durumlarını apikal eksene dik bölünmelerle 
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organizasyonlarını muhafaza etmektedir (Steeves and Sussex 1989). Alt tabakadaki L3 

ise her yöne bölünen birkaç hücre tabakasından oluşmaktadır. Amaca yönelik hücre 

bölünmelerinin düzenlenmesi nispeten düzenli olsa da çiçek yapımında kritik bir aşama 

olan çiçek meristem hücreleri arasındaki sinyalizasyon bu düzende zaman zaman 

sapmalar olduğunu göstermiştir (Jenik and Irish 2000, Reddy et al. 2004, Kwiatkowska 

2006). Her ne kadar floral meristemin farklılaşması ve büyümesini kontrol eden 

mekanizma hakkında çok fazla şey bilinmiyorsa da, bazı genlerin analizleri ve birbirleri 

arasındaki ilişkinin analizleri bazı bilinmeyen hususları aydınlatamaya başlamıştır. 

 

LEAFY(LFY) çiçek meristem kimliğinin belirlenmesinde anahtar role sahiptir. Şiddetli 

LFY mutasyonları çiçek meristemi başlatmazlar ve bunun yerine ikincil çiçeklenme 

dallarını üretirler (Weigel et al. 1992). Ayrıca LFY’nin ektopik ifadesi erken çiçek 

oluşumunu uyarır bu da LFY’nin çiçek meristem kimliğinin oluşumunda yeterli 

olduğunu gösterir (Weigel and Nilsson 1995). LFY bitkiler aleminde bulunan 

homologları ile birlikte yeni bir tip transkripsiyon faktörünü kodlar (Maizel et al. 2005, 

Hames et al. 2008). Çiçeksiz bitkilerde ise LFY’nin sporofit gelişiminde genel bir rol 

oynadığı gözlenmektedir (Maizel et al. 2005, Tanahashi et al. 2005). Çiçekli bitkilerde, 

LFY’nin floral meristem kimliğinin özelleşmesinde yeni rollerinin olduğunu 

gözlenmektedir (Coen et al. 1990, Souer et al. 1998, Molinero-Rosales et al. 1999, 

Bomblies et al. 2003). 

 

lfy mutantı olan bitkiler APETALA1 (AP1) etkinliğinden dolayı doğal olarak bazı floral 

kimliğe sahip aksilar meristem üretirler (Huala and Sussex 1992, Mandel et al. 1992, 

Bowman et al. 1993, Mandel and Yanofsky 1995). AP1’de fonksiyonunu kaybetmiş 

mutasyonlar floral meristemlerin daha çok çiçeklenme benzeri kimliğe kısmen 

dönüşümüne neden olur ve ap1 ile lfy çift mutantlarının birlikte oluşturulması sonucu 

çiçek oluşmaz, bu bulgular bu iki genin birlikte çalışarak çiçek meristeminin 

özelleşmesinden sorumlu olduğunu göstermektedir (Irish and Sussex 1990, Huala and 

Sussex 1992, Bowman et al. 1993, Shannon and Meeks-Wagner 1993). AP1 bir MADS 

kutusu transkripsiyon faktörünü kodlamaktadır ve diğer birçok MADS-kutusu genleri 

çiçek meristemi kimliğinin teşvikinde çalışmaktadır (Mandel et al. 1992). Burada yer 

alan AP1 paralogları CAULIFLOWER(CAL), FRUITFULL(FUL) Bowman vd. (1993), 
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Kempin vd. (1995), Ferrandiz vd. (2000a), AGAMOUS-LIKE24(AGL24), SHORT 

VEGETATIVE PHASE (SVP) ve SUPPRESSOR OF CONSTANS1(SOC1) Gregis vd. 

(2008), Melzer vd. (2008)’dır. Bu MADS kutulu gen ürünlerinin çakışan fonksiyonları 

çiçek gelişimi için gerekli olan hedef genlerin transkripsiyonlarının düzenlenmesinde bu 

genlerin ortaklaşa çalıştıklarını yansıtmaktadır. 

 

Floral meristem belirlenmesinde çeşitli geri bildirim döngüleri bu genlerin hareketlerini 

düzenlemektedir. Bu şekilde, hem kararlı çiçek meristem kaderini teşvik ederek ve hem 

de karasız (özelleşmemiş) apikal meristem geleceğini baskılayarak, çok sağlam ve 

istikralı bir çiçeklenmeye geçişin gerçekleşmesini sağlamaktadır. TERMINAL 

FLOWER1 (TFL1), belirsiz sürgün kaderi için gereklidir çünkü tfl1 mutantları çiçek 

meristemlerinin çiçeklenme meristemine dönüşümünü göstermektedir (Bradley et al. 

1997, Ratcliffe et al. 1998). AP1 ve LFY’in bir rolü TFL1’i baskılamaktır (Weigel et al. 

1992, Liljegren et al. 1999, Ratcliff et al. 1999). Buna karşılık TFL1 geninin de  

çiçeklenme meristeminde LFY ve AP1 genlerini baskı altına alma görevi vardır 

(Ratcliffe et al. 1998). TFL1 ve çiçek meristem kimlik genleri arasındaki bu denge 

uygun yer ve zamanda çiçeklenmenin oluşumunu sağlayarak genel sürgün mimarisini 

düzenler. Bu dengedeki ince kaymalar çiçeklenen bitki türlerindeki sürgün 

mimarisindeki çeşitlenmelerden sorumludur (Prusinkiewicz et al. 2007). 
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Şekil 2.2  Floral meristemin kurulumuna katılan genler. İlişki ağı, floral gen kimliği genlerinin 

aktivasyonunun en yüksek seviye çıktığı bir anda çok çeşitli gen ürünlerinin 

fonksiyonu ile yönetilir. Transkripsiyon faktörleri yuvarlak, diğer faktörler 

dikdörtgendir. Pozitif düzenleyici temaslar oklarla gösterilmiştir, negatif düzenleyici 

ilişkiler küt uçla biten çizgilerle gösterilmiştir. Protein-Protein ilişkileri noktalı 

çizgilerle gösterilmiştir (Irish (2010)’den alınarak düzenlenmiştir). 

 

LFY’nin tahminen başlangıçta çiçek meristeminin çok erken safhalarında ifade olduğu 

düşünülmektedir ve genin aktivitesi çiçek meristem oluşumunu ard arda düzenleyen 

transkripsiyonel olaylar ile sonuçlanmaktadır (Weigel et al. 1992, Simon et al. 1996). 

Başlangıçta LFY’nin ifadesinden sonra çiçek meristemi boyunca AP1 ifadesi iyi bir 

şekilde tespit edilebilir (Mandel et al. 1992, Simon et al. 1996, Hempel et al. 1997, 

Wagner et al. 1999). Bu durumda LFY’nin AP1’in transkripsiyonunu doğrudan aktive 

ettiğini göstermektedir (Mandel and Yanofsky 1995, Wagner et al. 1999). AP1 sırasıyla 

AGL24, SVP ve SOC1’in ifade olmasını baskılamaktadır (Yu et al. 2004a, Liu et al. 

2007, 2009). AGL24, SVP ve SOC1 diğer bir MADS kutulu gen olan 

SEPALLATA3(SEP3) geninin ifadesini baskılar ve AP1’in AGL24, SVP ve SOC1’in 

ifadelerini baskılamasıyla SEP3’ün baskılanma durumu ortadan kalkar. SEP3, LFY ile 

etkileşime girerek diğer MADS kutulu proteinler ile etkileşirler ve çiçek organ kimlik 

genlerinin aktivasyonu ile çiçek gelişimine katkı sağlar (Honma and Goto 2001, 

Castillejo et al. 2005, Immink et al. 2009, Liu et al. 2009). Kademeli bir şekilde 

Çiçek Organ Kimlik Genleri 
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gerçekleşen bu olaylar floral meristemin kurulmasındaki hassas zamanlamayı iyi bir 

şekilde kontrol edebilir; sonrasında bu genlerin ifadelerinin azalması çiçek organlarının 

oluşumu ve çiçek meristeminin farklılaşmasını teşvik etmektedir (Irish 2010). 

 

2.2 Çiçek Organ Kimliğini Düzenleyen Genler ve ABCDE Modeli 

 

Çiçek meristem kimlik genlerinin başka bir rolü çiçek organı kimlik genlerini aktive 

etmesidir. Çiçek organı kimlik genlerindeki mutasyonlar bir organdan diğer çeşidine 

homeotik dönüşümü ile sonuçlanır. Bu mutasyonların analizleri çiçek organ kimliği 

oluşumunun günümüzdeki klasik ABC modelinin ortaya çıkmasına yol açmıştır 

(Bowman et al. 1991, Coen and Meyerowitz 1991, Weigel and Meyerowitz 1994). Bu 

model belirli bir mekânsal alanda gen fonksiyonlarının üç sınıfını gösteren A, B ve 

C’nin kombinasyonel olarak her bir organ çeşidinin özel olarak belirlenmesinde rol 

oynamaktadır. A fonksiyonu birinci halkada sepal kimliğinin oluşumunu sağlarken A ve 

B fonksiyonu birlikte ikinci halkada petal kimliğinin oluşumunu sağlamaktadır. B 

fonksiyonu, C fonksiyonuna katkı sağlayarak üçüncü halkada stamen kimliğinin 

oluşumunu sağlarken C fonksiyonu yalnız başına dördüncü halkada karpel kimliğinin 

oluşumunu sağlamaktadır. Tüm bunlara ilave olarak A ve C fonksiyonların karşılıklı 

olarak birbirlerinin ifadelerini negatif olarak baskıladıkları belirlenmiştir. Bu model 

genetik kriterler baz alınarak oluşturuşmuş olmasına rağmen moleküler temelli genetik 

kodlamalar ABC modelinin birçok prensibini kanıtlamıştır (Irish 2010). 

 

Çiçek morfogenezinin anahtar düzenleyicileri olan MADS kutulu transkripsiyon 

faktörleri, çift çenekli bitki türleri Antirrhinum majus and Arabidopsis thaliana’nın 

florak homeotik mutantları üzerinde yapılan genetik ve moleküler analizler aracılığıyla 

gösterilmiştir ve 1991 yılında, MADS kutusunun tipik çift çenekli çiçeğin dört 

halkasının kimliğini oluşturan genetik bir mekanizma olduğu ileri sürülmüştür (Coen 

and Meyerowitz 1991). O zamandan bu yana ABC modeli olarak adlandırılan bu yapı 

angiospermlerdeki çiçek deseni ve çiçek oluşum çalışmalarının her biri için başlangıç 

noktası haline gelmiştir. 1995 yılında yapılan çalışmalar sonucunda ayrı bir organ 

olarak kabul edilmiş olan ovüllerin kimliğini belirlemek için ABC modeline D 

fonksiyonu eklenmiştir (Colombo et al. 1995). 2000’li yıllarda ise içteki üç halkanın 
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kimliğinin belirlenmesinden sorumlu kofaktörler olarak E sınıfı genleri bu çiçeklenme 

modeline dahil olarak ABC modelinden ABCDE modeline geçiş olmuştur (Pelaz et al. 

2000, Theissen et al. 2001). 

 

2.2.1 A Sınıfı Genler 

 

Arabidopsis’de APETALA1 ve APETALA2 olmak üzere iki tane gen mevcuttur ve 

bunlardan AP1, MADS kutulu transkripsiyon faktörünü kodlamaktadır. AP1’in genetik 

olarak ayrılmış iki fonksiyonu vardır. Bunlar; sepal ve petal kimliğinin 

belirlenmesindeki A fonksiyonu ve ayrıca çiçek meristem kimliğinin belirlenmesidir. 

Bu fonksiyonlar daha önceden sepal ve petalin yerine yaprak benzeri braktelerin 

genellikle mevcut olmadığı tekli ap1 mutantında yansıtılmıştır (Bowman et al. 1993). 

Ayrıca birincil çiçek organlarının aksillerinden birincil ap1 çiçeği içerisinde yeni bir 

ektopik çiçeklenme ortaya çıkmaktadır. CAULIFLOWER(CAL) ve FRUITFULL(FUL) 

ile birlikte SQUA benzeri genler olarak adlandırılan bu gruba AP1 MADS kutulu 

transkripsiyon faktörünün dahil olması ile Arabidopsis MADS kutulu transkripsiyon 

faktörleri filogenetik olarak yeniden düzenlenmiştir. Tek bir çiçek veren yabani tiplerin 

her bir pozisyonunda çiçek meristeminin yoğun bir şekilde çoğalması ile karakterize 

edilen bir ‘cauliflower’ fenotipi cal mutantları ile ap1 mutantlarının kombinasyonuyla 

ile sonuçlanmaktadır (Kempin et al. 1995). ap1 cal çiftli mutantlarına ful mutantının 

katılmasıyla üçlü hale gelen bu mutant yapısı ap1 cal çiftli mutantını geliştirmiştir 

(Ferra´ndiz et al. 2000). Bu mutant fenotipler tüm bu SQUA benzeri genlerin çiçek 

meristemi kimlik genleri olduğunu göstermektedir. FUL geninin çiçek meristem 

kimliğini belirlemenin yanı sıra kimlik belirleme fonksiyonuda mevcuttur (Kater et al. 

2006). 
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2.2.2 B Sınıfı Genler  

 

 

Arabidopsis’de sırasıyla DEF benzeri ve GLO benzeri gen gruplarına dahil APETALA3 

ve PISTILLATA olmak üzere iki tane çiçek organ kimlik geni mevcuttur (Jack et al. 

1992, Goto and Meyerowitz 1994). Petal ve stamen kimliğini kontrol eden bu genler 

açıkça göstermektedir ki fonksiyon kaybı yaşayan ap3 ve pı mutantlarında karpeller 

tarafından petaller, sepal ve stamenler ile yer değiştirmektedir. Güünümüze kadar ulaşan 

gymnosperm analizleri erkek üreme organının gelişiminin belirlenmesinde B sınıfı 

genlerin atasal fonksiyonları olduğunu göstermiştir. Yani B sınıfı gen ifadesinin 

yokluğu karpel gelişimi ile sonuçlanırken, B sınıfı gen ifadesinin varlığı stamen gelişimi 

ile sonuçlanmaktadır. Angiosperm evrimi boyunca farklı DEF ve GLO benzeri genler, 

zorunlu heterodimer proteinlerin homodimerizasyonundan gelişen bunların gen ürünleri 

ve gen duplikasyonları tarafından oluşturulmuştur. Bu DEF ve GLO benzeri genler 

stamen gelişiminin yanı sıra petal kimliğinin belirlenmesine de katkı sağlamaktadır 

(Winter et al. 2002). 

 

2.2.3 C Sınıfı Genler  

 

Arabidopsis’de AGAMOUS(AG) olmak üzere bir tane tipik C sınıfı gen bulunur 

(Yanofsky et al. 1990). Çiçek belirlenmesi ile stamen ve karpel belirlenmesi için gerekli 

olan AG geni göstermektedir ki pistillerin yerine çiçeğin merkezinde yeni bir ag 

mutantlı çiçek gelişir ve stamenlerin yerine petaller gelişir. İlginç bir şekilde AG’den 

bağımsız olarak varolan bir karpel metabolik yolu ap2 ag çiftli mutantlarında sepallerin 

yerine ektopik karpeloid organların geliştiğini göstermektedir (Bowman et al. 1991). 

Pinyopich ve arkadaşları (2003), AG’den bağımsız olarak karpel gelişimini sağlayan 

SHATTERPROOF1 (SHP1) ve SHP2 genlerinin olduğunu tespit etmişlerdir. Bu iki 

MADS kutulu gen karpel kimliğini kontrol etmelerinin yanı sıra karpel tespit zonunun 

oluşumunda rol almaktadır (Liljegren et al. 2000). Bu iki SHP geni Arabidopsis AG ve 

SEEDSTICK (STK) genleri ile yakından ilişkilidir. Böylelikle C sınıfı genler (stamen 

ve/veya karpelde ifade olan) ve D sınıfı genler (ovüllerin belirlenmesinde ifade olan) 

AG grubunun iki sınıfı olarak tanımlanabilmektedir (Zahn et al. 2006). 
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2.2.4 D Sınıfı Genler 

 

 

D sınıfı genler ovül kimliğini belirler ve monofiletik AG benzeri gen ailesine aittirler. 

Arabidopsis D sınıfı geni STK, özel olarak ovüllerde ifade edilmektedir. Pinyopich ve 

arkadaşları (2003), stk tekli mutantlarının ovül kimliklendirilmesini etkilemediğini ve 

plesentayı ovüle bağlayan umbilikal benzeri yapılar ve funikulus gelişiminde kusurlar 

meydana getirdiğini göstermişlerdir. Ayrıca AG ailesinin dört üyesi olan STK, SHP1, 

SHP2, AG’nin farklı mutantlarının kombinlenmesi ovül kimliğinin belirlenmesinde rol 

aldığı ortaya çıkarılmıştır (Kater 2006). 

 

 

2.2.5 E Sınıfı Genler  

 

Arabidopsis E sınıfı geni olarak gösterilen MADS kutulu geni olan SEPALLATA (SEP) 

sepal, petal, stamen, karpel ve ovül kimliğinin belirlenmesinde yer almaktadır. Bu genin 

aktivitesi, yüksek dereceli MADS kutulu protein komplekslerini oluşturmak için A, B, 

C, D sınıfı gen ürünleriyle oluşturduğu komplekslere dayanmaktadır (Honma and Goto, 

2001, Pelaz et al. 2001, Favaro et al. 2003). ABC isimlendirme doğrultusunda çiçek 

organ kimlik genlerin bu yeni sınıfı E-fonksiyon genleri olarak adlandırılmıştır 

(Theissen 2001). 

 

Arabidopsis  E sınıfı genleri, çiçek organ kimliğinin belirlenmesinde yedek fonksiyonlar 

göstererek MADS kutulu faktörleri kodlayan SEP1, SEP2, SEP3, SEP4 genlerinden 

oluşmaktadır (Kater 2006). Gen fonksiyonunu kaybetmiş sep1 sep2 sep3 üçlü 

mutantları petal, stamen ve karpellerin sepallere dönüşmesinden dolayı belirsiz 

çiçeklere sahiptir. SEP genleri, B ve C sınıfı genlerin aktivasyonu için gerekli değildir 

ve bu sınıflara ait genlerin ifadesinin azalmasına neden olmamaktadır. Ayrıca üçlü sep 

mutantlarında da B ve C sınıfı genlerin ifadelerinde bir değişiklik olmamıştır (Pelaz et 

al. 2000). Son zamanlarda yapılan çalışmalar sonucunda sep1 sep2 sep3 sep4 dörtlü 

mutantlarında tüm çiçek organlarının yaprak benzeri yapılara dönüştüğü tespit edilmiştir 

(Ditta et al. 2004). Bu sonuçlar göstermektedir ki SEP genleri A, B, C sınıfı genlerin 

fonksiyonları için gereklidir çünkü sep1 sep2 sep3 sep4 mutantları abc üçlü mutantları 

ile fenotipik benzerlik göstermektedir (Kater 2006). 
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Şekil 2.3 Çiçek organ kimlik faktörleri tarafından çiçek organlarının özellikleri. (A) Arabidopsis 

çiçeğindeki dört tip çiçek organının şeması (Se, sepal; Pe, petal; St, stamen; Ca, 

Karpel). (B ve C) ABC çiçeklenme modeli ve bu modelin modifikasyonu. (D) Çiçek 

organ gelişimini kontrol eden her biri dört tane MADS domain proteininden oluşan 

dört farklı transkripsiyon faktör kompleksi (Wellmer vd. (2013)’den alınarak 

düzenlenmiştir). 
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2.3 MADS KUTUSU 

 

MADS kutulu genler, MADS domain ailesinin transkripsiyon faktörlerini kodlayan, 

toprak bitkilerinin yaşamının tüm önemli yönlerinin kontrolünde yer almaktadırlar. 

MADS domain ailesi, yüksek derecede korunmuş DNA bağlayıcı MADS domaini 

tarafından karakterize edilmektedir (Messenguy and Dubois 2003). MADS domaini 

yaklaşık olarak 58 amino asit uzunluğundadır ve MADS kutusu olarak adlandırılan bir 

DNA dizisi tarafından kodlanmaktadır. İlk MADS kutulu gen Saccharomyces 

cerevisiae’den izole edilmiş olan ARG80 genidir (Dubois et al. 1987). MADS kutulu 

genlerin isimlendirilmesi kurucu aile üyelerinin karakterizasyonundan sonra şu şekilde 

yapılmıştır: S.cerevisiae’den MINICHROMOSOME MAINTENANCE 1 (MCM1), 

Arabidopsis thaliana’dan AGAMOUS(AG), Antirrhinum majus’dan DEFICIENS(DEF), 

Homo sapiens’den SERUM RESPONSE FACTOR (SRF) (Schwarz-Sommer et al. 

1990). Son veriler, MADS kutusunun örneğin DNA replikasyonunda yer alan sarmal ya 

da sarmal olmayan DNA topoizomeraz II A enziminin A alt ünitesinin bir bölümünü 

kodlayan bir DNA dizisinden orjinlendiğini göstermektedir (Gramzow et al. 2010). 

Topoizomeraz II A alt ünitesini kodlayan bir genin günümüze kadar ulaşan ökaryotların 

ortak bir atadan çoğaltılmış olduğunu sağlayan kanıtlar bulunmuştur. Sonraki gen 

çoğaltılması ve oluşan farklılıkların sonucu olarak MADS kutulu genleri içerisine alan 

iki grup oluşmuştur, bunlar; Tip 1 veya SRF benzeri ve tip 2 veya MEF benzeri 

(MYOCYTE ENHANCER FACTOR 2) olarak adlandırılmışlardır (Gramzow et al. 2010). 

Bu iki tipin sekanslarının birbirlerinden farklı olduğu temelinde ayırt edilmektedir ve 

ayrıca neden oldukları DNA bağlayıcı sekans spesifikliği açısından da farklılık 

göstermektedirler (Messenguy and Dubois 2003). 

 

MADS kutusu ailesi evrim boyunca çeşitli ökaryotik soylarda oldukça farklı şekillerde 

çeşitlenmiştir. MADS kutulu genler protistalar, hayvanlar ve fungilerde oldukça az 

sayıdadır. Bunun aksine, bazı bitki soylarında sayıları oldukça artış göstermiştir, A. 

thaliana, Populus trichocarpa (poplar) ve Oryza sativa (rice) gibi çiçekli bitkiler – 

angiosperm bitkilerde sayıları 100 civarındadır (Parenicová et al. 2003, Arora et al. 

2007, Leseberg et al. 2006). MADS kutulu transkripsiyon faktörleri, mantarlarda 

feromon yanıtlarından hayvanlarda kas gelişimi, hücre proliferasyonu ve 
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farklışlamasına kadar değişim göstererek biyolojik süreçlere geniş bir yelpazede katkı 

sağlamıştır (Messenguy and Dubois 2003). 

 

Protein düzeyinde, MADS domain proteinlerinin iki tipinin domain yapıları farklıdır. 

Bitkilerin tip II MADS domain transkripyon faktörleri bir keratin benzeri etki alanının 

varlığı ile karakterize edilmektedir ve bu etki alanının yapısı: MADS, intervening(I), K, 

karboksi terminal domain C’den oluşur ve MIKC tipi proteinler olarak adlandırılır   

(Parenicová et al. 2003, Arora et al. 2007,   Leseberg et al. 2006, Becker and Theissen 

2003). Tip I proteinler ise K domainine sahip değildir. Bitkilerin Tip I MADS domain 

proteinleri, karboksi terminal bölgesinde korunmuş motiflerin varlığı veya yokluğuna 

göre Mα, Mβ ve Mγ olmak üzere üç alt gruba ayrılabilir (Parenicová et al. 2003, De 

Bodt et al. 2003,  Yoo et al. 2006). Tip II MADS domain proteinleri ise K 

domainindeki yapısal farklılıklar ve I domainini kodlayan ekzon sayıları tarafından 

belirlenmesi gibi MIKC
C
 ve MIKC* alt gruplarına ayrılmıştır (Henschel et al. 2002). 

MIKC
C
 proteinleri, filogenetik yapılanmanın ortaya koyduğu antik soyların sayısına 

göre gruplanmış olabilir (Becker and Theissen 2003). Aynı şekilde MIKC* proteinleri S 

ve P olarak iki sınıf şeklinde ayırt edilmektedirler (Adamczyk and Fernandez 2009). 

 

MADS domaininin DNA bağlayıcı bölgesi genellikle bir ekzon üzerinde lokalize olmuş 

MADS kutusu tarafından kodlanmaktadır (Henschel et al. 2002). Bitki MADS 

domainlerinin kristal yapısı bilinmemektedir. Bununla birlikte S.cerevisiae’den elde 

edilen MCM1 ile insandan elde edilen SRF ve MEF2 yapıları (Pellegrini et al. 1995, 

Santelli and Richmond 2000, Tan and Richmond 1998), MADS domainlerinin uzun bir 

amfipatik α heliksi ve iki β şeridini takiben 14 amino asitin amino terminal ucu içersine 

katlandığını göstermektedir (Pellegrini et al. 1995). DNA’nın küçük olukları ile kontak 

kurma işlemine amino terminal uzantısı aracılık ederken, büyük olukları ile kontak 

kurma işlemini α heliksinin bir yüzü yapmaktadır. Bitki proteinlerini içeren MADS 

proteinleri, homo- veya heterodimer olarak DNA’ya bağlanmaktadır (Kaufmann et al. 

2005). Ortak bir şekilde etkileşim gösteren iki β şeriti ile bir β tabakası dimerizasyon 

için gereklidir (Pellegrini et al. 2005).  
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MADS domain transkripsiyon faktörlerinin dimerleri CArG kutularına bağlanmak için 

5’-CC[A/T]6GG-3’(20) dizisi veya buna benzer diziler ile konsensüs oluştururlar 

(Zobell et al. 2010). CArG kutulu motifler kısa ve değişken olarak genomda oldukça 

yaygındırlar (Verelst et al. 2007). MADS domain proteinlerinin hedef genlerin 

özgünlüğünü nasıl belirlediği günümüzde belirsizliğini korumaktadır (Melzer et al. 

2009). 

 

Çoğu bitki MADS domain proteinleri için MADS domaini, proteinin amino terminal 

domainini temsil etmektedir (Parenicová et al. 2003, Arora et al. 2007). Ancak bazı 

bitki MADS domaini transkripsiyon faktörlerinin farklı amino-termnal bölgeleri 

bulunmaktadır. Onların dizileri oldukça çeşitlidir ve bugüne kadar bu amino terminal 

bölgelerinin fonksiyonları tespit edilememiştir. MADS domaini dışında tip I MADS 

domain proteinlerinde korunmayan bölgeler belirlenmiştir. Mα, Mβ ve Mγ grupları için 

özel çeşitli korumuş diziler tespit edilmiştir (Parenicová et al. 2003, Arora et al. 2007, 

De Bodt et al. 2003). 

 

Daha öncede belirtildiği gibi bitkilerin tip II MIKC tip proteinleri tip I proteinlerinden 

çok daha belirgin ve korunmuş bir yapıya sahiptir. MADS domaininden sonra K 

domaini tip II proteinlerin en iyi korunmuş bölgesidir. K domaini genellikle üç 

ekzondan kodlanmaktadır ve 70 aminoasit uzunluğunda olup K1, K2 ve K3 olmak üzere 

üç alt domaine ayrılmıştır (Kaufmann et al. 2005). Bu alt domainler büyük ölçüde 

ekzonlarla örtüşmektedir. Her bir alt domain genellikle hidrofobik aminoasitleri içeren a 

ve d pozisyonlarındaki yedili tekrar grupları [abcdefg]n  tarafından karakterize 

edilmiştir (Yang et al. 2003). MADS domain proteinlerinin protein-protein 

etkileşimlerine aracılık eden ve sarmal yapıları oluşturduğu düşünülen amfipatik α 

helezonları bu alt domainleri oluşturur (Yang et al. 2003). Daha detaylı olarak bazı 

durumlarda K1 domaini DNA bağlayıcı dimer oluşumu için gereklidir. K1 ve K2 

domainleri DNA bağlayıcı dimerlerin oluşumunu desteklerken K3 domaini 

multimerizasyona katkıda bulunur (Kaufmann et al. 2005). 
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Şekil 2.4 MIKC tipi MADS proteinlerinin domen yapısı. MADS-, I-, K-, ve C- domenlerinin 

şematik gösterimi. MADS domeninin N- kısmı bir heliks oluşturur ve partner 

proteinle birlikte DNA'nın CArG kutusuna bağlanır. MADS domeninin diğer kısmı I- 

domenle birlikte iki antiparalel h ipliğinden oluşan dimerizasyon motifi oluşturur. K 

domeni burbu yapsındaki üç amfipatik a heliks meydana getirir (K1, K2, K3). Şema 

üzerinde gösterilen rakamlar amino asitlerin pozisyonunu göstermektedir.  Intron 

pozsiyonları ise üçgenlerle gösterilmiştir (Kaufman vd. (2005)'den uyarlanmıştır). 

 

 

 

 

Şekil 2.5 MADS domenli proteinlerin oluşturduğu kompleksin işlev modeli. Bu modelde, 

MADS domenli proteinleri (mavi ve yeşil) dörtlü kompleks oluştururlar ve birbirine 

yakın iki adet CArG kutusuna bağlanırlar (siyah bölge). Bu bağlanma sonunda 

DNA'da bir bükülme meydana gelir. Bunun devamında MADS domenli proteinler 

diğer transkirpsiyonel faktörlerin (pembe) bu bölgede toplanmasını sağlarlar. Bunun 

sonucu olarak hedef genin spesifitesi değişir ve kromatini tekrardan modelleyen 

proteinlerin (kahverengi) bu bölgeye toplanması sağlanır, gevşeyen kromatin yapısı 

hedef genin transkripsiyona başlaması için gerekli olan başlama bölgesini rahatlatır 

(Smaczniak vd. (2012)'den düzenlenmiştir). 
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I ve C domainleri MIKC tipi proteinlerin en az korunmuş olan domainleridir             

(Parenicová et al. 2003). K domainindeki yapısal farklılıkların yanı sıra dizi uzunluğu 

ve I domainini kodlayan ekzonların sayısı MIKC* ile MIKC
C
 proteinlerinin ayırt 

edilmesini sağlamaktadır (Hensche et al. 2002). MIKC
C 

proteinleri bir veya iki ekzon 

tarafından kodlanan kısa bir I domainine sahipken MICK* tipi proteinler ise dört veya 

beş ekzon tarafından kodlanan uzun bir I domainine sahiptir (Hensche et al. 2002, 

Zobell et al. 2010). I domaini DNA bağlayıcı dimer oluşumunun özgünlüğünü 

etkilemektedir. I domaini MADS domaini ile birlikte DNA bağlayıcı dimerlerin 

oluşumu için yeterlidir. C domaini bazı proteinler ve çeşitli sayıdaki ekzonlar tarafından 

kodlanmaktadır. Bu oluşum hedef genlerin transkripsiyonunun aktivasyonu için 

önemlidir ve ayrıca multimerik komplekslerin oluşumu içinde önemli olabileceği 

düşünülmektedir (Hensche et al. 2002, Zobell et al. 2010) . 

 

MIKC
C
 grubu proteinlerin multimerik kompleksleri sepal, petal, stamen, karpel gibi 

çiçek organlarının belirlenmesi için gerekli oldukları öne sürülmüştür (Theissen and 

Saedler 2001). Dörtlü çiçek modeli hipotezine göre MADS domain proteinlerinin iki 

dimeri komşu CArG kutusu ile bağlanır ve birbirleri ile etkileşim halinde olduklarını 

varsaymaktadır. 

 

Tip I MADS domainleri hakkında uzun zamandır yeterli bilgi elde edilememesinden 

dolayı onlara aynı zamanda MADS evreninin karanlık dünyası da denmekteydi. Tip I 

genleri genomik çalışmalar ile tespit edilmiştir (Bemer et al. 2008). Ayrıca tip I genleri 

şimdiye kadar analiz edilmiş tüm türlerde zayıf bir şekilde ifade olmuştur (Parenicová et 

al. 2003, Arora et al. 2007, Leseberg et al. 2006,  De Bodt et al. 2003, Yoo et al. 2006, 

Bemer et al. 2008, Portereiko et al. 2006, Colombo et al. 2008, Kang et al. 2008, 

Kohler et al. 2003). Son yıllarda ise bu durum önemli ölçüde değişmiştir. Arabidopsis 

thaliana’da tip I MADS kutulu genleri ile yapılan bazı öncül çalışmalar bu genlerin dişi 

gametofit, embriyo kesesi ve tohum gelişimi için önemli olduğunu ortaya koymuştur 

(Bemer et al. 2010, Yoo et al. 2006, Bemer et al. 2008, Colombo et al. 2008, Kang et 

al. 2008). 
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Tip II MIKC tipi MADS kutulu genler hakkında bilinenler oldukça fazladır. MIKC
C 

grup genler sporophyte gelişiminin çeşitli yönlerini kontrol etmektedir (Parenicová et 

al. 2003, Arora et al. 2007, Leseberg et al. 2006, Becker and Theissen 2003, Kaufmann 

et al. 2005, Melzer et al. 2010, Theissen et al. 2000). Bu genler A.thaliana gibi çiçekli 

bitkilerde üreme gelişimini kontrol gen düzenleyici ağın hemen hemen tüm 

seviyelerinde özellikle belirgindir. Buna göre MIKC
C
 grubu genler çiçeklenme 

zamanını (SUPPRESSOR OF CONSTANS 1 (SOC1), FLOWERING LOCUS C (FLC),  

AGL24,  MADS AFFECTING FLOWERING 1 (MAF1), ve SHORT VEGETATIVE 

PHASE (SVP)); çiçek meristem kimliğini (AP1, FRUITFULL (FUL),  CAULIFLOWER 

(CAL)); çiçek organ kimliğini (AP1, SEP1, SEP2, SEP3, SEP4, AP3, PI, ve AG); meyve 

gelişimini (SHATTERPROOF 1 (SHP1) ve SHP2, ve FUL); tohum pigmentasyonunu 

(ABS) belirler (Parenicová et al. 2003, Kaufmann et al. 2005). 

 

2.4 Legümlerde Çiçeklenme 

 

Legüm ailesi (Fabaceae ya da Leguminosae olarak da bilinir) 60 milyon yıl önce 

evrimleşmiş olup caesalpinioids, mimosoids ve papilionoids olmak üzere 3 alt 

familyaya ayrışmıştır (Lavin et al. 2005). Çiçekli bitkilerin en büyük üçüncü ailesini 

oluşturan legümler sucul bitkilerden büyük orman ağaçlarına kadar 700 cins ve 18.000 

türe sahiptir (Lewis et al. 2005, Capoen et al. 2010, Tabosa et al. 2012). Çoğu legüm 

çiçeği beş sepal, beş petal, her biri beş stamenden oluşan iki çiçek halkası ve tek 

karpelden oluşan beşli çiçek yapısına sahip 21 çiçek organından oluşmaktadır fakat 

çiçek organlarının azalmasını veya çoğalmasını içeren bu yapı tür varyasyonları ile 

ortaya çıkmaktadır (Lewis et al. 2005, Tucker 2003a). Papilionoid taksonu 

Swartzieae’nın birçok üyesi tek bir petal ile karakterize edilirken (Lewis et al. 2005), 

genel olarak üç legüm alt ailesi stamenlerden bol ürün elde edildiğini açıkça ortaya 

koymuştur (Tucker 2003b). Pisum sativum, Medicago truncatula ve Lotus japonicus 

gibi tipik papilionoid çiçekleri petal ve stamenlerden oluşan geçici meristemlere sahiptir 

(Ferrandiz et al. 1999, Weng et al. 2011, Benlloch et al. 2003). 
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Legümlerin çiçek yapısıyla ilgili ortaya konulan bu çalışmalar ABC modeli ile ilişkili 

legüm çiçek gelişimi ve organ kimliğini belirleyecek moleküler kaynaklı çalışmalar için 

temel oluşturma açısından gereklidir (Meyerowitz et al. 1991; Irish, 1999; Jack, 2001). 

Model dikot türler ile legümler arasındaki özgünlüğü ve çiçek organ kimliğinin genetik 

kontrolünü karşılaştırmak ve ABC gen homologlarınının ifadesini izlemek için organ 

dizilimindeki karşılaştırmalar iyi bir kaynak oluşturmaktadır (Tucker, 2003a). Çiçek 

kimlik genlerinin dizileri ve fonksiyonları göz önüne alındığında angiosperm türleri 

boyunca iyi bir şekilde muhafaza edildiği görülür (Becker and Theissen 2003) ve belirli 

bir MADS kutulu genin ifade deseni genin fonksiyonel alanı ile iyi bir bağlantı 

oluşturmuştur (Ferrario et al. 2004), yani bu genlerin ifade desenleri kendi 

fonksiyonlarının iyi bir belirleyicisi olabilmektedir (Zahn et al. 2006). Ayrıca 

Arabidopsis çiçek genlerinin büyük bir çoğunluğu Medicago truncatula, Glycine max 

ve Lotus corniculatus sekanslarının veri tabanında yer almaktadır (Hecht et al. 2005). 

Bunların dışında Arabidopsis çiçek organ kimlik genlerinin izolasyon ve 

karakterizasyonu Pisum sativum Berbel vd. (2001), Sophora tetraptera Song vd. (2008) 

ve Clianthus maximus Song vd. (2011) gibi çeşitli legüm türlerinde de çalışılmıştır. 

 

2.5 Thermopsis turcica Çiçek Yapısı ve Gen Kaynağı Olarak Kullanılması 

 

Fabaceae familyası Papilionoideae (=Faboideae), Mimosoideae ve Caesalpinoideae 

olmak üzere 3 alt familyaya ayrılmıştır (Davis 1969). Tropik bölgelerdeki legümler 

odunsu bitkilerden oluşurken tropik bölge dışındakiler ise genellikler otsu bitkilerden 

oluşmaktadır (Baytop 1991).  

 

Papilionoideae yaklaşık 12 000 tür, 455 cins ve 30 takım ile legümlerin üç alt ailesinin 

en büyük grubudur. Morfolojik ve moleküler kanıtlara dayanarak papilionoidaenin, 

caesalpinioid alt aile içerisinden türetilmiş özel bir monofiletik grup olduğu ortaya 

konmuştur (Doyle 1995, Doyle et al. 2000). Sophoreae ve Swartzieae takımlarının çiçek 

yapılarında istisnalar olmasına rağmen çoğu takson bilinen “papilionoid” çiçek formuna 

sahiptir (Tucker 2003b). Papilionoideae’de çiçeklenme genel olarak rasemöz 

formundadır. Rasemözlerde çiçek gelişimi sıralı bir şekilde başlatılmış olup gelişim 

sıralıdır. Bu nedenle çiçeklenme, alt kısımda yaşlı çiçeklerin üst kısımda genç çiçeklerin 
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yer aldığı farklı yaşlardaki çiçeklerden oluşur. Papilionoideae’lerin çoğu özelleşmiş 

zigomorfik çiçeklere sahiptir. Papilionoid çiçekler, birbiriyle komşu olan halkalardaki 

değişen organlarla beşli çiçek yapısına sahiptir (Tucker 2003b). 

 

Papilionoideae alt ailesinin üyesi olan Thermopsideae Kuzey-Doğu Asya merkezinden 

Akdeniz havzası boyunca yayılmış 6 cins içerirken güney yarım kürede ise yayılış 

göstermemektedir. Thermopsis ayrıca rizom yapılarını üretmektedir (Wang et al. 2006). 

Kuzey Amerika ve Asya’nın dağlık bölgelerinde dağılış gösteren yaklaşık olarak 25 

Thermopsis cinsi mevcuttur (Davis et al. 1988). 

 

Thermopsis yayılış alanı olarak Orta Asya ve Doğu Amerika ile sınırlanmış olup 

Türkiye’de tek endemik türü T.turcica ile temsil edilmektedir (Özdemir vd. 2008). 

Thermopsis cinsine ait Thermopsis turcica  (Kit Tan,  Vural  &  Küçüködük)  ilk  teşhis 

edildiğinde  doğal  yayılış  alanının  Konya  İli  sınırları içinde,  Akşehir  Gölü’nün  

güneyinde  yer  alan Gölçayır  mevkisi  olduğu  bildirilmiştir  (Tan  vd. 1983). Ancak 

Tan vd. (2006), T. turcica’nın doğal habitatını Afyonkarahisar İli sınırları içinde yer 

alan Eber Gölü’nün güneyi ve Akşehir Gölü’nün güney batısı olarak yeniden  

tanımlamışlardır. 

 

Thermopsis turcica’nın tüm Fabaceae bitkileri arasında oldukça sıra dışı bir çiçek ve  

meyve morfolojisine sahip olması, bu endemik bitkinin önemini daha da  arttırmaktadır. 

Fabaceae ailesi bitkilerinde karakteristik olarak çiçekler beş sepal, beş petal, iki halkada 

beşer stamen ve tek karpel bulundurmaktadır (Tucker 2003a). Papilionoideae alt ailesi 

için aynı çiçekten çok karpelli serbest meyve durumu, sadece T.turcica için rapor 

edilmiştir (Tan vd. 1983). T.turcica çiçeğinde beş sepal, beş  petal, iki halkada on 

stamen ve dörde kadar serbest karpel  mevcuttur (Tan  vd.  1983).  Bezelye, fasulye, 

soya fasulyesi, nohut ve yonca gibi ekonomik olarak önemli türleri de kapsayan  

yaklaşık 12000 papilionoit türü içinde  T. turcica’nın bu sıra dışı morfolojik özelliği bu 

türü ayrıcalıklı bir yabani  bitki  türü  yapmaktadır  (Tan  vd.  1983).  Bu morfolojik 

özelliğin ekonomik değere sahip legüm türlerine aktarılabilmesi üzerine 

gerçekleştirilebilecek araştırmalar heyecan verici bir düşüncedir. 
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T.turcica ile bugüne kadar biyolojik ve kimyasal olarak çalışmalar yapılmış olsa da 

yapılan literatür taramalarında herhangi bir moleküler genetik araştırması mevcut 

değildir. Türkiye’nin önemli gen kaynaklarından biri olan T.turcica’nın 3-4 serbest 

karpel oluşumu özelliğini kontrol eden moleküler mekanizmanın aydınlatılması önem 

arz etmektedir. Bu araştırmada, çiçek meristemi ve/veya çiçek organ kimlik geni olan 

AP1 ve AP2’nin tam nükleotid ve protein dizilerinin belirlenmesi ile genlerin farklı 

dokulardaki ifade analizlerinin belirlenmesi hedeflenmiştir. Bu çalışma TÜBİTAK 

tarafından desteklenen 212T099 nolu ve ‘Türkiye Endemiği Thermopsis turcica’da 

MADS Kutusuna Sahip Çiçek Organı Meristem Kimlik Genlerinin Klonlanması ve 

Karakterizasyonu’ başlıklı projenin bir kısmını oluşturmuştur. 

 

2.6 APETALA 1  

 

Arabidopsis thaliana ve Antirrhinum majus ile ilişkili dikotiledon çalışmaları 

çiçeklenme sürecindeki bazı moleküler genetik mekanizmalara ışık tutmuştur (Bowman 

et al. 1993). Örneğin çiçek organ kimliğinin belirlenmesi homeotik genlerin üç sınıfının 

ayrı ayrı ya da oluşturdukları kombinasyonlara bağımlıdır (Bowman et al. 1989, 1991; 

Carpenter and Coen, 1990; Schwarz-Sommer et al. 1990). Çiçek meristemlerinin 

kimliğini erken evrede kontrol eden genler yapılan çalışmalarla karakterize edilmiştir 

(Bowman et al. 1993). Bu genler Arabidopsis’de LFY geni (Weigel et al. 1992) ve AP1 

genidir (Mandel et al. 1992). Arabidopsis thaliana’nın genleri olan AP1 ve LFY, çiçek 

meristemini tanımlayarak, çiçeğin oluşum sürecinde önemli rol oynamaktadır (Coen et 

al. 1990, Davies et al. 1999, Huijser et al. 1992, Mandel et al. 1992, Weigel et al. 

1992). LFY veya AP1 geninin aşırı ifadesi, sürgünleri çiçeğe dönüştürür (Mandel and 

Yanofsky 1995, Weigel and Nilsson 1995). LFY’nin aksine AP1 transkripsiyon faktörü 

kodlamaktadır ve çoklu gen ailesi olan MADS kutulu gen ailesinin bir üyesidir (Mandel 

et al. 1992). AP1, LFY’ye benzer şekilde genç çiçek meristemleri boyunca ifade olur ve 

sonrasında bu meristemlerde LFY ifadesi üzerinde kurulur (Mandel et al. 1992). Aslında 

AP1 doğrudan LFY tarafından aktive edilmektedir  (Wagner et al. 1999). Bir çiçek 

meristeminin çiçeklenmeye geçişi sırasında AP1 ve LFY, sepal ve petal 

primordiyalarının gelişiminde AGL24’ün ifadesini bastırmak için harekete geçmiştir. 

AP1’in yokluğunda AGL24 ifadesi gelişmekte olan organlarda ve meristemler boyunca 
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devam etmektedir. AGL24 fonksiyon kaybı ap1 mutantında çiçeklenme karakteristiğinin 

önemli ölçüde azalmasına neden olur. ap1 agl24 çift mutantında meristemler yabani 

tipteki gibi tek çiçek meydana getirirler ve böylece petal kimliği kısmen restore 

edilmiştir (Yu et al. 2004). ap1 agl24 mutantındaki petal kimliğinin bu kısmi 

restorasyonu, AP1 fonksiyonunun bu organın gelişimi ve oluşumu için kesinlikle gerekli 

olmadığını göstermiştir (Yu et al. 2004).  

 

AP1 ve LFY ayrıca hormonal yollarla ilgili genlerin ifadesini kontrol eder. AP1, 

çiçeklenme ve giberellin metabolizması ile ilişkili çeşitli genlerin ekspresyonunu 

düzenlerken (Kaufmann et al. 2010), LFY ise oksin biyosentezini inhibe eder ve floral 

meristemde ortaya çıkan oksin sinyalizasyonunu teşvik eder (Li et al. 2013, Yamaguchi 

et al. 2013). 

 

Antirrhinum’da Arabidopsis’deki LFY geninin homoloğu FLORICAULA (Coen et al. 

1990) ve AP1 geninin homoloğu ise SQUAMOSA (Huijser et al. 1992)’dır. 

APETALA1(AP1) ve homolog gen SQUA, model bitki Arabidopsis ve Antirrhinum’da 

çiçek meristeminin tanımlanmasında anahtar rol oynayan düzenleyici genlerdir (Ana 

Berbel et al. 2001). AP1 VE SQUA genlerinin sekansı, ekspresyonu ve fonksiyonları 

benzerlik göstermesine rağmen sadece AP1 geninin, sepal ve petal oluşumu gibi ek 

görevleri bulunmaktadır (Berbel et al. 2001). AP1 ve SQUA, diğer birçok bitki türünden 

MADS kutulu genleri kapsayan SQUA alt familyasına ait MADS kutlu genlerdir 

(Theissen et al. 2000). AP1, SQUA ve diğer homolog genler tarafından kodlanan 

polipeptidlerin C-terminal ucu, protein prenilasyonu için hedef bir sinyal olan Caax 

kutusunu oluşturmaktadır (Rodriguez-Concepcion et al., 1999).  

 

Arabidopsis’de iki A sınıfı gen mevcuttur: AP1 ve AP2, bu iki genden sadece AP1, 

MADS-kutulu transkripsiyon faktörünü kodlar (Kater et al. 2006). A fonksiyonu olarak 

AP1 ve AP2’nin genelde diğer türlerdeki homologları sepal ve petal kimliklerinin 

belirlenmesinde görev almaması bu genlerin rollerinin nispeten yeni bir evrimsel 

kazanıma sahip olduğunu gösterir (Zik and Irish, 2003a; Litt 2007). A sınıfı 

fonksiyonuna sahip olan AP1’in sepal ve petal kimliğinin belirlenmesi ve çiçek 

meristem kimliğinin belirlenmesi gibi genetik olarak birbirinden ayrı iki fonksiyonu 
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mevcuttur (Kater et al. 2006). C fonksiyonel geni olan AG’nin baskılayıcı aktivitesi 

nedeniyle AP1’in ifadesinin en dıştaki iki halkayla sınırlı olduğu bulunduktan sonra A 

sınıfı gen ailesine katılmıştır. 

 

Arabidopsis’de AP1’de meydana gelen mutasyonlar sepal ve petal 

kimliklendirilmesinde değişiklik meydana getirerek sürgünlerin kısmi çiçeklenmelerine 

neden olur (Bowman et al. 1993). ap1 mutantlı bitkilerde dallanmaların artması ve 

çiçeklenmenin azalışı belirlenmiş tam bir çiçeğe geçiş aşaması için AP1’e ihtiyaç 

duyulduğunu göstermiştir. Bu durum brakte benzeri yapıların sepallere homeotik 

dönüşümü ile desteklenmiştir. AP1 fonksiyonunun yokluğunda Arabidopsis çiçeğinin 

dış halkalarındaki organlar eş zamanlı olarak brakte benzeri yapılara dönüşmektedir 

(Irish and Sussex 1990, Bowman et al. 1993). Bu durumda bitkinin petal yapıları 

kaybolmuştur. Bunun yerine ikinci çiçek halkasında birincil çiçek organları yapısına 

benzeyen fakat tam olarak petallerin yerini almayan ikincil çiçekler vardır. Birincil 

çiçek halkasında yer alan stamen ve karpeller nispeten normal ve verimlidir. Böylece 

AP1, sepal ve petal kimliğinin belirlenmesini sağlayan A fonksiyonunun gelişimine 

katkı sağlamıştır. Bununla birlikte ap2 mutantında gözlenen durumun tam aksine ap1 

mutantlı bitkilerde AG’nin ifade alanı hiçbir şekilde değişmemiştir ve C fonksiyonlu 

genlerin aktivitesinin düzenlenmesinde AP1’in rolü olmadığı böylelikle gösterilmiştir. 

Aslında ABC modelinin erken formulasyonunda A fonksiyonlu genler grubuna dahil 

edilmemiştir (Bowman et al. 1991, Coen and Meyerowitz 1991). C fonksiyonunun odak 

noktası olan AG geni tarafından AP1 geninin ifadesinin ifade alanının dıştaki iki 

halkayla sınırlandırıldığının keşfedilmesi ile AP1, AP2 ile birlikte Arabidopsis A 

fonksiyonlu genler grubuna dahil edilmiştir (Gustafson-Brown et al. 1994). 

 

Dörtlü çiçek modeli AP1’in sepal (AP1/AP1/SEP/SEP) ve petal (AP1/SEP/AP3/PI) 

belirlemesi için gerekli olan fonksiyonel tetramer grubunun bir üyesi olduğunu öne 

sürmüştür (Theissen 2001, Theissen and Saedler 2001, Kaufmann et al. 2005). AP3 ve 

PI petal kimliğinin belirlenmesinde ayrı bir rol oynarken, AP1 ve SEP ise meristem 

kimlik rollerinden dolayı sepal ve petal gelişiminde daha paylaşımcı bir rol üstlenmiştir. 

 

 



25 
 

AP1, MIKC tipi MADS kutusu faktörüdür. Bu faktör çiçeklenmenin başlangıcı ve faz 

geçişleriyle ilişkili genlerin regülasyonu tarafından çiçek meristem kimliğinin 

belirlenmesini gösterir (Mandel et al. 1992, Kaufmann et al. 2010). AP1, MADS kutulu 

SQUA alt familyasının bir üyesidir. Bugüne kadar çalışılan çiçek MADS kutulu genleri 

arasında AP1/SQUA alt familyasının üyeleri ilgi çekicidir çünkü çiçeklenmenin 

gelişiminde önemli rol oynamaktadırlar. Arabidopsis’de AP1, CAULIFLOWER (CAL), 

FRUITFULL (FUL) ve AGAMOUS-LIKE 79 (AGL79) olmak üzere dört adet 

AP1/SQUA benzeri gen vardır (De Bodt et al. 2003a, Parenicova et al. 2003). Güçlü 

ap1 mutasyonları brakte benzeri yapıların sepallere dönüşümüne neden olması ve her 

bir braktenin ekseninde ek çiçeklerin oluşumuna eşlik etmesi ve zayıf ap1 

mutasyonlarının sepal ve petallerde kusurlara yol açması nedeniyle AP1 çiçek organ 

kimliklendirme geni ve çiçek meristem kimliklendirme geni olarak tanımlanmıştır 

(Bowman et al. 1993, Irish and Sussex, 1990, Mandel et al. 1992). Arabidopsis’de AP1 

ile yakından ilişkili olarak çiçek meristem oluşumunun kontrolünde AP1’in yedeği 

olarak hareket eden CAL geni vardır (Bowman et al. 1993; Kempin et al. 1995; Lawton-

Rauh et al. 1999). Tekli cal mutantları belirgin anormalliklere sahip değildir fakat ap1 

çiçek meristeminde tekrarlanan dallanma deseninin gelişimine neden olmuştur 

(Bowman et al. 1993, Kempin et al. 1995). FUL geni AP1 ve CAL genlerinden oldukça 

farklı bir şekilde C terminal ucu ile bir protein kodlamaktadır (Mandel and Yanofsky 

1995). FUL geni de çiçek meristemin kontrolünde rol oynamaktadır; ap1 cal ful üçlü 

mutantı oluştuğunda, tüm çiçek meristem karakterleri kaybolur ve çiçek formu oluşmaz 

(Ferrandiz et al. 2000a). CAL geninin aksine FUL geninin yaprak ve meyve gelişiminde 

rol oynadığı düşünülmektedir ve genç meyvelerde ifade olmaktadır (Gu et al. 1998; 

Mandel and Yanofsky 1995). AGL79 geninin fonksiyonu tam olarak bilinmemesine 

rağmen köklerde ifade olduğu tespit edilmiştir (De Bodt et al. 2003b, Parenicova et al. 

2003). 
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2.7 APETALA 2 

 

A sınıfı gen grubuna dahil olan AP2 diğer ABC genlerinden çok farklı özelliklere 

sahiptir. ABC genleri bir MADS domaini içermesine rağmen AP2 iki tane 

APETALA2/ethylene-responsive element binding protein (AP2/EREBP) domaini içerir 

(Jofuku et al. 1994). AP2 / EAF domaini (Ethylene Responsive Element Binding 

Factor) yaklaşık 60 korunmuş amino asit kalıntısı içeren bir DNA-bağlayıcı etki alanıdır 

(Jofuku et al. 1994; Hao et al. 1998). Sakuma ve arkadaşları (2002), Arabidopsis 

thaliana genomunda 145 AP2 / EREBP geni bulmuştur. Bu çoklu gen ailesi iki alt 

aileye ayrılmıştır: tek AP2/ERF domainine sahip EREBP (ethylene responsive element 

binding protein) alt ailesi ve iki AP2 domainine sahip AP2 ailesi. EREBP alt ailesinin 

çoğu üyesi çevresel stres yanıtları ve biyotik sinyal iletim yollarında görev alırken bazı 

üyeleri ise kambiyal doku gelişiminde görev almaktadır (Riechmann and Meyerowitz 

1998, van der Graaff et al. 2000, 2003). AP2 alt ailesi AP2 ve AINTEGUMENTA(ANT) 

olmak üzere iki monofiletik gruba ayrılmıştır (Shigyo and Ito 2004). Hücre sayısını ve 

büyümeyi kontrol ederek yanal organ gelişimine katılan çiçek homeotik genleri AP2 ve 

ANT dahil olmak üzere AP2 alt familyasında belirlenmiş genlerin vejatatif ve üreme 

organlarının gelişiminde düzenleyici rol oynadıkları belirlenmiştir (Riechmann and 

Meyerowitz 1998, Jofuku et al. 1994, Elliott et al. 1996; Klucher et al. 1996, Mizukami 

and Fischer 2000, Mizukami 2001). 

 

Bitkiler arasında AP2 / EREBP multigen ailesinin filogenetik ilişkileri belirleyen bu 

gelişimsel ve fizyolojik önemi gen ailesinin evriminin aydınlatılmasında önemli bir 

adım olmuştur. AP2 / EREBP genleri birçok angiospermlerde ve kozalaklı ağaçlarda 

rapor edilmiştir (Vahala et al. 2001, Shigyo and Ito, 2004). AP2 / ERF domaini ile dizi 

benzerliği paylaşan domainler bitkiler aleminin dışında bulunmamıştır ve AP2 / ERF 

domaini bitkilere özgü olarak kabul edilmiştir (Riechmann and Meyerowitz 1998, 

Krizek 2003).  
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Son zamanlarda yapılan çalışmalar microRNA’ların hayvanlar ve bitkiler aleminde 

translasyon düzeyinde önemli düzenleyiciler oldukları bulunmuştur  (Lagos-Quintana et 

al. 2001, 2002, Lau et al. 2001, Lee and Ambros 2001, Llave et al. 2002, Mourelatos et 

al. 2002, Park et al. 2002, Reinhart et al. 2002). miRNA 172’nin AP2 alt ailesindeki 

çeşitli Arabidopsis genlerini düzenlediği rapor edilmiştir (Aukerman and Sakai, 2003, 

Chen 2004). Son zamanlarda yapılan çalışmalar ile mısırda AP2 geni benzeri olan 

glossy15 geninin miRNA172 tarafından baskılandığı belirlenmiştir (Lauter et al. 2005).  

Arabidopsis’de çiçek homeotik geni AP2’nin üç kritik rolü vardır. Bunlardan birincisi 

AP2 çiçek meristeminin kurulmasında rol almaktadır (Irish and Sussex 1990, Huala and 

Sussex 1992, Bowman et al. 1993, Schultz and Haughn 1993, Shannon and Meeks-

Wagner 1993). İkinci olarak çiçek organ kimliğinin belirlenmesinde görev almaktadır  

(Komaki et al. 1988, Bowman et al. 1989, Kunst et al. 1989). Üçüncü ve son görevi ise 

çiçek homeotik gen ifadesinin zamansal ve mekânsal ifadesini düzenlemesidir  

(Bowman et al. 1991a, Drews et al. 1991a). 

 

Çiçek gelişimi boyunca AP2’nin erken evredeki bir fonksiyonu çiçek meristeminin 

kurulmasını teşvik etmesidir. AP2 bu işlevi diğer üç çiçek meristem geni olan AP1, LFY 

ve CAL ile bir işbirliği içerisinde gerçekleştirmektedir  (Irish and Sussex 1990, Bowman 

1992, Huala and Sussex 1992, Bowman et al. 1993, Schultz and Haughn, 1993, 

Shannon and Meeks-Wagner 1993). Çiçek organ gelişimini düzenlemesi AP2’nin ikinci 

fonksiyonudur. Arabidopsis’de çiçek meristemi çiçek organları olan sepal, petal, stamen 

ve karpeli üretir. Zayıf olarak ap2 mutantlarının kısmi fonksiyonel kaybı sepallerin 

yapraklara dönüşmesini ve petallerin polen üreten stamenoid organlara dönüşmesine 

neden olmaktadır  (Bowman et al. 1989, 1991b). Buna karşılık güçlü ap2 sepaller 

mutantlarında ovül taşıyan karpellere dönüşmüştür, petal gelişimi baskılanmıştır, 

stamenlerin sayısında azalma gözlenmiştir ve karpel oluşumu da genellikle kusurlu bir 

şekilde gerçekleşmiştir (Komaki et al. 1988, Kunst et al. 1989, Bowman et al. 1991b). 

Son olarak çiçek organ gelişiminde ap2’nin etkileri arasında yer alan bazı çiçeğe özgü 

düzenleyici genlerin ifadesini doğrudan veya dolaylı olarak düzenlemesi AP2’nin 

üçüncü fonksiyonunun bir parçasıdır (Bowman et al. 1991a, Drews et  al. 1991a, Jack et 

al. 1992,  Mandel et al. 1992a).  

 



28 
 

Çiçek organ kimliğinin belirlenmesinde AP2 ve diğer çiçek organ kimlik genlerinin 

rolünü açıklamak için zamansal ve birleştirici bir model öne sürülmüştür  (Haughn and 

Somerville 1988; Bowman et al. 1991a, Coen and Meyerowitz 1991, Drews et al. 

1991b, Meyerowitz et al. 1991, Bowman et al. 1993, Coen and Carpenter 1993). Bu 

modelin gösterdiği önemli sonuçlardan biri AP2 ile diğer bir çiçeklenme geni olan 

AG’nin karşılıklı olarak zıt bir şekilde çalışmasıdır. Buna göre AP2, sepal ve petalde 

AG’nin ifadesini baskılarken AG’de stamen ve karpelde AP2’nin ifadesini 

baskılamaktadır. ap2 mutantlı çiçekler ve AG gen ifadesinin in situ hibridizasyon 

analizleri AP2’nin AG ifadesinin negatif regülatörü olduğunu göstermiştir (Bowman et 

al. 1991a, Drews et al. 1991a). 

 

ABC modelinden çıkarılan varsayımlara göre A ve C sınıfı genlerin birbirleriyle 

karşılıklı ifadelerini bastırdıkları tespit edilmiştir. ap2 mutantlı çiçeklerde genişletilmiş 

AG aktivitesi çiçeğin çevresindeki çiçek üreme organlarının gelişmesine yol açmıştır. 

Bunun aksine ag mutantları çiçeğin merkezine doğru A fonksiyonunun genişlemesini, 

periant organlarının üreme organlarına dönüşümünü göstermiştir. ABC modeline göre 

Arabidopsis’de A sınıfı fonksiyonu bu nedenle C sınıfı fonksiyonunun baskısına ve 

periant kimliğine ihtiyaç duymaktadır. A fonksiyonunun bu çift işlevli durumu yani A 

sınıfı fonksiyonunun genelliğini ve periant kimliğinin belirlenmesindeki rolünü 

sorgulaması Arabidopsis dışında başka hiçbir türde keşfedilmemiştir (Causier et al. 

2010).  

 

MADS kutulu genlerin yüksek seviyede özgün ifadesine karşın AP2 mRNA birikiminin 

sadece periantta değil üreme organı primordiyalarında olduğu gözlenmiştir. ABC 

modeli birincil AP2 ifadesinin ve promotör aktivitesinin tüm çiçek halkası boyunca 

olduğunu göstermiştir (Jofuku et al. 1994, Würschum et al. 2006, Zhao et al. 2007). 

Arabidopsis ile birlikte aslanağzı, mısır ve petunya türlerinde yapılan AP2 çalışmaları 

AP2 mRNA birikiminin çiçek primordiyalarında farklı seviyede olduğunu ve 

çiçeklenmede çok özgün ifade desenleri oluşturduğunu göstermiştir (Alvarez-Venegas 

et al. 2003, Maes et al. 2001, Chuck et al. 1998, Keck et al. 2003). 
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Arabidopsis’deki AP2 genine benzer bir A fonksiyonlu gen diğer türlerde henüz 

keşfedilmemiştir  (Causier et al. 2010). Antirrhinum majus’daki iki AP2 ortoloğu olan 

LIPLESS1 (LIP1) ve LIP2’nin fonksiyonel olarak yedek görevleri bulunmaktadır (Keck 

et al. 2003). LIP1/2 ve AP2 genleri periant organ deseninde benzer fonksiyonlar 

paylaşırlar fakat AP2’nin aksine LIP1/2 aktivitesi Antirrhinum C sınıfı geni PLENA       

(PLE)’ yi baskılamak için gerekli değildir (Keck et al. 2003). LIP2’den ziyade LIP1 

ifadesi AP2 ile benzer özellikler paylaşmaktadır yani her ikisininde 3.ve 4. çiçek 

aşamasında merkezi meristemi çevreleyen sepal primordiyalarında gelişmekte olduğu 

tespit edilmiştir  (Keck et al. 2003). AP2 ile benzer şekilde LIP1 ifadesi gelişmekte olan 

sepalde azalış gösterir. Çiçek gelişiminin 6. evresinde petal primordiyalarının distalinde 

tespit edilmiştir ve karpel ile stamen primoridyalarında zayıf olarak tespit edilmiştir  

(Keck et al. 2003). Mutant analizleri, AP2’nin Petunia hybrida’daki ortoloğu 

PhAP2A’nın periant deseninin oluşmasında hiçbir görevinin olmadığını kanıtlamıştır 

(Maes et al. 2001). 
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3. MATERYAL ve METOT 

 

3.1 Bitki Materyali 

 

Afyonkarahisar sınırları içerisinde yer alan Eber Gölü civarında koruma alanı içerisinde 

bulunan Thermopsis turcica popülasyonundan tomurcuk ve çiçek organları şeklinde 

bitki örneklemesi yapılmıştır. Örnekleme işlemi iki kez olacak şekilde 09.04.2014 ve 

18.04.2014 tarihlerinde ve örneklemeleri tomurcuk, sepal, petal, stamen, karpel şeklinde 

yapılmıştır. Çiçekli bitkiler gövde kısımlarından kesilerek hızlı bir şekilde suya konulup 

Afyon Kocatepe Üniversitesi Biyoloji Bölümü Bitki Moleküler Biyolojisi 

laboratuvarına transfer edilmiştir. Örneklemesi yapılan bitki dokuları, her bir örnek birer 

gram olacak şekilde hassas terazide aliminyum folyo yardımıyla tartılmış ve ardından 

hızlı bir şekilde sıvı azotta dondurma işlemi yapılarak -86
o
C ayarlı ultra derin 

dondurucuda çalışmalarda kullanılmak üzere saklanmıştır. 

 

3.2 Thermopsis turcica Çiçek Dokularından Total RNA İzolasyonu 

 

3.2.1 Total RNA Ekstraksiyonu  

 

RNA ekstraksiyon çalışmalarında RNase kontaminasyonunu önlemek için çalışma 

ortamının temizliği dikkatli ve özenli bir biçimde yapılmıştır. Ekstraksiyonun 

gerçekleştirileceği ortam, benç, cihazlar ve laboratuvar malzemelerinin temizliği 

öncelikli olarak çamaşır suyu, %70 etanol ile gerçekleştirilmiş olup, çalışma ortamı 

çalışma yapılmadan bir gün önce UV lamba aracılığıyla RNaz enzimlerinden 

arındırılmış bir ortam haline getirilmiştir. Ayrıca çalışma boyunca kullanılacak olan 

cam malzemeler, havan ve eli, spatüller 180°C’de 5 saat etüvde bekletilmiştir. 

Çalışmanın yapılacağı gün ise çalışma ortamı ve tüm malzemeler ekstra olarak RNase 

ve DNA kontaminasyonunu önlemek amacıyla RNASE AWAY (Molecular 

BioProducts) ile temizlenmiştir. Çalışmalar sırasında tek kullanımlık steril eldivenler 

kullanılmaya özen gösterilmiştir. 
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RNA ekstraksiyonu,  -86
o
C ayarlı ultra derin dondurucuda muhafaza edilen birer gram 

doku örneklerinden PureLink
TM 

RNA Mini Kit (Ambion) RNA izolasyon kiti 

kullanılarak protokole uygun olarak gerçekleştirilmiştir. Buna göre 1 gram doku örneği 

RNASE AWAY ile RNazdan arındırılmış havan ve eli kullanılarak iyice öğütme işlemi 

yapıldıktan sonra 150-200 mg dövülmüş doku sıvı azot yardımıyla soğutulmuş steril 

ependorf tüpüne aktarılmıştır. Tüp içersine hızlı bir şekilde 1 mL Lizis tamponu 

eklenerek doku özütü 15 saniye vortekslenmiş ve sonra 26 000 x g’de 6 dakika santrifüj 

edilmiştir. Süpernatant kısım steril bir ependorf tüpe aktarılarak üzerine 0,5 mL absolut 

etanol eklenerek kısaca vortekslenmiştir. RNA örneği spin kartuşa aktarılarak 12 000 x 

g’de 90 saniye santrifüjlenmiştir. RNA örneğini içeren kartuş yıkama tamponu I ve II 

ile temizlendikten sonra steril ependorf tüpe aktarılmıştır. Spin kartuşun tam ortasına 

100 μl RNaz içermeyen su eklendikten sonra örnek oda sıcaklığında bir dakika 

bekletilmiş ve 12 000 x g’de 3 dakika santrifüjlenerek elüte edilmiştir.  

 

3.2.2 DNaz Uygulaması 

 

RNA ekstraksiyonundan hemen sonra cDNA sentezinde kullanılacak RNA’nın saflığını 

arttırmak amacıyla total RNA, DNA-free
TM 

DNase (Ambion) kiti kullanılarak 

ekstredeki olası DNA’lar temizlenmiştir. DNaz uygulaması elde edilen RNA örneğinin 

tamamına uygulanmıştır. 100 μL RNA örneğine 10 µL DNaz I Tamponu ve 1 µL 

rDNaz eklenmiştir ve nazikçe karıştırılmıştır. RNA üzerine eklemeler yapıldıktan sonra 

37
o
C su banyosunda 20-30 dakika bekletilmiştir. Reaksiyonun durdurulması için, 

örneğe 5 µL DNaz inaktivasyon ajanı eklenerek, iyice karıştırılmıştır ve oda 

sıcaklığında 2 dakika arada bir karıştırılarak bekletilmiştir. RNA örneği oda sıcaklığında 

10 000 x g’de 2 dakika santrifüj edildikten sonra, üstte kalan RNA pelete değmeden 

dikkatli bir şekilde temiz  bir  tüpe  aktarılmıştır. 

 

 

3.2.3 Total RNA Miktar Tayini 

 

Elde edilen RNA’ların kalitesi ve miktarı Qubit
TM 

(Invitrogene) aracılığıyla 

gerçekleştirilmiştir. Qubit
TM

 ölçüm standart kiti ile ölçüm aralığı ayarlandıktan sonra 
 
1-

20 μL arasındaki RNA örneği Qubit
TM

 tamponu ve ajanı ile muamele edildikten sonra 



32 
 

ölçüm işlemi yapılmıştır ve örnekler tam uzunlukta cDNA analizi ve qPCR 

çalışmalarında kullanılmak üzere -86
o
C ultra derin dondurucuda saklanmıştır. 

 

3.2.4 RNA Formaldehitli Agaroz Jel Elektroforezi 

 

Çalışmaya başlamadan önce cihazlar ve kullanılan mekan RNASE AWAY kimyasalı ve 

% 0,5’lik SDS çözelitisi ile temizlendikten sonra çalışma ortamı UV lamba aracılığıyla 

RNaz enzimlerinden arındırılmış bir ortam haline getirilmiştir. RNA molekülleri 

sıklıkla ikincil yapılar oluşturduklarından dolayı RNA jellerine bu ikincil yapıları 

bozacak olan formaldehit eklenir. RNA jel elektroforezi için gerekli tüm çözeltilerin 

hazırlanmasında DEPC uygulanmış su kullanılmıştır. Öncelikli olarak 250 mL 10X 

MOPS tamponu (200 mM MOPS, 50 mM Sodium acetate, 10 mM EDTA) 

hazırlanmıştır. Yürütme tamponu için  1X MOPS Buffer 1 litre olacak şekilde (100 mL 

10X MOPS tamponu, 20 mL %37 Formaldehit, 880 mL DEPC’li su) hazırlanmıştır. 

Örneklerin yükleneceği %1’lik jeli hazırlamak için öncelikle 0,5 g agaroz, 36 mL 

DEPC-uygulanmış distile H2O ve 5 mL 10x MOPS tamponu karıştırılarak mikrodalga 

fırında eritilmiştir. Eritilmiş olan agaroz 60°C su banyosunda soğutulmuştur ve 9 mL 

%37 formaldehit eritilmiş agaroza eklenmiştir. Total RNA’lar her çalışmada taze olarak 

hazırlanan 100 µL hacimli ( 13 µL %37 Formaldehit, 22 µL Formamid, 65 µL 10X 

MOPS tamponu) denatürasyon karışımı ile muamele edilmiştir. 5 µg total RNA örneği 9 

µl denatürasyon karışımı ile muamele edilmiştir. Denatürasyon karışımı ile muamele 

edilmiş RNA örnekleri ve RNA markörü (Thermo Scientific) 2X RNA yükleme boyası 

(%95 formamide, %0,025 SDS, %0,025 bromophenol blue, %0,025 xylene cyanol, 

%0,025 ethidium bromide, 0,5 mM EDTA) ile 1:1 hacminde karıştırılmış ve 65°C’de su 

banyosunda 10 dakika ısıtılmış ve hemen ardından 3 dakika buz üzerinde bekletildikten 

sonra jele yüklenmiştir. Jel 80 dakika 70 mA'de yürütülmüştür. RNA bantlarının 

görüntülenmesi Gen Box SDR Jel Dökümantasyon Sistemi ile yapılmıştır 
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3.3 Gene Özgü Primer Tasarımı 

 

Gene özgü primer tasarımı yapılırken daha önceden sekanslanmış kısmi AP1 ve AP2 

dizileri kullanılmıştır. Gene özgü primer tasarlanırken primer dizilerinin 23-28 

nükleotid arasında olması, GC oranının %50-70 olması, Tm değerlerinin 65°C’nin 

üzerinde olmasına dikkat edilmiştir. 5’ ve 3’ RACE analizlerinde kullanılmak üzere iç 

ve dış olmak üzere 4 adet primer dizayn edilmiştir. Sentezlenen iç primer çiftleri aynı 

zamanda RT-qPCR çalışmalarında da kullanılmıştır. 

 

3.3.1 APETALA 1 Gene Özgü Primer Tasarımı 

  

>AP1-2, T. turcica, 667 bp [MST medikal 28.11.2013] 

GGTAGGGTGCAGCTGAAGAGGATAGAGAACAAGATCAATCGCCAGGTAAC

TTTCTCCAAAAGGAGAGCTGGGTTGCTTAAGAAAGCACACGAGATCTCTGT

GCTCTGCGATGCTGAAGTCGCGTTGATTGTCTTCTCCAACAAAGGAAAGCTC

TTTGAATATGCCACTGATTCATGCATGGAGAAGATACTGGAACGCCATGAA

AGGTATGCCTATGCAGAGAGACAGATGGAGGCAAATGATTCTGAGACACAG

GGAAATTGGACCGTTGAATATACTAGACTCAAGGCAAGGATTGACCTTTTG

GAGAGAAACCACAGGCATTACATGGGAGCAGATTTGGGTTCAATGAGCCTC

AAAGAGCTTCAAAGTCTGGAACAGCAGTTAGATACTGCTCTCAAAACCATT

CGTACACGCAGAAACCAACTCATGTACGAGTCCATTTCTGAGCTTCATAAA

AAGGAGAAAGTGATACAAGAGCAGAATAACATGCTCGCAAAAAAGATCAA

GGAGAGAGAGAAGGTTGCAGCACAGCAGGCTGCACAATGGGATCAATCAA

ACTACAGAGTTGATACATCTTACTTAATACAGCAGCCCCTTTTGGAGATGGG

TGGTAATTATCGTCAGGAAGCACCAGCAGTAGGGAGGAACGATCTCGAACT

GACTC 

 

Çizelge 3.1 3'- ve 5'-RACE ve RT-qPCR analizlerinde kullanılmak üzere ileri (dış ve iç) ve 

geri (dış ve iç) gene özgü primer dizileri, primerlerin Tm ve tavlama sıcaklıkları. 

Primer Adı Primer Dizisi                                                                             Tm (°C) 

3AP1F1dış: GCGATGCTGAAGTCGCGTTGATTGTC                               67,10 

3AP1F2iç: CCTATGCAGAGAGACAGATGGAGGCA                           65,51 

5AP1R1dış:   GCAGCCTGCTGTGCTGCAACCTTCTC                              61,54 

5AP1R2iç: TCTGCTCCCATGTAATGCCTGTGGTT                                66,34 
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3.3.2 APETALA 2 Gene Özgü Primer Tasarımı 

 

>AP2, T. turcica, 447 bp [MST medikal 28.11.2013] 

AGTATCGCGGCGTTACTTTTTACAGAAGAACTGGTCGATGGGAATCTCATAT

ATGGGATTGTGGAAAACAAGTGTATCTGGGTGGATTTGACACAGCACATGC

AGCTGCTCGTGCATATGATAGAGCGGCTATTAAGTTCCGAGGAATAGAAGC

AGATATAAACTTCAACATAGAAGACTATGAAGAAGACTTGAAGCAAATGAG

CAATCTGACTAAGGAAGAATTTGTGCACGTACTTCGCCGACAAAGCACTGG

ATTTCCAAGAGGAAGCTCCAAATATAGAGGTGTAACATTGCACAAGTGTGG

AAGATGGGAAGCTCGAATGGGCCAATTTTTAGGAAAAAAGTACGTTTATCT

GGGTTTGTTTGACACTGAGATTGAAGCAGCAAGGGCCTATGACAAGGCAGC

AATAAAATGCAATGGCAAAGATGCCGTCACCAACTTTG 

 

 

Çizelge 3.2 3'- ve 5'-RACE ve RT-qPCR analizlerinde kullanılmak üzere ileri (dış ve iç) ve 

geri (dış ve iç) gene özgü primer dizileri, primerlerin Tm ve annealing sıcaklıkları. 

Primer Adı Primer Dizisi                                                                             Tm (°C) 

3AP2F1dış:  GGGTGGATTTGACACAGCACATGCAGC                         68,71 

3AP2F2iç:  TGCTCGTGCATATGATAGAGCGGCTA                             65,80 

5AP2R1dış:   TGCTGCCTTGTCATAGGCCCTTGCT                                  68,58 

5AP2R2iç:  TTGTCGGCGAAGTACGTGCACAAAT                               65,84 

 

 

3.4 APETALA1 ve APETALA2 Genlerinin RACE Analizi 

 

Genlerin tam uzunlukta cDNA dizi analizlerinin gerçekleştirilmesi için SMARTer
TM 

RACE cDNA Amplification Kit User Manual (Clontech Laboratories, Inc., TAKARA) 

kullanılmıştır. 

 

Geriye transkripsiyonu takiben SMART teknolojisi bize 5’ ve 3’ RACE PCR 

reaksiyonlarında direkt olarak ilk iplik cDNA'nın kullanımına izin vermiştir. İlk iplik 

cDNA sentezi boyunca tek adımda universal primer bağlanma bölgelerinin dahil 

edilmesi adaptör ligasyon ve ikinci iplik sentezi için olan ihtiyacı ortadan kaldırmıştır 

ve bu da kitin en önemli avantajını oluşturmuştur. 
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3.4.1 5’ ve 3’ RACE İçin Kullanıma Hazır İlk İplik cDNA Sentezi  

 

5’- ve 3’- RACE ready cDNA sentezi kit içerisinde verilen kimyasallar kullanılarak ve 

kitin öngördüğü protokol uygulanarak gerçekleştirilmiştir. cDNA sentezini 

gerçekleştirebilmek için kullandığımız total RNA miktarı 100-1000 ng/µL arasındadır. 

cDNA sentezi gerçekleştirilirken şu adımlar sırasıyla uygulanmıştır. Her biri 10 ul olan 

5’ ve 3’ cDNA sentez reaksiyonu için iki ayrı steril tüp hazırlanarak içerisine sırasıyla 

2,0 μL 5X ilk iplik tamponu, 1,0 μL DTT (20 mM), 1,0 μL dNTP Mix (10 mM) 

eklenerek nazikçe pipetleme ile karıştırılarak ardından vortekleme işlemi uygulanmıştır 

ve ileriki aşamalarda kullanılmak üzere oda sıcaklığında muhafaza edilmiştir. 5’ ve 3’ 

RACE cDNA’sı için ekstra olarak ayrı ayrı iki steril tüp hazırlanmıştır. Hazırlanan 

tüplerden 5’ RACE cDNA tüpünün içerisine 2 µL RNA, 1 µL CDS Primer A ve 0,75 

µL dH2O; 3’ RACE cDNA tüpünün içerisine 2 µL RNA, 1 µL 3’ CDS Primer A ve 1,75 

µL dH2O eklenerek tüpler mikrosantrifüjde kısaca spin edilmiştir. Daha sonra tüpler 

72°C’de 3 dakika inkübe edilmiş olup sonrasında 42°C’de 2 dakika soğutma işlemi 

gerçekleştirilmiştir. Soğutma işleminden sonra içeriğin tüpün dibinde iyi bir şekilde 

toplanabilmesi için 14 000 g’de 10 saniye kısaca spin edilmiştir. Bu aşamadaki 

inkübasyon ve soğutma işlemleri thermal cycler cihazında yapılmıştır. Bu işlemden 

sonra sadece 5 'RACE cDNA sentezi reaksiyonu için tüp içerisine 1 µL SMARTer IIA 

oligo eklenerek, karışım vortekslenmiştir ve tüpler kısaca mikrosantrifüjde spin 

edilmiştir. Daha sonra her iki tüpede ilk adımda hazırlanmış olan içerisinde 2,0 µL 5X 

ilk iplik tamponu, 1,0 μL DTT (20 mM), 1,0 μL dNTP Mix (10 mM)  olan tampon 

karışımı ile sırasıyla, 0,25 µL RNaz inhibitör (40 U/µL), 1 µL SMARTScribe™ Revers 

transkriptaz (100 U) eklenerek son hacimi 10 µl olan 5’ ve 3’ cDNA sentezi için gerekli 

olan reaksiyon karışımı hazırlanmıştır. Karışımı nazikçe pipetlenerek, karışımın tüpün 

dibinde iyi bir şekilde toplanması için kısace spin edilmiştir. Tüpler thermal cyclerda 90 

dakika 42° C’de inkübe edildikten sonra 10 dakika 70° C’de ısıtlmıştır. Kullandığımız 

total RNA’lar 200 ng/µL’den büyük olduğu için reaksiyonların üzerine 100 µL Tricine-

EDTA tamponu eklenerek seyreltme işlemi uygulanmıştır ve cDNA’lar hemen 

reaksiyonda kullanılmıştır ve kullanılıncaya dek -86° C’de muhafaza edilmiştir. 
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3.4.2 5’ ve 3’ RACE PCR Tekniği  

 

RACE-Ready cDNA oluşturulduktan sonra,  farklı genler ile 5’ ve 3’ RACE işlemini 

gerçekleştirmek için sadece farklı gen spesifik primerler kullanmak yeterli olmuştur. 

SMARTer RACE protokolündeki tüm PCR reaksiyonları Advantage
®
 2 Polimeraz Mix 

ile kullanım için optimize edilmiştir. Advantage 2 otomatik bir başlangıç sıcaklığı ve 

ürününüzün orijinal sekansı için yüksek seviyede uygunluk sağlayacağı PCR 

reaksiyonlarını gerçekleştirmek için olanak sağlamaktadır (Barnes 1994; Cheng et al. 

1994). Sonuç olarak, RACE prosedürleri bize mümkün olduğundan daha uzun 

şablonları amplifiye etmek imkanı sunmuştur.  

 

5’- ve 3’- RACE reaksiyonları kit içerisinde verilen kimyasallar kullanılarak ve kitin 

öngördüğü protokol uygulanarak gerçekleştirilmiştir. Her bir 50 µL’lik reaksiyon için 

34,5 µL PCR-Grade water, 5 µL 10x Advantage 2 PCR buffer, 1 µL dNTP, 1 µL 50x 

Advantage 2 Polimeraz mix’den oluşan master karışım hazırlanmıştır. Karışım 

içerisinde baloncuk oluşmayacak şekilde vortekslenmiş ve sonrasında tüpler 

mikrosantrifüjde kısaca spin edilmiştir. 5’- RACE fragmentlerinin sentezi için 2,5 µL 

5’- RACE cDNA, 5 µL UPM (10x), 1 µL AP1 ve AP2 genine özgü iç veya dış primer 

(10 µM) master karışımdan oluşan 0,5 µL steril tüpün üzerine eklenerek son hacim 50 

µl’ye tamamlanmıştır. Aynı şekilde 3’- RACE fragmentlerinin sentezi için de 2,5 µL 3’- 

RACE cDNA, 5 µL UPM (10x), 1 µL AP1 ve AP2 genine özgü iç veya dış primer     

(10 µM) master karışımdan oluşan 0.5 µL steril tüpün üzerine eklenerek son hacim 50 

µL’ye tamamlanmıştır. PCR tüpleri döngüleri 5x 94 
o
C’de 30 saniye, 72 

o
C’de 3 dakika, 

5x 94 
o
C’de 30 saniye, 70 

o
C’de 30 saniye, 72 

o
C’de 3 dakika, 20x 94 

o
C’de 30 saniye, 

68 
o
C’de 30 saniye, 72 

o
C’de 3 dakika olacak şekilde thermal cycler’a yüklenmiştir. 
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3.5 APETALA1 ve APETALA2 Gen İfadelerinin Belirlenmesi 

 

3.5.1 cDNA Sentezi 

 

Gen ifade analizlerini belirlemek amacıyla tomurcuk, sepal, petal, stamen, karpel 

RNA’larından RT-qPCR uygulamaları için optimize edilmiş Thermo Scientific The 

Maxima
®
 İlk İplik cDNA Sentez kiti kullanılarak ilgili cDNA sentezi 

gerçekleştirilmiştir. Kitin sağladığı en büyük avantajlardan biri geniş aralıkta total RNA 

(1 pg - 5 µg) ile çalışılabilmesidir. Reaksiyonları hazırlarken kullandığımız total RNA 

miktarları 200 – 1000 ng/µL arasındadır. Kitin sağladığı protokole  göre ilgili dokular 

için sırasıyla 4 µL 5x Reaksiyon karışımı, 2 µL Maxima Enzim karışımı, 1 µg olacak 

şekilde total RNA ve üzerine yeterli miktarda ddH2O eklenerek 20 µL hacminde cDNA 

sentez reaksiyonu kurulmuştur. cDNA sentez reaksiyonu Applied Biosystem ProFlex
TM

 

PCR sistemi şu şekilde gerçekleştirilmiştir: Her adım 1 döngü olacak şekilde 25°C’de 

10 dakika, 50°C’de 20 dakika ve son olarak 85°C’de 5 dakika ısıtma işlemi yapılarak 

sentez reaksiyonu tamamlanmıştır ve örnek hemen kullanılmıştır veya kullanılıncaya 

dek -86°C’de saklanmıştır.  

 

3.5.2 RT-qPCR Analizi  

 

AP1 ve AP2 genlerinin ifadesini belirlemek için tomurcuk, sepal, petal, stamen ve 

karpel dokularından elde edilen cDNA'lar kullanılmıştır. RT-qPCR uygulamalarında 

kontrol grubu geni olarak T. turcica'dan daha önce klonlanmış ve dizilenmiş olan β-

Actin geni kullanılmıştır. β-Actin genine ait primer çiftleri RT-qPCR uygulamalarında 

kullanılabilecek şekilde 164 bp ürün veren TtActinF ve TtActinR primer çiftleri 

kullanılmıştır ve bu primerlerin dimer oluşturmadıkları test edilmiştir. TtActinF gen 

dizisi 5’-AGCTCAGCTGTTGAGAAGAGC-3’ şeklinde TtActinR dizisi ise                 

5'- ACATCGCACTTCATGATCGAG-3' şeklinde tasarlanmıştır. Çalışmada kullanılcak 

olan AP1 genine ait primer çiftleri ise Çizelge 3.1’de gösterilmiş olan ve 127 bp 

uzunluğunda ürün veren 3AP1F2 ile 5AP1R2 primerleridir. AP2 genine ait primer 

çiftleride Çizelge 3.2’de gösterilmiş olan 142 bp uzunluğunda ürün veren 3AP2F2 ile 

5AP2R2 primer çiftleridir. Kullanılan bu dört primerin de yine dimer oluşturmadıkları 
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hem tasarım aşamasında hem de ön deneme aşamasında test edilmiştir. İlgili genlerin 

çeşitli dokulardaki ifadesini belirlemek için BIO-RAD CFX96
TM

 Real Time PCR cihazı 

kullanılmıştır. Bu cihazın çalışmalar sırasında bize sağladığı en büyük avantajları cihaz 

ile birlikte temin edilen Bio-Rad CFX Manager 3.1 Software bilgisayar paket programı 

sayesinde erime eğrisi analizi yapabilme ve grafiğini ortaya koyması, ilgili genlerin 

çalışılan dokulardaki ifadelerini gösteren bar grafiğini vermesi ve son olarak da primer 

dimer oluşumu ve özgül olmayan amplifikasyon ürünleri gibi hataları gözlemlemeye de 

olanak sağlamasıdır. Çalışma Thermo Scientific Maxima SYBR Green qPCR Master 

Karışımı (2X) kullanılarak gerçekleştirilmiştir.  

 

RT-PCR Reaksiyon Kurulumu: 

 

 

Maxima SYBR Green Karışımı 12,5 μL 

Forward Primer (0,3 μM)           0,75 µL 

Reverse Primer (0,3 μM)            0,75 µL 

Kalıp DNA ≤500 ng                   2,0 µL 

ddH2O                                        9,0 µL 

 

                           Toplam Hacim: 25 µL 

 

25 µl hacimli RT-PCR reaksiyonu BIO-RAD CFX96TM Real Time PCR cihazında 

aşağıdaki koşullarda gerçekleştirildi: 

95°C’de 10 dakika  

95°C’de 15 saniye 

60°C’de 30 saniye                40 Döngü  

72°C’de 30 saniye 

95°C’de 10 saniye 

 

Son adımda ise erime sıcaklığı (melting curve) belirlemek için 65°C’den 95°C’ye 5 

saniyede 0,5°C’ye çıkacak şekilde uygulanarak reaksiyon tamamlanmıştır.  
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4. BULGULAR 

 

Bu araştırmada, çalışmamızın bir önceki basamağını oluşturan Türkiye endemiği 

(Afyonkarahisar) Thermopsis turcica’da çiçeklenme genlerinin kısmi sekanlanması ve 

karakterizayonundan yola çıkarak çiçeklenmede sepal ve petal oluşumunda görev alan 

APETALA1 (AP1) ve APETALA2 (AP2) genlerinin cDNA uçlarının hızlı çoğaltımı 

(RACE) ve RT-qPCR aracılığıyla genlerin Thermopsis turcica’dan alınan tomurcuk, 

sepal, petal, stamen ve karpel dokularındaki ifade seviyelerinin belirlenmesi 

hedeflenmiştir. Bu amaçla öncelikli olarak kısmi sekanslama sonucu elde edilen 

dizilerden gerekli analizler yapılarak AP1 ve AP2 genleri için Çizelge 3.1 ve Çizelge 

3.2’de verilen gene özgü primer sentezi yapılmıştır. RACE analizleri sonucu elde edilen 

sekans analizlerinde TtAP1 geninin tam cDNA uzunluğunun 1324 nükleotid, protein 

kod bölgesinin 714 nükleotid ve proteininin 238 amino asitten oluştuğu tespit edilmiştir. 

TtAP2 geninin de RACE analizleri sonucunda tam cDNA uzunluğunun 2308 nükleotid, 

protein kod bölgesinin 1638 nükleotid  ve proteininin 545 amino asitten oluştuğu tespit 

edilmiştir. Tomurcuk, sepal, petal, stamen, karpel dokuları kullanılarak yapılan         

RT-qPCR analizleri sonucunda TtAP1 ve TtAP2 genlerinin en fazla sepal en az 

stamende ifade olduğu tespit edilmiştir. Bu çalışmanın temelini oluşturan tomucuk ve 

diğer çiçek dokularının RNA ekstraksiyonu sonucu elde edilen total RNA’larının 

formaldehit agaroz jel elektroforezi  görüntüleri Resim 4.1’de gösterilmektedir. 

 

 

Resim 4.1 Formaldehit agaroz jel elektroforezi sonrası dokuların jel görüntüleri. 
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4.1 APETALA1 Moleküler Karakterizasyonu ve İfade Analizi 

 

 

4.1.1 APETALA1 cDNA'sının 5’ ve 3’ Uçlarının Hızlı Çoğaltımı  

 

5’- ve 3’- RACE çalışmalarında öncelikli olarak kısmı sekanslamalardan elde edilen 

dizilerden  AP1- benzeri gene özgü primer çiftleri tasarlanmıştır (Çizelge 3.1). 5’- ve 3’- 

RACE çalışmalarında öncelikli olarak ilk iplik cDNA sentezi gerçekleştirilmiştir ve 

sonrasında bu cDNA'lar kullanılarak cDNA uçlarının hızlı çoğaltım işlemi thermal 

cycler’da yapılmıştır. Çalışmalarda öncelikli olarak UPM ile dış primer çiftleri 

kullanılmıştır ve yapılan çalışmalar sonrası jel analizlerinden iç primer çiftlerinin 

kullanılmasına gerek olmadığı karar verilmiştir. Resim 4.1 AP1- benzeri gene ait 5’- 3’- 

RACE PCR ürünlerinin agaroz jeldeki boyutlarını vermektedir. 5’- ve 3’ RACE 

analizleri için ikişer PCR ürünü sekanslanmıştır. Elde edilen dizilerin doğruluğu (İnt.  

Kyn. 4) internet sitesinden karşılaştırılarak kanıtlanmıştır ve sonrasında 5’- ve 3’- 

dizileri birleştirilerek T.turcica APETALA1 (TtAP1) genine ait tam uzunlukta cDNA 

dizisi elde edilmiştir.  

 

 

Resim 4.2 T.turcica AP1- RACE ürünlerinin jel görüntüsü. 

 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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5’- ve 3’-  RACE ürünlerinin dizi analizleri aşağıda verilmiştir. 

 

>5’- AP1A 

CTTTTTCTTGATCTTTTTTGCGAGCATGTTATTCTGCTCTTGTATCACTTTCTC

CTTTTTATGAAGCTCAGAAATGGACTCGTACATGAGTTGGTTTCTGCGTGTA

CGAATGGTTTTGAGAGCAGTATCTAACTGCTGTTCCAGACTTTGAAGCTCTT

TGAGGCTCATTGAACCCAAATCTGCTCCCATGTAATGCCTGTGGTTTCTCTC

CAAAAGGTCAATCCTTGCCTTGAGTCTAGTATATTCAACGGTCCAATTTCCC

TGTGTCTCAGAATCATTTGCCTCCATCTGTCTCTCTGCATAGGCATACCTTTC

ATGGCGTTCCAGTATCTTCTCCATGCATGAATCAGTGGCATATTCAAAGAGC

TTTCCTTTGTTGGAGAAGACAATCAACGCGACTTCAGCATCGCAGAGCACA

GAGATCTCGTGTGCTTTCTTAAGCAACCCAGCTCTCCTTTTGGAGAAAGTTA

CCTGGCGATTGATCTTGTTCTCTATCCTCTTCAGCTGTACCCTACCCCTTCCC

ATCTTATTATAATAGTTTGTTATTATACCTAACAACTTACCCAATTAGTTCTT

CTTCCCTTTTTTACCAAAGGAAAATCCCAAACATGGAAAAGGAAACAAACC

CCAGAAATATGCTTTAAAGGCTGGCTAATATAGCGAAACGAGCGTGAGAAA

GTGTGTTCATGGGTCTTTCTTCTTCTGGACAGGTATGGAGCTGTGTGATGAG

AAAGCACTGTGAGTGTAACCATCCCCTTTGCCTTTGGACCCACACCCCCGCC

CCGGCCCAAGGGGGAGGAGAAAAAAAATGCTTTTTTTTTTGTTTCTATGA 
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>5’- AP1B 

CTTTTCTTGACTTTTTTGCGAGCATGTTATTCTGCTCTTGTATCACTTTCTCCT

TTTTATGAAGCTCAGAAATGGACTCGTACATGAGTTGGTTTCTGCGTGTACG

AATGGTTTTGAGAGCAGTATCTAACTGCTGTTCCAGACTTTGAAGCTCTTTG

AGGCTCATTGAACCCAAATCTGCTCCCATGTAATGCCTGTGGTTTCTCTCCA

AAAGGTCAATCCTTGCCTTGAGTCTAGTATATTCAACGGTCCAATTTCCCTG

TGTCTCAGAATCATTTGCCTCCATCTGTCTCTCTGCATAGGCATACCTTTCAT

GGCGTTCCAGTATCTTCTCCATGCATGAATCAGTGGCATATTCAAAGAGCTT

TCCTTTGTTGGAGAAGACAATCAACGCGACTTCAGCATCGCAGAGCACAGA

GATCTCGTGTGCTTTCTTAAGCAACCCAGCTCTCCTTTTGGAGAAAGTTACC

TGGCGATTGATCTTGTTCTCTATCCTCTTCAGCTGTACCCTACCCCTTCCCAT

CTTATTATAATAGTTTGTTATTATACCTAACAACTTACCCAATTAGTTCTTCT

TCCCTTTTTTACCAAAGGAAAATCCCAAACATGGAAAAGGAAACAAACCCC

AGAAATATGCTTTAAAGGCTGGCTAATATAGCGAAACGAGCGTGAGAAAGT

GTGTTCATGGGTCTTTCTTCTTCTGGACAGGTATGGAGCTGTGTGATGAGAA

AGCACTGTGAGTGTAAGCATGCACATGGGCCTCGATACTGATGCCTTGTGCT

TGCCCTAGACGGAGTAGATATAAGACCCCCCTCTCACCGATTGGATTATAA

GAAGACTATGCTACTTCGTATTGGTATATTTTTATGTCATCATTGACATCGA

ATGTGATAGACTAATGCTTCTGCTGTCGCGATGGGATGGTCAAGGACAACC

CATTCCCGGGCTATCTCAAGTCTATGTGTCCAGGCACCAGCTCGATCCAGCC

GAGCAGTGCTTTGCTTTACTGCAAACGAATCTAGGATTGCAAATAAAGTCG

AGTACATGTATCTGGAAACTAAGTATTCTCGCATCATGGTATGATAAAAATC

AACGTGAGCGAGTCCTATTTTACGAGTTAGACGTAGTTGCATAATTTACCGT

TTCTTGTGATTTAGCGATGAGATCTGCCATAGCTCACCGATAACAGATAGCT

CGCTATTCTAGGACCTCTCTTTGGCAAAGCGTCAGGCAAAAGTTCTTGCAAT

CTCGATAGGTGAAGC 
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> 3’AP1A 

CTTCCACAACGGAAGCTCTCTTGATATGCCACTGATTCATGCATGTGAGAAG

ATACTGTGAACGCCATGAAAGGTATGCCTATGCAGAGAGACAGATGGAGGC

AAATGATTCTGAGACACAGGGAAATTGGACCGTTGAATATACTAGACTCAA

GGCAAGGATTGACCTTTTGGAGAGAAACCACAGGCATTACATGGGAGCAGA

TTTGGGTTCAATGAGCCTCAAAGAGCTTCAAAGTCTGGAACAGCAGTTAGA

TACTGCTCTCAAAACCATTCGTACACGCAGAAACCAACTCATGTACGAGTCC

ATTTCTGAGCTTCATAAAAAGGAGAAAGTGATACAAGAGCAGAATAACATG

CTCGCAAAAAAGATCAAGGAGAGAGAGAAGGTTGCAGCACAGCAGGCTGC

ACAATGGGATCAATCAAACTACAGAGTTGATACATCTTACTTAATACAGCA

GCCCCTTTTGGAGATGGGTGGTAATTATCGTCAGGAAGCACCAGCAGTAGG

GAGGAATGAGCTTGACCTCACCCTGGAACCATTATATACCTGCCACCTTGGA

TGCTTTTGAAAACTTGTTTTCTTTGATCAGGTGGATGATTTTATAATATAACT

TCAGGCATATGAACTAGTATATGTCGTCGTGTTTGAGGGCTTTATATATGGC

TCTATGTTATATGGTTTTTCCTACTTTTTAAGACATTAATTAATTTGAAGTGT

GTTTGTTGTAATCATCTTGAATTCGAACTCAGATTGTATTTTTATGAATCCCT

CAAACTTATTACGCTGTGTTTCAAAAGTGTTTGCAAAAATGAATTTTAATAA

ACTAAGTTTTTGTAATAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAT

TATGAATTTTTTTATTTTAATATTTATTTATTTATTTAATTTTAAAATAAT 
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> 3AP1B 

CGTCCACCCACGGTAAGCTCTTATGATATGCCATCTGATTCATGCATGGAGA

AGATACTGTGAACGCCATGAAAGGTATGCCTATGCAGAGAGACAGATGGAG

GCAAATGATTCTGAGACACAGGGAAATTGGACCGTTGAATATACTAGACTC

AAGGCAAGGATTGACCTTTTGGAGAGAAACCACAGGCATTACATGGGAGCA

GATTTGGGTTCAATGAGCCTCAAAGAGCTTCAAAGTCTGGAACAGCAGTTA

GATACTGCTCTCAAAACCATTCGTACACGCAGAAACCAACTCATGTACGAG

TCCATTTCTGAGCTTCATAAAAAGGAGAAAGTGATACAAGAGCAGAATAAC

ATGCTCGCAAAAAAGATCAAGGAGAGAGAGAAGGTTGCAGCACAGCAGGC

TGCACAATGGGATCAATCAAACTACAGAGTTGATACATCTTACTTAATACA

GCAGCCCCTTTTGGAGATGGGTGGTAATTATCGTCAGGAAGCACCAGCAGT

AGGGAGGAATGAGCTTGACCTCACCCTGGAACCATTATATACCTGCCACCTT

GGATGCTTTTGAAAACTTGTTTTCTTTGATCAGGTGGATGATTTTATAATATA

ACTTCAGGCATATGAACTAGTATATGTCGTCGTGTTTGAGGGCTTTATATAT

GGCTCTATGTTATATGGTTTTTCCTACTTTTTAAGACATTAATTAATTTGAAG

TGTGTTTGTTGTAATCATCTTGAATTCGAACTCAGATTGTATTTTTATGAATC

CCTCAAACTTATTACGCTGTGTTTCAAAAGTGTTTGCAAGAATGAGTTTTAA

TAAACTAAGTTTTTGTAATAAAAGAAAAAAAAAGGGAAAAAAAAAAAAAA

AAAATAGATTTTTTATATTTATTTTGTAATAATTGGTTTATTTTTTTTTTTATA

ATTTAATTTTATAAATAATAATTTAATAAATAT 
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Elde  edilen  tüm  diziler  daha önceden dizilenmesi yapılmış farklı türlere ait bilinen  

diziler ile karşılaştırılarak CLUSTALW programı ile birleştirilmiş (İnt. Kyn. 1), 

doğruluğu kontrol  edilmiş  ve  AP1 geninin  tüm  cDNA  sekansı  elde  edilmiştir. Buna  

göre Thermopsis turcica’da AP1 genini kodlayan dizi  aşağıda verilmiştir. Nükleotid 

dizisinde koyu taralı ATG başlama, TAG ise dur kodonudur ve AATAAA 

poliadenilasyon sinyalini göstermektedir. Aşağıdaki dizide altı çizili bölge dejenere 

primerle elde edilmiş diziyi, bu bölgenin üst kısmı ise 5'-RACE ile elde edilmiş diziyi 

ve poly(A) kuyruğunu da içine alan bölge 3'-RACE analizleri ile elde edilmiş diziyi 

göstermektedir.  Bu diziden üretilen 238 amino asitlik dizisi de aşağıda verilmiştir. T. 

turcica’dan elde edilen AP1 homologunun tam uzunluk cDNA'sı 1074 bç olarak 

belirlenmiştir. Bu dizide 57 bç 5'-UTR (translasyona uğramayan bölge), 714 bç protein 

kodlama bölgesi, 270 bç 3'-UTR ve 33 bç poli(A) kuyruğundan oluşmuştur. TtAP1'in 

kodlama dizisinden çıkarılmış protein 238 amino asitten meydana gelmektedir ve Şekil 

4.1'de gösterilmiştir.   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

http://www.ch.embnet.org/
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>T. turcica APETALA 1 (AP1) Full cDNA 1.324 nt, protein kod bölgesi (cds) 714 nt.  

TCATAGAAACAAAAAAAAAAGCATTTTTTTTCTCCTCCCCCTTGGGCCGGGG

CGGGGGTGTGGGTCCAAAGGCAAAGGGGATGGTTACACTCACAGTGCTTTC

TCATCACACAGCTCCATACCTGTCCAGAAGAAGAAAGACCCATGAACACAC

TTTCTCACGCTCGTTTCGCTATATTAGCCAGCCTTTAAAGCATATTTCTGGGG

TTTGTTTCCTTTTCCATGTTTGGGATTTTCCTTTGGTAAAAAAGGGAAGAAG

AACTAATTGGGTAAGTTGTTAGGTATAATAACAAACTATTATAATAAGATG

GGAAGGGGTAGGGTGCAGCTGAAGAGGATAGAGAACAAGATCAATCGCCA

GGTAACTTTCTCCAAAAGGAGAGCTGGGTTGCTTAAGAAAGCACACGAGAT

CTCTGTGCTCTGCGATGCTGAAGTCGCGTTGATTGTCTTCTCCAACAAAGGA

AAGCTCTTTGAATATGCCACTGATTCATGCATGGAGAAGATACTGGAACGC

CATGAAAGGTATGCCTATGCAGAGAGACAGATGGAGGCAAATGATTCTGAG

ACACAGGGAAATTGGACCGTTGAATATACTAGACTCAAGGCAAGGATTGAC

CTTTTGGAGAGAAACCACAGGCATTACATGGGAGCAGATTTGGGTTCAATG

AGCCTCAAAGAGCTTCAAAGTCTGGAACAGCAGTTAGATACTGCTCTCAAA

ACCATTCGTACACGCAGAAACCAACTCATGTACGAGTCCATTTCTGAGCTTC

ATAAAAAGGAGAAAGTGATACAAGAGCAGAATAACATGCTCGCAAAAAAG

ATCAAGGAGAGAGAGAAGGTTGCAGCACAGCAGGCTGCACAATGGGATCA

ATCAAACTACAGAGTTGATACATCTTACTTAATACAGCAGCCCCTTTTGGAG

ATGGGTGGTAATTATCGTCAGGAAGCACCAGCAGTAGGGAGGAATGAGCTT

GACCTCACCCTGGAACCATTATATACCTGCCACCTTGGATGCTTTTGAAAAC

TTGTTTTCTTTGATCAGGTGGATGATTTTATAATATAACTTCAGGCATATGA

ACTAGTATATGTCGTCGTGTTTGAGGGCTTTATATATGGCTCTATGTTATATG

GTTTTTCCTACTTTTTAAGACATTAATTAATTTGAAGTGTGTTTGTTGTAATC

ATCTTGAATTCGAACTCAGATTGTATTTTTATGAATCCCTCAAACTTATTACG

CTGTGTTTCAAAAGTGTTTGCAAAAATGAATTTTAATAAACTAAGTTTTTGT

AATAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA 

 

 

>T. turcica APETALA 1 (AP1) protein dizisi 238 amino asit, MADS- ve K domenleri 

MGRGRVQLKRIENKINRQVTFSKRRAGLLKKAHEISVLCDAEVALIVFSNKGKL

FEYATDSCMEKILERHERYAYAERQMEANDSETQGNWTVEYTRLKARIDLLER

NHRHYMGADLGSMSLKELQSLEQQLDTALKTIRTRRNQLMYESISELHKKEKV

IQEQNNMLAKKIKEREKVAAQQAAQWDQSNYRVDTSYLIQQPLLEMGGNYRQ

EAPAVGRNELDLTLEPLYTCHLGCF* 
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TtAP1 proteini 238 amino asitten oluşmaktadır. NCBI'da yapılan BLASTp analizi 

sonucunda (İnt. Kyn. 2) ilgili protein dizisinin MADS transkripsiyon faktörü gen 

ailesinin bir üyesi olduğunu göstermiştir. Protein dizisinin N-terminal ucunda 59 aa. (2. 

- 60. aa) MADS domeni,  14 aa (61. - 74. aa.) I domeni bulunmaktadır. I domenini 

takiben 100 amino asitten oluşan (75. - 174. aa.) K domeni ve proteinin C-terminal 

ucunda 63 amino asitten oluşan (175. - 238. aa.) C domeni mevcuttur. Bu transkripsiyon 

faktörü tarafından kodlanan MADS/AP1 proteinleri çiçek organı meristem kimlik geni 

ve sepal, petal gibi çiçek organlarının oluşumunu sağlayan proteindir. ExPASy 

ProtParam aracı (İnt. Kyn. 3) kullanılarak elde edilen protein dizisi üzerine bazı teorik 

yorumlar yapılmıştır. Bu çalışma kapsamında elde ettiğimiz TtAP1 proteini moleküler 

ağırlığı (MW) 27655.5 kDA'dur. Dizide bulunan asidik amino asit sayısı 33, bazik 

amino asit sayısı ise 38 olarak belirlenmiştir. Protein dolayısı ile hafif bazik özellik 

göstermektedir. Proteinin teorik izoelektrik noktası (PI) 8,93 olarak belirlenmiştir. 

Hesaplanmış ortalama yarı ömrü 30 saat civarıdır.  

 

 

 

 

Şekil 4.1 TtAP1 genine ait açık okuma çerçevesi, nükleotid ve aminoasit sekansları 

 

 

 

 

http://www.expasy.org/tools/protparam.html
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4.1.2 Filogenetik İlişki 

 

TtAP1 proteinine ait dizinin NCBI gen bankasına daha önceden girilmiş dizlerle 

hizalama ve filogentik ilişki kurmak için MEGA6 paket programı kullanılmıştır. Elde 

edilen dizinin birçok bitkiye ait TtAP1 geni ile büyük benzerlik içinde olduğu 

belirlenmiştir. Gen bankasında bulunan yaklaşık 100 farklı APETALA1 benzeri gen ile 

%67-88 arası benzerlik oranı tespit edilmiştir. MEGA6 paket programı ile yapılan 

filogentik ilişki Şekil 4.2’de ve bununla ilişkili olarak benzerlik oranlarının yer aldığı 

veriler Çizelge 4.1’de verilmiştir. Analizde bu çalışmada belirlenmiş diziye en yüksek 

oranda benzerliğe sahip 20 farklı bitki türüne ait TtAP1 benzeri gen protein dizisi ile 

karşılaştırma yapılmıştır. 10000 boostrapt ile yapılan Neighbor-Joining metoduna göre 

21 farklı dizi iki ana kümede gruplanmıştır. Birinci kümede kendi içinde dört alt 

kümeye ayrılmıştır. 1. alt kümede, longan (Dimocarpus longan), kakao (Theobroma 

cacao), üzüm (Vitis vinifera) ve kavak (Populus euphratica) türlerine ait AP1 

proteinleri yer almıştır. İkinic alt grupta ise hint fıstığı olarak bilinen bir ağaç türü 

(Jatropha curcas) tek başına küme oluşturmuştur. Üçüncü alt kümede ise Adi Huş 

Ağacı (Betula pendula) ve beyaz huş ağacı (Betula platyphylla) olarak bilinen iki 

btikiye ait AP1 proteini bulunmaktadır. 1. kümenin dördüncü alt grubunda ise Brassica 

ailesine ait yem şalgamı (Brassica rapa), keten (Camelina sativa), Arabidopsis lyrata 

ve Arabidopsis thaliana bitkilerine ait AP1 proteinleri yer almıştır. İkinci ana kümede 

ise tüm T. turcica ile birlikte legüm bitkileri yer almıştır. Bunlar ise nohut (Cicer 

arietinum), soya fasulyesi (Gycine max), yabani  soya fasulyesi (Glycine soja), lotus 

(Lotus japonicus), yonca, (Medicago truncatula) bezelye, fasulye (Phaseolus vulgaris) 

ve börülce (Vigna unguiculata) olarak belirlenmiştir. 
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Şekil 4.2 T. turcica APETALA1 (TtAP1) protein dizisinin filogenetik ilişkisi. MEGA6 

programı ile oluşturulmuş olan filogenetik ağaçta sıralanmış türlerin GenBank (İnt. 

Kyn. 4)’de yer alan protein kodları alfabetik olarak verilmiştir :  Arabidopsis lyrata 

AP1 (AAM28462.1); Arabidopsis thaliana AP1 (NP_177074.1); Betula pendula AP1 

(CAA67967.1); Betula platyphylla AP1 (AFV92462.1); Brassica rapa AP1 

(XP_009105460.1); Camelina sativa AP1 (XP_010511937.1); Cicer arientinum 

AP1(XP_004509754.1); Dimocarpus longan AP1 (AEZ63951.1); Glycine max 

AP1(XP_003547792.1); Glycine soja AP1(KHN29957.1); Jatropha curcas AP1 

(KDP41335.1);  Lotus japonicus AP1a (AAX13296.1);  Medicago truncatula BM5A 

(XP_003628742.1); Medicago truncatula PIM (AAZ67068.1); Phaseolus vulgaris 

AP1 (XP_007153481.1); Pisum sativum MADS4(AAL66379.1); Populus euphratica 

AP1 (XP_011018990.1); Theobroma cacao AP1 (XP_007045796.1); Vigna 

unguiculata AP1(BAJ22385.1);  Vitis vinifera AP1 (AAT07447.1). 
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Çizelge 4.1 T.turcica AP1 proteini ile 20 AP1 benzeri proteinin benzerlikleri ve protein/gen kodları. Mevcut analiz BLASTp analiz sonucunda elde 

edilmiştir (İnt. Kyn. 4). 

 

No Tür Adı Protein Adı 
Maks. 

Puan 

Toplam 

Puan 

TtAP1'yi 

kapsaması 
E değeri Benzerlik Protein Kodu Gen Kodu 

1 Vigna unguiculata APETALA1 434 434 %100 7e-152 %88 BAJ22385.1 AB588744.1 

2 Glycine max APETALA 1-like 432 432 %100 3e-151 %88 XP_003547792.1 XM_003547744.2 

3 Lotus japonicus MADS box protein AP1a 402 402 %100 4e-139 %87 AAX13296.1 AY770395.1 

4 Medicago truncatula MADS-box protein BM5A 401 401 %100 8e-139 %86 XP_003628742.1 XM_003628694.1 

5 Cicer arietinum APETALA 1-like 400 400 %100 2e-138 %86 XP_004509754.1 XM_004509697.1 

6 Medicago truncatula MADS box protein PIM 399 399 %100 6e-138 %85 AAZ67068.1 DQ139345.1 

7 Pisum sativum MADS4 395 395 %100 2e-136 %85 AAL66379.1 AF461740.1 

8 Glycine soja APETALA 1 384 384 %100 4e-132 %81 KHN29957.1 KN652024.1 

9 Phaseolus vulgaris PHAVU_003G039200g 386 386 %100 7e-133 %78 XP_007153481.1 XM_007153419.1 

10 Jatropha curcas JCGZ_15742 361 361 %100 6e-123 %75 KDP41335.1 KK914318.1 

11 Betula platyphylla Mads-box protein 363 363 %100 5e-124 %73 AFV92462.1 JX565468.1 

12 Betula pendula MADS3 protein 361 361 %100 5e-123 %73 CAA67967.1 X99653.1 

13 Vitis vinifera AP1-like protein 363 363 %100 1e-123 %73 AAT07447.1 AY538746.1 

14 Theobroma cacao 

K-box region and MADS-box 

transcription factor family 

protein 

361 361 %100 5e-123 %73 XP_007045796.1 XM_007045734.1 

15 Dimocarpus longan APETALA 1-1 348 348 %100 1e-117 %73 AEZ63951.1 JN609254.1 

16 Populus euphratica CAULIFLOWER A-like 345 345 %100 1e-116 %70 XP_011018990.1 XM_011020688.1 

17 Arabidopsis lyrata apetala 1, partial 340 340 %98 9e-115 %68 AAM28462.1 AF466786.1 

18 Camelina sativa APETALA 1 347 347 %100 3e-117 %68 XP_010511937.1 XM_010513635.1 

19 Brassica rapa APETALA 1 346 346 %100 9e-117 %67 XP_009105460.1 XM_009107212.1 

20 Arabidopsis thaliana APETALA 1 330 330 %100 1e-110 %67 NP_177074.1 NM_105581.2 

 

http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/
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4.1.3 T. turcica'nın Farklı Dokularında TtAP1 Geni İfadesi 

 

TtAP1 geninin fonksiyonel rolü hakkında bilgi edinebilmek için TtAP1 cDNA’sının 

göreceli seviyesi T. turcica çiçek tomurcuğu, sepal, petal, stamen ve karpel organlarında 

gerçek zamanlı PCR yöntemi ile analiz edilmiştir. Kurulan reaksiyon sonucu cDNA ile 

hazırlanan kontrol geni β-Actin ve hedef gen TtAP1’in amplifikasyonunun başarılı bir 

şekilde gerçekleştiği gözlenmiştir. Reaksiyonun doğruluğunu gözlemlemek amacıyla 

öncelikle kontrol gen, hedef genin agaroz jel elektroforez görüntüleri ile kontrol geni ve 

hedef genin beklenen uzunlukta ürün verdiği tespit edilmiştir (Resim 4.3). Sonrasında 

ise reaksiyon sonucunda oluşan ve sistemin otomatik olarak verdiği erime eğrisi 

grafiğinde kontrol geni ile hedef genlerin kendi içlerinde aynı Tm derecesinde tepe 

noktası vermesi ile reaksiyonun doğruluğu tespit edilmiştir (Resim 4.4). Son olarak 

TtAP1 geninin 5 farklı çiçek organındaki ifadesi tespit edilmiştir ve en fazla ifadesi 

sepal organında, en az ifadesi ise stamen organında tespit edilmiştir (Resim 4.5).  

 

 

Resim 4.3 β-Actin ve TtAP1 geninin RT-qPCR sonrası agaroz jel görüntüsü  
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Şekil 4.3 β-Actin ve TtAP1 genleri için gerçek zamanlı amplifikasyon eğrileri 

 

 

 

Şekil 4.4 β-Actin ve TtAP1 genlerinin standart erime eğrisi grafiği 

 

 

Şekil 4.5 TtAP1 geninin karpel, petal, sepal, stamen ve tomurcuk dokularında ifade seviyesini 

gösteren bar grafiği 
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4.2 APETALA2 Moleküler Karakterizasyonu ve İfade Analizi 

 

4.2.1 APETALA2 cDNA'sının 5’ ve 3’ Uçlarının Hızlı Çoğaltımı (5’- 3’- RACE) 

 

5’- ve 3’- RACE çalışmalarında öncelikli olarak kısmı sekanslamalardan elde edilen 

dizilerden AP2- benzeri gene özgü primer çiftleri tasarlanmıştır (Çizelge 3.2). 5’- ve 3’- 

RACE çalışmalarında öncelikli olarak ilk iplik cDNA sentezi gerçekleştirilmiştir ve 

sonrasında bu cDNA'lar kullanılarak cDNA uçlarının hızlı çoğaltım işlemi thermal 

cycler’da yapılmıştır. Çalışmalarda öncelikli olarak UPM ile dış primer çiftleri 

kullanılmıştır ve yapılan çalışmalar sonrası jel analizlerinden ekstra bant oluşumu 

gözlenmiştir. Bunun üzerine dış primer ile çoğaltımı yapılan PCR ürünlerinden UPM 

primer ile iç primer çiftlerinden nested PCR uygulamasının yapılmasına karar 

verilmiştir. Yapılan nested PCR sonucunda PCR ürünleri agaroz jel elektroforezinde 

yürütülmüş ve hedeflenen tek bantlar elde edilmiştir. Resim 4.3 AP2- benzeri gene ait 

5’- 3’- RACE PCR ürünlerinin agaroz jeldeki boyutlarını vermektedir. 5’- ve 3’ RACE 

analizleri için ikişer PCR ürünü sekanslanmıştır. Elde edilen dizilerin doğruluğu 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ internet sitesinden karşılaştırılarak doğruluğu 

kanıtlanmıştır ve sonrasında 5’- ve 3’- dizileri birleştirilerek T.turcica APETALA2 

(TtAP2) genine ait tam uzunlukta cDNA dizisi elde edilmiştir.  

 

 

Resim 4.4 (A) UPM ve dış primer çiftleri ile yapılan PCR ürünlerinin jel görüntüsü. (B) İç 

primer çiftleriyle yapılan nested PCR sonucu PCR ürünlerinin jel görüntüsü 

 

B A 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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5’- ve 3’-  RACE ürünlerinin dizi analizleri aşağıda verilmiştir. 

 

> 5’- AP2A 

CGAAAAAGGTAGCTGATGAAGTATTCAGCAGAGTGGTGTCTTTTCAACACT

TCATATGGATGGAGATGATGATGACAACAATGGAAGAAAAAGTAGGATCTT

CTGTCAACTACAAGTTGTTCTGCAGCGGTGGTCGAAGACGGATCAGCAGAA

GAAGAAGAAAACAGAACCATAAAGAAACGAAGTAGCAAGATTTTTGGGTT

CTCTGTTACTCATGAAAATGATGAGTCCATGGATAGTGAAATCCCACAACA

AATTTTGTCTCGGCAGTTTTTTCCGGTGGAGGAGAGTGATATCGCCGCCGCA

TCAAGTGGTGGTGGTGGTGGTAGTTCAGCTCTTCCTCGTGTTCATTGGGTTG

GTGCGAAATTTTGTCAATCAGAAAATCTCGGTACTGGAAAATCAGTGGAAG

TTTCACAACCCATGAAGAAGAGTAGTAGAGGACCAAGGTCAAGGAGTTCAC

AATATAGAGGTGTCACTTTTTACAGAAGAACTGGTCGATGGGAATCTCATAT

ATGGGATTGTGGAAAACAAGTGTATCTGGGTGGATTTGACACAGCACATGC

AGCTGCTCGTGCATATGATAGAGCGGCTATTAAGTTCCGAGGAATAGAAGC

AGATATAAACTTCAACATAGAAGACTATGAAGAAGACTTGAAGCAAATGAG

CAATGTGACTAAGGAAGAATTTGTGCACGTACTTCCCCGGCAAAGCGCTGG

ATTTCCCAGCGGAAGCTCCAAATATAGAGGGTGTAACATTGCACGGAGTGT

GGAAGATGGGCAAGCTCGAATGGGCCAAGCCTAGGAAAAGAGAGTGGCGC

TAATAGCGCGTGGCTGACACTCAGACGAACCCC 
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> 5’- AP2B 

TTGTTAAGAAAAAAAAAAAAAAAAAGGGGCCCCCTTTTTTTTTTTTTTTTTA

GTAAATGGTGGTGTCGTATAAAAAAGATGTATTATTTATAATAATAGTTAGT

TGAGAAGATAATAATATTCATCTTTGTGCATAATAATGTGGGATGTCAATGA

CTCACCCGATCAGCGGAAAAAAGATGGTGAGGAATATTCAGAAGGGTGTTG

TTCTTTCCTCACGTCAACGGATGGAGATGATGATGACAATAAAGGAGAAAA

AGAAGGATGTGTTTCTAACTCAAGTTGTTCTTCAGCAGTAATAGTAGACGGA

TCAGAAGAAGAAGAAGAAAACAGAACCATAAAGAAACGAAGTAGCAAGAT

TTTTGGGTTCTCTGTTACTCATGAAAATGATGAGTCCATGGATAGTGAAATC

CCACAACAAATTCTGACTCGGCAGTTTTTTCCGGTGGAGGAGAGTGATATCG

CCGCCGCATCAAGTGGTGGTGGTGGTGGTAGTTCAGCTTTTCCTCGTGCTCA

TTGGGTTGGTGTGAAATTTTGTCAATCAGAAAATCTCGGTACTGGAAAATCA

GTTGAAGTTTCACAACCCATGAAGAAGAGTCGTAGAGGACCAAGGTCAAGG

AGTTCACAATATAGAGGTGTCACTTTTTACAGAAGAACTGGTCGATGGGAA

TCTCATATATGGGATTGTGGAAAACAAGTGTATCTGGGTGGATTTGACACA

GCACATGCAGCTGCTCGTGCATATGATAGAGCGGCTATTAAGTTCCGAGGA

ATAGAAGCAGATATAAACTTCAACATAGAAGACTATGAAGAAGACTGAAG

CAAATGAGCAATCTGACTAGAGAACCGA 
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> 3’- AP2B  

ATTGCTGCATCGCTATAGATAGATCGGCGATCTGTTCCGAGGATACAGTCAG

AATACATCTACAACATAGAAGATATGAAGAAGACTTGAAGCATATGAGCAT

CTGACTAAGGAGGAATTTGTGCACGTACTTCGCCGACAAAGCACTGGATTT

CCGAGAGGAAGCTCCAAATATAGAGGTGTAACTTTGCACAAATGTGGAAGA

TGGGAAGCTCGAATGGGCCAATTTTTAGGAAAAAAGTACGTTTATCTGGGT

TTGTTTGATACCGAGACTGAAGCTGCAAGGGCCTATGACAAGGCAGCAATA

AAATGCAATGGCAAAGAGGCCGTCACCAATTTTGACCCCAGCATCTATGAC

GATCTCCTCTCTGATTCTACAGGTACCAAAAAACGCTGATCATCTCTGCTTG

ATTTATATTGGTTCCTCCAGCTCTACTGTCAATAATCATCCATTGTTGAAGA

ATCACCCCCCTACTGCTGCTCCTGATCAAAATTTGCTATCTGAATCTAATTG

GAGGAATGGGGGAAGCAAGCCTAAGCTGTTGAGCATACTACCAAAACCATG

TAGTAGAAGCAACATGGAAGCATTTGCACATGATGAGAGTGAAAACAGGG

AGATGTTGCGACTGTTCACCTACATCCTCCTCACTCTCCAGACTCTAATAGA

TGTAATGCCCTACTATGCTCCTGTCGACTCTCCTATGCTAGCACTCTTTTGCT

TCATCATCTTGCACATCATCATCTTCTCCCACCAGATTTCTATGTTCGCAGAA

TTGGAAGTGAACTGCTCATATATGCAATGAGATGATCTCATTATATGTGAGC

GATCGACCAACACAGTATATTAGGA 
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> 3’- AP2B 

TTCAGTCGAGGATAGAGCAGATATAACTTCACATAGAAGACTATGAAGAAG

ACTTGAAGCAAATGAGCAATCTGACTAAGGAAGAATTTGTGCACGTACTTC

GCCGACAAAGCACTGGATTTCCAAGAGGAAGCTCCAAATATAGAGGTGTAA

CATTGCACAAGTGTGGAAGATGGGAAGCTCGAATGGGCCAATTTTTAGGAA

AAAAGTACGTTTATCTGGGTTTGTTTGACACTGAGATTGAAGCAGCAAGGG

CCTATGACAAGGCAGCAATAAAATGCAATGGCAAAGAGGCCGTCACCAATT

TTGATCCAAGCATCTATGATGAACTCAACTCTGAATCTACAGGTACCACAAA

TGCAGATCACAATCTGGATTTAAGTTTAGGCAATTCCAGCTCGAAGCCTGGT

AATAGCCAAGCATTGGGGAATCACACCCCAAATACTTCAACTCATGATCAA

CACATGCTATCTGAATCTAATTGGAGGAGTGGGGGTAGCAAGCCTAAGCTG

GTGAGTATATTACCAAAACCATGTAGTAATAGAAACAACACGGAATTAGCA

CATGGTGAGAGTGAAGCCTTGCGGATGCTAAGTCAAACTCACCTTCATTCTT

CAGTCTCACATGACATACAAAGATATGATGCCCTACAAGGGCTCCTGTAGA

ATCTCACATGCTTGCACAAATTTTGCACATCTTCACTCGCACCAACATTTTC

ATTTTCCCAGCAGCAGCAATGGTAGGCAGAATTGGAAGTGACCTTTCCATTA

TCAATGAATGATCACAACCATGGCATCATGGGCATCCACATTATTTAGCACT

GCTGCAGCATCATCAAGATTCCCACCCA 
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Elde edilen tüm diziler daha önceden dizilenmesi yapılmış farklı türlere ait bilinen  

diziler ile karşılaştırılarak (İnt. Kyn. 1) internet sitesine ait CLUSTALW programı ile 

birleştirilmiş,  doğruluğu kontrol  edilmiş  ve  AP2 geninin  tüm  cDNA  sekansı  elde  

edilmiştir. Buna  göre Thermopsis turcica’da TtAP2 genini kodlayan dizi  aşağıda 

verilmiştir. Nükleotid dizisinde koyu taralı ATG başlama, TAG ise dur kodonu ve 

CATCATCATCAGATT nükleotid dizisi miRNA172’ye bağlanma bölgesidir. 

Aşağıdaki dizide altı çizili bölge dejenere primerle elde edilmiş diziyi, bu bölgenin üst 

kısmı ise 5'-RACE ile elde edilmiş diziyi ve poly(A) kuyruğunu da içine alan bölge 3'-

RACE analizleri ile elde edilmiş diziyi göstermektedir. T. turcica’dan elde edilen TtAP2 

geninin tam uzunluk cDNA'sı 2308 bç olarak belirlenmiştir. Bu dizide 473 bç 5'-UTR, 

1638 bç protein kodlama bölgesi ve 200 bç 3'-UTR bölgesinden oluşmuştur. Bu diziden 

üretilen 545 amino asitlik dizisi de aşağıda verilmiştir. Tüm çabalarımıza rağmen dizide 

poliadenilasyon bölgesine ve poly(A) kuyruğuna ulaşılamamıştır. TtAP2 genine ait açık 

okuma çerçevesi, nükleotid ve aminoasit sekansları toplu olarak Şekil 4.6’de verilmiştir. 

 

 

> T. Turcica APETALA2 (AP2) Full cDNA 2.308 nt ve protein kod bölgesi (cds) 1.638 

nt.  

ACGGAGGCGGCGTCTAGCTATTACATAAATATATTAAACTGTGTGTTATTAG

TGTAAGGTGCGTAGATCATATAAACGTGGGGTGTAGAGGGCGAGGAGAGA

ATACGACGCCACACACACCCTCCCTCTTCTTCTTTCTCTCATGCGGGGGGGG

GATTTTTTCCTCATCTACAACACGCAACCACCAATTATACTCTTTTTTTTTTT

TTTTTTTTCCCCCCCCCCCTCTTTTTTTTTCCCCCCCGGAGGGAGAAAAAAAA

AGGGACACAGAAAGGCCCCCCCCCCCCCCCCTTTTTTTTTTTCAAAAAAAAA

AACCCCGGGGTTTTTTTTTTTTGTTGGGGGGAAAAAAGAACCGGGGGGGCC

CCCCTCTTTTTTTTTTTAGTAAAAAGATCGTGTGGGTAGAAAAAAGATGGTT

TTTTTTACAGCAATAGCTGGGGGAGGAAGAAAAAAAATCTCATCCTTTGTG

CATAATAATGTGGGATCTCAACGACTCCCCCGCTCAGAAAAAAAAAAGTGG

TGAGGAGTTTTCTGAAGGGTGTTCTTCTTTCATCACTTCATCGGAGGAGGAT

GATGATAACAACAAAGAAAAAAAAGAAGGATCTTTTTCTAACACAACTACT

TCTGCAGCGGTAATAGAAGACGGATCAGAAGAAGAAGAAGAAAACAGAAC

CATAAAGAAACGAAGTAGCAAGATTTTTGGGTTCTCTGTTACTCATGAAAAT

http://www.ch.embnet.org/
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GATGAGTCCATGGATAGTGAAATCCCACAACAAATTCTGACTCGGCAGTTTT

TTCCGGTGGAGGAGAGTGATATCGCCGCCGCATCAAGTGGTGGTGGTGGTG

GTAGTTCAGCTTTTCCTCGTGCTCATTGGGTTGGTGTGAAATTTTGTCAATCA

GAAAATCTCGGTACTGGAAAATCAGTTGAAGTTTCACAACCCATGAAGAAG

AGTCGTAGAGGACCAAGGTCAAGGAGTTCACAATATAGAGGTGTCACTTTT

TACAGAAGAACTGGTCGATGGGAATCTCATATATGGGATTGTGGAAAACAA

GTGTATCTGGGTGGATTTGACACAGCACATGCAGCTGCTCGTGCATATGATA

GAGCGGCTATTAAGTTCCGAGGAATAGAAGCAGATATAAACTTCAACATAG

AAGACTATGAAGAAGACTTGAAGCAAATGAGCAATCTGACTAAGGAAGAA

TTTGTGCACGTACTTCGCCGACAAAGCACTGGATTTCCAAGAGGAAGCTCC

AAATATAGAGGTGTAACATTGCACAAGTGTGGAAGATGGGAAGCTCGAATG

GGCCAATTTTTAGGAAAAAAGTACGTTTATCTGGGTTTGTTTGACACTGAGA

TTGAAGCAGCAAGGGCCTATGACAAGGCAGCAATAAAATGCAATGGCAAA

GAGGCCGTCACCAATTTTGATCCAAGCATCTATGATGAACTCAACTCTGAAT

CTACAGGTACCACAAATGCAGATCACAATCTGGATTTAAGTTTAGGCAATTC

CAGCTCGAAGCCTGGTAATAGCCAAGCATTGGGGAATCACACCCCAAATAC

TTCAACTCATGATCAACACATGCTATCTGAATCTAATTGGAGGAGTGGGGGT

AGCAAGCCTAAGCTGGTGAGTATATTACCAAAACCATGTAGTAATAGAAGC

AACACGGAATTAGCACATGGTGAGAGTGAAGCCTTGCGGATGCTAAGTCAA

ACTCACCTTCATTCTTCAGTCTCAAATGAAATACAAAGATATGGTCCCTACA

GGTCTCCTGGAGAATCTCAAATGCTTCACAATTTTGCACATCTTCACCCACC

ACATTTTCATTTTCCCAGCAGCATCAATGGAGGCAGAATTGGAAGTGACCTT

TCATTATCAATGAATGATCAACAACAATGGAATCATGGCCTCACATTATTTA

GCACTGCTGCATCATCATCAGATTCCCACCACAGATCAGATACCCTCTCTC

AAGGTTGGCTGCAGAAGAATGGGTTCCACACTCTCATGAGACCCTCTGGAT

CACTAAACTGTAGCAAAATTTTCTGCCTACCGCCTTGTCATCAAATCATCAT

ATCTCCTCATATTTTCTATCTAGCTAGTAAACAAGAACTGATGATGCGTTGA

CTGATGTACATCGAGTTCGACTGCGACCCTTCTGTCCGATGCCATACAGACA

AAGGGTACCATCGAGTGAAGAAGATAGAAAGATATAATCAATGGATCGGA

TCACCTCCATGCATCGGGTCGAGAGCATCTTAGCGTCAACTTCTACAGTAAG

ACGTACATGACGTTAAGACCGAGTATGCATCGTAGCATGATTG 
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>T. turcica'da APETALA 2 (AP2) protein dizisi, 545 amino asit, 2 AP2-domeini    

MWDLNDSPAQKKKSGEEFSEGCSSFITSSEEDDDNNKEKKEGSFSNTTTSAAVI

EDGSEEEEENRTIKKRSSKIFGFSVTHENDESMDSEIPQQILTRQFFPVEESDIAAA

SSGGGGGSSAFPRAHWVGVKFCQSENLGTGKSVEVSQPMKKSRRGPRSRSSQY

RGVTFYRRTGRWESHIWDCGKQVYLGGFDTAHAAARAYDRAAIKFRGIEADIN

FNIEDYEEDLKQMSNLTKEEFVHVLRRQSTGFPRGSSKYRGVTLHKCGRWEAR

MGQFLGKKYVYLGLFDTEIEAARAYDKAAIKCNGKEAVTNFDPSIYDELNSEST

GTTNADHNLDLSLGNSSSKPGNSQALGNHTPNTSTHDQHMLSESNWRSGGSKP

KLVSILPKPCSNRSNTELAHGESEALRMLSQTHLHSSVSNEIQRYGPYRSPGESQ

MLHNFAHLHPPHFHFPSSINGGRIGSDLSLSMNDQQQWNHGLTLFSTAASSSDS

HHRSDTLSQGWLQKNGFHTLMRPSGSLNCSKIFCLPPCHQIIISPHIFYLASKQEL

MMR 

 

 

TtAP2 proteini 545 amino asitten oluşmaktadır. NCBI'da yapılan BLASTp analizi 

sonucunda  (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) ilgili protein dizisinin AP2/EREBP 

(ethylene responsive element binding protein) transkripsiyon faktörü gen ailesinin bir 

üyesi olduğu kanıtlanmıştır. Bu transkripsiyon faktörü tarafından kodlanan AP2 

proteinleri çiçek organı meristem kimlik geni ve sepal, petal gibi çiçek organlarının 

oluşumunu sağlayan proteindir. ExPASy ProtParam internet sayfası uygulama aracı 

(İnt. Kyn. 3) kullanılarak elde edilen protein dizisi üzerine bazı teorik yorumlar 

yapılmıştır. Bu çalışma kapsamında elde ettiğimiz TtAP2 proteini moleküler ağırlığı 

(MW) 60744.1 kDA'dur. Dizide bulunan asidik amino asit sayısı 66, bazik amino asit 

sayısı ise 62 olarak belirlenmiştir. Protein dolayısı ile hafif asidik özellik 

göstermektedir. Proteinin teorik izoelektrik noktası (PI) 6,67 olarak belirlenmiştir. 

Hesaplanmış ortalama yarı ömrü 30 saat civarıdır.  

 

http://www.expasy.org/tools/protparam.html
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Şekil 4.6 TtAP2 genine ait açık okuma çerçevesi, nükleotid ve aminoasit sekansları 
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4.2.2 Filogenetik İlişki 

 

TtAP2 proteinine ait dizinin NCBI gen bankasına daha önceden girilmiş dizilerle 

hizalama ve filogentik ilişki kurmak için MEGA6 paket programı kullanılmıştır. Elde 

edilen dizinin birçok bitkiye ait TtAP2 geni ile büyük benzerlik içinde olduğu 

belirlenmiştir. Gen bankasında bulunan yaklaşık 100 farklı APETALA2 benzeri gen ile 

%59-80 arası benzerlik oranı tespit edilmiştir. MEGA6 paket programı ile yapılan 

filogentik ilişki Şekil 4.7’de ve bununla ilişkili olarak diziler arasındaki benzerlik 

oranları Çizelge 4.2’de verilmiştir. Analizde bu çalışmada belirlenmiş diziye en yüksek 

oranda benzerliğe sahip 18 farklı bitki türüne ait TtAP2 benzeri gen protein dizisi ile 

karşılaştırma yapılmıştır. 10000 boostrapt ile yapılan Neighbor-Joining metoduna göre 

T. turcica TtAP2 ile birlikte 19 farklı dizi iki ana kümede gruplanmıştır. Birinci kümede 

kendi içinde dört alt kümeye ayrılmıştır. 1. alt kümede, Populus trichocarpa, Populus 

tomentosa, Coffea canephora ve Betula platyphylla türlerine ait AP2 proteinleri yer 

almıştır. İkinici alt grupta ise Glycine soja ve Medicago truncatula yer almıştır. Üçüncü 

alt kümede ise Jatropha curcas AP1 proteini tek başına yer almıştır. 1. kümenin 

dördüncü alt grubunda ise Cicer arietinum, Theobroma cacao ve Vitis vinifera 

bitkilerine ait AP1 proteinleri yer almıştır. T. turcica ise ikinci ana kümede birkaç 

legüm ve diğer bitkiler ile birlikte yer almıştır. İkinci küme 3 alt kümeden oluşmuştur. 

1. alt kümede Malus domestica, Prunus persica ve Gossypium arboreum’dan 

oluşmuştur. 2. alt küme ise Thermopsis turcica, Phaseolus vulgaris ve Fragaria 

vesca’dan oluşmuştur. 3. alt küme Morus notabilis, Glycine max ve Pisum sativum’dan 

oluşmuştur. 
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Şekil 4.7 T. turcica APETALA2 (TtAP2) protein dizisinin filogenetik ilişkisi. MEGA6 

programı ile oluşturulmuş olan filogenetik ağaçta sıralanmış türlerin GenBank (İnt. 

Kyn. 4)’de yer alan protein kodları alfabetik olarak verilmiştir :  Betula platyphylla 

AP2 (AEL29576.1), Cicer arietinum AP2 (XP_004511907.1), Coffea canephora 

AP2 (CDP02515.1), Fragaria vesca AP2 (XP_004288014.1), Glycine max AP2 

(XP_003550051.1), Glycine soja AP2 (KHN42100.1),  Gossypium arboreum AP2 

(KHG27059.1), Jatropha curcas AP2 (BAJ53193.1), Malus domestica AP2 

(NP_001280879.1) Medicago truncatula AP2 (XP_003611692.1), Morus notabilis 

AP2 (XP_010109804.1), Phaseolus vulgaris AP2 (XP_007155905.1), Pisum 

sativum AP2 (AAK14326.1), Populus tomentosa AP2 (AGM20693.1), Populus 

trichocarpa AP2 (XP_002306481.1), Prunus persica  AP2 (AEB92231.1), 

Theobroma cacao AP2 (XP_007047337.1), Vitis vinifera AP2 (NP_001267881.1). 
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Çizelge 4.2 T.turcica AP2 proteini ile 18 AP2 benzeri proteinin benzerlikleri ve protein/gen kodları. Mevcut analiz BLASTp analiz sonucunda elde 

edilmiştir (İnt. Kyn. 4). 

 

No Tür Adı Protein Adı 
Maks. 

Puan 

Toplam 

Puan 

TtAP2'yi 

kapsaması 
E değeri Benzerlik Protein Kodu Gen Kodu 

1 
Glycine soja 

Floral homeotic protein 

APETALA 2 
497 551 %80 2e-168 %80 KHN42100.1 KN644745.1 

2 Phaseolus vulgaris PHAVU_003G241900g 712 712 %93 0.0 %78 XP_007155905.1 XM_007155843.1 

3 Glycine max APETALA 2-like isoform X1 696 696 %93 0.0 %76 XP_003550051.1 XM_003550003.2 

4 Cicer arietinum APETALA 2-like isoform X7 553 553 %81 0.0 %73 XP_004511907.1 XM_004511850.1 

5 Medicago truncatula 
Transcription factor 

APETALA2 
615 615 %93 0.0 %72 XP_003611692.1 XM_003611644.1 

6 Theobroma cacao 
Transcription factor 

APETALA2 isoform 1 
565 565 %93 0.0 %67 XP_007047337.1 XM_007047275.1 

7 Morus notabilis 
Floral homeotic protein 

APETALA 2 
498 498 %84 8e-168 %65 XP_010109804.1 XM_010111502.1 

8 Pisum sativum APETAL2-like protein 574 574 %93 0.0 %65 AAK14326.1 AF325506.1 

9 Vitis vinifera 
transcription factor 

APETALA2 
558 558 %93 0.0 %64 NP_001267881.1 NM_001280952.1 

10 Prunus persica APETALA2 protein 479 479 %77 4e-161 %63 AEB92231.1 JF683605.1 

11 Jatropha curcas JHL03K20.2 527 527 %93 2e-179 %62 BAJ53193.1 AP011968.1 

12 Populus trichocarpa APETAL2-like family protein 444 444 %84 8e-147 %62 XP_002306481.1 XM_002306445.2 

13 Gossypium arboreum 
Floral homeotic protein 

APETALA 2 
526 526 %93 5e-179 %62 KHG27059.1 KN439717.1 

14 Coffea canephora unnamed protein product 514 514 %93 5e-174 %60 CDP02515.1 HG739092.1 

15 Betula platyphylla APETALA2 507 507 %93  4e-171 %60  AEL29576.1 JN247408.1 

16 Populus tomentosa AP2-1 493 493 %93 1e-165 %60 AGM20693.1 KC477295.1 

17 Fragaria vesca APETALA 2-like 494 494 %93 7e-166 %59 XP_004288014.1 XM_004287966.1 

18 Malus domestica APETALA 2 516 516 %93 2e-174 %59 NP_001280879.1 NM_001293950.1 

http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/
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4.2.3 T. turcica'nın Farklı Dokularında TtAP2 Geni İfadesi 

 

TtAP2 geninin fonksiyonel rolü hakkında bilgi edinebilmek için TtAP2 cDNA’sının 

göreceli seviyesi T. turcica çiçek tomurcuğu, sepal, petal, stamen ve karpel organlarında 

gerçek zamanlı PCR yöntemi ile analiz edilmiştir. Kurulan reaksiyon sonucu cDNA ile 

hazırlanan kontrol geni β-Actin ve hedef gen TtAP2’in amplifikasyonunun başarılı bir 

şekilde gerçekleştiği gözlenmiştir. Reaksiyonun doğruluğunu gözlemlemek amacıyla 

öncelikle kontrol geni ile hedef genin agaroz jel elektroforez görüntüleri ile kontrol geni 

ve hedef genin beklenen uzunlukta ürün verdiği tespit edilmiştir (Resim 4.5). 

Sonrasında ise reaksiyon sonucunda oluşan ve sistemin otomatik olarak verdiği erime 

eğrisi grafiğinde kontrol geni ile hedef genlerin kendi içlerinde aynı Tm derecesinde tepe 

noktası vermesi ile reaksiyonun doğruluğu tespit edilmiştir (Şekil 4.8 ve 4.9). Son 

olarak TtAP1 geninin 5 farklı çiçek organındaki ifadesi tespit edilmiştir ve en fazla 

ifadesi sepal organında, en az ifadesi ise stamen organında tespit edilmiştir (Şekil 4.10).  

 

 

Resim 4.5 β-Actin ve TtAP2 geninin RT-qPCR sonrası agaroz jel görüntüsü  

 

 



66 
 

 

Şekil 4.8 β-Actin ve TtAP2 genleri için gerçek zamanlı amplifikasyon eğrileri 

 

 

Şekil 4.9 β-Actin ve TtAP2 genlerinin standart erime eğrisi grafiği 
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Şekil 4.10 TtAP2 geninin karpel, petal, sepal, stamen ve tomurcuk dokularında ifade seviyesini 

gösteren bar grafiği 
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5. TARTIŞMA ve SONUÇ 

 

Vejetatif üreme, çiçeklenmenin kurulumu, çiçek organları sepal, petal, stamen ve karpel 

kimliklerinin oluşumu, çiçek organlarının gelişimi, tozlaşma, embriyo gelişimi ve 

nihayetinde meyve oluşmuna kadar geçen gelişimsel süreç bitki biliminin en ilginç 

araştırma konularından birisini oluşturmaktadır. Çiçek meristemi ve çiçek organ kimlik 

genleri genelde homeotik transkripsiyon faktörlerini kodlar ve bu faktörler ilgili 

genlerin ifade olmasını sağlayarak bitkinin çiçeklenmeye geçişini ve bitki çiçeği 

oluşumunu sağlarlar. Çiçek organlarının sayısı ve petal rengi gibi çiçek yapısı ve şekli 

bitkilere özgüdür. Bitkiler tür, cins ve familya seviyesinde farklı çiçeklenme planlarına 

sahiptir. Ancak; bu farklılıklara rağmen çiçeklenmenin kurulumunda ve çiçek organ 

kimlik genlerinin oluşumunda çalışan homeotik transkripsiyon faktörlerini kodlayan 

genler çiçekli bitkilerde korunmuştur. Bu çalışmada, tüm legüm bitkileri içinde çoklu 

karpel üretimine sahip olması yönü ile özel bir yere sahip olan Türkiye endemiği gen 

kaynağımız Thermopsis turcica'nın bazı çiçek meristem ve çiçek organ meristemi 

genlerinin izolasyonu ve ifadesel karakterizasyonu TUBİTAK 212T099 nolu proje 

kapsamında devam etmektedir. Çiçek organ kimlik genleri ABCDE modeli 

çerçevesinde sepal (A-E sınıfı genler), petal (ABE sınıfı genler),  stamen (BCE sınıfı 

genler), karpel (CE) ve tohum taslağı  (CDE sınıfı genler) oluşumundan sorumludur.    

T. turcica'nın bu ilginç morfolojik özelliğinin anlaşılmasında tüm genlerin yapısal ve 

fonksiyonel analizleri araştırılmıştır. Bu yüksek lisans tez çalışması kapsamında ise A-

fonksiyonlu MADS kutulu transkripsiyon faktörü AP1 ve AP2 ailesi transkirpsiyon 

faktörü AP2 gen homologları PCR temelli yöntemle T. turcica çiçek tomurcuklarından 

izole edilmiştir. Bu genlerin çiçek tomurcuğu ve çiçeklenme öncesi yarı-açık çiçekten 

alınan sepal, petal, stamen ve karpel dokularındaki göreceli gen ifadesi gerçek zamanlı 

nicel PCR (RT-qPCR) yöntemi ile analiz edilmiştir. 

 

Arabidopsis genomunda 100 civarı MADS kutulu gen olduğu belirlenmiştir (Ratcliffe 

and Riechmann 2002, Riechmann et al. 2000, Pilletteri et al. 2004) . Bu genlerin dokuz  

alt grupta toplanabileceği ileri sürülmüştür (Theissen et al. 2000, Pilletteri et al. 2004). 

Bu genlere ait dizilerin benzerliği gen kopyalanması ve bazı genlerin diğer genlere ait 

görevleri de yerine getirip getiremiyeceği üzerinedir (Pilletteri et al. 2004). Arabidopsis 
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APETALA1 (AP1) ve Antirrhinum homologu SQUAMOSA (SQUA),  SQUA altailesine 

ait (aynı zamanda AP1/AGL9) alt ailesi) MADS kutulu genlerdir (Theissen et al. 2000, 

Tsaftaris et al. 2004). AP1 ve SQUA sırasıyla Arabidopsis ve Antirrhinum'da çiçek 

meristeminin kurulmasında LEAFY geni ile birlikte anahtar düzenleyici bir role sahiptir. 

Bunun yanısıra, A sınıfı gen olarak APETALA2 (AP2) geni ile birlikte çiçek organları 

sepal ve petal kimliğinin kazanılması ve gelişiminden sorumlu olduğu gösterilmiştir. 

AP1'in Arabidopsis ve Antirrhinum'daki bu çift rolü AP1 homologu olan bezelye 

PEAM4 geni içinde geçerli olduğunun ispatlanması bu çift rolün diğer bitkilerde de 

korunduğunu göstermiştir (Berbel et al. 2001). AP1/SQUA gen homologları Arabidopsis 

thaliana Bowman vd. (1993), Antirrhinum majus Carpenter and Coen (1990), Glycine 

max Chi vd. (2011), Crocus sativus Tsaftaris vd. (2004), Cyclamen persicum Tanaka 

vd. (2011), Sophora tetraptera Song vd. (2008), Citrus sinesensis Pllitteri vd. (2004), 

Nymphaea spp. Luo vd. (2012), Medicago truncatula Benlloch vd. (2006), Chi vd. 

(2011), Pisum sativium Berbel vd. (2001), Chi vd. (2011) gibi bitkilerden tam veya 

kısmen izole edilerek yapısal karakterizasyonu yapılmıştır. 

 

Nükleotid dizisinden çıkarılmış 238 amino asitten oluşan TtAP1 proteinin MADS, I, K 

ve C domen yapıları ile legüm bitkileri için daha önceden belirlenmiş AP1 benzeri 

protein dizileri büyük bir yapısal benzerlik içindedir (Dong et al. 2005, Chi et al. 2011). 

MADS kutulu genlerin ürettiği proteinlerin yapısındaki dört protein domeni arasında en 

çok değişken amino asit dizisine sahip olanı C domenidir (Litt and Irish 2003). euAP1 

benzeri motif, RRNaLAT/NLa ve fernelizasyon motifi olarak bilinen CAAX şeklinde 

iki korunmuş bölge içermektedir (Litt and Irish 2003, Chi et al. 2011). Antirrhinum'un 

SQUA, Arabiopsis'in FRUITFULL (AGL8), AP1 (AGL9) ve CAULIFLOWER (AGL10) 

grubu MADS kutulu genlerin C domeninde euAP1 benzeri bir motif bulundurur. 

Dolayısıyla bu genler yapısal olarak benzer kabul edilirler (Tsaftaris et al. 2004, 

Kempin et al. 1995, Yalovsky et al. 2000, Berbel et al. 2001). Farnesil transferaz enzimi 

CAAX motifine sahip proteinlerin C terminal uçlarına farnesil olarak adlandırıan 15 

karbonlu izopronidi sistein (C) amino asidine  ekler. AP1'in fernelizasyonu, 

fonksiyonunu ve transkripsiyon faktörü olarak özelliğini etkileyebilir (Tsaftaris et al. 

2004). TtAP1 proteinin C domeni ucundaki son amino asitlerde net bir şekilde euAP1-

benzeri motif belirlenmiştir (Şekil 5.1). L. jopanicus, P. sativum ve G. max gibi 
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legümlerden izole edilen AP1 benzeri proteinlerin yapılarında euAP1-benzeri motif 

rapor edilmiştir (Chi et al. 2011, Berbel et al. 2001, Benlloch et al. 2006, Chi et al. 

2011). Ancak, M. truncatula bitkisinden izole edilen AP1 benzeri MtPIM proteininde 

euAP1-benzeri motif belirlenmemiştir. Berbel ve ark. (2006) bu durumu legümlerde 

AP1 fonksiyonu için posttranslasyonal düzenlemeye gerek duyulmayabileceği şeklinde 

açıklamıştır. N-J metod temelinde yapılan filogenetik ilişki dendrogramına göre TtAP1 

protein dizisi, yayınlanmış veya yayınlanmadan doğrudan NCBI'ya teslim edilmiş diğer 

legümler için belirlenmiş AP1 homologları büyük bir dizi benzerliğine (%75-88) 

sahiptir ve birlikte kümlenmiştir (Çizelge 4.1 ve Şekil 4.2). Çalışmamızda bionformatik 

araçlarla gerçekleştirdiğimiz tüm analizler TtAP1 geninin Arabiodipsis AP1 benzeri gen 

olduğunu göstermiştir.  

 

 

Şekil 5.1 AP1 protein dizisinin T.turcica ve diğer legüm türleri arasındaki korunmuş bölgeleri. 
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Bu çalışmada, T. turcica TtAP2 geninin 544 amino asitten oluşan bir proteini kodladığı 

belirlenmiştir. Ancak, genin 3' ucunda poliadenilasyon sinyali (AATAA) ve poli(A) 

kuyruğu 3'RACE PCR ürünlerini defalarca diziletmemize veya primer değiştirmemize 

rağmen tespit edilememiştir. TtAP2 proteini Arabidopsis AP2 geninde olduğu gibi 

amino asit dizisi iyi korunmuş iki AP2 domenine sahiptir (Şekil 5.2) ve filogenetik 

analiz (Şekil 4.7) izole edilmiş TtAP2'nin  euAP2 kökenide bir gen olduğunu 

göstermiştir (Luo et al. 2011, Luo et al.2012). Şekil 5.2’de görüldüğü gibi bu protein 

diğer legümlerde belirlenmiş AP2 homologlarından yaklaşık 30-40 amino asit daha 

uzundur. TtAP2 proteinin C domen kısmı diğer AP2 benzeri proteinler 

karşılaştırıldığında çok değişken bulunmuştur. Benzer durum CsatAP2a/b/c proteinleri 

için de rapor edilmiştir (Tsaftaris et al. 2012). TtAP2 üzerinde diğer benzer AP2'lerde 

de iyi korunmuş bazı bölgeler tespit edilmiştir. Bu bölgelerden ilki bu proteine 

karakteristik özelliği veren ve 58 (163-220 aa) ve 61 (254-314 aa) amino asitten oluşan 

iki adet AP2 tekrarı (R1 ve R2) domeni varlığıdır. 68-71 amino asitler "KKSR" nüklear 

lokalizasyon sinyali hemen AP2-R1 öncesindedir (Jofuku et al. 1994, Tsaftaris et al. 

2012). AP2 tipi proteinlerin nükleousa lokalize olurken "KKSR" motifinin bu olay için 

gereklidir. TtAP2 proteininde 1-5 amino asitler "MLDLN" motifini (motif 1), 96-102 aa 

"VTRQFFP" motifini (motif 2) ve 333-338 aa "LDLSLG" motifi (motif 3) 

belirlenmiştir. Bunlara ilaveten TtAP2'de ATG protein kodlama başlangıç dizinden 

itibaren 1442-1456 nükleotidlerinin  ("CAGCATCATCAGATT") göre mIR172 'ye 

"CAGCATCATCAGGATTCTCTT" bağlanma yeri oluşturma potansiyeli vardır (Duan 

et al. 2013). miRNA'nın hedefine bağlanabilmesi için 5' tarafından 2-7 nükleotitler için 

%100 eşleşme olması gerekliliği vurgulanmıştır (Brennecke et al. 2005, Tsaftaris et al. 

2012). Çalışmamızda belirlenen dizide 1-12 nükleotidlerde %100 eşleşme 

belirlenmiştir.  
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Şekil 5.2 AP2 protein dizisinin T.turcica ve diğer legüm türleri arasındaki korunmuş bölgeleri. 

 

RT-qPCR analizlerinde kullanılan TtAP1, TtAP2 ve -ACTIN genleri için tasarlanmış 

primer çiftleri ile PCR ürünü olarak tek bant çoğalmış olduğu agaroz jelde teyit  

edilmiştir (Resim 4.3 ve Resim 4.5). Her qPCR analizi sonucunda elde edilen erime 

sıcaklığına göre β-actin geni için sabit olarak 79.5 
o
C erime sıcaklığı belirlenmiştir. 

Ayrıca, TtAP1 ve TtAP2 genlerinin transkirpt seviyelerini belirlemek için çoğaltılan  

PCR ürünleri erime sıcaklıkları sırasıyla 65.51 °C ve 65.80 
o
C olarak belirlenmiştir. 

TtAP1 ve TtAP2 transkript seviyeleri çalışırken kullanılan referans -ACTIN geni için 

farklı dokularda Ct değerleri 17-22 döngüleri arası değişmiştir. TtAP1 ve TtAP2 için Ct 

değerleri dokulara özgü olmak üzere sırasıyla 19-27 ve 18-24 döngü aralıkları şeklinde 

gerçekleşmiştir. RT-qPCR analizleri süresince takip edilen erime sıcaklıkları, Ct 

değerleri ve tüm PCR ürünlerinin agaroz elektroforezde yürütülerek hedef bantların 

çoğaldığının teyit edilmesi qPCR analizleri sonucu elde edilen bulgularımızın 

güvenirliğini arttırmıştır.  
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