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Yiiksek Lisans Tezi

TURKIYE ENDEMIiGi THERMOPSIS TURCICA’DAN APETALAL VE
APETALA2 GENLERININ KLONLANMASI ve KARAKTERIZASYONU
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Molekiiler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dali
Damisman: Dog. Dr. Mustafa KARGIOGLU

MADS kutulu APETALA1 (AP1) ve iki AP2 kutulu APETALA2 (AP2) transkripsiyon
faktorleri bitki ¢igeklenmesinde sepal gelisiminden sorumlu A-fonksiyonlu genlerdir.
Bu arastirmada, c¢ok-karpelli Thermopsis turcica geng¢ tomurcuklarmdan Arabidopsis
AP1 ve AP2 homologlar1 izole edilmis ve farkli dokularda ifadesel analizleri yapilmaistir.
Dejenere primerler ile klonlanan gen pargalarinin tam uzunluk cDNA'lar1 ¢cDNA
uclarimin hizli ¢ogaltimi (RACE) ile belirlenmistir. 1074 bp tam uzunluk TtAP1
cDNA's1 714 bp protein kod bolgesine sahiptir. MADS-I-K-C domenleri belirlenmis
TtAP1 proteini 238 amino asit uzunlugundadir. Hizalama ve filogenetik analizler
TtAP1'in diger legiim tiirlerinde belirlenen homologlarina benzer oldugunu ispatlamistir.
TtAP2 cDNA's1 545 amino asit i¢in 1638 bp protein kodlama bolgesine sahiptir. TtAP2
proteini 70 amino asitlik korunmus bolgede iki AP2 domenine sahiptir. Proteinin diger
kisimlar1 ¢ok degisken ve korunmamistir. Cigcek tomurcuklar ve yart agilmis ciceklerin
sepal, petal, stamen ve karpel dokularinda TtAP1 ve TtAP2 goreceli ifadesi gergek
zamanli nicel PCR analizi ile belirlenmistir. Bu genlerin goreceli gen ifadesi belirgin bir
sekilde sepal dokusunda fazla bulunmustur. 7¢t4P/ nin goreceli gen ifadesi sepal >
tomurcuk > petal > karpel > stamen dokular1 seklinde belirlenmisken, 7¢4P2’nin
goreceli gen ifadesi sepal > karpel > tomurcuk > petal > stamen seklinde belirlenmistir.
Yapisal ve fonksiyonel analiz bulgularimiz TtAP1 ve TtAP2 genlerinin sirastyla AP1 ve
AP2 homologlar1 oldugunu ispatlamistr.
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ABSTRACT
M.Sc Thesis

CLONING AND CHARACTERIZATION OF APETALA1 AND APETALAZ2
GENES FROM TURKIiSH 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 APETALAL (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



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-gPCR, Thermopsis turcica,
APETALAL, APETALA?2
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1. GIRIS

Meristem doku bitkilerde siirgiin uglarinda biiylimeyi saglarken, optimum kosullarda
siirekli sekilde yeni kok hiicrelerini ve farklilagmaya gidecek bitki hiicre gruplarinmi
tiretmektedir (Weigel and Jiirgens 2002). Bitkiler, ¢igek baglatma yeteneginin gelisimsel
asamasinda olduklar1 zaman ¢ogu fotoreseptor ve transkripsiyon faktorlerini iceren bir
dizi protein aracilifiyla ¢esitli ¢evresel ipuclarini algilayacak ve harekete gegecektir.
Cigek baslangicinin zamanlamasmin karari verilirken gevresel ve endojen sinyalleri
birlestiren fotoperiyod, vernalizasyon, otonom ve giberellin (GA) seviyesi gibi
tanimlanmis olan ve birbirleriyle ortak sekilde ¢alisan genetik metabolik yollar siirgiin
meristeminin ¢iceklenme meristemine doniismesini yani ¢icek olusumunu saglar
(Simpson and Dean 2002). Cigek metabolik yolu entegratorleri olarak bilinen ii¢ gen
grubu ciceklenme zamanmin kontrolii ig¢in biraraya gelir. Bu gen gruplari
FLOWERING LOCUS T (FT), LEAFY (LFY) ve SUPPRESSOR OF
OVEREXPRESSION OF CONSTANS 1 (SOC1)’dir. Bu g¢icek metabolik yolu
entegratorleri vejetatif apikallerin ¢igeklenme meristemine donlismesini saglayan
APETALAL (AP1), FRUITFUL (FUL), CAULIFLOWER (CAL), LFY ve SEPALLATA4
(SEP4) gibi ¢igek meristem kimlik genlerini aktive etmektedir. Meristemlerdeki
cigeklenme durumunun belirlenmesinden sonra ¢igek organ kimlik genlerinin azalan

ifadelerinin ortaya ¢ikmasi ¢igek olusumunu saglar (Tan and Swain 2006).

Arabidopsis ¢igekleri konsentrik ¢igek halkalarmin diizenlenmesiyle ¢igek organlarinin
dort farkli tipinden olugmaktadir. En distaki birinci halkadan merkezdeki dérdiincii
halkaya dogru sirasiyla sepal, petal, stamen ve karpel organlar1 bulunmaktadir. Bu ¢igek
organlar1 ¢igek organ kimlik genleri olarak adlandirilan diizenleyici genler tarafindan
olusmaktadir (Krizek and Fletcher 2005, Causier et al. 2010, Bowman et al. 2012).
ABCDE c¢i¢cek modeline gore A sinifi gen grubuna dahil APETALAl1 (AP1l) ve
APETALA2 (AP2) genleri sepal ve kismen de olsa petal olusumunu saglarken B sinifi
gen grubuna dahil APETALA3 (AP3) ve PISTILLATA (PI) genleri A sinifi genler ile
birlikte petal olusumuna katilirken kendi aralarinda stamen olusumundan sorumludurlar.
C smifi igerisinde yer alan AGAMOUS (AG) geni ise etkili bir bi¢imde karpel
olusumundan sorumludur. D sinifina ait iki gen grubu SHATTERPROOF (SHP) ve



SEEDSTICK (STK) genleri AG yardimcilart olarak karpel olusumunda yer alirken, E
smifi igerisinde yer alan SEPELLATA (SEP) geni ise kendi igerisinde dort gruba
ayrilarak (SEP 1-4) diger genler ile birlikte ortak calisarak tiim ¢igek organlarinin
olusumuna katki saglamaktadir (Krizek and Fletcher 2005, Bowman et al. 2012).

Bitkilerde c¢igcek organlarinin gelisimi ve tam bir c¢icek olusumunun genetik ve
molekiiler mekanizmasinin ortaya ¢ikarilmasinda Arabidopsis thaliana, Petunia
hybrida, Antirrhinum majus, Oryza sativa gibi tirler model bitkiler olarak
kullanilmaktadir (Weigel and Meyerowitz 1994, Fornara et al. 2003, Thompson and
Hake 2009, Irish 2010).

Legilim tiirlerine baktigimizda ise legiim ¢igeklerinde tiim ¢igek organlart tek
primordiyadan gelisebilir (Tucker 1989). Ayrica, ¢igek halkalarinin olusmaya baglama
zamant ¢akisabilir, 6rnegin papilinoitlerin ¢iceklerinde karpel olusumu sepal veya
stamen olusumu ile birlikte baslar (Tucker 2003a). Bu c¢esit farkliliklara ragmen, ¢icek
meristemi kimlik genlerinin sekanslar1 ve fonksiyonlar1 tiim ¢igekli bitkilerde oldukga
iyi korunmustur. Baz1 papilionoit bitkilerine ait ¢cicek meristemi ve organ kimlik genleri
klonlanarak karakterize edilmistir. Bu tez kapsaminda ¢aligilmis olan genleri gosterecek
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 legiim tiirii
Sophora tetraptera’dan AP1- benzeri StAP1 geni Song vd. (2008), yine endemik legiim
tirti Clianthus maximus’dan AP1- benzeri CmAP1 geni Song vd. (2011), Lotus
Jjapanicus 'dan AP1- benzeri LtAPla ve LtAP1b geni Dong vd. (2005) sekanslanmistir.
AP2 geni ise Glycine max’dan AP2- benzeri GmERF Zhang vd. (2008) sekanslanmuigtir.

Tiirkiye’de yer alan endemik legiim tiirli Thermopsis turcica énemli bir gen kaynagidir
ve siradisi ¢ok karpelli yapisi da oldukca ilgi ¢ekicidir. Bu ¢ok karpelli yapisinin
ekonomik degere sahip cesitli leglim tiirlerine aktatirilmasi gerekmektedir. Bu
kapsamda, bu ¢alisma T.turcica ¢i¢ek organ1 meristem kimlik genlerinin karakterize
edilmesi ve coklu karpel olusumunu saglayan molekiiler yapinin anlasilmasina katki

saglamistir.



Bu bilgiler 1s1ginda model bitkiler ve diger legiim tiirlerindeki APETALAL (AP1) ve
APETALA2 (AP2) gen homologlarimin 7.turcica’da tam niikleotid sekanslarinin elde
edilmesi ve bu dizilerin niikleotid ve amino asit sekanlarinin literatiirdeki homologlari
ile karsilastirilarak kesinlestirilmesi ve genlerin ¢esitli dokulardaki ifade diizeylerinin

belirlenmesi yapilmistir.



2. LITERATUR BILGILERI

2.1 Bitkilerde Cicek Meristeminin Olusumu ve Ciceklenmenin Gelisimi

Bitkiler meristemleri vasitasiyla siirekli olarak biiyiirler. Zit faaliyetlere sahip kok hiicre
popiilasyonlart meristemleri olustururlar; Meristemler de farklilasmaya gidecek olan
kok hiicre tiirevlerinin olusumunu saglarlar ve kok hiicre popiilasyonunu yenilerler.
Vejetatif biliylime sirasinda, siirglin apikal meristemi yanlardan yapraklar1 ve koltuk alt1
tomurcuklarini iretirler. Cevresel ip uglarinin algilanmasindan sonra, siirgiin apikal
meristemi iireme islemi tanimlanmis ¢igeklenme meristemini olugturmak icin degisime
ugrarlar (Amasino 2010). Arabidopsis thaliana’da olgun bitkinin karakteristik yapisini
ortaya cikarmak i¢in ¢igeklenme meristemi yanlardan ¢igcek meristemi gibi ikincil

ciceklenme meristemini olusturur.

Bir ¢igek meristemini diger meristemlerden ayiran birkag farkli 6nemli yol mevcuttur.
Ozellikle ¢icek meristemi sirasiyla cicek organlari sepal, petal, stamen ve karpeli iiretir.
Bu organlar konsentrik halkalar1t meydana getirirler (Steeves and Sussex 1989, Smyth et
al. 1990). Arabidopsis’de en distaki veya birinci halka olarak adlandirilan kisimda sepal
vardir ve bu yaprak benzeri organ gelismekte olan ¢igek tomurcugunu korur. 4 beyaz
petal ikinci halkada sepallere alternatif olarak dizilirler. Ugiincii halkada bir filament ve
tepesinde polen olusturan anterden olusan alti1 stamen yer alir. Merkezdeki dordiincii
halka ise iki birlesik karpelden olusan ve ginekeum adini alan disi lireme yapilarini
tiretir. Ginekeum, fertilizasyon sonrasi tohumu iiretecek olan oviilleri igerir. Vejetatif
stirgiin apikal meristeminin siirekli olarak yapraklari ve aksiller tomucuklari iiretmesine
karsin ¢igeklenme meristemi smurhdir yani ¢igegi lretir ve sonunda gelisimini

sonlandirir (Irish 2010).



Goethe 1970 yilinda ¢igek organlarmmin modifiye edilmis yapraklar olduklarini ileri
stirmiistiir (Goethe 1790). Son bulgular tarafindan biiyiik dl¢iide takviye edilmis ortak
bir mekanizmanin altinda yatan bu fikir, ¢igek organlarinin olusumunda ¢icek
meristeminin faaliyetinin yapraklarin olusumunda siirgiin apikal meristeminin faaliyeti
ile onemli olgiide benzerlik tasidigini gostermektedir (Carles and Fletcher 2003,
Sablowski 2007). Bununla birlikte ¢icek gelisimi sirasinda 6zellesmis bir takim gen
tirtinli belirlenmistir. Cogu durumda bu yapilar yanal organlarin “’temel durumu’’ ile
kesisirler ve mekanizmada modifikasyonlar yaparak ¢icek dokularini iiretirler (Irish

2010).

petal—Y : carpel
—&=—-stamen

sepal\‘ \
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Sekil 2.1 Arabidopsis ¢igegi. (a) Antesiz asamasindaki olgun ¢igek. (b) Organ gesitlerini de
gosteren olgun ¢icegin yan kesitinin ¢izilmis sekli (c) Cigek organlarmin muhtemel
yerlerini gosteren ¢icek diyagrami (Irish, V. F. (2010)’den alinarak diizenlenmistir.)

Cicek meristemi, ¢igeklenme meristeminin ¢evresi iizerinde yanal olarak disa dogru
biliylimesiyle veya cikinti olusturarak ortaya ¢ikmaktadir. Cigcege 6zgli gen ifadesinin
bazi ilk belirtegleri bu asamada yer almaktadir (Grandjean et al. 2004, Reddy et al.
2004, Heisler et al. 2005). Cigcek meristemi kurulduktan sonra bilylime iyi tanimlanmis
asamalar ile bigimsel bir sekilde gergeklesir (Smyth et al. 1990).

Diger siirgiin apikal meristemlerinde oldugu gibi Arabidopsis ¢i¢cek meristemi ti¢ farkli
klonal hiicre tabakasindan olusmaktadir. Dis kisimdaki L1 ve bir altindaki L2 tek hiicre

tabakasidir ve bu iki tabaka bu durumlarini apikal eksene dik bdoliinmelerle



organizasyonlarini muhafaza etmektedir (Steeves and Sussex 1989). Alt tabakadaki L3
ise her yone boliinen birkag hiicre tabakasindan olusmaktadir. Amaca yonelik hiicre
boliinmelerinin diizenlenmesi nispeten diizenli olsa da ¢igek yapiminda kritik bir agama
olan ¢icek meristem hiicreleri arasindaki sinyalizasyon bu diizende zaman zaman
sapmalar oldugunu géstermistir (Jenik and Irish 2000, Reddy et al. 2004, Kwiatkowska
2006). Her ne kadar floral meristemin farklilagmasi ve biiylimesini kontrol eden
mekanizma hakkinda ¢ok fazla sey bilinmiyorsa da, bazi genlerin analizleri ve birbirleri

arasindaki iligskinin analizleri bazi1 bilinmeyen hususlar1 aydinlatamaya baglamistir.

LEAFY(LFY) ¢igek meristem kimliginin belirlenmesinde anahtar role sahiptir. Siddetli
LFY mutasyonlar1 c¢icek meristemi baslatmazlar ve bunun yerine ikincil ¢iceklenme
dallarini tiretirler (Weigel et al. 1992). Ayrica LFY’nin ektopik ifadesi erken c¢icek
olusumunu uyarir bu da LFY’nin c¢icek meristem kimliginin olusumunda yeterli
oldugunu gosterir (Weigel and Nilsson 1995). LFY bitkiler aleminde bulunan
homologlari ile birlikte yeni bir tip transkripsiyon faktoriinii kodlar (Maizel et al. 2005,
Hames et al. 2008). Cigeksiz bitkilerde ise LFY nin sporofit gelisiminde genel bir rol
oynadigi gozlenmektedir (Maizel et al. 2005, Tanahashi et al. 2005). Cigekli bitkilerde,
LFY’nin floral meristem kimliginin 0zellesmesinde yeni rollerinin oldugunu
gozlenmektedir (Coen et al. 1990, Souer et al. 1998, Molinero-Rosales et al. 1999,
Bomblies et al. 2003).

Ify mutanti olan bitkiler APETALAL (AP1) etkinliginden dolay1 dogal olarak bazi floral
kimlige sahip aksilar meristem tiretirler (Huala and Sussex 1992, Mandel et al. 1992,
Bowman et al. 1993, Mandel and Yanofsky 1995). AP1’de fonksiyonunu kaybetmis
mutasyonlar floral meristemlerin daha c¢ok ¢iceklenme benzeri kimlige kismen
doniistimiine neden olur ve apl ile Ify ¢ift mutantlarinin birlikte olusturulmasi sonucu
cicek olusmaz, bu bulgular bu iki genin birlikte calisarak c¢igek meristeminin
Ozellesmesinden sorumlu oldugunu gostermektedir (Irish and Sussex 1990, Huala and
Sussex 1992, Bowman et al. 1993, Shannon and Meeks-Wagner 1993). AP1 bir MADS
kutusu transkripsiyon faktoriinii kodlamaktadir ve diger birgok MADS-kutusu genleri
cicek meristemi kimliginin tesvikinde ¢alismaktadir (Mandel et al. 1992). Burada yer
alan AP1 paraloglar1 CAULIFLOWER(CAL), FRUITFULL(FUL) Bowman vd. (1993),



Kempin vd. (1995), Ferrandiz vd. (2000a), AGAMOUS-LIKE24(AGL24), SHORT
VEGETATIVE PHASE (SVP) ve SUPPRESSOR OF CONSTANS1(SOC1) Gregis vd.
(2008), Melzer vd. (2008)’dir. Bu MADS kutulu gen iiriinlerinin ¢akisan fonksiyonlari
cigek gelisimi i¢in gerekli olan hedef genlerin transkripsiyonlarinin diizenlenmesinde bu

genlerin ortaklasa calistiklarini yansitmaktadir.

Floral meristem belirlenmesinde ¢esitli geri bildirim dongiileri bu genlerin hareketlerini
diizenlemektedir. Bu sekilde, hem kararli ¢icek meristem kaderini tesvik ederek ve hem
de karasiz (0zellesmemis) apikal meristem gelecegini baskilayarak, cok saglam ve
istikrali  bir ¢iceklenmeye gecisin  gerceklesmesini saglamaktadir. TERMINAL
FLOWER1 (TFL1), belirsiz siirgiin kaderi i¢in gereklidir ¢iinkii tfll mutantlar1 g¢igek
meristemlerinin ¢i¢eklenme meristemine doniistimiinii gostermektedir (Bradley et al.
1997, Ratcliffe et al. 1998). AP1 ve LFY’in bir rolii TFL1’i baskilamaktir (Weigel et al.
1992, Liljegren et al. 1999, Ratcliff et al. 1999). Buna karsiik TFL1 geninin de
ciceklenme meristeminde LFY ve APl genlerini baski altina alma goérevi vardir
(Ratcliffe et al. 1998). TFL1 ve ¢igek meristem kimlik genleri arasindaki bu denge
uygun yer ve zamanda ¢igeklenmenin olusumunu saglayarak genel siirgiin mimarisini
diizenler. Bu dengedeki ince kaymalar cigeklenen bitki tirlerindeki siirgiin

mimarisindeki ¢esitlenmelerden sorumludur (Prusinkiewicz et al. 2007).
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Cicek Organ Kimlik Genleri

Sekil 2.2 Floral meristemin kurulumuna katilan genler. Iliski ag1, floral gen kimligi genlerinin
aktivasyonunun en yiiksek seviye ¢iktigi bir anda c¢ok cesitli gen friinlerinin
fonksiyonu ile yonetilir. Transkripsiyon faktorleri yuvarlak, diger faktorler
dikdortgendir. Pozitif diizenleyici temaslar oklarla gosterilmistir, negatif diizenleyici
iligkiler kiit ucla biten cizgilerle gosterilmistir. Protein-Protein iligkileri noktali
cizgilerle gosterilmistir (Irish (2010)’den alinarak diizenlenmistir).

LFY’nin tahminen baslangicta ¢igek meristeminin ¢ok erken safhalarinda ifade oldugu
diisiiniilmektedir ve genin aktivitesi ¢icek meristem olusumunu ard arda diizenleyen
transkripsiyonel olaylar ile sonu¢lanmaktadir (Weigel et al. 1992, Simon et al. 1996).
Baslangicta LFY’nin ifadesinden sonra ¢igek meristemi boyunca AP1 ifadesi iyi bir
sekilde 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 dogrudan aktive
ettigini gostermektedir (Mandel and Yanofsky 1995, Wagner et al. 1999). AP1 sirasiyla
AGL24, SVP ve SOCY’in ifade olmasimi baskilamaktadir (Yu et al. 2004a, Liu et al.
2007, 2009). AGL24, SVP ve SOC1 diger bir MADS kutulu gen olan
SEPALLATA3(SEP3) geninin ifadesini baskilar ve AP1’in AGL24, SVP ve SOCl’in
ifadelerini baskilamasiyla SEP3’iin baskilanma durumu ortadan kalkar. SEP3, LFY ile
etkilesime girerek diger MADS kutulu proteinler ile etkilesirler ve ¢icek organ kimlik
genlerinin aktivasyonu ile ¢igcek gelisimine katki saglar (Honma and Goto 2001,
Castillejo et al. 2005, Immink et al. 2009, Liu et al. 2009). Kademeli bir sekilde



gerceklesen bu olaylar floral meristemin kurulmasindaki hassas zamanlamay iyi bir
sekilde kontrol edebilir; sonrasinda bu genlerin ifadelerinin azalmasi ¢igek organlarinin

olusumu ve ¢icek meristeminin farklilagsmasini tesvik etmektedir (Irish 2010).

2.2 Cicek Organ Kimligini Diizenleyen Genler ve ABCDE Modeli

Cigek meristem kimlik genlerinin baska bir rolii ¢igek organi kimlik genlerini aktive
etmesidir. Cigek organi kimlik genlerindeki mutasyonlar bir organdan diger c¢esidine
homeotik donilisiimii ile sonuglanir. Bu mutasyonlarin analizleri ¢igek organ kimligi
olusumunun giintimiizdeki klasik ABC modelinin ortaya ¢ikmasina yol ag¢mistir
(Bowman et al. 1991, Coen and Meyerowitz 1991, Weigel and Meyerowitz 1994). Bu
model belirli bir mekansal alanda gen fonksiyonlarmin ii¢ smifin1 gésteren A, B ve
C’nin kombinasyonel olarak her bir organ ¢esidinin 6zel olarak belirlenmesinde rol
oynamaktadir. A fonksiyonu birinci halkada sepal kimliginin olusumunu saglarken A ve
B fonksiyonu birlikte ikinci halkada petal kimliginin olusumunu saglamaktadir. B
fonksiyonu, C fonksiyonuna katki saglayarak tiiglincli halkada stamen kimliginin
olusumunu saglarken C fonksiyonu yalniz bagina dordiincti halkada karpel kimliginin
olusumunu saglamaktadir. Tiim bunlara ilave olarak A ve C fonksiyonlarin karsilikli
olarak birbirlerinin ifadelerini negatif olarak baskiladiklar1 belirlenmistir. Bu model
genetik kriterler baz alinarak olusturusmus olmasina ragmen molekiiler temelli genetik

kodlamalar ABC modelinin bir¢ok prensibini kanitlamistir (Irish 2010).

Cicek morfogenezinin anahtar diizenleyicileri olan MADS kutulu transkripsiyon
faktorleri, ¢ift genekli bitki tiirleri Antirrhinum majus and Arabidopsis thaliana’nin
florak homeotik mutantlar iizerinde yapilan genetik ve molekiiler analizler araciligiyla
gosterilmistir ve 1991 yilinda, MADS kutusunun tipik ¢ift ¢enekli ¢icegin dort
halkasimin kimligini olusturan genetik bir mekanizma oldugu ileri siiriilmiistiir (Coen
and Meyerowitz 1991). O zamandan bu yana ABC modeli olarak adlandirilan bu yap1
angiospermlerdeki ¢icek deseni ve ¢igek olusum calismalarinin her biri i¢in baslangig
noktasi haline gelmistir. 1995 yilinda yapilan g¢alismalar sonucunda ayri bir organ
olarak kabul edilmis olan oviillerin kimligini belirlemek i¢in ABC modeline D

fonksiyonu eklenmistir (Colombo et al. 1995). 2000’li yillarda ise igteki ii¢ halkanin



kimliginin belirlenmesinden sorumlu kofaktorler olarak E sinifi genleri bu ¢igeklenme
modeline dahil olarak ABC modelinden ABCDE modeline gegis olmustur (Pelaz et al.
2000, Theissen et al. 2001).

2.2.1 A Sinifi Genler

Arabidopsis’de APETALAL1 ve APETALAZ2 olmak iizere iki tane gen mevcuttur ve
bunlardan AP1, MADS kutulu transkripsiyon faktoriinii kodlamaktadir. AP1’in genetik
olarak ayrilmis iki fonksiyonu vardir. Bunlar, sepal ve petal kimliginin
belirlenmesindeki A fonksiyonu ve ayrica ¢igek meristem kimliginin belirlenmesidir.
Bu fonksiyonlar daha onceden sepal ve petalin yerine yaprak benzeri braktelerin
genellikle mevcut olmadigi tekli apl mutantinda yansitilmistir (Bowman et al. 1993).
Ayrica birincil ¢icek organlarmin aksillerinden birincil apl ¢icegi icerisinde yeni bir
ektopik ciceklenme ortaya ¢ikmaktadir. CAULIFLOWER(CAL) ve FRUITFULL(FUL)
ile birlikte SQUA benzeri genler olarak adlandirilan bu gruba AP1 MADS kutulu
transkripsiyon faktoriiniin dahil olmasi ile Arabidopsis MADS kutulu transkripsiyon
faktorleri filogenetik olarak yeniden diizenlenmistir. Tek bir ¢icek veren yabani tiplerin
her bir pozisyonunda ¢icek meristeminin yogun bir sekilde cogalmas ile karakterize
edilen bir ‘cauliflower’ fenotipi cal mutantlari ile apl mutantlarinin kombinasyonuyla
ile sonuglanmaktadir (Kempin et al. 1995). apl cal ¢iftli mutantlarina ful mutantinin
katilmasiyla iclii hale gelen bu mutant yapist apl cal c¢iftli mutantini gelistirmistir
(Ferra'ndiz et al. 2000). Bu mutant fenotipler tiim bu SQUA benzeri genlerin ¢igek
meristemi kimlik genleri oldugunu gostermektedir. FUL geninin c¢icek meristem
kimligini belirlemenin yani sira kimlik belirleme fonksiyonuda mevcuttur (Kater et al.

2006).
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2.2.2 B Sinif1 Genler

Arabidopsis’de sirasiyla DEF benzeri ve GLO benzeri gen gruplarina dahil APETALA3
ve PISTILLATA olmak {izere iki tane ¢igek organ kimlik geni mevcuttur (Jack et al.
1992, Goto and Meyerowitz 1994). Petal ve stamen kimligini kontrol eden bu genler
acikca gostermektedir ki fonksiyon kaybi yasayan ap3 ve p: mutantlarinda karpeller
tarafindan petaller, sepal ve stamenler ile yer degistirmektedir. Giiliniimilize kadar ulagan
gymnosperm analizleri erkek iireme organinin gelisiminin belirlenmesinde B simifi
genlerin atasal fonksiyonlart oldugunu gostermistir. Yani B sinifi gen ifadesinin
yoklugu karpel gelisimi ile sonuglanirken, B sinifi gen ifadesinin varligi stamen gelisimi
ile sonuglanmaktadir. Angiosperm evrimi boyunca farkli DEF ve GLO benzeri genler,
zorunlu heterodimer proteinlerin homodimerizasyonundan gelisen bunlarin gen tiriinleri
ve gen duplikasyonlari tarafindan olusturulmustur. Bu DEF ve GLO benzeri genler
stamen gelisiminin yani sira petal kimliginin belirlenmesine de katki saglamaktadir

(Winter et al. 2002).

2.2.3 C Sinif1 Genler

Arabidopsis’de AGAMOUS(AG) olmak iizere bir tane tipik C sinifi gen bulunur
(Yanofsky et al. 1990). Cigek belirlenmesi ile stamen ve karpel belirlenmesi igin gerekli
olan AG geni gostermektedir ki pistillerin yerine ¢icegin merkezinde yeni bir ag
mutanth ¢igek gelisir ve stamenlerin yerine petaller gelisir. Ilging bir sekilde 4G den
bagimsiz olarak varolan bir karpel metabolik yolu ap2 ag ciftli mutantlarinda sepallerin
yerine ektopik karpeloid organlarin gelistigini gostermektedir (Bowman et al. 1991).
Pinyopich ve arkadaslar1 (2003), AG’den bagimsiz olarak karpel geligsimini saglayan
SHATTERPROOF1 (SHP1) ve SHP2 genlerinin oldugunu tespit etmislerdir. Bu iki
MADS kutulu gen karpel kimligini kontrol etmelerinin yan1 sira karpel tespit zonunun
olusumunda rol almaktadir (Liljegren et al. 2000). Bu iki SHP geni Arabidopsis AG ve
SEEDSTICK (STK) genleri ile yakindan iliskilidir. Boylelikle C sinifi genler (Stamen
ve/veya Kkarpelde ifade olan) ve D sinifi genler (oviillerin belirlenmesinde ifade olan)

AG grubunun iki sinifi olarak tanimlanabilmektedir (Zahn et al. 2006).
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2.2.4 D Sinifi1 Genler

D smifi genler oviil kimligini belirler ve monofiletik AG benzeri gen ailesine aittirler.
Arabidopsis D sinifi geni STK, 6zel olarak oviillerde ifade edilmektedir. Pinyopich ve
arkadaslar1 (2003), stk tekli mutantlarinin oviil kimliklendirilmesini etkilemedigini ve
plesentay1 oviile baglayan umbilikal benzeri yapilar ve funikulus gelisiminde kusurlar
meydana getirdigini gostermislerdir. Ayrica AG ailesinin dort iiyesi olan STK, SHP1,
SHP2, AG’nin farkli mutantlarinin kombinlenmesi oviil kimliginin belirlenmesinde rol

aldig1 ortaya ¢ikarilmistir (Kater 2006).

2.2.5 E Sinifi1 Genler

Arabidopsis E sinifi geni olarak gosterilen MADS kutulu geni olan SEPALLATA (SEP)
sepal, petal, stamen, karpel ve oviil kimliginin belirlenmesinde yer almaktadir. Bu genin
aktivitesi, yiiksek dereceli MADS kutulu protein komplekslerini olusturmak i¢in A, B,
C, D sinifi gen iirtinleriyle olusturdugu komplekslere dayanmaktadir (Honma and Goto,
2001, Pelaz et al. 2001, Favaro et al. 2003). ABC isimlendirme dogrultusunda ¢igek
organ kimlik genlerin bu yeni smifi E-fonksiyon genleri olarak adlandirilmistir
(Theissen 2001).

Arabidopsis E sinifi genleri, ¢icek organ kimliginin belirlenmesinde yedek fonksiyonlar
gostererek MADS kutulu faktorleri kodlayan SEP1, SEP2, SEP3, SEP4 genlerinden
olusmaktadir (Kater 2006). Gen fonksiyonunu kaybetmis sepl sep2 sep3 iiglii
mutantlar1 petal, stamen ve karpellerin sepallere donlismesinden dolay1 belirsiz
ciceklere sahiptir. SEP genleri, B ve C sinifi genlerin aktivasyonu i¢in gerekli degildir
ve bu siniflara ait genlerin ifadesinin azalmasina neden olmamaktadir. Ayrica iiclii sep
mutantlarinda da B ve C siifi genlerin ifadelerinde bir degisiklik olmamustir (Pelaz et
al. 2000). Son zamanlarda yapilan ¢alismalar sonucunda sepl sep2 sep3 sep4 dortlii
mutantlarinda tiim ¢i¢ek organlarinin yaprak benzeri yapilara doniistiigii tespit edilmistir
(Ditta et al. 2004). Bu sonuglar gostermektedir ki SEP genleri A, B, C sinifi genlerin
fonksiyonlar1 i¢in gereklidir ¢linkii sepl sep2 sep3 sep4 mutantlar1 abe iiclii mutantlari

ile fenotipik benzerlik gostermektedir (Kater 2006).
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Sekil 2.3 Cigek organ kimlik faktorleri tarafindan gigek organlarinin 6zellikleri. (A) Arabidopsis
cicegindeki dort tip ¢igek organmin semasi (Se, sepal; Pe, petal; St, stamen; Ca,
Karpel). (B ve C) ABC ¢iceklenme modeli ve bu modelin modifikasyonu. (D) Cigcek
organ gelisimini kontrol eden her biri dort tane MADS domain proteininden olusan

dort farkli transkripsiyon faktor kompleksi (Wellmer vd. (2013)’den alinarak
diizenlenmistir).
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2.3 MADS KUTUSU

MADS kutulu genler, MADS domain ailesinin transkripsiyon faktorlerini kodlayan,
toprak bitkilerinin yasaminin tim onemli yOnlerinin kontroliinde yer almaktadirlar.
MADS domain ailesi, yiiksek derecede korunmus DNA baglayict MADS domaini
tarafindan karakterize edilmektedir (Messenguy and Dubois 2003). MADS domaini
yaklasik olarak 58 amino asit uzunlugundadir ve MADS kutusu olarak adlandirilan bir
DNA dizisi tarafindan kodlanmaktadir. Ilk MADS kutulu gen Saccharomyces
cerevisiae’den izole edilmis olan ARG80 genidir (Dubois et al. 1987). MADS kutulu
genlerin isimlendirilmesi kurucu aile iiyelerinin karakterizasyonundan sonra su sekilde
yapilmistir:  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 6rnegin DNA replikasyonunda yer alan sarmal ya
da sarmal olmayan DNA topoizomeraz II A enziminin A alt {initesinin bir bolimiinii
kodlayan bir DNA dizisinden orjinlendigini gostermektedir (Gramzow et al. 2010).
Topoizomeraz II A alt linitesini kodlayan bir genin gliniimiize kadar ulagan dkaryotlarin
ortak bir atadan gogaltilmis oldugunu saglayan kanitlar bulunmustur. Sonraki gen
cogaltilmasi ve olusan farkliliklarin sonucu olarak MADS kutulu genleri igerisine alan
iki grup olusmustur, bunlar; Tip 1 veya SRF benzeri ve tip 2 veya MEF benzeri
(MYOCYTE ENHANCER FACTOR 2) olarak adlandirilmiglardir (Gramzow et al. 2010).
Bu iki tipin sekanslariin birbirlerinden farkli oldugu temelinde ayirt edilmektedir ve
ayrica neden olduklar1i DNA baglayict sekans spesifikligi acisindan da farklilik
gostermektedirler (Messenguy and Dubois 2003).

MADS kutusu ailesi evrim boyunca cesitli 6karyotik soylarda oldukga farkli sekillerde
gesitlenmistir. MADS kutulu genler protistalar, hayvanlar ve fungilerde olduk¢a az
sayidadir. Bunun aksine, bazi bitki soylarinda sayilar1 oldukca artis gostermistir, A.
thaliana, Populus trichocarpa (poplar) ve Oryza sativa (rice) gibi ¢igekli bitkiler —
angiosperm bitkilerde sayilart 100 civarindadir (Parenicova et al. 2003, Arora et al.
2007, Leseberg et al. 2006). MADS kutulu transkripsiyon faktorleri, mantarlarda

feromon yanitlarindan hayvanlarda kas gelisimi, hiicre proliferasyonu ve
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farklislamasina kadar degisim gostererek biyolojik siireglere genis bir yelpazede katki

saglamistir (Messenguy and Dubois 2003).

Bitkilerin tip I MADS domain transkripyon faktorleri bir keratin benzeri etki alaninin
varlig ile karakterize edilmektedir ve bu etki alaninin yapisi: MADS, intervening(I), K,
karboksi terminal domain C’den olusur ve MIKC tipi proteinler olarak adlandirilir
(Parenicova et al. 2003, Arora et al. 2007, Leseberg et al. 2006, Becker and Theissen
2003). Tip | proteinler ise K domainine sahip degildir. Bitkilerin Tip | MADS domain
proteinleri, karboksi terminal bolgesinde korunmus motiflerin varlig1 veya yokluguna
gore Mo, MPB ve My olmak iizere ii¢ alt gruba ayrilabilir (Parenicova et al. 2003, De
Bodt et al. 2003, Yoo et al. 2006). Tip Il MADS domain proteinleri ise K
domainindeki yapisal farkliliklar ve I domainini kodlayan ekzon sayilari tarafindan
belirlenmesi gibi MIKC® ve MIKC* alt gruplarina ayrilmistir (Henschel et al. 2002).
MIKC® proteinleri, filogenetik yapilanmanin ortaya koydugu antik soylarin sayisina
gore gruplanmis olabilir (Becker and Theissen 2003). Ayni sekilde MIKC* proteinleri S
ve P olarak iki sinif seklinde ayirt edilmektedirler (Adamczyk and Fernandez 2009).

MADS domaininin DNA baglayici bolgesi genellikle bir ekzon tizerinde lokalize olmus
MADS kutusu tarafindan kodlanmaktadir (Henschel et al. 2002). Bitki MADS
domainlerinin kristal yapist bilinmemektedir. Bununla birlikte S.cerevisiae’den elde
edilen MCML1 ile insandan elde edilen SRF ve MEF2 yapilar1 (Pellegrini et al. 1995,
Santelli and Richmond 2000, Tan and Richmond 1998), MADS domainlerinin uzun bir
amfipatik o heliksi ve iki B seridini takiben 14 amino asitin amino terminal ucu igersine
katlandigin1 gostermektedir (Pellegrini et al. 1995). DNA’nin kiigiik oluklari ile kontak
kurma islemine amino terminal uzantis1 aracilik ederken, bliyiik oluklar1 ile kontak
kurma islemini a heliksinin bir yiizii yapmaktadir. Bitki proteinlerini igeren MADS
proteinleri, homo- veya heterodimer olarak DNA’ya baglanmaktadir (Kaufmann et al.
2005). Ortak bir sekilde etkilesim gosteren iki P seriti ile bir B tabakasi dimerizasyon
icin gereklidir (Pellegrini et al. 2005).
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MADS domain transkripsiyon faktorlerinin dimerleri CArG kutularina baglanmak i¢in
5’-CC[A/T]6GG-3’(20) dizisi veya buna benzer diziler ile konsensiis olustururlar
(Zobell et al. 2010). CArG kutulu motifler kisa ve degisken olarak genomda oldukga
yaygindirlar (Verelst et al. 2007). MADS domain proteinlerinin hedef genlerin

Ozglinligiinii nasil belirledigi glinimiizde belirsizligini korumaktadir (Melzer et al.
2009).

Cogu bitki MADS domain proteinleri icin MADS domaini, proteinin amino terminal
domainini temsil etmektedir (Parenicova et al. 2003, Arora et al. 2007). Ancak bazi
bitki MADS domaini transkripsiyon faktorlerinin farkli amino-termnal bdlgeleri
bulunmaktadir. Onlarin dizileri oldukga cesitlidir ve bugiine kadar bu amino terminal
bolgelerinin fonksiyonlar: tespit edilememistir. MADS domaini disinda tip I MADS
domain proteinlerinde korunmayan bolgeler belirlenmistir. Mo, M ve My gruplari igin
0zel ¢esitli korumus diziler tespit edilmistir (Parenicova et al. 2003, Arora et al. 2007,
De Bodt et al. 2003).

Daha o6ncede belirtildigi gibi bitkilerin tip II MIKC tip proteinleri tip | proteinlerinden
cok daha belirgin ve korunmus bir yapiya sahipti. MADS domaininden sonra K
domaini tip II proteinlerin en iyi korunmus bolgesidir. K domaini genellikle {i¢
ekzondan kodlanmaktadir ve 70 aminoasit uzunlugunda olup K1, K2 ve K3 olmak iizere
i¢ alt domaine ayrilmistir (Kaufmann et al. 2005). Bu alt domainler biiyiik ol¢iide
ekzonlarla ortiismektedir. Her bir alt domain genellikle hidrofobik aminoasitleri iceren a
ve d pozisyonlarindaki yedili tekrar gruplari [abcdefg]n  tarafindan Kkarakterize
edilmigtir (Yang et al. 2003). MADS domain proteinlerinin protein-protein
etkilesimlerine aracilik eden ve sarmal yapilar1 olusturdugu diigiiniilen amfipatik o
helezonlar1 bu alt domainleri olusturur (Yang et al. 2003). Daha detayli olarak bazi
durumlarda K1 domaini DNA baglayict dimer olusumu i¢in gereklidir. K1 ve K2
domainleri DNA baglayici dimerlerin olusumunu desteklerken K3 domaini

multimerizasyona katkida bulunur (Kaufmann et al. 2005).
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Sekil 2.4 MIKC tipi MADS proteinlerinin domen yapist. MADS-, |-, K-, ve C- domenlerinin
sematik gosterimi. MADS domeninin N- kismu bir heliks olusturur ve partner
proteinle birlikte DNA'nin CArG kutusuna baglanir. MADS domeninin diger kismi I-
domenle birlikte iki antiparalel h ipliginden olusan dimerizasyon motifi olusturur. K
domeni burbu yapsindaki ii¢ amfipatik a heliks meydana getirir (K1, K2, K3). Sema
iizerinde gosterilen rakamlar amino asitlerin pozisyonunu gostermektedir. Intron
pozsiyonlari ise tiggenlerle gosterilmistir (Kaufman vd. (2005)'den uyarlanmistir).

Transkripsiyonel
ko-faktorler

Kromatini modelleyen
proteinler

CArG kutusu

D

Sekil 2.5 MADS domenli proteinlerin olusturdugu kompleksin islev modeli. Bu modelde,
MADS domenli proteinleri (mavi ve yesil) dortlii kompleks olustururlar ve birbirine
yakin iki adet CArG kutusuna baglanirlar (siyah bolge). Bu baglanma sonunda
DNA'da bir biikiilme meydana gelir. Bunun devaminda MADS domenli proteinler
diger transkirpsiyonel faktorlerin (pembe) bu bélgede toplanmasimi saglarlar. Bunun
sonucu olarak hedef genin spesifitesi degisir ve kromatini tekrardan modelleyen
proteinlerin (kahverengi) bu bolgeye toplanmas1 saglanir, gevseyen kromatin yapist
hedef genin transkripsiyona baslamasi i¢in gerekli olan baslama bdlgesini rahatlatir
(Smaczniak vd. (2012)'den diizenlenmistir).
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I ve C domainleri MIKC tipi proteinlerin en az korunmus olan domainleridir
(Parenicova et al. 2003). K domainindeki yapisal farkliliklarin yani sira dizi uzunlugu
ve | domainini kodlayan ekzonlarin sayisi MIKC* ile MIKC® proteinlerinin ayirt
edilmesini saglamaktadir (Hensche et al. 2002). MIKC® proteinleri bir veya iki ekzon
tarafindan kodlanan kisa bir I domainine sahipken MICK* tipi proteinler ise dort veya
bes ekzon tarafindan kodlanan uzun bir I domainine sahiptir (Hensche et al. 2002,
Zobell et al. 2010). I domaini DNA baglayici dimer olusumunun 6zginligini
etkilemektedir. I domaini MADS domaini ile birlikte DNA baglayic1 dimerlerin
olusumu i¢in yeterlidir. C domaini bazi proteinler ve cesitli sayidaki ekzonlar tarafindan
kodlanmaktadir. Bu olusum hedef genlerin transkripsiyonunun aktivasyonu ig¢in
onemlidir ve ayrica multimerik komplekslerin olusumu iginde Onemli olabilecegi

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

MIKCE® grubu proteinlerin multimerik kompleksleri sepal, petal, stamen, karpel gibi
cicek organlarinin belirlenmesi igin gerekli olduklari 6ne siiriilmiistiir (Theissen and
Saedler 2001). Dortlii gigek modeli hipotezine gore MADS domain proteinlerinin iki
dimeri komsu CArG kutusu ile baglanir ve birbirleri ile etkilesim halinde olduklarini

varsaymaktadir.

Tip I MADS domainleri hakkinda uzun zamandir yeterli bilgi elde edilememesinden
dolayr onlara ayn1 zamanda MADS evreninin karanlik diinyas: da denmekteydi. Tip I
genleri genomik ¢alismalar ile tespit edilmistir (Bemer et al. 2008). Ayrica tip I genleri
simdiye kadar analiz edilmis tiim tiirlerde zayif bir sekilde ifade olmustur (Parenicova 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 yillarda ise bu durum 6nemli dlglide degismistir. Arabidopsis
thaliana’da tip I MADS kutulu genleri ile yapilan bazi 6nciil ¢alismalar bu genlerin disi
gametofit, embriyo kesesi ve tohum gelisimi i¢in énemli oldugunu ortaya koymustur
(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 Il MIKC tipi MADS kutulu genler hakkinda bilinenler oldukga fazladir. MIKC®
grup genler sporophyte gelisiminin ¢esitli yonlerini kontrol etmektedir (Parenicova 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 ¢igekli
bitkilerde iireme gelisimini kontrol gen diizenleyici agin hemen hemen tiim
seviyelerinde oOzellikle belirgindir. Buna gore MIKC® grubu genler ciceklenme
zamanini (SUPPRESSOR OF CONSTANS 1 (SOC1), FLOWERING LOCUS C (FLC),
AGL24, MADS AFFECTING FLOWERING 1 (MAF1), ve SHORT VEGETATIVE
PHASE (SVP)); cicek meristem kimligini (AP1, FRUITFULL (FUL), CAULIFLOWER
(CAL)); cigek organ kimligini (AP1, SEP1, SEP2, SEP3, SEP4, AP3, PI, ve AG); meyve
gelisimini (SHATTERPROOF 1 (SHP1) ve SHP2, ve FUL); tohum pigmentasyonunu
(ABS) belirler (Parenicova et al. 2003, Kaufmann et al. 2005).

2.4 Legiimlerde Ciceklenme

Legiim ailesi (Fabaceae ya da Leguminosae olarak da bilinir) 60 milyon yil 6nce
evrimlesmis olup caesalpinioids, mimosoids ve papilionoids olmak {izere 3 alt
familyaya ayrismistir (Lavin et al. 2005). Cigekli bitkilerin en biiyiik ii¢lincii ailesini
olusturan legiimler sucul bitkilerden biiyiik orman agaglarina kadar 700 cins ve 18.000
tiire sahiptir (Lewis et al. 2005, Capoen et al. 2010, Tabosa et al. 2012). Cogu legiim
cicegi bes sepal, bes petal, her biri bes stamenden olusan iki ¢i¢ek halkasi ve tek
karpelden olusan besli ¢igek yapisina sahip 21 ¢i¢ek organindan olusmaktadir fakat
cicek organlarinin azalmasini veya ¢ogalmasini igeren bu yapi tiir varyasyonlari ile
ortaya c¢ikmaktadir (Lewis et al. 2005, Tucker 2003a). Papilionoid taksonu
Swartzieae nin birgok iiyesi tek bir petal ile karakterize edilirken (Lewis et al. 2005),
genel olarak ii¢ leglim alt ailesi stamenlerden bol iiriin elde edildigini agik¢a ortaya
koymustur (Tucker 2003b). Pisum sativum, Medicago truncatula ve Lotus japonicus
gibi tipik papilionoid ¢icekleri petal ve stamenlerden olusan gegici meristemlere sahiptir

(Ferrandiz et al. 1999, Weng et al. 2011, Benlloch et al. 2003).
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Legiimlerin ¢icek yapisiyla ilgili ortaya konulan bu c¢alismalar ABC modeli ile iligkili
legiim c¢icek gelisimi ve organ kimligini belirleyecek molekiiler kaynakli ¢aligmalar i¢in
temel olusturma agisindan gereklidir (Meyerowitz et al. 1991; Irish, 1999; Jack, 2001).
Model dikot tiirler ile leglimler arasindaki 6zgilinliigii ve ¢igcek organ kimliginin genetik
kontroliinii karsilastirmak ve ABC gen homologlarininin ifadesini izlemek i¢in organ
dizilimindeki karsilagtirmalar iyi bir kaynak olusturmaktadir (Tucker, 2003a). Cigek
kimlik genlerinin dizileri ve fonksiyonlar1 g6z oniline alindiginda angiosperm tiirleri
boyunca iyi bir sekilde muhafaza edildigi goriiliir (Becker and Theissen 2003) ve belirli
bir MADS kutulu genin ifade deseni genin fonksiyonel alanmi ile iyi bir baglanti
olusturmustur (Ferrario et al. 2004), yani bu genlerin ifade desenleri kendi
fonksiyonlarmin iyi bir belirleyicisi olabilmektedir (Zahn et al. 2006). Ayrica
Arabidopsis ¢icek genlerinin biiyiik bir ¢cogunlugu Medicago truncatula, Glycine max
ve Lotus corniculatus sekanslarinin veri tabaninda yer almaktadir (Hecht et al. 2005).
Bunlarin  disinda Arabidopsis ¢icek organ kimlik genlerinin izolasyon ve
karakterizasyonu Pisum sativum Berbel vd. (2001), Sophora tetraptera Song vd. (2008)

ve Clianthus maximus Song vd. (2011) gibi ¢esitli legiim tiirlerinde de ¢alisiimistir.

2.5 Thermopsis turcica Cicek Yapisi ve Gen Kaynagi Olarak Kullanilmasi

Fabaceae familyas1 Papilionoideae (=Faboideae), Mimosoideae ve Caesalpinoideae
olmak tizere 3 alt familyaya ayrilmistir (Davis 1969). Tropik bolgelerdeki leglimler
odunsu bitkilerden olusurken tropik bolge disindakiler ise genellikler otsu bitkilerden
olugsmaktadir (Baytop 1991).

Papilionoideae yaklasik 12 000 tiir, 455 cins ve 30 takim ile legiimlerin ii¢ alt ailesinin
en biiyiik grubudur. Morfolojik ve molekiiler kanitlara dayanarak papilionoidaenin,
caesalpinioid alt aile igerisinden tiiretilmis 6zel bir monofiletik grup oldugu ortaya
konmustur (Doyle 1995, Doyle et al. 2000). Sophoreae ve Swartzieae takimlarinin ¢igek
yapilarinda istisnalar olmasina ragmen ¢ogu takson bilinen “papilionoid” ¢i¢ek formuna
sahiptir (Tucker 2003b). Papilionoideac’de ¢igeklenme genel olarak rasemoz
formundadir. Rasemoézlerde ¢igek gelisimi sirali bir sekilde baslatilmis olup gelisim

siralidir. Bu nedenle ¢igeklenme, alt kisimda yaslh ¢igeklerin {ist kisimda geng ciceklerin
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yer aldig1 farkli yaslardaki ¢igeklerden olusur. Papilionoideae’lerin ¢ogu Ozellesmis
zigomorfik ¢igeklere sahiptir. Papilionoid ¢igekler, birbiriyle komsu olan halkalardaki
degisen organlarla besli ¢igek yapisina sahiptir (Tucker 2003b).

Papilionoideae alt ailesinin tiyesi olan Thermopsideae Kuzey-Dogu Asya merkezinden
Akdeniz havzasi boyunca yayilmis 6 cins igerirken giliney yarim kiirede ise yayilis
gostermemektedir. Thermopsis ayrica rizom yapilarini iiretmektedir (Wang et al. 2006).
Kuzey Amerika ve Asya’nin daglik bolgelerinde dagilis gosteren yaklasik olarak 25

Thermopsis cinsi mevcuttur (Davis et al. 1988).

Thermopsis yayilis alani olarak Orta Asya ve Dogu Amerika ile sinirlanmis olup
Tiirkiye’de tek endemik tiirii T.turcica ile temsil edilmektedir (Ozdemir vd. 2008).
Thermopsis cinsine ait Thermopsis turcica (Kit Tan, Vural & Kiiciikodiik) ilk teshis
edildiginde dogal yayilis alanmin Konya Ili smurlan iginde, Aksehir Golii’niin
glineyinde yer alan Golgayir mevkisi oldugu bildirilmistir (Tan vd. 1983). Ancak
Tan vd. (2006), T. turcica’nin dogal habitatini Afyonkarahisar ili sinirlar1 icinde yer
alan Eber Goli'niin giineyi ve Aksehir Goli'niin gliney batisi olarak yeniden

tanimlamislardir.

Thermopsis turcica’nin tiim Fabaceae bitkileri arasinda oldukga sira dis1 bir ¢icek ve
meyve morfolojisine sahip olmasi, bu endemik bitkinin 6nemini daha da arttirmaktadir.
Fabaceae ailesi bitkilerinde karakteristik olarak gigekler bes sepal, bes petal, iki halkada
beser stamen ve tek karpel bulundurmaktadir (Tucker 2003a). Papilionoideae alt ailesi
icin aym ¢igekten ¢ok karpelli serbest meyve durumu, sadece T.turcica igin rapor
edilmigtir (Tan vd. 1983). T.turcica c¢iceginde bes sepal, bes petal, iki halkada on
stamen ve dorde kadar serbest karpel mevcuttur (Tan vd. 1983). Bezelye, fasulye,
soya fasulyesi, nohut ve yonca gibi ekonomik olarak 6nemli tiirleri de kapsayan
yaklasik 12000 papilionoit tiirii iginde T. turcica’nin bu sira dis1 morfolojik 6zelligi bu
tiri ayricalikli bir yabani bitki tirii yapmaktadir (Tan vd. 1983). Bu morfolojik
Ozelligin ekonomik degere sahip leglim tiirlerine aktarilabilmesi {izerine

gergeklestirilebilecek arastirmalar heyecan verici bir diistincedir.
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T.turcica ile bugiine kadar biyolojik ve kimyasal olarak caligmalar yapilmis olsa da
yapilan literatiir taramalarinda herhangi bir molekiiler genetik aragtirmasi mevcut
degildir. Tiirkiye’nin 6nemli gen kaynaklarindan biri olan T.turcica’nin 3-4 serbest
karpel olusumu 6zelligini kontrol eden molekiiler mekanizmanin aydinlatilmasi énem
arz etmektedir. Bu arastirmada, ¢igek meristemi ve/veya ¢igek organ kimlik geni olan
AP1 ve AP2’nin tam niikleotid ve protein dizilerinin belirlenmesi ile genlerin farkli
dokulardaki ifade analizlerinin belirlenmesi hedeflenmistir. Bu calisma TUBITAK
tarafindan desteklenen 212T099 nolu ve ‘Tiirkiye Endemigi Thermopsis turcica’da
MADS Kutusuna Sahip Ci¢ek Organt Meristem Kimlik Genlerinin Klonlanmasi ve

Karakterizasyonu’ baglikli projenin bir kismin1 olusturmustur.

2.6 APETALA1

Arabidopsis thaliana ve Antirrhinum majus ile iliskili dikotiledon ¢aligmalari
ciceklenme stirecindeki baz1 molekiiler genetik mekanizmalara 151k tutmustur (Bowman
et al. 1993). Ornegin ¢icek organ kimliginin belirlenmesi homeotik genlerin ii¢ smifinin
ayr1 ayri ya da olusturduklari kombinasyonlara bagimlidir (Bowman et al. 1989, 1991;
Carpenter and Coen, 1990; Schwarz-Sommer et al. 1990). Cicek meristemlerinin
kimligini erken evrede kontrol eden genler yapilan calismalarla karakterize edilmistir
(Bowman et al. 1993). Bu genler Arabidopsis’de LFY geni (Weigel et al. 1992) ve AP1
genidir (Mandel et al. 1992). Arabidopsis thaliana’nin genleri olan AP1 ve LFY, ¢igek
meristemini tanimlayarak, ¢icegin olusum siirecinde 6nemli rol oynamaktadir (Coen et
al. 1990, Davies et al. 1999, Huijser et al. 1992, Mandel et al. 1992, Weigel et al.
1992). LFY veya AP1 geninin asir1 ifadesi, siirgiinleri ¢igege doniistiiriir (Mandel and
Yanofsky 1995, Weigel and Nilsson 1995). LFY’nin aksine AP1 transkripsiyon faktorii
kodlamaktadir ve ¢coklu gen ailesi olan MADS kutulu gen ailesinin bir iiyesidir (Mandel
et al. 1992). AP1, LFY’ye benzer sekilde geng ¢igek meristemleri boyunca ifade olur ve
sonrasinda bu meristemlerde LFY ifadesi iizerinde kurulur (Mandel et al. 1992). Aslinda
AP1 dogrudan LFY tarafindan aktive edilmektedir (Wagner et al. 1999). Bir ¢igek
meristeminin  ¢iceklenmeye gegisi sirasinda APl ve LFY, sepal ve petal
primordiyalarmin gelisiminde AGL24’iin ifadesini bastirmak ic¢in harekete ge¢mistir.

APZ1’in yoklugunda AGL24 ifadesi gelismekte olan organlarda ve meristemler boyunca
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devam etmektedir. AGL24 fonksiyon kaybi apl mutantinda ¢igeklenme karakteristiginin
onemli Ol¢iide azalmasina neden olur. apl agl24 ¢ift mutantinda meristemler yabani
tipteki gibi tek ¢igek meydana getirirler ve bdylece petal kimligi kismen restore
edilmistir (Yu et al. 2004). apl agl24 mutantindaki petal kimliginin bu kismi
restorasyonu, AP1 fonksiyonunun bu organin gelisimi ve olusumu i¢in kesinlikle gerekli

olmadigin1 gostermistir (Yu et al. 2004).

APl ve LFY ayrica hormonal yollarla ilgili genlerin ifadesini kontrol eder. AP1,
ciceklenme ve giberellin metabolizmasi ile iliskili cesitli genlerin ekspresyonunu
diizenlerken (Kaufmann et al. 2010), LFY ise oksin biyosentezini inhibe eder ve floral
meristemde ortaya ¢ikan oksin sinyalizasyonunu tesvik eder (Li et al. 2013, Yamaguchi
et al. 2013).

Antirrhinum’da Arabidopsis’deki LFY geninin homologu FLORICAULA (Coen et al.
1990) ve APl geninin homologu ise SQUAMOSA (Huijser et al. 1992) dur.
APETALAL(AP1) ve homolog gen SQUA, model bitki Arabidopsis ve Antirrhinum’da
cicek meristeminin tanimlanmasinda anahtar rol oynayan diizenleyici genlerdir (Ana
Berbel et al. 2001). AP1 VE SQUA genlerinin sekansi, ekspresyonu ve fonksiyonlari
benzerlik gostermesine ragmen sadece AP1 geninin, sepal ve petal olusumu gibi ek
gorevleri bulunmaktadir (Berbel et al. 2001). AP1 ve SQUA, diger birgok bitki tiiriinden
MADS kutulu genleri kapsayan SQUA alt familyasina ait MADS kutlu genlerdir
(Theissen et al. 2000). AP1, SQUA ve diger homolog genler tarafindan kodlanan
polipeptidlerin C-terminal ucu, protein prenilasyonu icin hedef bir sinyal olan Caax

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

Arabidopsis’de iki A sinifi gen mevcuttur: AP1 ve AP2, bu iki genden sadece AP1,
MADS-kutulu transkripsiyon faktoriinii kodlar (Kater et al. 2006). A fonksiyonu olarak
AP1 ve AP2’nin genelde diger tiirlerdeki homologlar1 sepal ve petal kimliklerinin
belirlenmesinde gorev almamasi bu genlerin rollerinin nispeten yeni bir evrimsel
kazanima sahip oldugunu gosterir (Zik and Irish, 2003a; Litt 2007). A simifi
fonksiyonuna sahip olan AP1’in sepal ve petal kimliginin belirlenmesi ve c¢icek

meristem kimliginin belirlenmesi gibi genetik olarak birbirinden ayr1 iki fonksiyonu
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mevcuttur (Kater et al. 2006). C fonksiyonel geni olan AG’nin baskilayici aktivitesi
nedeniyle AP1’in ifadesinin en distaki iki halkayla sinirli oldugu bulunduktan sonra A

sinifi gen ailesine katilmistir.

Arabidopsis’de  APl’de meydana gelen mutasyonlar sepal ve petal
kimliklendirilmesinde degisiklik meydana getirerek siirglinlerin kismi ¢igeklenmelerine
neden olur (Bowman et al. 1993). apl mutantli bitkilerde dallanmalarin artmasi ve
ciceklenmenin azalis1 belirlenmis tam bir ¢icege gecis asamasi i¢in AP1’e ihtiyag
duyuldugunu gostermistir. Bu durum brakte benzeri yapilarin sepallere homeotik
dontisimii ile desteklenmistir. AP1 fonksiyonunun yoklugunda Arabidopsis ¢igeginin
dis halkalarindaki organlar es zamanli olarak brakte benzeri yapilara doniismektedir
(Irish and Sussex 1990, Bowman et al. 1993). Bu durumda bitkinin petal yapilari
kaybolmustur. Bunun yerine ikinci ¢igek halkasinda birincil ¢igek organlari yapisina
benzeyen fakat tam olarak petallerin yerini almayan ikincil ¢i¢ekler vardir. Birincil
cicek halkasinda yer alan stamen ve karpeller nispeten normal ve verimlidir. Boylece
AP1, sepal ve petal kimliginin belirlenmesini saglayan A fonksiyonunun gelisimine
katki saglamistir. Bununla birlikte ap2 mutantinda gozlenen durumun tam aksine apl
mutanthi bitkilerde AG’nin ifade alani higbir sekilde degismemistir ve C fonksiyonlu
genlerin aktivitesinin diizenlenmesinde AP1’in rolii olmadig1 boylelikle gosterilmistir.
Aslinda ABC modelinin erken formulasyonunda A fonksiyonlu genler grubuna dahil
edilmemistir (Bowman et al. 1991, Coen and Meyerowitz 1991). C fonksiyonunun odak
noktast olan AG geni tarafindan APl geninin ifadesinin ifade alaninin distaki iki
halkayla smirlandirildiginin kesfedilmesi ile AP1, AP2 ile birlikte Arabidopsis A
fonksiyonlu genler grubuna dahil edilmistir (Gustafson-Brown et al. 1994).

Dortlii ¢igek modeli AP1’in sepal (AP1/AP1/SEP/SEP) ve petal (AP1/SEP/AP3/PI)
belirlemesi i¢in gerekli olan fonksiyonel tetramer grubunun bir iiyesi oldugunu one
stirmiistiir (Theissen 2001, Theissen and Saedler 2001, Kaufmann et al. 2005). AP3 ve
PI petal kimliginin belirlenmesinde ayr1 bir rol oynarken, AP1 ve SEP ise meristem

kimlik rollerinden dolay1 sepal ve petal gelisiminde daha paylasimci bir rol iistlenmistir.
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AP1, MIKC tipi MADS kutusu faktoriidiir. Bu faktor ¢igeklenmenin baglangici ve faz
gecisleriyle iligkili genlerin regiilasyonu tarafindan ¢igek meristem kimliginin
belirlenmesini gosterir (Mandel et al. 1992, Kaufmann et al. 2010). AP1, MADS kutulu
SQUA alt familyasinin bir liyesidir. Bugiine kadar calisilan ¢cigek MADS kutulu genleri
arasinda AP1/SQUA alt familyasinin tyeleri ilgi ¢ekicidir ¢iinkii ¢i¢eklenmenin
gelisiminde 6nemli rol oynamaktadirlar. Arabidopsis’de AP1, CAULIFLOWER (CAL),
FRUITFULL (FUL) ve AGAMOUS-LIKE 79 (AGL79) olmak {izere dort adet
AP1/SQUA benzeri gen vardir (De Bodt et al. 2003a, Parenicova et al. 2003). Giiglii
apl mutasyonlar1 brakte benzeri yapilarin sepallere doniisiimiine neden olmasi ve her
bir braktenin ekseninde ek ¢igeklerin olusumuna eslik etmesi ve zayif apl
mutasyonlarinin sepal ve petallerde kusurlara yol agcmasi nedeniyle AP1 ¢igek organ
kimliklendirme geni ve ¢igek meristem kimliklendirme geni olarak tanimlanmistir
(Bowman et al. 1993, Irish and Sussex, 1990, Mandel et al. 1992). Arabidopsis’de AP1
ile yakindan iligkili olarak ¢igek meristem olusumunun kontroliinde AP1’in yedegi
olarak hareket eden CAL geni vardir (Bowman et al. 1993; Kempin et al. 1995; Lawton-
Rauh et al. 1999). Tekli cal mutantlar1 belirgin anormalliklere sahip degildir fakat apl
cicek meristeminde tekrarlanan dallanma deseninin gelisimine neden olmustur
(Bowman et al. 1993, Kempin et al. 1995). FUL geni AP1 ve CAL genlerinden olduk¢a
farkli bir sekilde C terminal ucu ile bir protein kodlamaktadir (Mandel and Yanofsky
1995). FUL geni de ¢igek meristemin kontroliinde rol oynamaktadir; apl cal ful Ggli
mutantt olustugunda, tiim ¢icek meristem karakterleri kaybolur ve cicek formu olugsmaz
(Ferrandiz et al. 2000a). CAL geninin aksine FUL geninin yaprak ve meyve gelisiminde
rol oynadig1 diistiniilmektedir ve geng meyvelerde ifade olmaktadir (Gu et al. 1998;
Mandel and Yanofsky 1995). AGL79 geninin fonksiyonu tam olarak bilinmemesine
ragmen koklerde ifade oldugu tespit edilmistir (De Bodt et al. 2003b, Parenicova et al.
2003).
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2.7 APETALA 2

A smifi gen grubuna dahil olan AP2 diger ABC genlerinden ¢ok farkli ozelliklere
sahiptir. ABC genleri bir MADS domaini igermesine ragmen AP2 iki tane
APETALAZ2/ethylene-responsive element binding protein (AP2/EREBP) domaini igerir
(Jofuku et al. 1994). AP2 / EAF domaini (Ethylene Responsive Element Binding
Factor) yaklasik 60 korunmus amino asit kalintis1 igeren bir DNA-baglayici etki alanidir
(Jofuku et al. 1994; Hao et al. 1998). Sakuma ve arkadaslar1 (2002), Arabidopsis
thaliana genomunda 145 AP2 / EREBP geni bulmustur. Bu ¢oklu gen ailesi iki alt
aileye ayrilmistir: tek AP2/ERF domainine sahip EREBP (ethylene responsive element
binding protein) alt ailesi ve iki AP2 domainine sahip AP2 ailesi. EREBP alt ailesinin
cogu liyesi cevresel stres yanitlart ve biyotik sinyal iletim yollarinda gorev alirken bazi
tiyeleri ise kambiyal doku gelisiminde gérev almaktadir (Riechmann and Meyerowitz
1998, van der Graaff et al. 2000, 2003). AP2 alt ailesi AP2 ve AINTEGUMENTA(ANT)
olmak tiizere iki monofiletik gruba ayrilmistir (Shigyo and Ito 2004). Hiicre sayisin1 ve
biiylimeyi kontrol ederek yanal organ gelisimine katilan ¢icek homeotik genleri AP2 ve
ANT dahil olmak tizere AP2 alt familyasinda belirlenmis genlerin vejatatif ve lireme
organlarin gelisiminde diizenleyici rol oynadiklari belirlenmistir (Riechmann and
Meyerowitz 1998, Jofuku et al. 1994, Elliott et al. 1996; Klucher et al. 1996, Mizukami
and Fischer 2000, Mizukami 2001).

Bitkiler arasinda AP2 / EREBP multigen ailesinin filogenetik iliskileri belirleyen bu
gelisimsel ve fizyolojik onemi gen ailesinin evriminin aydinlatilmasinda 6nemli bir
adim olmugtur. AP2 / EREBP genleri birgok angiospermlerde ve kozalakli agaclarda
rapor edilmistir (Vahala et al. 2001, Shigyo and Ito, 2004). AP2 / ERF domaini ile dizi
benzerligi paylasan domainler bitkiler aleminin diginda bulunmamistir ve AP2 / ERF
domaini bitkilere 6zgii olarak kabul edilmistir (Riechmann and Meyerowitz 1998,
Krizek 2003).
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Son zamanlarda yapilan calismalar microRNA’larin hayvanlar ve bitkiler aleminde
translasyon diizeyinde 6nemli diizenleyiciler olduklari bulunmustur (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
cesitli Arabidopsis genlerini diizenledigi rapor edilmistir (Aukerman and Sakai, 2003,
Chen 2004). Son zamanlarda yapilan g¢alismalar ile misirda AP2 geni benzeri olan
glossy15 geninin miRNAL172 tarafindan baskilandigi belirlenmistir (Lauter et al. 2005).

Arabidopsis’de ¢igek homeotik geni AP2’nin ii¢ kritik rolii vardir. Bunlardan birincisi
AP2 ¢icek meristeminin kurulmasinda rol almaktadir (Irish and Sussex 1990, Huala and
Sussex 1992, Bowman et al. 1993, Schultz and Haughn 1993, Shannon and Meeks-
Wagner 1993). Ikinci olarak ¢icek organ kimliginin belirlenmesinde gérev almaktadir
(Komaki et al. 1988, Bowman et al. 1989, Kunst et al. 1989). Ugiincii ve son gérevi ise
cicek homeotik gen ifadesinin zamansal ve mekansal ifadesini diizenlemesidir

(Bowman et al. 19914, Drews et al. 1991a).

Cicek gelisimi boyunca AP2’nin erken evredeki bir fonksiyonu c¢icek meristeminin
kurulmasini tegvik etmesidir. AP2 bu islevi diger ii¢ ¢cigek meristem geni olan AP1, LFY
ve CAL ile bir isbirligi igerisinde gergeklestirmektedir (Irish and Sussex 1990, Bowman
1992, Huala and Sussex 1992, Bowman et al. 1993, Schultz and Haughn, 1993,
Shannon and Meeks-Wagner 1993). Cigek organ gelisimini diizenlemesi AP2’nin ikinci
fonksiyonudur. Arabidopsis’de ¢igek meristemi ¢gigek organlari olan sepal, petal, stamen
ve karpeli iretir. Zayif olarak ap2 mutantlarinin kismi fonksiyonel kaybi sepallerin
yapraklara donlismesini ve petallerin polen iireten stamenoid organlara doniismesine
neden olmaktadir (Bowman et al. 1989, 1991b). Buna karsilik giiglii ap2 sepaller
mutantlarinda oviil tastyan karpellere doniigmiistlir, petal gelisimi baskilanmistir,
stamenlerin sayisinda azalma gozlenmistir ve karpel olusumu da genellikle kusurlu bir
sekilde gergeklesmistir (Komaki et al. 1988, Kunst et al. 1989, Bowman et al. 1991b).
Son olarak ¢icek organ gelisiminde ap2’nin etkileri arasinda yer alan bazi ¢igege 6zgii
diizenleyici genlerin ifadesini dogrudan veya dolayli olarak diizenlemesi AP2’nin
ticiincti fonksiyonunun bir pargasidir (Bowman et al. 1991a, Drews et al. 1991a, Jack et
al. 1992, Mandel et al. 1992a).
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Cigek organ kimliginin belirlenmesinde AP2 ve diger ¢icek organ kimlik genlerinin
roliinii agiklamak i¢in zamansal ve birlestirici bir model 6ne siiriilmiistir (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 gosterdigi onemli sonuglardan biri AP2 ile diger bir ¢igeklenme geni olan
AG 'nin karsilikli olarak zit bir sekilde ¢alismasidir. Buna gore AP2, sepal ve petalde
AG’nin ifadesini baskilarken AG’de stamen ve karpelde AP2’nin ifadesini
baskilamaktadir. ap2 mutantli ¢igekler ve AG gen ifadesinin in situ hibridizasyon
analizleri AP2’nin AG ifadesinin negatif regiilatorii oldugunu gostermistir (Bowman et
al. 1991a, Drews et al. 1991a).

ABC modelinden ¢ikarilan varsayimlara goére A ve C smifi genlerin birbirleriyle
karsilikli ifadelerini bastirdiklar1 tespit edilmistir. ap2 mutantli ¢igeklerde genisletilmis
AG aktivitesi ¢igegin c¢evresindeki ¢igek lireme organlarnin gelismesine yol agmistir.
Bunun aksine ag mutantlari ¢igegin merkezine dogru A fonksiyonunun genislemesini,
periant organlarinin lireme organlarina doniisiimiinii géstermistir. ABC modeline gore
Arabidopsis’de A smifi fonksiyonu bu nedenle C sinifi fonksiyonunun baskisina ve
periant kimligine ihtiya¢ duymaktadir. A fonksiyonunun bu ¢ift islevli durumu yani A
simift fonksiyonunun genelligini ve periant kimliginin belirlenmesindeki roliinii
sorgulamas1 Arabidopsis disinda baska higbir tiirde kesfedilmemistir (Causier et al.
2010).

MADS kutulu genlerin yiiksek seviyede 6zgiin ifadesine karsin AP2 mRNA birikiminin
sadece periantta degil lireme organi primordiyalarinda oldugu goézlenmistir. ABC
modeli birincil AP2 ifadesinin ve promotor aktivitesinin tim c¢i¢ek halkasi boyunca
oldugunu gostermistir (Jofuku et al. 1994, Wiirschum et al. 2006, Zhao et al. 2007).
Arabidopsis ile birlikte aslanagzi, misir ve petunya tiirlerinde yapilan AP2 ¢alismalari
AP2 mRNA birikiminin ¢i¢ek primordiyalarinda farkli seviyede oldugunu ve
ciceklenmede ¢ok 0zgiin ifade desenleri olusturdugunu gostermistir (Alvarez-Venegas
et al. 2003, Maes et al. 2001, Chuck et al. 1998, Keck et al. 2003).

28



Arabidopsis’deki AP2 genine benzer bir A fonksiyonlu gen diger tiirlerde heniiz
kesfedilmemistir (Causier et al. 2010). Antirrhinum majus’daki iki AP2 ortologu olan
LIPLESS1 (LIP1) ve LIP2’nin fonksiyonel olarak yedek gorevleri bulunmaktadir (Keck
et al. 2003). LIP1/2 ve AP2 genleri periant organ deseninde benzer fonksiyonlar
paylasirlar fakat AP2’nin aksine LIP1/2 aktivitesi Antirrhinum C sinifi geni PLENA
(PLE)’ yi baskilamak igin gerekli degildir (Keck et al. 2003). LIP2’den ziyade LIP1
ifadesi AP2 ile benzer Ozellikler paylagsmaktadir yani her ikisininde 3.ve 4. ¢igek
asamasinda merkezi meristemi c¢evreleyen sepal primordiyalarinda gelismekte oldugu
tespit edilmistir (Keck et al. 2003). AP2 ile benzer sekilde LIP1 ifadesi gelismekte olan
sepalde azalig gosterir. Cigek gelisiminin 6. evresinde petal primordiyalarinin distalinde
tespit edilmistir ve karpel ile stamen primoridyalarinda zayif olarak tespit edilmistir
(Keck et al. 2003). Mutant analizleri, AP2’nin Petunia hybrida’daki ortologu
PhAP2A’nin periant deseninin olusmasinda higcbir gorevinin olmadigimi kanitlamistir
(Maes et al. 2001).
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3. MATERYAL ve METOT

3.1 Bitki Materyali

Afyonkarahisar sinirlart igerisinde yer alan Eber Golii civarinda koruma alani igerisinde
bulunan Thermopsis turcica popiilasyonundan tomurcuk ve ¢igcek organlari seklinde
bitki 6rneklemesi yapilmistir. Ornekleme islemi iki kez olacak sekilde 09.04.2014 ve
18.04.2014 tarihlerinde ve 6rneklemeleri tomurcuk, sepal, petal, stamen, karpel seklinde
yapilmustir. Cigekli bitkiler gdovde kisimlarindan kesilerek hizli bir sekilde suya konulup
Afyon Kocatepe Universitesi Biyoloji Béliimii Bitki Molekiiler Biyolojisi
laboratuvarina transfer edilmistir. Orneklemesi yapilan bitki dokular1, her bir érnek birer
gram olacak sekilde hassas terazide aliminyum folyo yardimiyla tartilmis ve ardindan
hizli bir sekilde sivi azotta dondurma islemi yapilarak -86°C ayarli ultra derin

dondurucuda c¢alismalarda kullanilmak {izere saklanmuistir.

3.2 Thermopsis turcica Ci¢ek Dokularindan Total RNA izolasyonu

3.2.1 Total RNA Ekstraksiyonu

RNA ekstraksiyon calismalarinda RNase kontaminasyonunu onlemek i¢in c¢alisma
ortaminin temizligi dikkatli ve Ozenli bir bigimde yapilmistir. Ekstraksiyonun
gerceklestirilecegi ortam, beng, cihazlar ve laboratuvar malzemelerinin temizligi
oncelikli olarak ¢amasir suyu, %70 etanol ile gergeklestirilmis olup, calisma ortami
calisma yapilmadan bir giin 6nce UV lamba araciligtyla RNaz enzimlerinden
arindirilmis bir ortam haline getirilmistir. Ayrica ¢alisma boyunca kullanilacak olan
cam malzemeler, havan ve eli, spatiiller 180°C’de 5 saat etiivde bekletilmistir.
Calismanin yapilacag: giin ise ¢aligma ortami ve tiim malzemeler ekstra olarak RNase
ve DNA kontaminasyonunu oOnlemek amaciyla RNASE AWAY (Molecular
BioProducts) ile temizlenmistir. Calismalar sirasinda tek kullanimlik steril eldivenler

kullanilmaya 6zen gdsterilmistir.
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RNA ekstraksiyonu, -86°C ayarli ultra derin dondurucuda muhafaza edilen birer gram
doku orneklerinden PureLink™ RNA Mini Kit (Ambion) RNA izolasyon Kiti
kullanilarak protokole uygun olarak ger¢eklestirilmistir. Buna gére 1 gram doku 6rnegi
RNASE AWAY ile RNazdan arindirilmis havan ve eli kullanilarak iyice 6giitme islemi
yapildiktan sonra 150-200 mg doviilmiis doku sivi azot yardimiyla sogutulmus steril
ependorf tiipline aktarilmigtir. Tiip icersine hizli bir sekilde 1 mL Lizis tamponu
eklenerek doku 6ziitii 15 saniye vortekslenmis ve sonra 26 000 x g’de 6 dakika santrifiij
edilmistir. Stipernatant kisim steril bir ependorf tiipe aktarilarak iizerine 0,5 mL absolut
etanol eklenerek kisaca vortekslenmigtir. RNA 6rnegi spin kartusa aktarilarak 12 000 x
g’de 90 saniye santrifiijlenmistir. RNA 6rnegini igeren kartus yikama tamponu I ve II
ile temizlendikten sonra steril ependorf tlipe aktarilmistir. Spin kartusun tam ortasina
100 pl RNaz icermeyen su eklendikten sonra 6rnek oda sicakliginda bir dakika
bekletilmis ve 12 000 x g’de 3 dakika santrifiijlenerek eliite edilmistir.

3.2.2 DNaz Uygulamasi

RNA ekstraksiyonundan hemen sonra cDNA sentezinde kullanilacak RNA’nin safligini
arttirmak amaciyla total RNA, DNA-free™ DNase (Ambion) kiti kullanilarak
ekstredeki olas1 DNA’lar temizlenmistir. DNaz uygulamasi elde edilen RNA 6rneginin
tamamina uygulanmistir. 100 pL RNA 6rnegine 10 pL DNaz I Tamponu ve 1 puL
rDNaz eklenmistir ve nazikge karistirilmistir. RNA tizerine eklemeler yapildiktan sonra
37°C su banyosunda 20-30 dakika bekletilmistir. Reaksiyonun durdurulmasi igin,
ornege 5 plL DNaz inaktivasyon ajani eklenerek, iyice karigtirllmistir ve oda
sicakliginda 2 dakika arada bir karistirilarak bekletilmistir. RNA 6rnegi oda sicakliginda
10 000 x g’de 2 dakika santrifiij edildikten sonra, iistte kalan RNA pelete degmeden
dikkatli bir sekilde temiz bir tlipe aktarilmigtir.

3.2.3 Total RNA Miktar Tayini

Elde edilen RNA’larin kalitesi ve miktar1 Qubit™ (Invitrogene) aracilifiyla
gergeklestirilmistir. QubitTNI Olclim standart kiti ile 6l¢iim aralig1 ayarlandiktan sonra 1-

20 pL arasindaki RNA 6rnegi Qubit'™ tamponu ve ajani ile muamele edildikten sonra

31



Olciim islemi yapilmistir ve Ornekler tam uzunlukta cDNA analizi ve qPCR

calismalarinda kullanilmak iizere -86°C ultra derin dondurucuda saklanmistir.

3.2.4 RNA Formaldehitli Agaroz Jel Elektroforezi

Calismaya baglamadan 6nce cihazlar ve kullanilan mekan RNASE AWAY kimyasali ve
% 0,5’lik SDS ¢ozelitisi ile temizlendikten sonra ¢alisma ortami1 UV lamba araciligiyla
RNaz enzimlerinden arindirilmis bir ortam haline getirilmistir. RNA molekiilleri
siklikla ikincil yapilar olusturduklarindan dolayt RNA jellerine bu ikincil yapilar
bozacak olan formaldehit eklenir. RNA jel elektroforezi igin gerekli tiim ¢ozeltilerin
hazirlanmasinda DEPC uygulanmis su kullanilmistir. Oncelikli olarak 250 mL 10X
MOPS tamponu (200 mM MOPS, 50 mM Sodium acetate, 10 mM EDTA)
hazirlanmigtir. Yiriitme tamponu i¢in 1X MOPS Buffer 1 litre olacak sekilde (100 mL
10X MOPS tamponu, 20 mL %37 Formaldehit, 880 mL DEPC’li su) hazirlanmistir.
Orneklerin yiiklenecegi %1°lik jeli hazirlamak igin &ncelikle 0,5 g agaroz, 36 mL
DEPC-uygulanmis distile H,O ve 5 mL 10x MOPS tamponu karistirilarak mikrodalga
firinda eritilmistir. Eritilmis olan agaroz 60°C su banyosunda sogutulmustur ve 9 mL
%37 formaldehit eritilmis agaroza eklenmistir. Total RNA’lar her ¢alismada taze olarak
hazirlanan 100 pL hacimli ( 13 pL %37 Formaldehit, 22 uL. Formamid, 65 pL 10X
MOPS tamponu) denatiirasyon karisimi ile muamele edilmistir. 5 pg total RNA 6rnegi 9
ul denatiirasyon karisimi ile muamele edilmistir. Denatiirasyon karigimi ile muamele
edilmis RNA o6rnekleri ve RNA markorii (Thermo Scientific) 2X RNA yiikleme boyast
(%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 karistirilmis ve 65°C’de su
banyosunda 10 dakika 1sitilmis ve hemen ardindan 3 dakika buz iizerinde bekletildikten
sonra jele yiiklenmistir. Jel 80 dakika 70 mA'de yiirlitilmiistir. RNA bantlarinin

goriintiilenmesi Gen Box SDR Jel Dokiimantasyon Sistemi ile yapilmigtir
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3.3 Gene Ozgii Primer Tasarim

Gene 0zgii primer tasarimi yapilirken daha onceden sekanslanmis kismi AP1 ve AP2
dizileri kullanilmistir. Gene 06zgii primer tasarlanirken primer dizilerinin 23-28
niikleotid arasinda olmasi, GC oraninin %350-70 olmasi, Tm degerlerinin 65°C’nin
lizerinde olmasina dikkat edilmistir. 5 ve 3° RACE analizlerinde kullanilmak tizere i¢
ve dis olmak lizere 4 adet primer dizayn edilmistir. Sentezlenen i¢ primer ¢iftleri ayni

zamanda RT-qPCR calismalarinda da kullanilmistir.

3.3.1 APETALA 1 Gene Ozgii Primer Tasarim

>AP1-2, T. turcica, 667 bp [MST medikal 28.11.2013]
GGTAGGGTGCAGCTGAAGAGGATAGAGAACAAGATCAATCGCCAGGTAAC
TTTCTCCAAAAGGAGAGCTGGGTTGCTTAAGAAAGCACACGAGATCTCTGT
GCTCTGCGATGCTGAAGTCGCGTTGATTGTCTTCTCCAACAAAGGAAAGCTC
TTTGAATATGCCACTGATTCATGCATGGAGAAGATACTGGAACGCCATGAA
AGGTATGCCTATGCAGAGAGACAGATGGAGGCAAATGATTCTGAGACACAG
GGAAATTGGACCGTTGAATATACTAGACTCAAGGCAAGGATTGACCTTTTG
GAGAGANACCACACECATTACATEEEACEAGATTTGGGTTCAATGAGCCTC
AAAGAGCTTCAAAGTCTGGAACAGCAGTTAGATACTGCTCTCAAAACCATT
CGTACACGCAGAAACCAACTCATGTACGAGTCCATTTCTGAGCTTCATAAA
AAGGAGAAAGTGATACAAGAGCAGAATAACATGCTCGCAAAAAAGATCAA
GGAGAGAGAGAAGCTTCGCAGCACAGCAGGCTGCACAATGGGATCAATCAA
ACTACAGAGTTGATACATCTTACTTAATACAGCAGCCCCTTTTGGAGATGGG
TGGTAATTATCGTCAGGAAGCACCAGCAGTAGGGAGGAACGATCTCGAACT
GACTC

Cizelge 3.1 3'- ve 5-RACE ve RT-qPCR analizlerinde kullanilmak iizere ileri (dis ve i¢) ve
geri (dis ve i¢) gene 6zgili primer dizileri, primerlerin Tm ve tavlama sicakliklari.

Primer Ad1  Primer Dizisi Tm (°C)
3AP1F14: GCGATGCTGAAGTCGCGTTGATTGTC 67,10
3AP1F2;: CCTATGCAGAGAGACAGATGGAGGCA 65,51
5AP1R1g: GCAGCCTGCTGTGCTGCAACCTTCTC 61,54

BAPIRZE TCTGCTCCCATGTAATGCCTGTGGTT 66,34
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3.3.2 APETALA 2 Gene Ozgii Primer Tasarimi

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

AGTATCGCGGCGTTACTTTTTACAGAAGAACTGGTCGATGGGAATCTCATAT
ATGGGATTGTGGAAAACAAGTGTATCTGGGTGGATTTGACACAGCACATGC
AGCTGCTCGTGCATATGATAGAGCGGCTATTAAGTTCCGAGGAATAGAAGC
AGATATAAACTTCAACATAGAAGACTATGAAGAAGACTTGAAGCAAATGAG
CAATCTGACTAAGGAAGARTTICTCCACCTACTICECCEACAAAGCACTGG
ATTTCCAAGAGGAAGCTCCAAATATAGAGGTGTAACATTGCACAAGTGTGG
AAGATGGGAAGCTCGAATGGGCCAATTTTTAGGAAAAAAGTACGTTTATCT
GGGTTTGTTTGACACTGAGATTGAAGCAGCCAACGCCCTATCACAAGGCAGE
AATAAAATGCAATGGCAAAGATGCCGTCACCAACTTTG

Cizelge 3.2 3'- ve 5-RACE ve RT-qPCR analizlerinde kullanilmak iizere ileri (dis ve i¢) ve
geri (dis ve i¢) gene 0zgii primer dizileri, primerlerin Tm ve annealing sicakliklari.

Primer Ad1  Primer Dizisi Tm (°C)
3AP2Fl,; GGGTGGATTTGACACAGCACATGCAGC 68,71
3AP2F2;: TGCTCGTGCATATGATAGAGCGGCTA 65,80
BAP2R13: TGCTGCCTTGTCATAGGCCCTTGCT 68,58
5AP2R2;: TTGTCGGCGAAGTACGTGCACAAAT 65,84

3.4 APETALA1 ve APETALA2 Genlerinin RACE Analizi

Genlerin tam uzunlukta cDNA dizi analizlerinin gergeklestirilmesi icin SMARTer™
RACE cDNA Amplification Kit User Manual (Clontech Laboratories, Inc., TAKARA)

kullanilmistir.

Geriye transkripsiyonu takiben SMART teknolojisi bize 5° ve 3° RACE PCR
reaksiyonlarinda direkt olarak ilk iplik cDNA'mn kullanimina izin vermistir. Ilk iplik
cDNA sentezi boyunca tek adimda universal primer baglanma bdlgelerinin dahil
edilmesi adaptor ligasyon ve ikinci iplik sentezi i¢in olan ihtiyact ortadan kaldirmistir

ve bu da kitin en 6nemli avantajini olugturmustur.
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3.4.1 5’ ve 3’ RACE I¢in Kullanima Hazir ilk iplik cDNA Sentezi

5’- ve 3’- RACE ready cDNA sentezi kit i¢erisinde verilen kimyasallar kullanilarak ve
kitin  Ongordiigii protokol uygulanarak gergeklestirilmistir. c¢DNA  sentezini
gerceklestirebilmek i¢in kullandigimiz total RNA miktari 100-1000 ng/uL arasindadir.
cDNA sentezi gerceklestirilirken su adimlar sirasiyla uygulanmistir. Her biri 10 ul olan
5’ ve 3’ ¢cDNA sentez reaksiyonu i¢in iki ayri steril tiip hazirlanarak igerisine sirasiyla
2,0 uL 5X ilk iplik tamponu, 1,0 uL DTT (20 mM), 1,0 uL dNTP Mix (10 mM)
eklenerek nazikce pipetleme ile karistirilarak ardindan vortekleme islemi uygulanmistir
ve ileriki agsamalarda kullanilmak iizere oda sicakliginda muhafaza edilmistir. 5° ve 3’
RACE cDNA’s1 i¢in ekstra olarak ayri ayri iki steril tiip hazirlanmistir. Hazirlanan
tiiplerden 5> RACE cDNA tiipiiniin igerisine 2 uL RNA, 1 pL CDS Primer A ve 0,75
uL dH,0; 3” RACE c¢DNA tiipiiniin igerisine 2 uL RNA, 1 uL 3” CDS Primer A ve 1,75
uL dH,O eklenerek tiipler mikrosantrifiijde kisaca spin edilmistir. Daha sonra tiipler
72°C’de 3 dakika inkiibe edilmis olup sonrasinda 42°C’de 2 dakika sogutma islemi
gerceklestirilmistir. Sogutma isleminden sonra igerigin tiiplin dibinde iyi bir sekilde
toplanabilmesi i¢in 14 000 g’de 10 saniye kisaca spin edilmistir. Bu asamadaki
inkiibasyon ve sogutma islemleri thermal cycler cihazinda yapilmistir. Bu islemden
sonra sadece 5 'RACE cDNA sentezi reaksiyonu igin tiip icerisine 1 pL SMARTer 1A
oligo eklenerek, karisim vortekslenmistir ve tiipler kisaca mikrosantrifiijde spin
edilmistir. Daha sonra her iki tiipede ilk adimda hazirlanmis olan igerisinde 2,0 pL 5X
ilk iplik tamponu, 1,0 uL DTT (20 mM), 1,0 uL dNTP Mix (10 mM) olan tampon
karigimi ile sirasiyla, 0,25 uL RNaz inhibitor (40 U/uL), 1 uL SMARTScribe™ Revers
transkriptaz (100 U) eklenerek son hacimi 10 pl olan 5° ve 3° cDNA sentezi i¢in gerekli
olan reaksiyon karisimi hazirlanmistir. Karigimi nazikge pipetlenerek, karisimin tiipiin
dibinde 1yi bir sekilde toplanmasi i¢in kisace spin edilmistir. Tiipler thermal cyclerda 90
dakika 42° C’de inkiibe edildikten sonra 10 dakika 70° C’de isitlmistir. Kullandigimiz
total RNA’lar 200 ng/puL’den biiyiik oldugu i¢in reaksiyonlarin tizerine 100 puL Tricine-
EDTA tamponu eklenerek seyreltme islemi uygulanmigtir ve cDNA’lar hemen

reaksiyonda kullanilmistir ve kullanilincaya dek -86° C’de muhataza edilmistir.
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3.4.25 ve 3> RACE PCR Teknigi

RACE-Ready cDNA olusturulduktan sonra, farkli genler ile 5° ve 3> RACE islemini
gerceklestirmek i¢in sadece farkli gen spesifik primerler kullanmak yeterli olmustur.
SMARTer RACE protokoliindeki tiim PCR reaksiyonlar1 Advantage® 2 Polimeraz Mix
ile kullanim i¢in optimize edilmistir. Advantage 2 otomatik bir baglangi¢ sicakligi ve
Urlinliniiziin orijinal sekans1 i¢in yiikksek seviyede uygunluk saglayacagi PCR
reaksiyonlarin1 gergeklestirmek igin olanak saglamaktadir (Barnes 1994; Cheng et al.
1994). Sonu¢ olarak, RACE prosediirleri bize miimkiin oldugundan daha uzun

sablonlar1 amplifiye etmek imkani sunmustur.

5’- ve 3’- RACE reaksiyonlart kit icerisinde verilen kimyasallar kullanilarak ve kitin
ongordiigi protokol uygulanarak gergeklestirilmistir. Her bir 50 puL’lik reaksiyon igin
34,5 uL PCR-Grade water, 5 uL. 10x Advantage 2 PCR buffer, 1 uL dNTP, 1 uL 50x
Advantage 2 Polimeraz mix’den olusan master karisim hazirlanmistir. Karisim
icerisinde baloncuk olugmayacak sekilde vortekslenmis ve sonrasinda tiipler
mikrosantrifiijde kisaca spin edilmistir. 5’- RACE fragmentlerinin sentezi i¢in 2,5 pL
5’- RACE c¢DNA, 5 uL UPM (10x), 1 uL. AP1 ve AP2 genine 6zgii i¢ veya dis primer
(10 pM) master karisimdan olusan 0,5 pL steril tiipiin iizerine eklenerek son hacim 50
ul’ye tamamlanmistir. Ayni sekilde 3’- RACE fragmentlerinin sentezi i¢in de 2,5 pL 3’-
RACE c¢DNA, 5 uL UPM (10x), 1 pL AP1 ve AP2 genine 6zgii i¢ veya dig primer
(10 uM) master karigimdan olusan 0.5 pL steril tiipiin tizerine eklenerek son hacim 50
pL’ye tamamlanmistir. PCR tiipleri dongiileri 5x 94 °C’de 30 saniye, 72 °C’de 3 dakika,
5x 94 °C’de 30 saniye, 70 °C’de 30 saniye, 72 °C’de 3 dakika, 20x 94 °C’de 30 saniye,
68 °C’de 30 saniye, 72 °C’de 3 dakika olacak sekilde thermal cycler’a yiiklenmistir.
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3.5 APETALA1 ve APETALA?2 Gen ifadelerinin Belirlenmesi

3.5.1 cDNA Sentezi

Gen ifade analizlerini belirlemek amaciyla tomurcuk, sepal, petal, stamen, karpel
RNA’larindan RT-qPCR uygulamalari i¢in optimize edilmis Thermo Scientific The
Maxima® 1ilk iplik cDNA Sentez kiti kullanilarak ilgili cDNA sentezi
gerceklestirilmistir. Kitin sagladigi en biiyiik avantajlardan biri genis aralikta total RNA
(1 pg - 5 pg) ile ¢alisilabilmesidir. Reaksiyonlart hazirlarken kullandigimiz total RNA
miktarlart 200 — 1000 ng/uL arasindadir. Kitin sagladigi protokole gore ilgili dokular
icin sirasiyla 4 pL 5x Reaksiyon karigimi, 2 pL. Maxima Enzim karisimi, 1 pg olacak
sekilde total RNA ve iizerine yeterli miktarda ddH,O eklenerek 20 uL hacminde cDNA
sentez reaksiyonu kurulmustur. cDNA sentez reaksiyonu Applied Biosystem ProFlex ™
PCR sistemi su sekilde gerceklestirilmistir: Her adim 1 dongii olacak sekilde 25°C’de
10 dakika, 50°C’de 20 dakika ve son olarak 85°C’de 5 dakika 1sitma islemi yapilarak
sentez reaksiyonu tamamlanmistir ve 6rnek hemen kullanilmistir veya kullanilincaya

dek -86°C’de saklanmustir.

3.5.2 RT-gPCR Analizi

AP1 ve AP2 genlerinin ifadesini belirlemek i¢in tomurcuk, sepal, petal, stamen ve
karpel dokularindan elde edilen cDNA'lar kullanilmistir. RT-qPCR uygulamalarinda
kontrol grubu geni olarak T. turcica'dan daha 6nce klonlanmis ve dizilenmis olan /-
Actin geni kullanilmigtir. f-Actin genine ait primer ¢iftleri RT-qPCR uygulamalarinda
kullanilabilecek sekilde 164 bp iirlin veren TtActinF ve TtActinR primer ¢iftleri
kullanilmistir ve bu primerlerin dimer olusturmadiklar1 test edilmistir. TtActinF gen
dizisi 5’-AGCTCAGCTGTTGAGAAGAGC-3" seklinde TtActinR dizisi ise
5'- ACATCGCACTTCATGATCGAG-3' seklinde tasarlanmistir. Calismada kullanilcak
olan AP1 genine ait primer ciftleri ise Cizelge 3.1°de gosterilmis olan ve 127 bp
uzunlugunda {iriin veren 3AP1F2 ile SAPIR2 primerleridir. AP2 genine ait primer
ciftleride Cizelge 3.2°de gosterilmis olan 142 bp uzunlugunda iiriin veren 3AP2F2 ile

5AP2R2 primer c¢iftleridir. Kullanilan bu doért primerin de yine dimer olusturmadiklart
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hem tasarim asamasinda hem de 6n deneme asamasinda test edilmistir. lgili genlerin
¢esitli dokulardaki ifadesini belirlemek i¢cin BIO-RAD CFX96™ Real Time PCR cihazt
kullanilmistir. Bu cihazin ¢alismalar sirasinda bize sagladigi en biiyiik avantajlar cihaz
ile birlikte temin edilen Bio-Rad CFX Manager 3.1 Software bilgisayar paket programi
sayesinde erime egrisi analizi yapabilme ve grafigini ortaya koymasi, ilgili genlerin
calisilan dokulardaki ifadelerini gosteren bar grafigini vermesi ve son olarak da primer
dimer olusumu ve 6zgiil olmayan amplifikasyon {iriinleri gibi hatalar1 gozlemlemeye de
olanak saglamasidir. Calisma Thermo Scientific Maxima SYBR Green qPCR Master
Karigimi (2X) kullanilarak gergeklestirilmistir.

RT-PCR Reaksiyon Kurulumu:

Maxima SYBR Green Karigimi 12,5 plL

Forward Primer (0,3 uM) 0,75 pLL
Reverse Primer (0,3 uM) 0,75 uL
Kalip DNA <500 ng 2,0 uL
ddH,O 9,0 uL

Toplam Hacim: 25 pL

25 upl hacimli RT-PCR reaksiyonu BIO-RAD CFX96TM Real Time PCR cihazinda
asagidaki kosullarda gerceklestirildi:

95°C’de 10 dakika

95°C’de 15 saniye

60°C’de 30 saniye 40 Dongu

72°C’de 30 saniye

95°C’de 10 saniye

Son adimda ise erime sicakligi (melting curve) belirlemek i¢in 65°C’den 95°C’ye 5

saniyede 0,5°C’ye ¢ikacak sekilde uygulanarak reaksiyon tamamlanmistir.
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4. BULGULAR

Bu aragtirmada, c¢alismamizin bir onceki basamagini olusturan Tiirkiye endemigi
(Afyonkarahisar) Thermopsis turcica’da ¢igeklenme genlerinin kismi sekanlanmasi ve
karakterizayonundan yola ¢ikarak ¢igceklenmede sepal ve petal olusumunda gorev alan
APETALALl (AP1) ve APETALA2 (AP2) genlerinin ¢cDNA uglarmin hizli ¢ogaltimi
(RACE) ve RT-gqPCR araciligiyla genlerin Thermopsis turcica’dan alinan tomurcuk,
sepal, petal, stamen ve karpel dokularindaki ifade seviyelerinin belirlenmesi
hedeflenmistir. Bu amagla Oncelikli olarak kismi sekanslama sonucu elde edilen
dizilerden gerekli analizler yapilarak AP1 ve AP2 genleri igin Cizelge 3.1 ve Cizelge
3.2°de verilen gene 6zgii primer sentezi yapilmistir. RACE analizleri sonucu elde edilen
sekans analizlerinde TtAP1 geninin tam ¢cDNA uzunlugunun 1324 niikleotid, protein
kod bolgesinin 714 niikleotid ve proteininin 238 amino asitten olustugu tespit edilmistir.
TtAP2 geninin de RACE analizleri sonucunda tam cDNA uzunlugunun 2308 niikleotid,
protein kod bolgesinin 1638 niikleotid ve proteininin 545 amino asitten olustugu tespit
edilmistir. Tomurcuk, sepal, petal, stamen, karpel dokulari kullanilarak yapilan
RT-qPCR analizleri sonucunda TtAP1 ve TtAP2 genlerinin en fazla sepal en az
stamende ifade oldugu tespit edilmistir. Bu ¢alismanin temelini olusturan tomucuk ve
diger ¢icek dokularmin RNA ekstraksiyonu sonucu elde edilen total RNA’larinin

formaldehit agaroz jel elektroforezi goriintiileri Resim 4.1°de gosterilmektedir.

STAMEN EL

Resim 4.1 Formaldehit agaroz jel elektroforezi sonrasi dokularin jel goriintiileri.
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4.1 APETALAL Molekiiler Karakterizasyonu ve Ifade Analizi

4.1.1 APETALA1L ¢DNA'sinin 5’ ve 3’ U¢larinin Hizh Cogaltim

5’- ve 3’- RACE c¢alismalarinda oncelikli olarak kismi sekanslamalardan elde edilen
dizilerden AP1- benzeri gene 6zgii primer giftleri tasarlanmistir (Cizelge 3.1). 5°- ve 3°-
RACE c¢alismalarinda 6ncelikli olarak ilk iplik ¢cDNA sentezi gerceklestirilmistir ve
sonrasinda bu cDNA'lar kullanilarak ¢cDNA uglarinin hizli ¢ogaltim islemi thermal
cycler’da yapilmistir. Calismalarda oncelikli olarak UPM ile dis primer c¢iftleri
kullanilmistir ve yapilan ¢alismalar sonrasi jel analizlerinden i¢ primer ¢iftlerinin
kullanilmasina gerek olmadigi karar verilmistir. Resim 4.1 AP1- benzeri gene ait 5°- 3’-
RACE PCR friinlerinin agaroz jeldeki boyutlarim1 vermektedir. 5°- ve 3> RACE
analizleri i¢in ikiser PCR fiiriinii sekanslanmistir. Elde edilen dizilerin dogrulugu (int.
Kyn. 4) internet sitesinden karsilastirilarak kanitlanmistir ve sonrasinda 5°- ve 3°-
dizileri birlestirilerek T.turcica APETALAL (TtAP1) genine ait tam uzunlukta cDNA

dizisi elde edilmistir.

Resim 4.2 T.turcica AP1- RACE iiriinlerinin jel gériintiisii.
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5’-ve 3’- RACE iiriinlerinin dizi analizleri asagida verilmistir.

>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’APIA
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 tiim diziler daha 6nceden dizilenmesi yapilmis farkli tiirlere ait bilinen
diziler ile karsilastirilarak CLUSTALW programi ile birlestirilmis (Int. Kyn. 1),
dogrulugu kontrol edilmis ve AP1 geninin tim cDNA sekansi elde edilmistir. Buna
gore Thermopsis turcica’da AP1 genini kodlayan dizi asagida verilmistir. Niikleotid
dizisinde koyu tarali ATG baslama, TAG ise dur kodonudur ve AATAAA
poliadenilasyon sinyalini gostermektedir. Asagidaki dizide alt1 ¢izili bolge dejenere
primerle elde edilmis diziyi, bu bolgenin tist kismi ise 5'-RACE ile elde edilmis diziyi
ve poly(A) kuyrugunu da i¢ine alan bolge 3'-RACE analizleri ile elde edilmis diziyi
gostermektedir. Bu diziden iiretilen 238 amino asitlik dizisi de asagida verilmistir. T.
turcica’dan elde edilen AP1 homologunun tam uzunluk ¢cDNA'st 1074 bg olarak
belirlenmistir. Bu dizide 57 b¢ 5'-UTR (translasyona ugramayan bolge), 714 bg protein
kodlama bolgesi, 270 b¢ 3'-UTR ve 33 bg poli(A) kuyrugundan olugsmustur. TtAP1'in
kodlama dizisinden ¢ikarilmis protein 238 amino asitten meydana gelmektedir ve Sekil

4.1'de gosterilmistir.
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>T. turcica APETALA 1 (AP1) Full cDNA 1.324 nt, protein kod bdlgesi (cds) 714 nt.

TCATAGAAACAAAAAAAAAAGCATTTTTTTTCTCCTCCCCCTTGGGCCGGGG
CGGGGGTGTGGGTCCAAAGGCAAAGGGGATGGTTACACTCACAGTGCTTTC
TCATCACACAGCTCCATACCTGTCCAGAAGAAGAAAGACCCATGAACACAC
TTTCTCACGCTCGTTTCGCTATATTAGCCAGCCTTTAAAGCATATTTCTGGGG
[TTGTTTCCTTTTCCATGTTTGGGATTTTCCTTTGGTAAAAAAGGGAAGAAG
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 olugmaktadir. NCBl'da yapilan BLASTp analizi
sonucunda (Int. Kyn. 2) ilgili protein dizisinin MADS transkripsiyon faktdrii gen
ailesinin bir tiyesi oldugunu gostermistir. Protein dizisinin N-terminal ucunda 59 aa. (2.
- 60. aa) MADS domeni, 14 aa (61. - 74. aa.) I domeni bulunmaktadir. I domenini
takiben 100 amino asitten olusan (75. - 174. aa.) K domeni ve proteinin C-terminal
ucunda 63 amino asitten olusan (175. - 238. aa.) C domeni mevcuttur. Bu transkripsiyon
faktorti tarafindan kodlanan MADS/APL proteinleri ¢i¢ek organi meristem kimlik geni
ve sepal, petal gibi ¢i¢ek organlarinin olusumunu saglayan proteindir. EXPASyY
ProtParam araci (Int. Kyn. 3) kullanilarak elde edilen protein dizisi iizerine baz1 teorik
yorumlar yapilmistir. Bu calisma kapsaminda elde ettigimiz TtAP1 proteini molekiiler
agirhigt (MW) 27655.5 kDA'dur. Dizide bulunan asidik amino asit sayis1 33, bazik
amino asit sayist ise 38 olarak belirlenmistir. Protein dolayisi ile hafif bazik 6zellik
gostermektedir. Proteinin teorik izoelektrik noktasi (PI) 8,93 olarak belirlenmistir.

Hesaplanmis ortalama yar1 6mrii 30 saat civaridir.

714 nuclectides, 238 amino acids, structure: sequence

1 ATOGGAAGGLGTAGG GTGCAGCTOAAGAGD ATAGAGAACAAGATC AATCOCCAGOTAACT TTCTCCAAAAGGAGA

1 M @ R G R VvV @ L K R I E N K I M R Q@ vV T F 5 K R R
76 GCTOOOTTOCTTAAG AAAGCACACGAGATC TCTOTGCTCTGCGAT GCTOAAGTCGLGTTE ATTGTCTTCTCCAAC
28 A G L L K K A H E I 5 Vv L C D A E WV A L I v F 5 N
151 AAAGGAAAGCTCTTT GAATATGCCACTGAT TCATOCATGGAGAAG ATACTOGOAACGCCAT GARAGOTATOCCTAT
31 K G K L F E ¥ A T D 5 €C M E K I L E R H E R ¥ A Y
226 OCAGAGAGACAGATG GADGCAAATGATTCT GAGACACAGGEOAAAT TOCACCOTTGAATAT ACTAGACTCAAGOCA
78 A E R Q@ M E A N D 5 E T @ & N W T Vv E Y T R L K A
3@1 AGGATTGACCTTTTGO GAGAGAAACCACAGG CATTACATOGOAGCA GATTTGOOTTCAATG AGLCTCAAAGAGCTT
21 R I D L L E R W H R H Y M G A DL G 5 M 5 L K E L
376 CAAAGTCTOOAACAG CAOQTTAGATACTGCT CTCAARACCATTCOT ACACGCAGAAACCAA CTCATGTACGAGTCC

126 @ 5 L E Q Q L DT A L K T I R T R R N ©Q L MY E 5
451 ATTTCTGAGCTTCAT AAAAAGGOAGAAAGTG ATACAAGAGCAGAAT AACATOLTCGOCAARA AAGATCAAGOAGAGA
151 I 5 E L H K K E K V¥ I ¢ E Q@ N M M L A K K I K E R

526 GAGAAGGTTOCAGCA CAQCAGGCTGECACAA TOGOATCAATCAAAC TACAGAGTTGATACA TCTTACTTAATACAG
176 E K ¥V A A Q g A A Q W I @ 5 N ¥ R WV D T S Y L I Q@
6@1 CAGCCCCTTTTGOGAG ATOGETOGTAATTAT COTCAGOAAGLACCA GCAGTAGOGAGGAAT GAGCTTGACCTCACC
281 9§ P L L E M G G N Y R ¢ E A P A W G R N E L DL T
676 CTOGAACCATTATAT ACCTOLCACCTTGGEA TGCTTTTGA

226 L E P L ¥ T C H L & C F *

Sekil 4.1 TtAP1 genine ait agik okuma ¢ergevesi, niikleotid ve aminoasit sekanslari
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4.1.2 Filogenetik Iliski

TtAP1 proteinine ait dizinin NCBI gen bankasina daha onceden girilmis dizlerle
hizalama ve filogentik iliski kurmak icin MEGAG6 paket programi kullanilmistir. Elde
edilen dizinin bircok bitkiye ait TtAP1 geni ile biiyilkk benzerlik i¢inde oldugu
belirlenmistir. Gen bankasinda bulunan yaklagik 100 farkli APETALAL benzeri gen ile
%67-88 aras1 benzerlik orani tespit edilmisti. MEGAG6 paket programi ile yapilan
filogentik iliski Sekil 4.2°de ve bununla iligkili olarak benzerlik oranlarinin yer aldigi
veriler Cizelge 4.1°de verilmistir. Analizde bu calismada belirlenmis diziye en yiiksek
oranda benzerlige sahip 20 farkli bitki tiiriine ait TtAP1 benzeri gen protein dizisi ile
karsilastirma yapilmistir. 10000 boostrapt ile yapilan Neighbor-Joining metoduna gore
21 farkh dizi iki ana kiimede gruplanmistir. Birinci kiimede kendi i¢inde dort alt
kiimeye ayrilmistir. 1. alt kiimede, longan (Dimocarpus longan), kakao (Theobroma
cacao), uziim (Vitis vinifera) ve kavak (Populus euphratica) tiirlerine ait AP1
proteinleri yer almustir. Ikinic alt grupta ise hint fistig1 olarak bilinen bir agag tiirii
(Jatropha curcas) tek basina kiime olusturmustur. Ugiincii alt kiimede ise Adi Hus
Agact (Betula pendula) ve beyaz hus agaci (Betula platyphylla) olarak bilinen iki
btikiye ait AP1 proteini bulunmaktadir. 1. kiimenin dordiincii alt grubunda ise Brassica
ailesine ait yem salgami (Brassica rapa), keten (Camelina sativa), Arabidopsis lyrata
ve Arabidopsis thaliana bitkilerine ait AP1 proteinleri yer almistir. Ikinci ana kiimede
ise tim T. turcica ile birlikte leglim bitkileri yer almistir. 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 bortilce (Vigna unguiculata) olarak belirlenmistir.
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7£| DIAP1 (Dimocarpus longan)
100 TcAP1 (Theobroma cacao)

VVAP1 (Vitis vinifera)
56 PeAP1 (Populus euphratica)

JCAP1 (Jatropha curcas)

58 — BpAP1 (Betula platyphylla)
100 L— BpAP1 (Betula pendula)

r AtAP1 (Arabidopsis thaliana)

100 ALAP1 (Arabidopsis lyrata)
\87|'/L7 BrAP1 (Brassica rapa)
56 L CsAp1 (Camelina sativa)

95  MIBM5A (Medicago truncatula)
95! I-_—MtPIM (Medicago truncatula)

PsAP1 (Pisum satiwum)

100

CaAP1 (Cicer arietinum)
LjAP1a (Lotus japonicus)

100 [ GMAP1 (Gycine max)

L vuAP1 (Vigna unguiculata)
47 TtAP1 (Thermopsis turcica)
GsAP1 (Glycine soja)

91
99 PVAP1 (Phaseolus wilgaris)

 E——
0.05

Sekil 4.2 T. turcica APETALA1 (TtAP1) protein dizisinin filogenetik iliskisi. MEGA6
progranu ile olusturulmus olan filogenetik agacta siralannus tiirlerin GenBank (int.
Kyn. 4)’de yer alan protein kodlar1 alfabetik olarak verilmistir : Arabidopsis lyrata
AP1 (AAM28462.1); Arabidopsis thaliana AP1 (NP_177074.1); Betula pendula AP1
(CAA67967.1); Betula platyphylla AP1 (AFV92462.1); Brassica rapa APl
(XP_009105460.1); Camelina sativa AP1 (XP_010511937.1); Cicer arientinum
AP1(XP_004509754.1); Dimocarpus longan APl (AEZ63951.1); Glycine max
AP1(XP_003547792.1); Glycine soja AP1(KHN29957.1); Jatropha curcas APl
(KDP41335.1); Lotus japonicus APla (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 APl (XP_007045796.1); Vigna
unguiculata AP1(BAJ22385.1); Vitis vinifera AP1 (AAT07447.1).
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Cizelge 4.1 T.turcica AP1 proteini ile 20 AP1 benzeri proteinin benzerlikleri ve protein/gen kodlari. Mevceut analiz BLASTp analiz sonucunda elde
edilmistir (Int. Kyn. 4).

No Tir Adi Protein Adi Maks. Toplam TAPLYI E degeri Benzerlik Protein Kodu Gen Kodu
Puan Puan kapsamasi
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 APla 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 le-123 %73 AAT07447.1 AY538746.1
K-box region and MADS-box
14  Theobroma cacao transcription factor family 361 361 %100 5e-123 %73 XP_007045796.1 XM_007045734.1
protein
15 Dimocarpus longan APETALA 1-1 348 348 %100 le-117 %73 AEZ63951.1 JN609254.1
16  Populus euphratica CAULIFLOWER A-like 345 345 %100 le-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 APETALA1 347 347 %100 3e-117 %68 XP_010511937.1 XM_010513635.1
19 Brassica rapa APETALA1 346 346 %100 9e-117 %67 XP_009105460.1 XM_009107212.1
20 Arabidopsis thaliana ~ APETALA 1 330 330 %100 le-110 %67 NP_177074.1 NM_105581.2
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4.1.3 T. turcica'min Farkh Dokularinda TtAP1 Geni ifadesi

TtAP1 geninin fonksiyonel rolii hakkinda bilgi edinebilmek i¢in TtAP1 ¢cDNA’sinin
goreceli seviyesi T. turcica gigek tomurcugu, sepal, petal, stamen ve karpel organlarinda
gercek zamanli PCR yontemi ile analiz edilmistir. Kurulan reaksiyon sonucu cDNA ile
hazirlanan kontrol geni S-Actin ve hedef gen TtAP1’in amplifikasyonunun basarili bir
sekilde gerceklestigi gozlenmistir. Reaksiyonun dogrulugunu goézlemlemek amaciyla
oncelikle kontrol gen, hedef genin agaroz jel elektroforez goriintiileri ile kontrol geni ve
hedef genin beklenen uzunlukta iiriin verdigi tespit edilmistir (Resim 4.3). Sonrasinda
ise reaksiyon sonucunda olugan ve sistemin otomatik olarak verdigi erime egrisi
grafiginde kontrol geni ile hedef genlerin kendi i¢lerinde ayn1 T,, derecesinde tepe
noktast vermesi ile reaksiyonun dogrulugu tespit edilmistir (Resim 4.4). Son olarak
TtAP1 geninin 5 farkli ¢igek organindaki ifadesi tespit edilmistir ve en fazla ifadesi

sepal organinda, en az ifadesi ise stamen organinda tespit edilmistir (Resim 4.5).

APETALA 1

i i

TORURCUX SEPAL FETAL STANEN KARPIEL

TONURCUK  s5pal  peETAL STANEN KARPEL

Resim 4.3 p-Actin ve TtAP1 geninin RT-qPCR sonrasi agaroz jel goriintiisii
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Cycles

Sekil 4.3 p-Actin ve TtAP1 genleri i¢in ger¢cek zamanli amplifikasyon egrileri

«d(RFU)T

Temperature, Celsius

Sekil 4.4 p-Actin ve TtAP1 genlerinin standart erime egrisi grafigi
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Sekil 4.5 TtAP1 geninin karpel, petal, sepal, stamen ve tomurcuk dokularinda ifade seviyesini
gosteren bar grafigi
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4.2 APETALA2 Molekiiler Karakterizasyonu ve Ifade Analizi

4.2.1 APETALA2 ¢cDNA'simin 5’ ve 3’ Ug¢larimin Hizhh Cogaltim (5°- 3°- RACE)

5’- ve 3’- RACE c¢alismalarinda oncelikli olarak kismui sekanslamalardan elde edilen
dizilerden AP2- benzeri gene 6zgii primer ¢iftleri tasarlanmistir (Cizelge 3.2). 5°- ve 3’-
RACE c¢alismalarinda 6ncelikli olarak ilk iplik cDNA sentezi gerceklestirilmistir ve
sonrasinda bu cDNA'lar kullanilarak ¢cDNA uglarinin hizli ¢ogaltim islemi thermal
cycler’da yapilmigtir. Calismalarda Oncelikli olarak UPM ile dis primer ciftleri
kullanilmistir ve yapilan calismalar sonrasi jel analizlerinden ekstra bant olusumu
gozlenmistir. Bunun tizerine dis primer ile gogaltim1 yapilan PCR fiirlinlerinden UPM
primer ile i¢ primer ciftlerinden nested PCR uygulamasinin yapilmasina karar
verilmigtir. Yapilan nested PCR sonucunda PCR firiinleri agaroz jel elektroforezinde
yiriitiilmiis ve hedeflenen tek bantlar elde edilmistir. Resim 4.3 AP2- benzeri gene ait
5’- 3’- RACE PCR firiinlerinin agaroz jeldeki boyutlarini vermektedir. 5’- ve 3° RACE
analizleri igin ikiser PCR iriinii sekanslanmistir. Elde edilen dizilerin dogrulugu
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/  internet  sitesinden  karsilastirilarak  dogrulugu
kanitlanmistir ve sonrasinda 5°- ve 3’- dizileri birlestirilerek T.turcica APETALA2
(TtAP2) genine ait tam uzunlukta cDNA dizisi elde edilmistir.
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Resim 4.4 (A) UPM ve dis primer giftleri ile yapilan PCR iiriinlerinin jel goriintiisii. (B) I¢
primer ciftleriyle yapilan nested PCR sonucu PCR iiriinlerinin jel goriintiisii
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5’- ve 3’- RACE iriinlerinin dizi analizleri agagida verilmistir.

>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
TTGTTAAGAAAAAAAAAAAAAAAAAGGGGCCCCCTTTTTTTTTTTTTTTITTA
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 tiim diziler daha onceden dizilenmesi yapilmis farkli tiirlere ait bilinen
diziler ile karsilastirilarak (Int. Kyn. 1) internet sitesine ait CLUSTALW programu ile
birlestirilmis, dogrulugu kontrol edilmis ve AP2 geninin tim cDNA sckansi elde
edilmistir. Buna g6re Thermopsis turcica’da TtAP2 genini kodlayan dizi asagida
verilmistir. Niikleotid dizisinde koyu tarali ATG baslama, TAG ise dur kodonu ve
CATCATCATCAGATT niikleotid dizisi miRNA172’ye baglanma bdlgesidir.
Asagidaki dizide alt1 ¢izili bolge dejenere primerle elde edilmis diziyi, bu bolgenin iist
kismi ise 5'-RACE ile elde edilmis diziyi ve poly(A) kuyrugunu da igine alan bolge 3'-
RACE analizleri ile elde edilmis diziyi gostermektedir. T. turcica’dan elde edilen TtAP2
geninin tam uzunluk ¢cDNA's1 2308 bg olarak belirlenmistir. Bu dizide 473 bg 5'-UTR,
1638 bg protein kodlama bolgesi ve 200 bg 3'-UTR bolgesinden olusmustur. Bu diziden
iretilen 545 amino asitlik dizisi de agsagida verilmistir. Tiim ¢abalarimiza ragmen dizide
poliadenilasyon bolgesine ve poly(A) kuyruguna ulasilamamistir. TtAP2 genine ait agik

okuma cergevesi, niikleotid ve aminoasit sekanslari toplu olarak Sekil 4.6’de verilmistir.

> T. Turcica APETALAZ2 (AP2) Full cDNA 2.308 nt ve protein kod bolgesi (cds) 1.638
nt.
ACGGAGGCGGCGTCTAGCTATTACATAAATATATTAAACTGTGTGTTATTAG
TGTAAGGTGCGTAGATCATATAAACGTGGGGTGTAGAGGGCGAGGAGAGA
ATACGACGCCACACACACCCTCCCTCTTCTTCTTTCTCTCATGCGGGGGGGG
GATTTTTTCCTCATCTACAACACGCAACCACCAATTATACTCTTTTTTTTTTT
TTTTTTTTCCCCCCCCCCCTCTTTTTTTTTCCCCCCCGGAGGGAGAAAAAAAA

AGGGACACAGAAAGGCCCCCCCCCCCCCCCCTTTTTTTTTTTCAAAAAAAAA
AACCCCGGGGTTTTTTTTTTTTGTTGGGGGGAAAAAAGAACCGGGGGGGCC
CCCCTCTTTTTTTTTTTAGTAAAAAGATCGTGTGGGTAGAAAAAAGATGGTT

TTTTTTACAGCAATAGCTGGGGGAGGAAGAAAAAAAATCTCATCCTTTGTG
CATAATAATGTGGGATCTCAACGACTCCCCCGCTCAGAAAAAAAAAAGTGG
TGAGGAGTTTTCTGAAGGGTGTTCTTCTTTCATCACTTCATCGGAGGAGGAT
GATGATAACAACAAAGAAAAAAAAGAAGGATCTTTTTCTAACACAACTACT
TCTGCAGCGGTAATAGAAGACGGATCAGAAGAAGAAGAAGAAAACAGAAC
CATAAAGAAACGAAGTAGCAAGATTTTTGGGTTCTCTGTTACTCATGAAAAT
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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
HHRSDTLSQGWLQKNGFHTLMRPSGSLNCSKIFCLPPCHQIISPHIFYLASKQEL
MMR

TtAP2 proteini 545 amino asitten olusmaktadir. NCBI'da yapilan BLASTp analizi
sonucunda (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) ilgili protein dizisinin AP2/EREBP
(ethylene responsive element binding protein) transkripsiyon faktorii gen ailesinin bir
tiyesi oldugu kanitlanmigtir. Bu transkripsiyon faktorii tarafindan kodlanan AP2
proteinleri ¢igek organi meristem kimlik geni ve sepal, petal gibi ¢igek organlarinin
olusumunu saglayan proteindir. EXPASy ProtParam internet sayfasi uygulama araci
(Int. Kyn. 3) kullanilarak elde edilen protein dizisi iizerine bazi teorik yorumlar
yapilmistir. Bu caligma kapsaminda elde ettigimiz TtAP2 proteini molekiiler agirlig
(MW) 60744.1 kDA'dur. Dizide bulunan asidik amino asit sayisi 66, bazik amino asit
sayist ise 62 olarak belirlenmistir. Protein dolayist ile hafif asidik 6zellik
gostermektedir. Proteinin teorik izoelektrik noktasi (PI) 6,67 olarak belirlenmistir.

Hesaplanmis ortalama yar1 6mrii 30 saat civaridir.
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1638 nuclectides, 546 amino acids, structure:

1ATETEGEATITCAAD
1M W D L N
TEATCACTTCATCGEAG
26 I T 5 5 E
151 GCAGCSETAATAGAL
314 A W I E
2AEGEEETTCTOTGTTALT
788 F 5 ¥V T
IBLTTTCCGETEGAGEAE
el F P WV E E
ITECATTESETTGETETE
126 H W WV G W
A1 AACAASASTIETAGA
1531 K K 5 R R
S2ETEEGAATITIATATA
176 W E 5 H I
G8lGCATATEATACAELGE
8l & Y O R &
BTECACTTSAAECALATE
226 D L K Q@ WM
TILAGASEALSCTOOANL
2531 R 6 5 5 K
B2 CEARARARETACETT
276 6 K K ¥ W
LElALATECAATEECLAN
3@l K © W @6 K
BTEACCACALATECACAT
IZ6 T T W & D
1851 GEEAATCACACICCN
3316 W H T P
1126 AAECCTARELTGETE
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1281 GAASCITTELEGEATE
481 E A L R M
1276 AGETCTCOTGEAGAN
426 R 5 P G E
1351 ATCAATESAGECAGA
451 I W G G R
1426 TTATTTASCACTELT
476 L F 5 T &
1581 AATSESTTCIAZALT
S8l N 6 F H T
1576 CAARTIATCATATIT
526 § I I I 5

GACTCCCCCGCTCAR
DS P A @
GAGGATEATGATALS
E D DD M
GACGEATCAGALGAL
D& 5 E E
CATGAMANTGATELS
H E M D E
AGTGATATCGCCECC
S D I &4 &
ANATTTTGTCAATCA
K F C @ S
GEACCAAGETCALGE
@ P R S5 R
TGEEGATTGTGEEALLL
W D C G K
GCTATTALGTTCCGA
A I K F R
AGCAATCTEACTALS
S N L T K
TATAGAGGTGTALCA
¥ R @ v T
TATCTGEGTTTGTTT
¥ L @ L F
GAGGCCETCACCALT
E a4 v T M
CACAATCTGGATTTA
H N L D L
ANTACTTCAMCTCAT
M T 5 T H
AGTATATTACCALNA
S I L P K
CTAMGTCAANCTCAC
L 5 g T H
TCTCAMATECTTCAC
S g M L H
ATTGEAAGTGACCTT
I 6 5 DO L
GCATCATCATCAGAT
A 5 5 5 @D
CTCATGAGACCCTCT
L M R P S
CCTCATATTTTCTAT
P H I F ¥

ABANANARANGTGEET
K K K 5 @
AN CAANGAANANANA
M K E K K
GAAGANGAANACAGA
E E E N R
TCCATGEATAGTEAL
S M O 5 E
GCATCAAGTGETEGT
A 5 5 G @
GAANATCTCGETACT
E N L & T
AGTTCACAATATAGA
S 5 Qg ¥ R
CAAGTGTATCTGEGT
Q@ Vv ¥ L G
GEAATAGAAGCAGAT
@ I E &4 o
GAAGALTTTGTGOAL
E E F W H
TTECACALGTETEGA
L H K C @
GACACTEAGATTEAL
o T E I E
TTTGATCCANGCATC
F D P 5 I
AGTTTAGGCAATTCC
S L 6 N 5
GATCAMCACATGCTA
DQ H M L
CCATETAGTAATAGA
P C 5 N R
CTTCATTCTTCAGTC
L H 5 5 V
ANTTTTGCACATCTT
MOE A H L
TCATTATCAATGAAT
S L 5 M M
TCOCACCACAGATCA
S H H B S
GEATCACTAMACTGT
@ 5 L N C
CTAGCTAGTAMNCAA
L & 5 K @
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sequence

GGEETETTCTTCTTTC
@ C 5 5 F
AACACAACTACTTCT
M T T T s
AGTAGCALGATTTTT
5 5 K I F
CTEACTCGECAGTTT
L TR @F
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CATGCAGCTGCTOET
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AGEAGTEGEGEETAGE
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L H @ E =
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R Y @ P ¥
CATTTTCCCAGCAGE
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AATCATGECCTCACA
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GETTEGCTECAGALS
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CTACCGCCTTETCAT
L PP C H

TaA
-

Sekil 4.6 TtAP2 genine ait agik okuma ¢ergevesi, niikleotid ve aminoasit sekanslari



4.2.2 Filogenetik Tliski

TtAP2 proteinine ait dizinin NCBI gen bankasina daha oOnceden girilmis dizilerle
hizalama ve filogentik iliski kurmak icin MEGAG6 paket programi kullanilmistir. Elde
edilen dizinin birgok bitkiye ait TtAP2 geni ile biiyilk benzerlik iginde oldugu
belirlenmistir. Gen bankasinda bulunan yaklagik 100 farkli APETALAZ2 benzeri gen ile
%59-80 aras1 benzerlik orani tespit edilmistir. MEGAG6 paket programi ile yapilan
filogentik iliski Sekil 4.7°de ve bununla iliskili olarak diziler arasindaki benzerlik
oranlar1 Cizelge 4.2°de verilmistir. Analizde bu ¢alismada belirlenmis diziye en yiiksek
oranda benzerlige sahip 18 farkli bitki tiiriine ait TtAP2 benzeri gen protein dizisi ile
karsilastirma yapilmistir. 10000 boostrapt ile yapilan Neighbor-Joining metoduna gore
T. turcica TtAP2 ile birlikte 19 farkli dizi iki ana kiimede gruplanmustir. Birinci kiimede
kendi iginde dort alt kiimeye ayrilmistir. 1. alt kiimede, Populus trichocarpa, Populus
tomentosa, Coffea canephora ve Betula platyphylla tiirlerine ait AP2 proteinleri yer
almistir. Ikinici alt grupta ise Glycine soja ve Medicago truncatula yer almistir. Ugiincii
alt kiimede ise Jatropha curcas AP1 proteini tek basina yer almistir. 1. kiimenin
dordiincti alt grubunda ise Cicer arietinum, Theobroma cacao ve Vitis vinifera
bitkilerine ait AP1 proteinleri yer almistir. T. turcica ise ikinci ana kiimede birkag
legiim ve diger bitkiler ile birlikte yer almstir. Ikinci kiime 3 alt kiimeden olusmustur.
1. alt kiimede Malus domestica, Prunus persica ve Gossypium arboreum’dan
olusmustur. 2. alt kiime ise Thermopsis turcica, Phaseolus vulgaris ve Fragaria
vesca’dan olugsmustur. 3. alt kiime Morus notabilis, Glycine max ve Pisum sativum 'dan

olusmustur.
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100 — PtAP2 (Populus trichocarpa)
44 L ptap2 (Populus tomentosa)
CcAP2 (Coffea canephora)
10 BpAP2 (Betula platyphylla)

28

_{ GsAP2 (Glycine soja)
21 29 MEAP2 (Medicago truncatula)
JcAP2 (Jatropha curcas)

CaAP2 (Cicer arietinum)

24 TcAP2 (Theobroma cacao)
52 VWAP2 (Vitis vinifera)

MdAP2 (Malus domestica)

ag
el PpAP2 (Prunus persica)

GaAP2 (Gossypium arboreum)

99 TIAP2 (Themmopsis turcica)
100 L PVAP2 (Phaseolus wigaris)
FvAP2 (Fragaria vesca)
1 MnAP2 (Morus notabilis)
20 | GMAP2 (Glycine max)
100 | PsAP2 (Pisum satiwm)

M
0.2

Sekil 4.7 T. turcica APETALA2 (TtAP2) protein dizisinin filogenetik iligkisi. MEGA6
progranu ile olusturulmus olan filogenetik agacta siralannus tiirlerin GenBank (int.
Kyn. 4)’de yer alan protein kodlar1 alfabetik olarak verilmistir : 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 (AGMZ20693.1), 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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Cizelge 4.2 T.turcica AP2 proteini ile 18 AP2 benzeri proteinin benzerlikleri ve protein/gen kodlari. Mevcut analiz BLASTp analiz sonucunda elde
edilmistir (Int. Kyn. 4).

Maks.  Topl TtAP2'yi . .
No Tiir Adi Protein Adi axs oplam y E degeri Benzerlik  Protein Kodu Gen Kodu
Puan Puan kapsamasi
1 . . Floral homeotic protein 0 0
Glycine soja 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
. Transcription factor 0 0
5 Medicago truncatula APETALA? 615 615 %93 0.0 %72 XP_003611692.1 XM_003611644.1
Transcription factor 0 0
6 Theobroma cacao APETALA? isoform 1 565 565 %93 0.0 %67 XP_007047337.1 XM_007047275.1
- Floral homeotic protein 0 0
7 Morus notabilis APETALA 2 498 498 %84 8e-168 %65 XP_010109804.1 XM_010111502.1
8 Pisum sativum APETALZ2-like protein 574 574 %93 0.0 %65 AAK14326.1 AF325506.1
e transcription factor 0 0
9 Vitis vinifera 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 JHL03K?20.2 527 527 %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
. Floral homeotic protein 0 0
13 Gossypium arboreum 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 AEL?29576.1 JN247408.1
16  Populus tomentosa AP2-1 493 493 %93 le-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
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4.2.3 T. turcica'min Farkh Dokularinda TtAP2 Geni ifadesi

TtAP2 geninin fonksiyonel rolii hakkinda bilgi edinebilmek i¢in TtAP2 ¢cDNA’sinin
goreceli seviyesi T. turcica c¢icek tomurcugu, sepal, petal, stamen ve karpel organlarinda
gercek zamanli PCR yontemi ile analiz edilmistir. Kurulan reaksiyon sonucu cDNA ile
hazirlanan kontrol geni S-Actin ve hedef gen TtAP2’in amplifikasyonunun basarili bir
sekilde gerceklestigi gbzlenmistir. Reaksiyonun dogrulugunu goézlemlemek amaciyla
oncelikle kontrol geni ile hedef genin agaroz jel elektroforez goriintiileri ile kontrol geni
ve hedef genin beklenen uzunlukta iriin verdigi tespit edilmistir (Resim 4.5).
Sonrasinda ise reaksiyon sonucunda olugan ve sistemin otomatik olarak verdigi erime
egrisi grafiginde kontrol geni ile hedef genlerin kendi iglerinde ayn1 T, derecesinde tepe
noktas1 vermesi ile reaksiyonun dogrulugu tespit edilmistir (Sekil 4.8 ve 4.9). Son
olarak TtAP1 geninin 5 farkli ¢icek organindaki ifadesi tespit edilmistir ve en fazla

ifadesi sepal organinda, en az ifadesi ise stamen organinda tespit edilmistir (Sekil 4.10).

TONURCUX SEPAL

Resim 4.5 g-Actin ve TtAP2 geninin RT-qPCR sonrasi agaroz jel goriintiisii
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Amplification
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Temperature, Celsius

Sekil 4.9 S-Actin ve TtAP2 genlerinin standart erime egrisi grafigi
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Relative Nommalized Expression
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Sekil 4.10 TtAP2 geninin karpel, petal, sepal, stamen ve tomurcuk dokularinda ifade seviyesini
gOsteren bar grafigi
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5. TARTISMA ve SONUC

Vejetatif tireme, ¢igeklenmenin kurulumu, ¢icek organlar sepal, petal, stamen ve karpel
kimliklerinin olusumu, ¢icek organlarinin gelisimi, tozlagsma, embriyo gelisimi ve
nihayetinde meyve olugsmuna kadar gecen gelisimsel siire¢ bitki biliminin en ilging
arastirma konularindan birisini olusturmaktadir. Cigek meristemi ve ¢igek organ kimlik
genleri genelde homeotik transkripsiyon faktorlerini kodlar ve bu faktorler ilgili
genlerin ifade olmasimi saglayarak bitkinin ¢igeklenmeye gecisini ve bitki c¢igegi
olusumunu saglarlar. Cigcek organlarin sayis1 ve petal rengi gibi ¢icek yapist ve sekli
bitkilere 6zgiidiir. Bitkiler tiir, cins ve familya seviyesinde farkli ¢iceklenme planlarina
sahiptir. Ancak; bu farkliliklara ragmen c¢iceklenmenin kurulumunda ve ¢icek organ
kimlik genlerinin olusumunda calisan homeotik transkripsiyon faktorlerini kodlayan
genler cicekli bitkilerde korunmustur. Bu ¢alismada, tiim leglim bitkileri i¢inde ¢oklu
karpel iiretimine sahip olmasi yonii ile 6zel bir yere sahip olan Tiirkiye endemigi gen
kaynagimiz Thermopsis turcica'nin bazi ¢igek meristem ve ¢icek organ meristemi
genlerinin izolasyonu ve ifadesel karakterizasyonu TUBITAK 212T099 nolu proje
kapsaminda devam etmektedir. Cicek organ kimlik genleri ABCDE modeli
cercevesinde sepal (A-E smifi genler), petal (ABE smifi genler), stamen (BCE simifi
genler), karpel (CE) ve tohum taslagi (CDE sinifi genler) olusumundan sorumludur.
T. turcica'nin bu ilging morfolojik 6zelliginin anlagilmasinda tiim genlerin yapisal ve
fonksiyonel analizleri arastirilmistir. Bu yiiksek lisans tez ¢alismasi kapsaminda ise A-
fonksiyonlu MADS kutulu transkripsiyon faktoric AP1 ve AP2 ailesi transkirpsiyon
faktorii AP2 gen homologlar1 PCR temelli yontemle T. turcica ¢igek tomurcuklarindan
izole edilmistir. Bu genlerin ¢icek tomurcugu ve ¢i¢ceklenme Oncesi yari-agik ¢icekten
alinan sepal, petal, stamen ve karpel dokularindaki goreceli gen ifadesi ger¢cek zamanli

nicel PCR (RT-qPCR) yontemi ile analiz edilmistir.

Arabidopsis genomunda 100 civart MADS kutulu gen oldugu belirlenmistir (Ratcliffe
and Riechmann 2002, Riechmann et al. 2000, Pilletteri et al. 2004) . Bu genlerin dokuz
alt grupta toplanabilecegi ileri siiriilmiistiir (Theissen et al. 2000, Pilletteri et al. 2004).
Bu genlere ait dizilerin benzerligi gen kopyalanmasi ve bazi genlerin diger genlere ait

gorevleri de yerine getirip getiremiyecegi tizerinedir (Pilletteri et al. 2004). Arabidopsis

68



APETALAL (AP1) ve Antirrhinum homologu SQUAMOSA (SQUA), SQUA altailesine
ait (ayn1 zamanda AP1/AGL9) alt ailesi) MADS kutulu genlerdir (Theissen et al. 2000,
Tsaftaris et al. 2004). AP1 ve SQUA sirasiyla Arabidopsis ve Antirrhinum'da ¢igek
meristeminin kurulmasinda LEAFY geni ile birlikte anahtar diizenleyici bir role sahiptir.
Bunun yanisira, A sinifi gen olarak APETALA2 (AP2) geni ile birlikte ¢icek organlari
sepal ve petal kimliginin kazanilmasi ve gelisiminden sorumlu oldugu gosterilmistir.
AP1'in Arabidopsis ve Antirrhinum'daki bu ¢ift roli AP1 homologu olan bezelye
PEAM4 geni icinde gecerli oldugunun ispatlanmasi bu ¢ift roliin diger bitkilerde de
korundugunu gostermistir (Berbel et al. 2001). AP1/SQUA gen homologlar1 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

kismen izole edilerek yapisal karakterizasyonu yapilmaistir.

Niikleotid dizisinden ¢ikarilmis 238 amino asitten olusan TtAP1 proteinin MADS, I, K
ve C domen yapilar ile legiim bitkileri i¢in daha onceden belirlenmis AP1 benzeri
protein dizileri biiyiik bir yapisal benzerlik i¢indedir (Dong et al. 2005, Chi et al. 2011).
MADS kutulu genlerin iirettigi proteinlerin yapisindaki dort protein domeni arasinda en
cok degisken amino asit dizisine sahip olan1 C domenidir (Litt and Irish 2003). euAP1
benzeri motif, RRNaLAT/NLa ve fernelizasyon motifi olarak bilinen CAAX seklinde
iki korunmus bolge icermektedir (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.
Dolayisiyla bu genler yapisal 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 uglarma farnesil olarak adlandirian 15
karbonlu izopronidi sistein (C) amino asidine  ekler. APLl'in fernelizasyonu,
fonksiyonunu ve transkripsiyon faktorii olarak 6zelligini etkileyebilir (Tsaftaris et al.
2004). TtAP1 proteinin C domeni ucundaki son amino asitlerde net bir sekilde ecuAP1-

benzeri motif belirlenmistir (Sekil 5.1). L. jopanicus, P. sativum ve G. max gibi

69



leglimlerden izole edilen AP1 benzeri proteinlerin yapilarinda euAP1-benzeri motif
rapor edilmistir (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 belirlenmemistir. Berbel ve ark. (2006) bu durumu legiimlerde
AP1 fonksiyonu i¢in posttranslasyonal diizenlemeye gerek duyulmayabilecegi seklinde
aciklamistir. N-J metod temelinde yapilan filogenetik iliski dendrogramina gore TtAP1
protein dizisi, yaymlanmis veya yayinlanmadan dogrudan NCBI'ya teslim edilmis diger
legimler igin belirlenmis AP1 homologlar1 biiyiik bir dizi benzerligine (%75-88)
sahiptir ve birlikte kiimlenmistir (Cizelge 4.1 ve Sekil 4.2). Calismamizda bionformatik
araclarla gergeklestirdigimiz tiim analizler TtAP1 geninin Arabiodipsis AP1 benzeri gen

oldugunu gostermistir.

MADS domain | Domain K Domain
Trrcics PGRGRVLKATEUKTIRQHTESKARAGLLKAHESVLCDARVALIVESKGKLFEVATD SCHEKTLERHERVAVAERQYEANDSETOGHTVEYTRLKARTDLLERMHRHVNGAOLESY 120
Cardetinug PERGRLKRTEINTHRTFSKARAGLLKKAHETSVL COMEVALIVFSHKGKLFEVATD SCHEKTLERVERYSYAERQLVAIDSESQGITIENTRLEATOLLORVRAYGEDLGSY 123
Psatium PRRGRYLKRTEINTHRVTFSKRRAGLLKKAHETSVLCOAEVALIVFSHKGKLFEVATD SCHEKTLERVERYSVAERQLVAIDSESQGIMTIEVTRLEAKTOLLORWRHYGEDLGTH 123

Mruncatula MGRGRVOLKRTENKTHRQUTF SKRRAGLLKKARE ISVLCDAEVALIVF SHKGKLFEYATD SCHERTLERYERYSYAERQLVANDSESQGINTIEYTRLKAKTOLLORNYRAYMGEDLGS! 120
MeruncatulePIfl  MGRGRVOLKRIENKTNAQUTFSKRRAGLLKKAHESVLCDAEVALIVF SHEGKLFEYATD SCHERTLERYERYSYAERQLVANDSESQOHNTIEYTRLKAKTOLLORNYRAYMGEDLGS! 120

Lizponicus IWaRGRVOLKRIENKTNRQTFSKRRAGLLKKARETSVLCDAEVALTVF SHKGKLFEYATD SCMEKTLERYERYAYAERQLVANDSESQGHWTIEYTRLKAKIDLLORNHRHYMGEDLGSY 128
Vunguiculsta IaRGRVOLKRIENKTHRQTF SKRRAGLLKKARETSVLCDAEVALTVF SHKGKLFEYATD SCMEKTLERYERYAYAERQLVANDSESQGHWTIEYTRLKAKIDLLORNHRHYMGEDLGSY 128
(max IaRGRVOLKRIENKTHRQTFSKRRAGLLEKARETSVLCDAEVALTVF SHKGKLFEYATD SCMEKTLERYERYAYAERQLVANDSESQGHWTIEYTRLKAKIDLLORNHRHYMGEDLGSY 128
Gsaja IaRGRVOLKRTENKTHRQTFSKRRGGLLKKARETSVLCDAEVALTIFSHKGKLFEYATD SCMEKTLERRERYAYAERQLVANDSETOENWTIEYTRLKAKIDLLORNHRHYMGEDLASY 128
Pyulgaris MGRSRVOLKRTENKTHRQVTFSKRRGALFKKANETSVLCDAEVALTVF SHKGKLFEYATD SCMEKTLERHERYAYAZROLLGNDSETOGHTIEYSRLKAKTOLLORNYRPYNGEDLASH 128
K Domain C Domain
Tturcica SLKELQSLEQQLOTALKTIRTRRNQLMYESTSELHEKERVIQEQHNMLARKTKEREKVAA 00-AAQHDYSHYR-VDTSYLION--PL- L- EMGENYRQE -APAVERNELOLTLEPLYTCHLGCH 237
Caristinum SLKELOSLEQQLOTALKQIRTRRNOLMYESISELOKKEKYIQEQNSMLAKKIKEKEKTAA 00-QAQHEHPNHGGVNPSFLLOQOLPS- L - WIGGHYREE-APENGRNELDLTLEPLYTICHLGCR 248
Psativim SLKELQSLEQQLOTALKLIRTRRNOLMYESISELOKKEKYIOEQNNMLAKKIKEKEKTAA EQ-QVONEHPNHHGVNPNYLLEQOLPS- L - WIGGHYREE-APENGRNELDLTLERLYTICHLGCR 248

Mruncatula SLKELQSLEQQLOTALKLIRTRRNQVMY ESISELORKEKVIQEQNNMLAKKTKEKEKTAA QJ-QAQUEHPNHHGVIPNYLLOROLPT- L-NGGNYREE-APENGRNELDLTLERLYTICHLACH 240
MeruncatulaPIM  SLKELQSLEQQLDTALKLIATRRNQVMYESISELQEKEKVIQEQNMLAKKIKEKEKTAA QJ-QAQHEHPNHHGVIPNYLLOJOLPT- L-\GGNYREE-APENGRNELDLTLEPLYTEHLGCR M@

Ljaponitus SLKELQSLEQQLOTALKHIRTARNOLMYESISELOKKEKVIOEQNAMLAKKTKEKEKTAA QQQHAQHDHPNHG- VIARFLMODPLPT-L-WGGHYREDHARDVGRNELDLTLERPLYSCHLGCR 241

‘.funguitulata SLKELQSLEQQLOTALKQIRTARNOLMYESISELQKKEKVIOEQNAMLAKKTKEKEKVAA - -QHAQHEHPNHG- VNASFLLRQ--PL-L-WIGGHYREE-APEVGRNELDLTLEPLYYCHLGCR 236

(max SLKELQSLEQQLOTALKQIRTARNOLMYESTSELORKERVIQEQHNMLARKTNERERVAS - -QQADMERPHHG- VHASFLLPQ--PL- L-NMGGNYREE - ASEVERNELOLTLEPLYS(HLGCR 238

G50j SLKELQSLEQQLOTGIRNIRTARNOLMSESTSELQRKERRIQEENNTLARKTKEREQAVA O-QAADMEPHYRVDTSFHPOOPLPTSLNICGNNYCOEASPELGRNGLOLTLEPLYSCNLGCH 243

Puulgaris SLKELQSLEQQLOTSVENIRTARNOLIHESTSELORKEKWIQEQHST LANKTKEREEAVA O-HAVOMEQTHYKVDTSF LPOQQRLP-SLNIGGSSFNOEALPETGRNGLOLTLEPLFYCHLGCR 242
Box

eUAP1-ike motif

Sekil 5.1 AP1 protein dizisinin T.turcica ve diger legiim tiirleri arasindaki korunmus boélgeleri.
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Bu caligmada, T. turcica TtAP2 geninin 544 amino asitten olusan bir proteini kodladigi
belirlenmistir. Ancak, genin 3' ucunda poliadenilasyon sinyali (AATAA) ve poli(A)
kuyrugu 3'RACE PCR iiriinlerini defalarca diziletmemize veya primer degistirmemize
ragmen tespit edilememistir. TtAP2 proteini Arabidopsis AP2 geninde oldugu gibi
amino asit dizisi iyi korunmus iki AP2 domenine sahiptir (Sekil 5.2) ve filogenetik
analiz (Sekil 4.7) izole edilmis TtAP2'nin euAP2 kokenide bir gen oldugunu
gostermistir (Luo et al. 2011, Luo et al.2012). Sekil 5.2’de goriildiigii gibi bu protein
diger leglimlerde belirlenmis AP2 homologlarindan yaklasik 30-40 amino asit daha
uzundur. TtAP2 proteinin C domen kismi diger AP2 benzeri proteinler
karsilagtirildiginda ¢ok degisken bulunmustur. Benzer durum CsatAP2a/b/c proteinleri
icin de rapor edilmistir (Tsaftaris et al. 2012). TtAP2 {izerinde diger benzer AP2'lerde
de iyi korunmus bazi bolgeler tespit edilmistir. Bu bolgelerden ilki bu proteine
karakteristik ozelligi veren ve 58 (163-220 aa) ve 61 (254-314 aa) amino asitten olusan
iki adet AP2 tekrar1 (R1 ve R2) domeni varligidir. 68-71 amino asitler "KKSR" niiklear
lokalizasyon sinyali hemen AP2-R1 oncesindedir (Jofuku et al. 1994, Tsaftaris et al.
2012). AP2 tipi proteinlerin niikleousa lokalize olurken "KKSR" motifinin bu olay i¢in
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)
belirlenmistir. Bunlara ilaveten TtAP2'de ATG protein kodlama baslangig dizinden
itibaren 1442-1456 niikleotidlerinin ("CAGCATCATCAGATT") gore mIR172 'ye
"CAGCATCATCAGGATTCTCTT" baglanma yeri olusturma potansiyeli vardir (Duan
et al. 2013). miRNA'nin hedefine baglanabilmesi i¢in 5' tarafindan 2-7 niikleotitler igin
%100 eslesme olmasi gerekliligi vurgulanmistir (Brennecke et al. 2005, Tsaftaris et al.
2012). Calismamizda belirlenen dizide 1-12 niikleotidlerde %100 eslesme

belirlenmistir.
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G.soja
M.truncatula
T.turcica
P.sativum
Carietinum
P.vulgaris
G.max

G.soja
M.truncatula
T.turcica
P.sativum
Carietinum
P.vulgaris
G.max

G.soja
M.truncatula
T.turcica
P.sativum
Carietinum
P.vulgaris
G.max

G.soja
M.truncatula
T.turcica
P.sativum
Carietinum
P.vulgaris
G.max

G.soja
M.truncatula
T.turcica
P.sativum
Carietinum
P.vulgaris
G.max

Motif 1 Motif 2

MWD LNOSPDQREDY - - - ESEGCSS - - -~ -5- - - - LYDDKGKRVASVSNSSSSAVVVEDGSEEEDS - -
MUDLNOSPDQREMY - - - ESEGCSM - -EGDEVDVDEKGKGYGSYSNSSSSATIVIEDGS EEEDG-
MUDLNOSPAQKKKSGEEFSEGCSSFITSSEEDDD - -NNKEKKEGSFSNTTTSAAVIEDGSEEEE
MWD LNGSPSKREDQ- - - ESEGCSSPRTSLDGDEDKAKRYG-VEGSVSNSSSSAIVIEEDSEEDNN-
MUDLNGTPFKRKEE - - - ESEGCSSLKTSINGDDD - - DNKGKRVGSWSNSSSSAVVIEDESEEELEL - -EEEGNRTMKKRNMKIFGFSVTQD-
MUDLNOSPDQRKDE - - - ESEGCSSLKTSIDGDDE - -NTKGKRVGSVSNSSSSAVVIEDGSEEEEEDEE-- - - - EDEEGGRRSMKKRSSKIFGFSVTQD-
l"ll-lDLNDSPDQRINKDEGSEEGESSLKTS]DGDDI“IIJHNKGKRVGSVSIJSSSSA\NIEDGSEEEVDEEEEEEEDDEEGGVGRS"\KKRSSKIFGFSVTQD—

-YESMDSD- -HPP|
---EESMDSD- -HPP|

AP2- Fl1
GPRSRSSQYRGVTFYRRTGRUWESHIWDCGKQVY LGGFDTAHAAARAYDRAATE 189
IGPRSRSSQYRGVTFYRRTGRWESHIWDCOKQVY LGGFDTAHAAARAYDRAAIK 187
'GPRSRSSQYRGVTFYRRTGRWESHIWDCGKQVY LGGFDTAHAAARAYDRAATK 288
IGPRSRS5QYRGVTFYRRTGRWESHIWDCGKQVY LGGFDTAHAAARAYDRAAIK 222
IGPRSKSSQYRGVTFYRRTGRWESHIWDCOKQVY LGGFDTAHAAARAYDRAAIK 203
'GPRSRSSQYRGVTFYRRTGRWESHIWDCGKQVY LGGFDTAHAAARAYDRAATK 288
GPRSRSSQYRGWFYRRTGRHESHI DCGKQVYLGGF DTRHAAF\RA'?’DRHQIL 222

MKKSR
MKKSR
MKKSR
MKKSR
MKKSR
—————— i KSR
KSR

—_— AP2-R2
FRGVEADINFNIEDYEEDLKQMTNLTKEEFVHVLRRQSTGFPRGSSKYRGYTLHKCGRWEARMGQFLGKKYVYLGLFDTEIEAARAYDKAATKCNGKEAVTNFDPSIYDGELNSE-55G6 388
FRGVEADTNFNTEDYEEDLKQMSNLTKEEFVHVLRRQSTGFPRGSSKYRGYT LHKCGRWEARMGQFLGKKYVYLGLFDTETEAARAYDKAATKCNGK EAVTNFDPSIYDNELNSE-55G- 315
FRGIEADINFNIEDYEEDLKQMSNLTKEEFVHVLRRQSTGFPRGSSKYRGVTLHKCGRWEARMGQFLGKKYVYLGLFDTEIEAARAYDKAAIKCNGKEAVTNFDPSIYDELNSE--5TGT 326
FRGVEADINFNIEDYEEDLKQMSNLTKEEFVHVLRRQSTGFPRGSSKYRGYTLHKCGRWEARMGQFLGKKYVYLGLFDTEVEAARAYDKAATKCNGKEAVTNFEPSIYDSELNTA-EPAS 341
FRGVEADTINFNTEDYEEDLKQMSNLTKEEFVHVLRRQSTGFPRGSSKYRGYT LHKCGRWEARMGQFLGKKY VY LGLFDTEVEAARAYDKAATKCNGK EAVTNFDPSTIYDSELNSA-EPAS 322
FRGVEADINFNIEDYEDDLKQMSNLTKEEFVHVLRRQSTGFPRGSSKYRGVT LHKCGRWEARMGQFLGKKYVYLGLFDTEIEAAKAYDKAAIKCNGKEAVTNFDPSIYENELNSGAESTG 328
FRGVEADINFNIEDYEDDLKQMSNLTKEEFVHVLRRQSTGFPRGSSKYRGVTLHKCG! ARMGQFLGKIYVYLGLFDTEIEAARAYDKAAIKCHGK EAVTNFDPSIYNNELNT --ESTG 348
TR ERA R

R e L L T T e T T TP

Motif 3

LISKHSNS -QSSRNHFPNSA- TDQHHPPESNWQSGGS - -KPKLVNIL PKPCG- -RSNMEAY - - - GQGESETLRLLSQTHLQS- -PTTKEMH-RYGPYRSPAEP---Q 413
SSSKCSNNNQAFGNHNTNAT - TDQYHAPESNWRNGGI - -RPKPVNIL PKPCG- - INNMDGFVRDGYGENET LRMLSQTHLHQSSIATNEMH-RFGPYRSPMIEQHPG 429
SSSKPGN-SQALGNHTPNTS THDQHMLSESNWRSGES - ~-KPKLVSIL PKPCSNRSNTE--- -~ LAHGESEALRMLSQTHLHSSW - -SNEIQ-RYGPYRSP-GE--5Q 432
SSSKHMNNTQS FGNNTSNVANHDQ- - - - - SNWQNGGNINKPKLVNIL PKPY-NRPNMNMEPYGRDLHGENEALRMLSQTHLQSSS - -PNGTH-RYGSLSR---5--TT 447
SSSKPINNTRAFGSHTTNATNHDQHLSSESNWONGGN - -KPKLVNIL PKPYINRPNNTEGYGRDFHGDSEALRMLSQTHLHSSS - - SNEMQ-RYAPFR----D--5¢ 431
SSSKAGN-NQALGNHATNAGNHDQHLPSESNWRNGGS - -KPKLVNIL PKPC-NRG-NKDTHGRDVHGE SEALRMLSQTHLHSPA- - SSEMQ-RYGPYRSPGGE- -5¢ 438
ATSKPGN- IJQALGNHATNQWHDQHLPSES NGGN - -KPKLVNILPKPC- NRSNNKDSHGRDVHGESETLRI’ILSQTHLHSPA*fSI‘.IEHQLRYGPVKSHGGEf—SQ 452

- % p— LEE ow wrEsE by EpEE g Esasak

MPHNFAHH - LHQPSFHVPSSSSHRGRTGSDL SLSMSD - - - -QQQWQQAGPPHL LATAAASSGFPOQIRPS - -QGHLQKNGFHSLMRPS.
MLHNFP-H- LHPSHFHVS5555H0GRIGSDLTLSMSD - - - -QQKWQTGPPPHLLATAAASSGF PPQIRPS S SQGHLQKNGFHTLMRPS: --

MLHNFAH- - LHPPHFHF PSS - INGGRIGSDLSLSMND - - - -QQQWNHG - LTLFSTAASSSDS*fHHRSDTLSQGlILQKNGFHTLI'IRPSGSLNCSKIFCLPFCHQIIISPHIFYLASKQELHHR
NVHSFAHTNHQPPHFHFPSS - 5YGGRVGSDL SLS THNHOQQQQQWOPG - SHY LSSAAAASSGFPPQTIRTPSSQTHLHKNGFHTLMAPS - - - - - - - - - - - oo oo mo oo oo oo o
MFHSFAH- - THPPHFHFPS5-5YVNHVGSELSLSTRNE - - -QEEWQSR -PQYLTTAAAASSGFPPQIR-PSSQAWLHKNGFHTLMRPS
F'ILQNFAP -IHPPHNFHFPSS-SIGGRIGSDLSLSMA- D***QQQ'\‘QSG PPHYLATAA&SSGFFQQIR PSSQGIILQKNGFHTLI’IRPS**

mlIR172 binding place
corresponding to
nucleotide sequence

494
511
545
533
511
517
531

Sekil 5.2 AP2 protein dizisinin T.turcica ve diger legiim tiirleri arasindaki korunmus bolgeleri.

RT-qPCR analizlerinde kullanilan TtAP1, TtAP2 ve S-ACTIN genleri icin tasarlanmig

primer c¢iftleri ile PCR {irinii olarak tek bant gogalmis oldugu agaroz jelde teyit

edilmistir (Resim 4.3 ve Resim 4.5). Her gPCR analizi sonucunda elde edilen erime

sicakligina gére f-actin geni igin sabit olarak 79.5 °C erime sicakligi belirlenmistir.

Ayrica, TtAP1 ve TtAP2 genlerinin transkirpt seviyelerini belirlemek i¢in ¢ogaltilan

PCR iiriinleri erime sicakliklar sirasiyla 65.51 °C ve 65.80 °C olarak belirlenmistir.

TtAP1 ve TtAP2 transkript seviyeleri ¢alisirken kullanilan referans S-ACTIN geni igin

farkli dokularda C; degerleri 17-22 dongiileri aras1 degismistir. TtAP1 ve TtAP2 i¢in C;

degerleri dokulara 6zgii olmak {iizere sirasiyla 19-27 ve 18-24 dongii araliklari seklinde

gerceklesmistir. RT-qPCR analizleri siiresince takip edilen erime sicakliklari,

Ct

degerleri ve tiim PCR firiinlerinin agaroz elektroforezde yiiriitiilerek hedef bantlarin

cogaldigmin teyit edilmesi qPCR analizleri sonucu elde edilen bulgularimizin

giivenirligini arttirmistir.
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