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OZET

ARABIDOPSIS THALIANA (L) HEYNH. TURUNDE -1,3-GLUKANAZ
KODLAYAN BAZI GENLERIN FONKSiYONLARININ iNCELENMESI

Elif POLAT
Canakkale Onsekiz Mart Universitesi

Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dali Yiiksek Lisans Tezi
Danisman: Dog¢. Dr. Kemal Melik TASKIN
17 Subat 2012, 70

Bu ¢alismada Arabidopsis thaliana (L.) Heynh. anterlerinde B-1,3 glukanaz (kallaz)
kodlayan AT3G23770 ve AT4G14080 genlerinin kalloz yikimindaki fonksiyonunun
belirlenmesi amaglanmistir. Bu amagla, bu genlerin T-DNA nakavt mutantlarina ait
tohumlar ABRC Stok Center (Columbus)’dan Prof. Dr. Rod J. Scott (Bath iiniversitesi,
Ingiltere) aracilig1 ile temin edilmistir. Calismada, AT3G23770 geni i¢in N859965 stok
numarali hat, AT4G14080 geni i¢in ise CS850174 stok numarali hat kullanilmistir.
Tohumlar labarotuvar ortaminda ¢imlendirilmis ve her iki mutant hata ait bitkiler fenotipik
olarak incelenmistir. Buna gore bitkiler 3-4 hafta sonrasinda cigeklenmeye baslamis ve
baklalar gelismistir. Bu bitkilerin genotipleri gen spesifik PCR ile belirlenmistir. PCR
sonuglarina gore N859965 mutant hatti igin homozigot (aa), CS850174 hatt1 iginse
heterozigot (Bb) bireyler belirlenmistir. Ayrica, bu bitkilerde erkek kisirlik ve bakla
gelisimi incelenmistir. Daha sonra, ¢alismada her iki mutasyonu bir arada tasiyan hatlar
(double mutant) elde etmek i¢in melezlemeler yapilmistir. Buradan elde edilen
tohumlardan ¢imlenen melezlerin genotipleri 6zgiin PCR aracilig1 ile belirlenip homozigot
genotipe sahip (aabb) bitkiler se¢ilmistir. Double mutant bitkilerde ¢igek, polen ve bakla
gelisimleri hem sitolojik hem de fenotipik olarak incelenmis, bakla basina diisen tohum
miktart belirlenmistir. Calismada ayrica, ilgili genlerin anlatimlar1 RT-PCR ile

arastirilmastir.

Anahtar sozciikler: Kalloz, Polen, Kallaz, Anter, PCR1,PCR2
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ABSTRACT

FUNCTIONAL INVESTIGATIONS OF SOME GENES ENCODING
B-1,3-GLUCANASE IN ARABIDOPSIS THALIANA (L) HEYNH.

Elif POLAT
Canakkale Onsekiz Mart University
Graduate School of Science and Engineering
Chair for Biology Thesis of Master of Science
Advisor: Assoc. Prof. Dr. Kemal Melik TASKIN
17.02.2012, 70

The aim of this study was to determine the functions of the AT3G23770 and
AT4G14080 genes encoding B-1,3 glucanase (callase) during callose degradation in the
anthers of Arabidopsis thaliana (L.) Heynh. The seeds of T — DNA knock-out mutants
deficient in these genes were obtained from the ABRC Stock Center (Columbus) through
Prof. Dr. Rod J. Scott (University of Bath) . In this study, the stock number N859965 and
CS850174 lines were used for AT3G23770 and AT4G14080. The seeds were germinated
under labarotary conditions and mutant lines were analyzed phenotypically. These plants
started to have flowers and siliques after 3-4 weeks of germination. The genotypes of these
plants were determined using gen specific PCR. Based on the PCR results, homozygote
(aa) mutant line for the N859965 and heterozygote (Bb) individuals for the CS850174 line
were found. Also, male sterility and silique growth were analyzed on these plants.
Afterwards, double mutants were obtained by crossing. Then, the genotypes of the hybrids
were defined using PCR and homozygote plants (aabb) were selected. Flower, polen an
silique growth of the double mutant lines were analyzed both cytologically and
phenotypically, and the frequency of seeds per siliques was determined. Also, the

expression profiles of the genes used in this project were investigated using RT-PCR.

Keywords: Callase, Callose, Polen, Anther, PCR1, PCR2
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BOLUM 1- GIRiS Elif POLAT

BOLUM 1

GIRIS

B—1,3-glukanazlar (glukan endo-1,3 glukozidazlar, p—1,3 Gs, E.C.3.2.1.39) B-1,3-
glukanlarin  (kalloz) 1,3-B-D-glukozidik baglarinin  kesimini  katalizleyen ayrica
bakterilerde, funguslarda, metazoa ve viriislerde bulunan hidrolitik enzimler sinifidir
(Bachman ve McClay, 1996; Sun ve ark., 2000).

B—1,3-glukanazlar bitkilerde hem fizyolojik hem de gelisimsel siireglerde gorevlerini
yerine getirirler (Jin ve ark., 1999; Leubner-Metzger ve Meins, 1999). Bununla birlikte,
cogu PB—1,3-glukanaz, bitki patojen savunmasinda rol alir. Bunlar patogenezle ilgili (PR)
proteinler olarak bilinirler ve fungal enfeksiyonlarda fungusun hiicre duvarinda p—1,3-
glukan yapilarini hidroliz etmek iizere uyarilarak antifungal aktivite gosterirler (Leubner-
Metzger ve Meins, 1999). Antifungal aktivite hem in vitro hemde in vivo olarak yapilan
genetik transformasyon calismalari ile dogrulanmistir (Sela-Buurlage ve ark., 1993; Jach
ve ark., 1995). 3-1,3-glukanazlarin PR fonksiyonu disinda diger bir sasirtici rolii de soguga
kars1 olan tepkisidir (Griffith ve Yaish, 2004; Yaish ve ark., 2006). —1,3-glukanazlardaki
arastirmalar temelde PR fonksiyonu {izerine yogunlagsmis olmasma ragmen, [-1,3-
glukanazlar bitkilerin normal gelisim siireglerinde de kritik 6neme sahiptir. Polen
¢imlenmesi, tlip biiyiimesi, déllenme, mikrospor olusumu, embriyo olusumu, meyve
olgunlagmasi1 ve tohum ¢imlenmesi siireclerinde gorev alir (Roggen ve Stanley, 1969; Ori
ve ark., 1990; Bucciaglia ve Smith, 1994; Hinton ve Pressey, 1980; Morohashi ve
Matsushima, 2000; Buchner ve ark., 2002). Ozellikle mikrospor olusumunda
mikrosporlarin etraflarinda sentezlenen kalloz duvar da, p—1,3-glukanazlar (kallaz)
tarafindan yikilir ve mikrosporlar lokiiler boslukta salinir (Frankel ve ark., 1969; Steiglitz
ve Stern, 1973).

Kalloz (bitki p—1,3 glukan) hiicre boliinmesi sirasinda hiicre plaginda ayrica polen
ana hiicresi duvari, polen tiipii, plazmadezmatal kanallar ve ¢esitli dikotil tiirlerin tohum
kabuklarinda gegici materyal olarak depolanan  —1,6 yapisindan dallanan B—1,3-glukan
baglarla bir araya gelmis glukoz birimlerinden olusan bir polimerdir (Fulcher ve ark.,
1976; Longly ve Waterkeyn, 1977; Samuels ve ark., 1995; Stone ve Clarke, 1992;
Leubner-Metzger, 2003). Bitkilerde kalloz tohumda, yaprak ve kok uzantilart ve ikincil

yapilar, ksilem gelisimi, plazmadesmata kanallar, makrosporogenik ve mikrosporogenik
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dokular, polen ve polen tiipiinde bulunur (Fink ve ark., 1987; Gregory ve ark., 2002;
Verma ve Hong, 2001; Ostergaard ve ark., 2002).

B-1,3-glukanaz genlerinin kodladig1 proteinler hiicresel yerlesim, biyiikliik,
izoelektrik nokta, onciil yap1 ve diizenlenmelerindeki farkliliklara gére yapisal izoformlara
sahiptir. Bu farkliliklara gore B-1,3-glukanazlar Nicotiana cinsinde dort sinifa ayrilmistir
(Payne ve ark., 1990; Ward ve ark., 1991; Leubner-Metzger ve Meins, 1999). Bu
simiflandirmalar Arabidopsis thaliana dahil olmak tizere diger bitki tiirlerine ait B-1,3-
glukanazlar1 da kapsamaktadir (Van Kan ve ark., 1992; Beerhues ve Kombrink, 1994;
Domingo ve ark., 1994; Oh ve ark., 1995). Sinif I proteinlerinin birgogu baziktir ve hiicre
vakuoliinde yer alir. Simif II, III ve IV’e ait proteinlerin ¢ogu ise asidiktir ve hiicrelerarasi
bosluklara salgilanir. Olgunlasmamis Sinif I proteinleri bir sinyal peptid icerir ve bu sinifa
ait enzimlerin ¢ogu da bir C- terminal uzant1 igerir. Ayrica Sif I, III ve IV igerisinde yer
alan B-1,3-glukanazlar C- terminal uzanti igermez ancak bazi Simif II tyeleri ise Simif I
tiyeleri gibi sinyal peptid igerirler.

Anter gelismi sirasinda profaz I sathasinda polen ana hiicreleri birincil hiicre duvari
ve plazma membrani arasinda gecici hiicre duvari olarak kallozdan (-1,3-glukan) olusan
Ozel bir hiicre ¢eperi sentezler. Sonra arka arkaya gelen iki mayoz béliinmeyle mikrospor
tetradlart kalloz duvar ile ortiilir. Mikrospor ekzin sentezinin baglamasi ile birlikte
B—1,3—glukanaz tapetum hiicreleri tarafindan salgilanir ve lokiiler bosluga salinir. Kallaz
aktivitesi birinci mayotik bdliinme sirasinda anterlerde diisiiktiir, ancak ikinci mayotik
boliinmenin sonunda hizla artar. Gegici kalloz duvari kallaz tarafindan yikilir ve
mikrosporlar lokiiler boslukta salinir (Frankel ve ark., 1969; Steiglitz ve Stern, 1973;
Steiglitz, 1977). Kalloz sentez siireci ve yikimi polen gelisimi sirasinda son derece
diizenlidir. Kalloz duvar olusumu ve yikim zamaninin petunyada yapilan calismalarda
mikrosporogenez ve polen gelisimi igin 6nemli oldugu saptanmistir (Izhar ve Frankel,
1971; Warmke ve Overman, 1972). Ayrica transgenik tiitiin tapetum hiicrelerinde p—1,3-
glukanazin erken anlatimi mikrospor kalloz duvarinin ortadan kaldirilmas: erkek kisirliga
yol agmustir (Worrall ve ark., 1992).

Kallaz komponenti -1,3-glukanaz enzimini kodlayan genler glikozid hidrolaz gen
ailesinin 17. aile tiyesidir. Glikozid hidrolaz gen ailesi 31 aile ve 379 iiyeden olusmaktadir

(http://www.arabidopsis.org/browse/genefamily/index.jsp.) Bu aile ise 50 adet gen

igermektedir (http://www.arabidopsis.org/). Buna karsin heniiz kallaz enzimini kodlayan

gen veya genler bulunamamastir.


http://www.arabidopsis.org/browse/genefamily/index.jsp
http://www.arabidopsis.org/
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Bu calismada oncesinde Demirgan (2009)’in tez ¢alismasinda belirledigi kallaz
enzim kompleksi bileseni B-1,3-glukanaz kodlayan aday genler incelenmistir. Demirgan
calismasinda oncelikle, B-1,3-glukanaz gen ailesine dahil 50 geni biyoinformatik araglar
kullanilarak incelemis, iiye genlerin ifade profillerini mikrodizin veritabanlari kullanilarak
ortaya c¢ikarmistir (2009). Bu genlerden anterde ifade olmayanlar1 g¢esitli elekler
kullanilarak listeden ¢ikarilmistir. Geriye kalan genler arasindan Kallaz bileseni kodladig
varsayilan alti aday gen se¢ilmis ve bu genlerin anterlerde anlatimlar1 incelenmistir. A.
thaliana bitkisinden total kallaz enziminin aktif oldugu tetrat safhasindaki anterlerden
RNA izolasyonu gerceklestirmistir. Aday genlerin anterdeki ifadelerini gene 0zgiin
primerler kullanarak RT-PCR ve semi-quantitative RT-PCR aracilig1 ile belirlemistir. Bu
sayede, biyoinformatik analizler sonucu aday olarak belirlenen genlerin anter ve somatik
dokulardaki ifadelerini de agiga ¢ikarmistir. Buna gore somatik dokularda AT3G55780 ve
AT3G61810 genlerinin ifadelerinin yiiksek oldugunu anterde ise kalloz degredasyonu
sirasinda AT4G14080, AT3G23770 ve AT3Gb55780 genlerinin anlatimlarinin yiiksek
oldugu ortaya ¢ikarilmistir. Bu sonuglara gére ¢alsmada Arabidopsis thaliana bitkisinde f3-
1,3-glukanaz kodlayan At4g14080, At3g23770 ve At3g55780 genlerinin kallaz enzim
kompleksi bileseni olabilecegi onerilmistir (Demirgan, 2009).

Bu ¢aligmada yukarida 6zeti verilen ¢aligmada belirlenen aday genlerin fonksiyonlari
nakavt mutantlar aracihigi ile incelenmistir. Caligmada, anterde kalloz degredasyonu
sirasinda ifade oldugu bildirilen AT39g23770 ve AT4G14080 genlerine ait T-DNA mutant
hatlar1 kullanilmistir. AT3G23770 geni 3. kromozomda yer alir ve 2003 b¢ uzunluguna
sahiptir. Gen 3 ekzon ve yaklasik 1793 bg. uzunlugunda transkript igerir. Bilinen diger ad1
MYMO.12” dir. Glikozid hidrolaz gen ailesinin 17. aile iyesidir ve X8 domaini igerir.
Katyon baglayici, hidrolaz aktiviteye sahip, hidrolaz glikozid bilesenleri igeren ve katalitik
etki gibi fonksiyonlara sahiptir. Sepal ve ¢igekte ifade olmaktadir. AT4G14080 geni ise
aynt zamanda MEE48 (maternal effect embryo arrest 48) olarak bilinir. Gen 4.
kromozomda yer alir ve 1822 b¢ uzunlugundadir. 3 ekzon ve yaklasik 1663 bg.
uzunlugunda transkripte sahiptir. Glikozid hidrolaz gen ailesinin 17. aile iiyesidir ve X8
domaini igerir. Polen ekzin olusumu, tohum dormansisinde embriyo gelisim sonlanmasi
katyon baglayici ve katalitik etki gibi gérevleri vardir.

X8 domaini glikozid hidrolaz aile 17° nin C terminal ucunda bulunmaktadir ve bu
domain B-1,3-glukan baglamadan sorumlu karbohidrat baglayici modiiller igin yeni bir

sinif olarak tanimlanmistir (Barral ve ark., 2005).
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Calismada kullanilan genlere ait T-DNA nakavt mutant hatlar ABRC Stok Center
(Colombus/Amerika) araciligi ile elde edilmistir. AT3G23770 i¢in CS859965 (N859965)
stok numarali tohumlar, AT4G14080 i¢in ise CS850174 stok numarali tohumlar
kullanilmistir. Calismada dncelikle homozigot mutant bireyler PCR araciligi ile belirlenmis
ardindan fenotipleri incelenmistir. Daha sonra, bu hatlardan melezleme aracilig: ile ¢ift
double (¢ift) mutant hatlar elde edilmistir. Bu genlerin yoklugunda kalloz ¢eperin geg
degrede olmasi ya da hi¢ par¢alanmamasi ve bu bitkilerde erkek kisirlik olusabilecegi
distinilmiistiir.

Erkek kisirlik, erkek organlarin islevsel olmamasi sonucunda canli polenlerin
olugsmamasidir. Kalitsal olan erkek kisirlik, kromozomlar {izerindeki bazi genler ya da
sitoplazmanin kalitsal mekanizmasi tarafindan kontrol edilmektedir (Budar ve Pelletier,
2001). Hibrit tohum iiretimi yapan firmalar, erkek kisir hatlarin elde edilmesi i¢in dnemli
miktarlarda yatirnmlar yapmaktadirlar (Mackenzie, 2004). Genis alanlarda hibrit tohum
tretiminde kendine dollenmeyi engellemek i¢in disi hatlarda erkek organlarin
emaskulasyonu ile bu ciceklerin melezlenmesi gerekmektedir. Bu islem maliyetli oldugu
gibi yogun bir is giicline de ihtiya¢c duyulmaktadir. Melezleme islemlerinde zorluklar
olmasa da, erkek kisirlig1 sistemi gelistirilmesine yonelik arastirmalar hala devam
etmektedir.

Bu c¢alismada [-1,3-glukanazi kodlayan AT4G14080 ve AT3G23770 genlerinin
kallaz bileseni olarak gorev alip almadiklar1 nakavt mutantlar araciligi ile melezleme, PCR

ve sitolojik incelemelerle aragtirilmustir.

1.1 Disi ve Erkek Gamet Olusumu ile Ureme

Angiospermlerde tiirlerin genetik ¢esitliligi eseysel iireme yoluyla gerceklestirilir. Bu
stirecin basinda haploid gametofitlerin 6zellesmesi ile olusan disi ve erkek gametlerin
birleserek nesil olusturmasi gelmektedir. Diploit sporofitlerden haploit gametlerin olusumu
sporogenez ve gametogenez olarak bilinen ardi ardina gelen iki siirecden olusur.
Sporogenez arkesporyal hiicrelerden olusan anter ve ovullerin hipodermal hiicrelerinin
faklilagmasi ile baglarken gametogenez olgun gametofitler igerisinde haploid sporlarin
gelismesiyle karakterize edilir. Genetik ¢alismalar sporosit ve sporofitik dokular arasindaki
etkilesimin spor olusumunda 6nemli oldugunu gostermistir (Yang ve Sundaresan, 2000).

Erkek gametogenez anterlerde diploit sporofitik hiicrelerin bdliinmesiyle baslar.
Bunun sonucunda tapetal ve sporojen hiicrelerden olusan polen ana hiicrelerini olusturur.

Polen ana hiicreler (PAH) mayoz sayesinde haploit hiicrelerden meydana gelen tetradlar
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olusturur (McCormick, 2004). PAH tarafindan mayoz boliinme siiresince tetratlar arasinda
kalloz birikmeye devam eder. Boylelikle tetrati olusturan her bir mikrospor da kalin bir
kalloz ¢eper ile sarilmis olur (Stone ve Clarke, 1992). Mayoz bitiminde anterin tapetumu
tarafindan tretilen kallaz enziminin etkisiyle serbest kalan mikrosporlar tetradlardan anter
lokiiliine salinir (Stieglitz, 1977; Rhee ve Somerville, 1998). Sonrasinda mikrosporlar
asimetrik mitoz bdliinmeye ugrar, generatif ve vejetatif hiicre olarak bilinen polen taneleri
olusur (McCormick, 2004; Scott ve ark., 2004). Generatif hiicre yogun bir g¢ekirdege
sahiptir ve vejetatif hiicreye kiyasla sitoplazma miktar1 diisiiktiir. Generatif hiicrenin ikinci
mitotik bolinmesi iki sperm hiicresi verir (Sekil 1.1).

Disi gamet olusumu ise pistillerde ovullerin igerisinde gergeklesir (Schneitz ve ark.,
1998, Yang ve Sundaresan, 2000; Skinner ve ark., 2004). Cicekli bitkilerin %70’inde
embriyo kesesi sekiz g¢ekirdekli Poligonyum tip gelisim gézlenir (Drews ve Yadegari,
2002; Yadegari ve Drews, 2004). Arabidopsis bitkisinde disi organ yaklasik 50 ovulden
olusur. Ovuller nusellus adi verilen dokulardan kdken alir (Schneitz ve ark., 1998; Skinner
ve ark., 2004). Megaspor ana hiicresi dort haploid megasporu olusturmak i¢in mayoz
gecirir. Bunlardan {i¢ii programlanmis hiicre 6liimiiyle yok edilir ve bir tane fonsiyonel
magaspor kalir (Willemse ve Van Went, 1984; Mansfield ve ark., 1990; Reiser ve Fischer,
1993). Pespese gecirilen ii¢ mitoz boliinme ile embriyo kesesinde 8 c¢ekirdek olusur.
Embriyo kesesinin mikropiler ucuna iki sinerjit ve yumurta hiicresi gd¢ eder. Bu
cekirdeklerin ikisi merkeze gelerek polar hiicreleri olusturur. Antipod olarak bilinen ii¢
hiicre ise diger kutupta konumlanir (Yadegari ve Drews, 2004; Schneitz, 1999; Drews ve
ark., 1998).

Cigekli bitkilerde ¢ifte dollenme meydana gelir. Stigmaya ulasan vejetatif polen
cekirdegi, stiliis (disicik borusu) icinde polen tiipiinii olusturur ve olusan polen tiipii
ovaryuma ulasir. Generatif ¢ekirdek polen tiipii icerisine girer. Burada mitoz boliinme
gecirerek iki tane sperm ¢ekirdegini (n) olusturur. Polen tiipii, yumurtaliga ulasinca
icindeki sperm c¢ekirdekleri de embriyo kesesine girer. Spermlerden biri embriyo
kesesindeki yumurtayr dolleyerek 2n kromozoma sahip zigot olusturur. Zigot sonrasinda
mitoz boliinmeler gecirir ve embriyo gelisir. Polen kesesindeki diger sperm, embriyo
kesesinin ortasindaki polar g¢ekirdeklerle birlesir. Bunun sonucu 3n kromozomlu triploit
cekirdek olusur. Triploit c¢ekirdegin mitoz bdliinmeleri sonucu endosperm (besi doku)
olusur. Bu arada embriyo kesesindeki diger c¢ekirdekler eriyerek kaybolur (Schneitz ve
dig., 1998; Skinner ve ark., 2004).
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Sekil 1.1 Angiospermlerde mikrosporogenezin sematik goriiniimii (McCormick, 2004’den

izin alinmustir).
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1.2. Arabidopsis thaliana Bitkisinde Anter Gelisimi

Arabidopsis thaliana bitkisinde anter bilateral simetriye sahip dort lobdan
olusmaktadir. Her bir lob distan i¢ce dogru dort fakli tabaka igerir. Bu tabakalar epidermis,
endotesyum, orta tabaka ve tapetumdur (Kim ve ark., 2010).

Anter ¢igek meristemi {igiincli halkasinin ortaya ¢ikmasi ile gelismeye baslar.
Polenler ise anterin c¢atlamasi ile disar1 salimir (Goldberg ve ark., 1993). Stamen
primordiyum (6nciil hiicreler) icerisinde hiicre 6zellesmesi ve farklilasmasi ile olgun anter
hiicrelerinin olusumu saglanir. Boylece anter ve filament yapilar1 gelisir. Sporojen hiicreler
haploid mikrospor iiretmek i¢in mayoza girdigi zaman mikrosporogenez her lobun {iretici
keselerinde goriiliir. Doku 6zellesmesi, organ olusumu ve mayotik olaylar anter gelisiminin
birinci fazin1 olusturur (Koltunow ve ark., 1990; Goldberg ve ark., 1993). Anter
gelisiminin ikinci faz1 farklilagmis anter hiicrelerinin i¢inde goriinen fonksiyonel
programlari igerir ve sonrasinda tetradlar anter keselerinde sekillenir (Koltunow ve ark.,
1990; Goldberg ve ark., 1993). Polen tanelerinde farklilasan mikrosporlarda; filament
uzamasi, anter biiylimesi ve hiicre dejenerasyonu goriiliir ve anter, ¢icegin a¢masi ile
sonlanan par¢alanma siirecine girer (Goldberg ve ark., 1993). Anter duvarinin
par¢alanmasi sonucu polen taneleri sonraki polunasyon ve iireme i¢in salinir.

Arabidopsis thaliana tiiriinde anter gelisimi 14 asamada incelenir. 1’den 8’¢ kadar
olan asamalar Faz 1 de incelenirken, 9-14 arasindaki asamalar Faz 2’de gozlenir. 1. ve 4.
asamalar sirasinda hiicre boliinmesi olaylart olgun anterin karakteristik bolgeleri olan;
lokiil, anter duvari, bag doku ve iletim demetleri ile bilateral yapiyr olusturan -gelismis
anter primordia- i¢inde goriiliir. Arkeasporal hiicreler anter primordiyumun dort kosesi
icinde pariyetal ve sporojen hiicre yapilarina farklilasarak diizenli olarak bdliiniir ve
endotesyum iginde, orta tabakanin tapetuma ve lokiillerin ise mikrospor ana hiicrelerine
farklilagtigr bilinir (Regan ve Moffatt, 1990; Smyth ve ark., 1990; Bowman ve ark., 1991;
Sanders ve ark., 1999). Mikrospor ana hiicreleri 5. ve 7. asamalar arasinda dort lokiiliin her
birinde mayoz araciligi ile haploid mikrosporlar tetradlari iretir. Mikrosporlar 8. asama da
tetratlardan anter lokiiliine salinir. 9. ve 12. asamalar arasinda mikrosporlar ii¢ ¢ekirdekli
polen tanelerine doniigiir. Anter biliylimesi, baz1 tabakalarin dejenerasyonu ve antere 6zgii
hiicrelerde ki farkliliklar polen gelisimi sirasinda diizenlenmektedir. Bu yapilar anterlerin
catlayarak polenlerin salinmasina kadar siirekli artis halindedir. Polen gelisimi tapetum ve
orta tabakanin gézden kaybolmasini, endotesyum ve bag doku hiicrelerinde lifli bantlarin
birikmesini ve endotesyum tabakasinin hacimce artisini icermektedir. Sonugta 11. ve 12.

asamalar sirasinda iki lokiiliin orta kismini olusturan septum gdézden kaybolarak iki anter
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lokiilii tek bir bolmede birlesir ve anter dort bolmeden iki bolmeye diiser. 12. ve 13.
asamalar sirasinda polen taneleri anterden serbest kalarak salinmaya baslar. En son asama
olan 14. asamada anterin ¢atlamasini takiben stamenler ve ¢igegin geri kalan kisimlari tek
tek kopar ve bitkiden diserek ayrilir (Regan ve Moffatt, 1990; Smyth ve ark., 1990;
Bowman ve ark., 1991; Sanders ve dig., 1999).

Tapetum anter i¢indeki mikrosporlarin etrafini ¢evreleyen aktif sporofitik bir hiicre
tabakasidir (Sanders ve ark., 1999). Tapetum polen duvar1 biyosentezi i¢in materyal ve
enzim saglar ve polen olgunlasmasi i¢in besin saglayarak polen gelisiminde 6nemli rol
oynar (Wilson ve Yang, 2004). Polen olgunlagsmasi sirasinda tapetum programli hiicre
oliimii stirecleriyle diizenlenerek dejenere olur.

Tapetal hiicreler anter gelisiminin 8. asamasinda kallaz olarak bilinen endo-f-1,3-
glukanaz (kallaz) enzimlerini salgilar (Wilson ve Yang, 2004; Frankel ve ark., 1969). -
1,3-glukanaz kalloz geperi parcalayarak mikrosporlarin anter lokiiliine salinmasini saglar
ve mikrosporlar gelisimlerine burada devam ederler. Tapetum dejenerasyonunun iyi bir
sekilde olusabilmesi, polen gelisimi ile yakindan baglantilidir. Tapetal hiicreler degrade
oldugunda vakuoller ipliksi ekzin Onciisii olan sporopolenin salar. Ekzin olusumu polen
olgunlasmasinda  6nemlidir.  Ciinkii anormal ekzin olusumu mikrosporlarin
degredasyonuyla sonuglanir.

Polen gelisimi ve tapetum olusumu ile ilgili bilinen EMS1 (excess microsporosytes
1), EXS (extra sporogenous cells) ve TPD1 (tapetum determinant 1) genleri anter gelisimi
sirasinda tapetal hiicrelerin farklilagmasimi gerektirir (Canales ve ark., 2002; Zhao ve ark.,
2002; Yang ve ark., 2003). Bundan dolayr mutantlarda ekstra mikrosporlar tiretilir ancak

tapetum ve orta lamel olusumunun ise bozuldugu goriiliir.

1.3. Arabidopsis thaliana Bitkisinde Ci¢ek Gelisimi ve Asamalari

Arabidopsis thaliana bitkisinde c¢icek (floral) gelisimi, organlarin sekil, boyut ve
yiizey Ozelliklerine gore 12 asamaya ayrilmistir (Smyth ve ark., 1990). Smyth ve
arkadaglarina gore cicekler apikal meristemin dis yanindan olusmaya baslar. Asama 1
cicek tomurcugu en ug noktada dis yanlara dogru biiyiime ile boyutunu artirir. U¢ noktanin
yariktan ayrilmasi ile asama 2 baslar. Burada ¢i¢ek primordiyumu (organ taslagi) enine ve
boyuna biiyiimesi ana ucun sag kosesinde neredeyse siireklidir. Asama 3 sepal
primordiyumun goriilmesi ile baglar. Pedisel baslangici ile sap olugmaya baslar. Asama 4

de sepal primordiyum eksen disina dogru uzamaya baslar. Pedisel uzamasi tomurcuk
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gelisimi ile es zamanl siirdiiriiliir. Asama 5 stamen ve petal Onciillerinin meydana ¢ikmasi
ile baslar. Dort uzun stamenin baslangici ilk olarak goziikiir. Kisa olan iki stamen 5.
asamanin sonunda gelisir. Asama 6 da sepallerler tomurcugu tamamiyle ¢evrelemistir.
Petal taslagi da gelisir fakat yine de kiigiiktiir. Asama 7 uzun stamenlerin saplarinin
olugmasiyla bagslar. Petaller iki yarim kiire olusturmasina ragmen hala oldukga kii¢iik
goriiniir (yaklagik 25 pm). Asama 8 de anter lokiilleri uzun stamenlerin i¢ yiizeylerinde
konveks c¢ikintilar olarak goriikiir. Bu stamenlerin uzunluklar1 55-65 um’dir. Kisa
stamenlerin lokiilleride akabinde olusur. Asama 9 da petal biiylimesi hizlanir. Bu asama
biitiin organlarin 6zellikle de dil seklindeki petallerin hizli uzamasini kapsar. Bu artig 4-5
kat uzunlugundadir. Stamenlerdeki biiyiimede hizlidir ve bu asamanin sonunda yaklasik
300 pm ye ulagirlar. Asama 10 kisa stamenlerin hizla biiyiiyen petallere ulasmasiyla baslar.
Asama 11 ginekeumun iist yiizeyinde stigmatik ¢ikintilar goriiliir. Asama 12 de petaller

uzun stamenlere ulasir. Bu agamanin sonunda tomurcuk 1 mm uzunlugunda ¢icek acar.

1.4. Model Organizma Olarak Arabidopsis thaliana

Arabidopsis thaliana (L.) Heynh., Brassicaceae familyasina ait, ekonomik bir 6nemi
bulunmayan ve bitkiler aleminde tanimlanamamis bir ¢ok soruyu cevaplandirabilecek bir
potansiyele sahip yaygin olarak kullanilan model bir organizmadir (Dangl, 1993; Davis ve
Hammerschimdt, 1993). Arabidopsis 5 kromozom sayisina sahiptir (2n=10).
Angiospermler arasinda en kiigiik genoma sahip olan bitkidir (Leutwiler ve ark., 1984).
Cok yiiksek miktarlarda tohum {iretir, bu bitki bagina yaklasik 10 bin adettir (Davis, 1992).
Yasam dongiisiinii bitkinin i¢inde bulundugu kosullara bagl olarak 5-8 hafta gibi ¢ok kisa
bir siirede tamamlar. Kiicilk alanlarda (hatta bir petri kabinda bile) ¢ok kolay
yetistirilebilir. Cok fazla sayida ekotip koleksiyonu vardir. Ekotipler arasi melezleme
kolaydir ve elde edilen F1 genotipler tam iiretkendir. Biyolojik, fiziksel ve kimyasal
mutajenler kullanilarak, kolayca mutant genotipler elde edilebilir. Genetik ve fiziksel
olarak haritalarinin mevcut olmasi gibi bazi avantajlar1 nedeniyle molekiiler biyoloji ve

genetik ¢aligmalari icin model bir organizma olarak se¢ilmistir.
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BOLUM 2

ONCEKI CALISMALAR

Van den Bulcke ve ark. (1989), tiitiin bitkilerinin yapraklarini kontrol ve salisilik
asitle muamele edilmis ya da P. syringae ile enfekte edilmis bulunan farkli 5
B-1,3-glukanaz izole etmisler ve farkli izoformlarin lokalizasyonunu ayrintili olarak
calismislardir. Bu izoformlardan ikisinin bitki hiicresinin merkezi vakuoliinde
bulundugunu ve salisilik asit uygulamasi veya P. syringae enfeksiyonuna Kkarsi
salgilanmadigini bildirmiglerdir. Diger 3 izoformun ise salisilik asit muamelesi veya P.
syringae enfeksiyonu tizerine indiiklendigini ve bitkinin hiicredis1 bosluklarinda biriktigini
belirtmislerdir. Bu patojen-iliskili B-1,3-glukanazlarin {igiiniin de hem birbirinden hem de

diger vakuolar formlardan farkli oldugunu bildirmislerdir.

Mariani ve ark. (1990), tiitin bitkisinden izole ettikleri tapetum-spesifik TA29
promotorii ile Bacillus amyloliquefaciens bakterisinden elde edilen barnase genini
birlestirerek bir kimerik riboniikleaz geni elde etmislerdir. Kimerik riboniikleaz geni
Agrobacterium tumefaciens araciligi ile kolza bitkisine aktarilmigtir. Barnase geninin
urlinli sitotoksiktir ve polen kesesini ¢evreleyen tapetumun parcalanmasina sebep olarak
polen gelisimini 6nlemektedir. Sonug olarak bu genin ifadesinin polen gelisimini 6nleyerek
erkek kisirliga yol agtigini bildirmislerdir. Erkek kisirliga yol acan TA29- RNaz gen

yapisinin diger iirlin bitkilerine de uygulanabilecegini 6nermislerdir.

Turgut ve ark. (1994), mikrosporogenezde ¢ok fazla ifade olan ve tapetuma 6zgii A9
transkriptinin fonksiyonunu belirlemek i¢in bir antisens girisiminde bulunmuslardir. Bir B.
napus A9 cDNA klonu, sens ve antisens yonelimlerinde A. thaliana A9 promotériine
baglanmis ve olusan kimerik genleri B.napus igerisine aktarmiglardir. B.napus antisens A9
bitki dollerinin biiyiik bir kisminin ¢ok diisiik veya saptanamayan A9 mRNA seviyesine
sahip oldugunu bildirmislerdir. Ayrica bu bitkilerin tohum olusturdugunu ve normal veya
normale yakin polen canliligi gosterdiklerini belirtmislerdir.  Bununla birlikte A9

proteininin B.napus bitkisinde erkek fertilite i¢in gerekli olmadigini belirtmislerdir.

Sanders ve ark. (1999), Arabidopsis thaliana kisir mutantlari, T-DNA ve EMS

mutant hatlar1 yoluyla tanimlanmistir. Farkli anter siirecleri i¢in belirli eksiklikler (defekt)

10
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ile ¢esitli erkek kisir mutantlar1 karakterize etmislerdir. Yaklasik olarak 44-855 kisir
mutant EMS (etilmetansiilfanat) takibi ve T-DNA’dan ac¢iga ¢ikarmiglardir. Cesitli
mutantlar anter morfolojisi, mikrospor tiiretimi, polen farklilagsmasi, anterler yarilmasinin
tespit edilmesini iceren defektleri ayrintili olarak calistiklarin1 belirtmislerdir. Anterleri
hem yarilmayan hem de ge¢ yarilan mutantlar ya aciga ¢ikan mayotik bozukluklar ya da
lokiillerin ~ etrafindaki hiicre tabakalarindaki anormallikler ile godzlemlemislerdir.
POLLENLESSS lokiilii i¢in iki mutant alel tanimlamislardir. Bunlarda anter lokiillerinin
icinde hiicrelerin dejenerasyonuna yol agan fonksiyonel mikrospor iiretimindeki defektlere
sahip oldugunu belirtmislerdir. Pollenless3-1, mutant fenotipi ile ayrilan T-DNA
insersiyonu igerir. Pollenless3-2, POLLENLESS3 de genis bir delesyona sahiptir.
POLLENLESS3 geninin GenBankasinda benzerine rastlanmamustir ancak protein-protein

etkilesim motifleri ve niiklear bolgenin protein igerigi kodladig belirtilmistir.

Fei ve Sawhney (1999), Arabidopsis thaliana bitkisin de polen gelisiminde ms32
(male sterile32) mutantlar1 polen ana hiicrelerinin (PMC) mayoz sirasinda etkilendigini
belirtmislerdir. Normal yabanil tip (WT) anterlerde kalloz, mayoz sirasinda dncelikle polen
ana hiicrelerinin etrafinda birikir ve mayoz sonrasinda tetradlar tamamen kalloz duvar ile
cevrilir. ms32 de polen ana hiicreleri baslangigta mayoz oncesi bir miktar kalloz birikimi
gostermistir ancak sonrasinda polen ana hiicreleri etrafindaki selulozik duvar yikilmigtir.
ms32 de kallozun erken yikimi tapetal hiicreler de yogun graniillii endoplazmik retikulum
(RER) kiimelerinin olusumu ile ilgilendirilmistir. RER kiimeleri yabanil tip tapetumunda
da gozlenmistir ancak sonraki asamada yani tetradlar olustuktan sonra kalloz
mikrosporlarin salinimi i¢in normal zamanda yikilmistir. Bu gozlemlerden hareketle bazi
cikarimlar desteklenmektedir. Gelisen mikrosporun cevresindeki kalloz yikimi tapetal
hiicrelerde RER’in olusumuna baghdir ve MS32 mutasyonlarinda bu olaymn

zamanlamasinin aksadig1 goriilmiistiir.

Dong ve ark. (2005), CalS5 (Gls2) geni ile yaptiklart ¢alismalarinda bu genin
mikrosporlarin gecici olan kalloz duvarinda, kallozun sentezinden sorumlu oldugunu ve
Arabidopsis  bitkisinde mikrosporogenez sirasinda ekzin olusumunu sagladigimi
gostermislerdir. Ekzin olusumunda kallozun roliinii belirlemek i¢in CalS5 genin T-DNA
insersiyon mutantlarini izole ve karakterize etmiglerdir. CalS5 mutantlan erkek kisirlik
gostermistir bunun nedeni olarakta mikrosporlarin kalloz duvarlarinda ekzin yapilarinin
eksik oldugu belirtilmistir. Tripin sentezinin gerceklestigi ancak mikrosporlarin yiizeyinde

kiimelenmis olarak rastgele biriktigi gosterilmistir. Tedrattan erken salinan mikrosporlarin

11
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canliligin1 koruyamadig1 ve polen duvarlarinda yikim meydana geldigi bildirilmistir. Bu
calismayla kalloz yapinin polen duvarinin ekzin sentezinde ve polenin canliliginin

saglanmasinda anahtar rol oynadigini gostermislerdir.

Nishikawa ve ark. (2005), Arabidopsis bitkisine ait CALS5 geninin 3 allelini
karakterize ederek polinasyonda kalloz sentezinin roliinii belirlemislerdir. CALS5 geni
erken polen gelisiminde polen ana hiicrelerini ¢evreleyen ve gelismis mikrosporlari ayiran
kallozu olusturmasiyla sporofitik bir isleve sahiptir. Ug ayr1 ekotipe ait CALS5 geninin
mutantiyla yapilan ¢alismada mutant polen tanelerinde ekzin bozukluklarina rastlanmistir.
Kalloz birikiminin ekzin yapilar1t ile belirlendigi gosterilmistir. Ws ekotipindeki
mutantlarda polen tiiplerinde kalloz duvari ve tikaglarinda eksiklikler goriiliirken diger iki
ekotipte (Colombiya ve Landsberg) polen gelisiminin normal oldugu belirlenmistir.
Calismada CALS5 genin polen gelisiminde ii¢ farkli rolii belirlenmistir. 1) ekzin tabakasinin
olusumu ii) polen tiiplerinde kalloz yap1 olusturma iii) erken gelisim asamasinda polen
dejenerasyonunun 6nlenmesi. cals5 mutantlari kalloz sentezinin nasil gesitlendigine 6nemli

151k tutarak ekzin yapilarinda taksonomik ¢esitlilige katki saglamistir.

Luo ve ark. (2006), celtikten tapetum spesifik gen RTS yi izole etmislerdir. RTS nin
celtik genomunda benzersiz bir gen oldugunu bildirmislerdir. RNA blot analizlari ve in situ
hibridizasyonla bu genin mayoz sirasinda anter tapetumunda ifade oldugunu
belirtmiglerdir. RTS de intronlarin bulunmadigini ve hidrofobik N-terminal bolgesinde 94
amino asitlik polipeptit kodladig1 tespit edilmistir. Genin nukleotit ve amino asit dizilerinin
bilinen herhangi bir diziyle homoloji gostermedigi ancak promoter bdlgesinde ki dizilerin
(GAATTTGTTA) sadece bir ve ya iki niikleotit fark ile domatesin promoter bdlgesinde
polen-spesifik genlerinde korunmus motiflerden ayrildigi bilinir. Diger anter-spesifik
promoterlerde bulunan gesitli dizi motifleri RTS genlerinin promoterlerinde tanimlanmaigtir.
Transgenik ve antisens RNA yaklagimlar1 geltikte erkek tiretkenlik igin RTS geninin
gerekli  oldugunu agiga ¢ikarmiglardir. RTS’nin  promoter bdlgesi, Bacillus
amyloliquefaciens de ribonukleaz geni, barnaze ve ya RTS genin antisensi birlestigi zaman
celtik genlerinde doku-spesifik ifade siirdiiriiliir. Erkek kisir transgeniklerin gelisen
ciceklerinden alinan enine kesitlerin 151k ve yakin esodakli kizilétesi mikroskoplarda
barnazenin doku-spesifik ifadesinin veya antisens RTS geninin, polenleri deforme etmesi
sonucu tapetal gelisimin sekteye ugradigini bildirmislerdir. Bu sonuglar celtikte polen

gelisimi sirasinda RTS genlerinin kritik rol oynadigini géstermistir.
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Yang ve ark. (2007), Arabidopsis thaliana MS1 (MALE STERILITY1) geni canli
polen olusumu i¢in 6nemli oldugu ve transkripsiyon faktorlerinin PHD finger sinifi
homolojiye sahip oldugu gosterilmistir. Ancak onun polen gelisimindeki rolii tamamen
tanimlanamamustir. Calismada MS1 transkripsiyonunun yabanil tip MS1 transkripti veya
protein yoluyla otodiizenlemenin oldugu gosterilmistir. Kullanilan foksiyonel yesil
florasan protein (GFP) MS1’ in ifadesi zamansal ve makansal analizlerle birlestirilmistir.
MS1:GFP protein tapetum i¢inde c¢ekirdeksel bolgede oldugu ve ge¢ tetraspor ve
mikrospor salimimi arasinda gelisimsel olarak diizenlenmis bir sekilde ifade edildigi
kanitlanmistir. MS1 ifadesinin eksikligi ekzin yapist ve tapetal salgilanmadaki degisimlerle
sonuglanir. Mikroarray analizleri 260 genin gen¢ msl tomurcuklarinda ifadesinin
degistigini gdstermistir. Bu genler temelde polen duvari ve kabuk olusu ile baglantilidir,
ancak transkripsiyon faktorlerinin sayis1 ve Cys proteaz MSI1’in varsayilan temel
diizenleyici hedefleri tanimlanmigtir. MS1’in ektopik ifadesi vejetatif gen ifadesinin
transkripsiyonel diizenlemeyi degistirir. Bodur bitkilerde dallanma seviyesindeki artis,
kismen verimli ¢igekler ve olgun polende duvar materyalinde gdziiken artis ile sonuglanir.
MS1 boylece tapetumda polen kabuk materyalinin ve polen duvarinin harekete

gecirilmesinde ve sonugta canli polen tiretiminde kritik bir rol oynar.

Zang ve ark. (2007), transgenik teknoloji kullanilarak transkripsiyon faktorii
AtMYB103’iin baskilanmas1 Arabidopsis thaliana bitkisinde anter gelisimi sirasinda polen
anormallikleri ve erken tapetal bozulmalariyla sonuclandigini belirtmislerdir. Bu c¢alisma
ile AtMYB103 genin ii¢ knock-out mutantinin fonksiyonel analizlerini tanimlamuslardir. Iki
erkek kisir mutant ms188-1 ve msl188-2 EMS (Etil metan siilfanat) mutant1 yoluyla
tiretmiglerdir. Haritalama tabanli klonlama yaklagimi kullanilmistir ve ms188 AtMYB103
transkripsiyon faktorii iceren kromozom 5 de 95.8-kb bolgede haritalanmistir. Dizi analizi
aciga cikarmistir ki msl88-1 AtMYB103 kodlayan bdlgede olgunlasma Oncesinde
durdurucu kodona sahipken, ms188-2 AtMYB103 birinci ekzonunda CCT — CTT bir baz
cifti degisimine sahiptir ve R2R3 domaininde 16sin kalintilariyla prolinin yer
degistirmesiyle sonuglanmir. Ugiincii mutant AtMYB103 transpozan-etiketleme hatt1 erkek
kisir fenotip gostermistir. Alelizm testleri MS188 ve AtMYB103 genlerinin benzer
lokuslara bagli oldugunu belirlemistir. Sitolojik gdézlemler ms188 bitkilerinde tapetum
gelisim defektleri ve kalloz bozulmalarini agiga ¢ikarmistir. Ayrica olgun anterlerde birgok
mikrosporun bozuldugunu ve saglam olan mikrosporlarin ekzinden yoksun oldugu

belirtilmistir. AtMYB103 ¢ekirdekte agirlikli olarak R2R3 MYB proteinlerini kodlar. Real-
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time RT-PCR analizleri kallaz kaynakli gen A6 nin AtMYB103 tarafindan diizenlendigi
belirtilmistir. MS2 geni ekzin formasyonun ifadesi mutant anterlerde saptanmamuistir. Bu
sonuclar A. thaliana anterlerinde AtMYB103’ iin ekzin olusumu, kalloz bozulmasi ve

tapetum gelisiminde rol aldigini belirtmislerdir.

Zhu ve ark. (2008), Arabidopsis thaliana tapetumunda ki fonksiyon bozuklugu ve
diizensiz boliinmede sergilenen tdfl (defective in tapetal development and function 1) ile
erkek steril mutantlarin karakterizasyonu ve tanimlanmasini ¢alismislardir. TDF1 genleri
harita-tabanli klonlama stratejileri kullanarak karakterize edilmis ve genetik tamamlama
yoluyla dogrulanmistir. TDF1 genleri bilinen R2R3 MYB transkripsiyon faktoriint kodlar
ve anter gelisimi sirasinda mikrosporlar ve mayositler tapetum da yiiksek olarak ifade
edilir. Kalloz boyama ve gen ifade analizleri TDF1’in kalloz par¢alanmasi kontroliinde
anahtar bilesen olabilecegi Onerilmistir. Sonu¢ olarak TDF1’ in tapetal farklilasma ve

fonksiyonlarda hayati bir rol oynadigini géstermislerdir.

Wan ve ark. (2010), celtikte (Oryza sativa) p -1,3-glukanaz kodlayan genlerden olan
Osgl’in fonksiyonel karakterizasyonunu ayrintilart ile gostermislerdir. Osgl’in bitkinin
tamaminda ifade edildigini ancak yaprak ve ¢i¢ek dokularinda diger bolgelere kiyasla ¢ok
daha fazla sentezlendigini belirtilmislerdir. Aragtirma sirasinda yapilan analizlerle Osgl’ in
mayoz boliinmenin son asamalar1 ile c¢igeklenme esnasinda gerceklesen mikrospor
gelisiminin baglangi¢ ve orta asamalarinda baslica ifade oldugu belirlenmistir. Transgenik
celtikte Osgl geninin ifadesi RNA Interfarans (RI) tarafindan baskilanmustir. Osgl geninin
baskilanmasi erkek kisirlikla sonuglanmistir. Osgl-RI bitkilerinde polen ana hiicrelerinin
normal olarak goriinmesine ragmen erken mikrospor agamasinda bu bitkilerin anter
lokiillerindeki mikrosporlarda kallozun par¢alanmalar halinde oldugu gosterilmistir. Sonug
olarak gen¢ mikrosporlarin anter lokiiliine salinmalarinin gecikmesi sonrasinda

mikrosporlarin bozulmalar gosterdigi belirtilmistir.

Hu ve ark. (2011), geltikde (Oryza sativa) gicek homeotik C sinif geni MADS3, ge¢
anter gelisimi ve polen olusumunun diizenlenmesindeki roliinii tanimlamislardir.
MADS3’iin bu rolii ge¢ anter gelisimi sirasinda tapetum ve mikrosporda asir1 ifade edilir.
MADS3 mutant alelinde yeni tanimlanan, mads3-4 anter duvarlarinda bozukluklar,
mikrosporlarin gelisememesi veya tamamen erkek kisirlik gorildiigiinii belirtmislerdir.
Geg anter gelisimi sirasinda mads3-4 oksidatif stres kaynakli fenotip sergilemistir.

Mikroarray analizleri mads3-4 anterlerinin baz1 genlerinde ifade seviyelerinde degisiklikler
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aciga cikarmistir. Protein kodlayan bu genlerin bazilari reaktif oksijen tiirleride (ROS)
icermektedir. Onlarin arasinda MT-1-4b metal baglayici proteinler kodlar. In vivo ve in
vitro c¢aligmalar1 gostermistir ki MT-1-4b nin promoteri MADS3 ile baglantiidir ve
rekombinant MT-1-4b siiperoksit anyon ve hidroksil radikal temizleyen aktiviteye sahiptir.
MT-1-4b’nin ifadesindeki diislis polen iiretkenliginin azalmasi ve transgenik bitkilerde

stiperoksit anyonun seviyesinde artisa neden oldugu agiklanmustir.
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BOLUM 3

MATERYAL VE YONTEM

3.1. Bitki Materyalinin Yetistirilmesi
Calismada bitki materyali olarak Arabidopsis thaliana Columbia ekotipine ait T-

DNA katilimli mutant hatlar kullanilmistir. Mutant hatlar The Ohio State Universitesi Seed
Stock Center (ABRC)’dan satin alinmistir. AT4G14080 genine ait (Ek 1.1) CS850174 stok
numarali tohumlar (Ek 1.2), AT3G23770 geni (Ek 2.1) i¢inde CS859965 (N859965) stok
numarali tohumlar (EK 2.2) secilmistir. Tohumlar, Prof. Dr. Rod J. Scott (Bath
Universitesi, Ingiltere) tarafindan temin etmistir.

Bitkiler, Arabidopsis Biological Resource Center (ABRC) tarafindan Onerilen

yontem modifiye edilerek yetistirilmistir (http://www.biosci.ohio-

state.edu/pcmb/Facilities/abrc/abrc_handling_mw2004.pdf). Bu yonteme gore tohumlar,

™
% 1 BactoAgar igeren 0.5x Murashige ve Skoog (Murashige ve Skoog, 1962) agar besi

ortami igerisinde ¢imlendirilmistir. Calismada hazir MS besi ortami (Sigma M-5519)
kullanilmistir. Tiim islemler steril kabin igerisinde yiirtitiilmiistiir. MS besi ortam1 i¢in 4,31
g MS tuzu ve 10 gr siikroz 1,8 L distile su igerisinde ¢oziilmiis ve 1M NaOH kullanilarak
pH 5.7’ ye ayarlanmistir. Daha sonra hacim 2 L’ ye tamamlanarak agar (10 g/ L) ilave
edilmistir. Son olarak MS agar besi ortamu 121°C” de 15 dk. siire ile otoklavlanms ve
55°C’ ye kadar sogutularak yaklasik 0,5 cm kalinhiginda petri kaplarina dokiilmiistiir.

Tohumlar, % 6’ lik sodyum hipoklorit i¢erisinde 8 dk. vorteks ile karistirilarak yiizey
sterilizasyonuna tabi tutulmustur. Ardindan tohumlar steril distile su ile durulanmistir
(Sekil 3.1 a). Daha sonra tohumlar steril kabin igerisinde bir miktar steril distile su ile
karigtirilmis ve MS besi ortami igeren petrilere dokiilmiistiir. Petriler yavasca ¢alkalanarak
tohumlarin yayilmasi saglanmig ve yiizeydeki fazla su steril pastér pipeti yardimiyla
uzaklastirilmistir (Sekil 3.1 b).

Tohumlar agarli petrilere 4’er adet yerlestirildikten sonra petriler kapatilmig ve
kenarlar1 kurumayr 6nlemek amaciyla stre¢ film ile sikica sarilmistir. Bu islemden sonra
petriler dormansiyi kirmak amaciyla 2 giin siireyle buzdolabinda (+4 'C) bekletilmistir.
Daha sonra petriler dogrudan 25°C de 7-8 giin boyunca biiyiime kabininde birakilmistir. 8
giin i¢inde kok sistemleri gelisen fideler sonra 121°C’ de 15 dk. siirede steril edilmis
toprak: perlit (4:1) karisimi iceren saksilara aktarilmis, 21°C, fotoperyodu 16 saat aydinlik/
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8 saat karanlik olan biiyiime kabininde yetistirilmistir. Yaklasik 3-4 hafta icerisinde bitkiler

ciceklenmistir.

Sekil 3.1. Steril kabin icerisindeki tohum a) Sterilizasyon arag-geregleri ve b) Tohum

ekimi.

3.2. Sitolojik Arastirmalar
A. thaliana mutant hatlarindan pens yardimu ile toplanan farkl biyiiklikteki gicek

tomurcuklart FAA (Formaldehit % 40: Etanol %70: Asetik asit %98) igerisinde 48 saat
boyunca karanlhkta fikse edilmis ardindan %70’ lik etanol icerisinde 4°C sicaklikta
saklanmigtir. Fikse edilmis tomurcuklarin anterleri stereo mikroskop altinda diseksiyon
ignesi ve bisturi yardimiyla cikarilmistir. Bu calismalar lam tizerinde %70’ lik alkol
icerisinde gergeklestirilmistir. Tomurcuklarin ve tomurcuklardan ¢ikarilan anterlerin
boylart mm cinsinden 6l¢iilmiis ve anterler diseksiyon ignesi yardimiyla agilarak igerigi
ortaya ¢ikarilmistir. Daha sonra igerik karmin boyasi ile boyanmis ve lamel kapatilarak

polen gelisimi incelenmistir (Demirgan, 2009).

3.3. Genomik DNA izolasyonu
Bitkilere ait yaprak ve govde dokulart (100 mg) steril bir bisturi ile kesilerek

eppendorf tiiplerine alinmis, tiipler izolasyona baslayana kadar sivi azot igerisinde
bekletilmistir. Ardindan, bitki dokular steril porselen havanda toz haline gelene kadar sivi
azot icerisinde ezilmis ve 1,5 ml’ lik eppendorf tiipiine aktarilmigtir. DNA izolasyonunda
Edward izolasyon (Edwards ve ark., 1991) yontemi kullanilmistir. Bu yonteme gore,
homojenize edilerek eppendorf igerisine alinan bitki dokusu tizerine 400 ul ekstraksiyon

tamponu eklenmistir. Homojenat vorteks ile karistirildiktan sonra oda sicakliginda 2 dk.
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bekletilerek 13.000 rpm” de 1 dk santrifiij edilmistir. Siipernatant kismi yeni bir tiipe
almarak tiip igerisine esit miktarda Phenol:chloroform:izoamylalcohol (25:24:1)
eklenmistir. Eppendorflar birka¢ kez alt iist edilmis ve 13.000 rpm’de 1 dk. santrifiij
edilmistir. Siipernatant yeni bir tlipe alinarak tlizerine 500 pl % 96’ Iik soguk ethanol
eklenmis ve tiip yavas bir sekilde altiist edildikten sonra 13.000 rpm’ de 5 dk siire ile
santrifiij edilmis alkol dokiilerek uzaklastirilmistir. Pellet % 70’lik alkolde yikanmig ve
santrifiij sonrast alkol uzaklastirllmistir. Tiipler kapagi acik sekilde oda sicakliginda
kurutma kagidi tizerine alinarak 5 dk bekletilmis ve 50 ul dH,O i¢inde ¢6zdirilmiistiir.

DNA 6rnekleri kullanima kadar +4 C’ de muhafaza edilmistir

3.3.1. Ekstraksiyon Tamponunun (100ml) Hazirlanmasi

2,4228 g (200 mM) TrisHCI (pH:7.5) 90 ml dH;0 i¢inde ¢ozdiiriilip ve 1N HCI ile
pH:7.5 e ayarlanmistir. 1,461 g NaCl (250 mM) eklenmis ve ¢ozdiiriildiikten sonra 0,9306
g EDTA (32 mM) eklenmis ve c¢ozdirilmistir. 0,25 g SDS (9 mM) eklenip ve
¢ozdirildiikten sonra son hacim dH,O ile 100 mlI’ye tamamlanmistir. Oda sicakliginda

muhafaza edilmistir.

3.4. Mutant Bitkilerin Genotiplerinin Belirlenmesi
Mutant bitkilerin genotipleri PCR araciligiyla belirlenmistir. Bu amagla biiyiimekte

olan her bir mutant bitkinin taze yaprak dokularindan DNA izolasyonu gergeklestirilmistir.
Izole edilen DNA’larin agaroz jel elektroforezi ile kaliteleri belirlenmistir. Mutant
bitkilerin belirlenmesinde kullanilacak olan primerler segilerek istenilen bolgeler PCR1 ve

PCR2 olarak ¢ogaltilmistir.

3.4.1. Primerlerin Belirlenmesi
Calismada kullanilan CS850174 (AT4G14080 geni i¢in stock number CS850174 )
ve N859965 (AT3G23770 geni igin stock number CS859965(N859965)) mutant genlerine

ait primer se¢imi yapilirken TAIR web sayfasindan (www.arabidopsis.org) ilgili genler ve

T-DNA komsu dizileri (flanking sequence) belirlenmistir. Primerler, NCBI primer blast
(primer  desinging  tool;  http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/index.cgi)

programi ve iSct primer programi (http://signal.salk.edu) kullanilarak dizayn edilmistir.
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3.4.2. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

PCR uygulamalar1 BIO-RAD thermal cycler cihazinda gerceklestirilmistir. PCR, Taq
DNA Polymerase (recombinant) (Fermentas #EP0402) enzimi ile kurulmustur. Reaksiyon
kurulurken tiim islemler buz iizerinde gerceklestirilmistir ve filtreli pipet uglar1 (RNase-
DNase-free), ince cidarli (200ul) PCR tiipleri kullanilmistir.

Reaksiyonlar sirasinda pozitif kontrol olarak bitkinin tiim dokularinda siirekli ifade
oldugu bilinen ACTIN2 genine ait primerler kullanilmistir ve bu primerlerden 270 bg’lik
DNA bandi beklenmistir. Ayrica kontaminasyon olup olmadigin1 gdstermek icin kalip
DNA igermeyen negatif kontrol reaksiyonu da kurulmustur. Cizelge 3.1 de verilen
miktarlara gére PCR reaksiyonu kurulmustur. Reaksiyon kurulduktan sonra Cizelge 3.2” de
verilen PCR programi uygulanmistir. PCR da kullanilan primerlerin baz dizilimleri Cizelge
3.3’de verilmistir. Primer ¢iftlerinin kullanimi sonucu beklenen bant biiyiikliikleri Cizelge

3.4’ de verilmistir.

Cizelge 3.1. PCR reaksiyonu bilesenleri ve konsantrasyonlari

Bilesen Miktar (ul) Final konsantrasyon
10X Taq buffer 2,5 1X

10 mM dNTP mix 2,5 1X

25 mM MgCl; soliisyonu 2,5 2 mM

Kalip DNA 2

Taq DNA Polymerase 0,25 2,5 unit

10 pmol/ul reverse primer 1 0,4 pmol

10 pmol/ul forward primer 1 0,4 pmol
Nuclease- free H,O 13,25

Toplam hacim 25 pul
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Cizelge 3.2. AT3G23770 ve AT4G14080 genleri i¢in kullanilan PCR segmentleri ve dongii
sayisl

Segment Sicaklik (°C) Siire Dongii sayisi
[k denatiirasyon 95 2 dk 1
Denatiirasyon 95 30 sn

Primerlerin baglanmasi 55 30 sn 34
Uzama 72 3dk

Final Uzama 72 10 dk. 1

Cizelge 3.3. PCR’ da kullanilan primerlerin baz dizilisleri

Primer Baz Dizilisi
At4g14080 Right (RP) 5’- CACAGAGTAACGCTCGGAAAC-3’
At4g14080 Left (LP) 5’- ACCATAACCGTCCCTAACCAC-3’

At4g14080 T-DNA Left Border (LB)
5’- AACGTCCGCAATGTGTTATTAAGTTGTC-3’

At3g23770 Right (RP) 5’- AAAACCATTAAAGCAGGCCAC-3’
At3g23770 Left (LP) 5’- ACATGTTGCATTGCTTCTTCC-3’
At3g23770 T-DNA Left Border (LB) 5’- TGGTTCACGTAGTGGGCCATCG-3’

Actin2 Right 5’- TCGGTAAGAAGAACAGGGTGC-3’
Actin2 Left 5’- TGGTGAAGGCTGGATTTGC-3’

Cizelge 3.4. Primerlerden beklenen PCR iiriinii

Primer Cifti Kullamlan Primerler Beklenen Bant
N859965-PCR1 Right ve T-DNA Left Border 700 be
N859965-PCR2 Right ve Left 1068 bg
CS850174-PCR1 Right ve T-DNA Left Border 600 bg
CS850174-PCR2 Right ve Left 1240 bg
Actin2 Actin2 Right ve Actin2 Left 270 bg
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Her bir 6rnek igin iki farkli PCR reaksiyonu kurulmustur. Bir numarali PCR
reaksiyonunda (PCR 1); Right primer (RP) ve T-DNA Left Border (LB), T-DNA ya
baglanirken, iki numarali PCR’da (PCR 2) Left Primer (LP) ve RP araligindaki iirin gen
dizilerini vermektedir (Sekil 3.2 — 3.3). T-DNA -Left Border T-DNA’ nin sol sinirmi
belirtmektedir. Her iki mutant i¢inde T-DNA’ nin sol sinir1 net olarak bilinmemektedir. Bu

nedenle 400-710 bg arasinda bir {iriin beklenmektedir.

AT4G14080

= T-DNA
Sag Sur Sol Sinar

1 a1
Left Primer (LP)

1661 1822

Rigth Primer (RP)

l

l - PCR1

T-DNALB WiscDsLox

Fugment 1661

RP

I PCR2

LP n WwT Fugmenl

1661 RP

Sekil 3.2. AT4G14080 geninde T-DNA insersiyonu ve primerlerin gen {izerindeki

konumlari. 421 LP’in baglanma noktasini, 1661 RP’in baglanma bdolgesini belirtmektedir.

PCR2’den 1240 bg iiriin beklenirken, PCR1’in olusturdugu iirlin yaklasik degerlerle

belirlenir.
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AT3G23770
Sag Swur T-ONA Sol Sinir
2003 1382 315 1
Left Primer (LP) nglb Primer (RP)

[ l — PCR1

I-DNALB SALK Fragment 315 RP
] PCR2

LP 1382 WT Fragment 315 RP

Sekil 3.3. AT3G23770 geninde T-DNA insersiyonu ve primerlerin gen {izerindeki
konumlari. 1383 LP’in baglanma noktasini, 315 RP baglanma bdlgesini belirtmektedir.
PCR2’den 1068 bg firiin beklenirken, PCR1’in olusturdugu {iriin yaklagik degerlerle

belirlenir.

3.5. Melezleme Calismalari
Mutant bitkiler ¢igeklendikten sonra, binokiiler ya da biiylite¢ altinda ince uglu pens

ve diseksiyon ignesi yardimiyla melezlenmistir (McCormick ve Boavida, 2004). Biiyiitme
altinda c¢icek ya da tomurcuk kiimelerine bakilmis ve agmis herhangi bir cicek ya da
tomurcuk varsa uzaklastirilmistir. Cigekler, zarar gérmeden bir kagit bantla sabitlenmistir.
Melezleme yapilacak ¢igegin Ozellikle polenlerinin digar1 ¢ikmamis olmasi ve bunun
aksine stiliisiin ucundaki stigmanin ise olgunlasarak {izerindeki papillalarin olugmus
olmasma dikkat edilmistir (Cigek Gelisim Asamasi 11). Ardindan sepal ve petaller
dikkatlice uzaklastirilmistir. Stigma ve stile dokunmadan anterler dikkatlice alinmistir.
Olgun anterler cigek stigmasi iizerine degdirilmistir. Sonrasinda melezleme, baklalarin

olusup olusmamasi ile kontrol edilmistir.
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3.6. Cift Mutant Bitkilerin Belirlenmesi

Calismada, melezleme araciligi ile elde edilen bitkilerden ¢ift mutant olanlar PCR
aracilifl ile onaylanmigtir. Bu nedenle, melezlere ait taze yaprak dokularindan DNA
izolasyonu yapilmstir. izole edilen DNA &rneklerine her mutant gen icin PCR1 ve PCR2
olmak iizere dort reaksiyon kurulmustur. Ornekler i¢in 10 ul’lik PCR reaksiyonlar

hazirlanmistir. Cizelge 3.5 de verilen oranlara gére PCR reaksiyonlar1 kurulmustur.

Cizelge 3.5 Cift mutantlarin belirlenmesinde kullanilan PCR miktarlari

Bilesen Miktar (ul) Final konsantrasyon
10X Taq buffer 1 1X

10 mM dNTP mix 1 1X

25 mM MgCl; soliisyonu 1 2 mM

Kalip DNA 1

Taq DNA Polymerase 0,1 2,5 unit

10 pmol/ul reverse primer 0,4 0,4 pmol

10 pmol/ul forward primer 0,4 0,4 pmol
Nuclease- free H,O 51

Toplam hacim 10 ul

3.7. RNA izolasyonu

Calismada RNA izolasyonu i¢in erken gelisim sathasindaki agmamis cicek
tomurcuklart kullanilmistir.  Oncelikle stereo mikroskop altinda diseksiyon igneleri
kullanilarak ¢igek tomurcuklari steril bir bistiiri ile kesilerek ayrilmis ve boyutlari
Olciilerek 15 mm’den kiigiik tomurcuklar eppendorf (RNaz-DNaz free) tiiplerine alinmistir.
RNA degredasyonunu 6nlemek icin tiiplere RNAlater (Ambion - #AM7020) eklenmis ve
tiim dokularin RNAlater ile kaplanmasina dikkat edilmistir. Bu sekilde hazirlanan 6rnekler
bir gece +4°C’de bekletilmis ve ardindan uzun siireli saklama igin &rnekler -80°C’de
depolanmistir. Dokularin diseksiyonu ig¢in ¢igek dokular1 toplu olarak alkol ile steril
edilmis lam {izerine alinip tomurcuklar tek tek ayrilmistir. Uygun boyuttaki tomurcuklar
stereo mikroskop altinda RNAlater soliisyonu igerisinde steril ignelerle disekte edilmistir.
Diger dokular ve wuygun boyutta olmayan tomurcuklar wuzaklagtirildiktan sonra
tomurcuklarin boylar1 mikrometrik okiiler kullanilarak 6lgtilmistiir. RNA izolasyonundan

once, tiiplerdeki RNAlater mikropipet ile uzaklastirilmis ve tiipler dokularin donmasi igin
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stvi azotta bekletilmistir. Ardindan, c¢igek tomurcuklart eppendorf igerisinde pestil
yardimiyla iyice ezilmistir. Daha sonra Purelink RNA Mini Kit (Invitrogen — 12183-018A)
kullanilarak dokulardan total RNA izolasyonu yapilmistir. Her bir 6rnege ait RNA lar
agaroz jelde yuritilmis ve miktarlar1 florometrik yontemle (Invitrogen Qubit

Fluorometer) belirlenmistir. Elde edilen RNA 6rnekleri -80°C’de muhafaza edilmistir.

3.7.1. RNA Miktarinin Belirlenmesi
RNA Quant-iT RNA assay Kit’ in Onerdigi yontemle RNA Orneginin iginde

bulundugu karistm  hazirlanmis  ve  Qubit  Fluorometer cihazinda okumalar
gerceklestirilmistir.
1. Ependorf tiipiine dye Working Solusyonu hazirlanmaigtir.
a. Her 6rnek i¢in 199 pL Buffer kullanilmigtir.
b. Her 6rnek icin 1 pL dye reagent kullanilmistir.
c. Karisim vortekslenmistir.
2. Standartlar i¢in 2 assay tiiptine 190 pL Working Solusyonu kullanilmistir.
3. Assay tiipiine her standarttan 10 pL eklenip vortekslenmistir.
4. Ornekler igin 180 — 199 uL Working Solusyonu assay tiiplerine almmustir.
a. Her tiipe 1 — 20 uL’ ye kadar 6rnek koyulabilir.
b. Her tiipiin final hacmi 200 pL olmalidir.
5. Assay tiipline her 6rnekten 1 — 20 pL eklenip karisim vortekslenmistir.
6. Oda sicakliginda 2 dakika bekletilip the Qubit® 2.0 Fluorometer cihazinda okumalar
once standartlar kullanilarak kalibrasyon saglanmis sonrasinda 6rneklerin okumasi

gerceklestirilmistir.

3.8. cDNA sentezi
cDNA sentezi RevertAid First Strand cDNA Synthesis kit ( Fermentas - #K1622 ) ile

gergeklestirilmistir. Bu kite ait iiretici firma tarafindan saglanan reaksiyon bilesenleri ve
kullanilan miktarlar Cizelge 3.6’da gosterilmistir. Reaksiyon (RNaz-DNaz free) pipet
uglart ve ince cidarli 200 pl’ lik PCR tiiplerinde gergeklestirilmistir. Oncelikle kalip RNA,
oligo (dT)1g primer ve DEPC-uygulanmis su tiiplere konularak 65°C* de 5 dk. inkiibe
edilmistir. Ardindan, 5x reaksiyon tamponu, RiboLock RNase Inhibitor ve 10mM dNTP
mix son olarak da M-MuLV Reverse Transcriptase eklenerek 42°C’ de 60 dk. Inkiibe
edilmistir. Reaksiyon 70°C’ de 5 dk. sicaklik uygulamasiyla sonlandirilmistir. Tiim
inkiibasyon iglemleri yukarida belirtilen sicaklik ve siirelere ayarlanmis bir Thermal cycler

cihazinda (BIO-RAD) gergeklestirilmistir.
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Cizelge 3.6. cDNA reaksiyonu bilesenleri ve konsantrasyonlari

Bilesen Miktar (ul)
Total RNA (6 ug/ul) 5
Oligo (dT)1s Primer (0,5pug/ul) 1
DEPC-treated water 6

5x Reaksiyon Buffer 4
RiboLock™ RNase Inhibitor (20u/ pl) 1
dNTP mix (10 mM) 2
M-MuLV Reverse Transcriptase (20u/ pl) 1
Toplam hacim 20 pl

3.9. cDNA ile Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-PCR)
PCR uygulamalari BIO-RAD thermal cycler cihazinda gercgeklestirilmistir.

Reaksiyon bilesenleri cizelge 3.7°de gosterilmisti. PCR, Taq DNA Polymerase
(recombinant) (Fermentas #EP0402) enzimi ile kurulmustur. Kalip ¢cDNA miktarinin,
reaksiyon hacminin %10’ unu gegmemesine dikkat edilmistir. PCR segmentleri ve dongi
sayis1 ¢izelge 3.8’de gosterilmistir. Reaksiyonda her ¢ift mutant i¢in iki farkli reaksiyon
kurulmustur. Oncelikle TAIR web sayfasindan (www.arabidopsis.org) AT4G14080,

AT3G23770 genlerine ait diziler elde edilmis, ardindan Primer 3 programi kullanilarak bu
dizilere uygun primerler elde edilmistir (http://frodo.wi.mit.edu/). Bu primerlerden
sirasiyla 767 ve 609 bg’lik DNA bandi beklenmistir. Dokularda siirekli ifade oldugu

bilinen Actin2 geni c¢ogaltilarak cDNA’ larin kalitesi belirlenmistir (pozitif kontrol).
AT3G23770, AT3G23770 ve Actin2 genlerine ait primerlerin baz dizilisleri Cizelge 3.9°da
gosterilmistir. Ayrica reaksiyonda kontaminasyon olup olmadigini kontrol etmek icin kalip

cDNA icermeyen negatif kontrol reaksiyonu kurulmustur.
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Cizelge 3.7. PCR reaksiyon bilesenleri ve miktarlari

Bilesen Miktar (ul) Final konsantrasyon
10X Taq buffer 2,5 1X

10 mM dNTP mix 2,5 1X

25 mM MgCl; soliisyonu 2,5 2mM

Kalip cDNA 2

Taq DNA Polymerase 0,25 2,5 unit

10 pmol/ul reverse primer 1 0,4 pmol

10 pmol/ul forward primer 1 0,4 pmol
Nuclease- free H,O 13,25

Toplam hacim 25 ul

Cizelge 3.8. PCR segmentleri ve dongii sayilari

Segment Sicaklik (°C) Siire (dk) Dongii sayisi
[k denatiirasyon 95 2,5 1
Denatiirasyon 95 1

Primerlerin baglanmasi 55 1 31
Uzama 72 1

Final Uzama 72 10. 1

Cizelge 3.9. PCR reaksiyonunda kullanilan primer ve baz dizilimi

Primer Baz dizilisi

At4g14080 left 5" AATCCGTTTTGTCCTTGTCG 3’
At4g14080 right 5" CGTTGTTCGTCGGTTTAGGT 3’
At3g23770 left 5’GGTGCACCTATACCGACGTT 3°
At3g23770 right 5’CTTGCACAACAATGGGACAC 3’
Actin2 left 5’ TGGTGAAGGCTGGATTTGC 3°
Actin2 right 5> TCGGTAAGAAGAACAGGGTGC 3’
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3.10. Agaroz Jel Elektroforezi

PCR iiriinleri %1’ lik agaroz jel (Sigma A5093) elektroforezi ile ayrilmis ve ultra
violet transilluminator (U.V.) tablasinda goriintiilenmistir. 2 g agaroz 200 ml 1XTAE
tampon icerisinde 120°C’ de eritilmistir. Jel oda sicakligina gelene kadar sogutulduktan
sonra igerisine 10 pl ethidium bromiir (10mg/ml) eklenmis ve katilasmadan 6nce igerisinde
tarak bulunan jel tepsisine dokiilmistiir. Jel katilastiktan sonra tarak ¢ikartilmis ve
elektroforez tankina yerlestirilmistir. Tank, 1XTAE tamponu ile doldurulmustur. Ardindan
ornekler marker ile birlikte alinan 6X yilikleme tamponu ile karigtirilarak kuyucuklara
yiiklenmistir. Elektroforezde marker olarak 1 kb DNA ladder (Fermentas #SMO0311),
kullanilmistir (Sekil 3.4 ). Jel 5V/cm’ de yaklasik 90 dakika yiiriitiilmiis ve U.V. tablasinda

Olympus C-5060 marka fotograf makinasi ile goriintiilenmistir.

3.10.1. Elektroforezde Kullanilan Tamponlarin Hazirlanmasi

10XTAE tamponu: 48,44 g tris base, 3,72 g EDTA 900 ml dH,O i¢inde
¢ozdiiriilmiis ve tamponun pH’ 1 asetik asit (12 ml) ile 8,0’ a ayarlanmistir. Son hacim

dH,0O ile 1 L’ ye tamamlanmis ve tampon oda sicakliginda saklanmustir.

IXTAE tamponu: 100 ml 10XTAE tamponu 900 ml dH,O ile 1 L’ ye

tamamlanmustir.
Ethidium bromiir stok cozeltisi: 0,1 g ethidium bromiir 10 ml dH,O igerisinde

karistirillarak ¢ozdiiriilmiis ve 10 mg/ml’ lik stok ¢ozelti elde edilmistir. Sisenin etrafi

aliminyum folyo ile sarilarak karanlikta saklanmistir.
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bp ng/0.5pg9 %

10000 30 6
8000 30 6
6000 70 14
5000 30 6
4000 30 b

3900 30 6
3000 70 14
2500 25 5
2000 25 5

1500 25 4

Sekil 3.4. Calismada kullanilan marker haritast
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BOLUM 4

ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4.1. Bitki Materyalinin Yetistirilmesi
Bu calismada bitki materyali olarak kullanilan Arabidopsis thaliana Columbia

ekotipinde iki farkli gene ait nakavt mutant hatlara ait tohumlar Arabidopsis Biological
Resource Center (ABRC) tarafindan kullanilan yontem modifiye edilerek yetistirilmistir.

Besi ortaminda petri kaplarina yerlestirilen tim tohumlar (Sekil 4.1) wild type bitkiler
(yabanil) ile ayn1 zamanda ¢imlenerek rozet ve kok yapilart gelistirmistir. Daha sonra,
fideler yesil klorofil iceriginden dolayr yesil renkte gercek yapraklar vermis ve normal
gelisim gostermistir. Cigcek tomurcuklarni ilk kez, yabanil tip bitkilerde oldugu gibi
vernelizasyonu takiben 3. haftadan sonra goriilmiistiir (Sekil 4.2, Sekil 4.3). Cigekler bir

pistil, alt1 stamen, beyaz renkte dort petal ve yesil renkte dort sepalden olusmustur.

Sekil 4.1. Her iki mutant gene ait A. thaliana bitkilerinin MS besi ortamindaki kok
sistemlerinin olusumu. a) At4g14080 b) AT3G23770.
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Sekil 4.2. AT4G14080 (CS850174 stok nolu) mutant Arabidopsis thaliana ¢igek

tomurcuklari.

-

Sekil 4.3. AT3G23770 (N859965 stok nolu) mutant Arabidopsis thaliana ¢igek

tomurcuklari.

4.2. Genomik DNA izolasyonu

Yaprak dokularindan (100 mg) DNA izolasyonu Edwards ve ark. ( 1991) 6nerildigi
sekilde yapilmistir. Elde edilen DNA’nin kalitesi agaroz jel elektroforezi ile kontrol
edilmistir. DNA oOrneklerinde siiriintii ile karsilagilmamis ve PCR reaksiyonlari i¢in uygun

olduklar1 goriilmiistiir (Sekil 4.4).
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Sekil 4.4. A. thaliana mutant ve yabanil tip genomik DNA’larina ait jel elektroforezi
goriintiileri. Kuyucuklara 5 ul 6rnek yiiklenmistir. Marker: Fermantas 1 KB DNA Ladder.
Hat 1, 2, 3, 4: At4g14080 mutant hatt1, Hat 5, 6, 7, 8: At3g23770 mutant hatti, Hat 9:
Yabanil tip.

4.3. Mutant Bitkilerin Dogrulanmasi
4.3.1 Primerlerin Belirlenmesi
Calismada kullanilan A.thaliana CS850174 ve N859965 mutantlar1 Colombia
ekotipidir. Primerler belirlenmeden 6nce asagida asamalar gergeklestirilmistir.
1) www.arabidopsis.org sayfasindan arama motoruna AT4G14080 yazilir ve arama
yapilir (Ek 3.1).

2) Arama sonuglarinin bulundugu sayfaya ulasilarak ilgili gen bashigi secilmistir
(Sekil Ek 3.2).

3) Stok isimlerinin yazili oldugu bdliimden kullandigimiz mutant hat segilmistir
(Sekil Ek 3.3).

4) Acilan sayfadan 6rnegin galismayi yiiriitecegimiz CS850174 isimli mutant stok
secilmigtir. CS850174 mutantt WiscDsLox285F04 polimorfizm olarak TAIR
web sayfasinda tanimlanmistir. Bu sayfadan T-DNA komsu dizisi (flanking dizi)
belirlenmistir (Ek 3.4).

Flanking diziler mutasyonun bulundugu yerin belirlenmesini saglamistir. Bu diziler

T-DNA’ ya komsu dizilerdir. Mutant genlerde T-DNA’ nin varligi LB (Left border) olarak

bilinen T-DNA’nin sol sinirina baglanan primerlerin kullanildigi PCR ile belirlenmistir.
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Calismada

kullanilan primerler,

iSct

primer

programi

(http://signal.salk.edu/tdnaprimers.2.html) kullanilarak asagidaki adimlarda se¢ilmistir.

1) WiscDsLox285F04 adi ilgi kutucuga yazilarak onay verilmistir (Sekil 4.5).

1.PrimerL :

Primer
size - pal Min: 18
Opt:
Primer
™ - &1 Min: 53
Opt:
GC
Content 200 Max: 20.0
- Min:
Max MN: 300 ExtS: 300
Primer

200
Zone:
_?_3;1 : Insertior E

Please paste your list: like

Salk 000002

SRIL 155 DOT

GABI 756F01

FLAG 270BOS
BATM15-1576-1 G
WiscDsLox2B89 2%ZP5
SM 3 15088

igcDaLoxl85F04

Max:

Max:

Clamp:

Ext3:

BPos:

Format:

28

71

300

110

H

Sekil 4.5. T-DNA mutant genleri i¢in kullanilan primer dizayn programi.

32


http://signal.salk.edu/tdnaprimers.2.html

BOLUM 4- ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA Elif POLAT

2) Boylece PCR sirasinda kullanilabilecek uygun left (LP) ve right (RP) primerler
(Sekil 4.6.), bu primerlere ait uzunluk, TM ve GC 6zellikleri ve PCR sonrasi1 olusacak {iiriin

boyutu program tarafindan saglanmistir (http://signal.salk.edu/cgi-bin/tdnaexpress ).

WizcDsLox285F04 PRODUCT SIZE 1240 PATER ANY COMPL 0.00
PATR 3' COMPL 0.00 DIFF TM 0.06

LP ACCATARCCGTCCCTAACCAC Len 21 TM 53.99 GC 52.38 SELY ANY COMPL 0.06
3' COMPL 0.00

RP CACAGAGTAACGCTCGGAARAC Len 21 TM 55.9893 GC 52.38 SELY ANY COMPL 0.06
3' COMPL 0.00

Ingertion chr4 81195186 BEP+RP PRODUCT SIZE 98- 8%

o

Sekil 4.6. Primer dizayn programi ile olusturulan CS850174 mutant hatt1 igin gelistirilen

primerler.

CS850174 mutant hatti igin pDs Lox T-DNA vektori kullanilmistir
(http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?type=polyallele&id=500412528 ). PCR

tirtinlerini elde edebilmek i¢in TAIR web sayfasinda bulunan p745 primeri LB primer
olarak secilmistir (Sekil 4.7).

Associated

Lacif ATAG14080
Mutagen®  T-DNAinserion
guialmn Site gene

Description  Sequence generated inthe course of an Arabidopsis T-DNAtagaing program. TAIL-PCR was used to generate
sequencing templates that represent At genomic DNA fianking the left border ofthe pDs-Lox T-ONAinsert. PCR products
Were sequenced directly by using the p745 primer 5" AACGTCCGCAATGTGTTATTAAGTTGTC 3

Sekil 4.7. Left Border (LB) primer olarak kullanilan p745 primeri

CS859965 mutant hatti i¢in uygun left (LP) ve right (RP) primerler (Sekil 4.8.), bu
primerlere ait uzunluk, TM ve GC ozellikleri ve PCR sonrasi olusacak {irlin boyutu

program tarafindan saglanmistir (http://signal.salk.edu/cgi-bin/tdnaexpress )
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SALE 033100.20.30.x PRODUCT SIZE 1068 PATR ANY COMPL 0.00
PATR 3' COMPL 0.00 DIFF THM 0.23

LP ACATGTTGCATTGCTTICTTICC Len 21 TM 60.13 GC 42,86 SELF ANY COMPL 0.23
3' COMPL 0.00

RP AAAACCATTARRAGCAGGCCAC Len 21 TM €0.36 GC 42,86 SELF _ANY COMPL 0.23
3' COMPL 0.00

Insertion chrd 8566226 EP+RFP PRODUCT SIZE 528- 828

Sekil 4.8. Primer dizayn programi ile olusturulan CS859965 mutant hatt1 i¢in gelistirilen

primerler.

T-DNA mutantt olan CS859965 pROK2 vektorii kullanilarak mutant hale
getirilmistir (Sekil 4.9).

G‘ —_ — -
— — —
-— o © — o —-,,"',‘md.i, ~3 @
— = o« =] SbYo @ N W
N (e N wn a0~ [ E-R-]
O~ — < ~— =P - o ~ o~
— — — — l‘._'._,._ O =
- = PR - = ?_;E THH
[ =
-] ER g P SSE® HHH
° —_ on O S ﬁgm
m = ] = Y NPTIIZ & &
| 11 | 1 ~ 1
(03 11 | I —
LB 23 RB
T - -~ -~
NS @ o o
= = N = s
~ = S o = ~
wsE E o = £
—f T = 3
—h ST = & a
=o = = =0
Sg 25 g 2
o " = o
P =

Sekil 4.9. T-DNA insersiyonu pROK?2 vektor

Uygun T-DNA primerini secebilmek amaciyla Signal Salk Institute

(http://signal.salk.edu/tdna_protocols.html) web sayfasindan yararlanilmistir. Buradan Salk

mutant hatlar1 i¢in verilen T-DNA LB primerlerin igerisinden uygun olan primer

secilmistir (Sekil 4.10) (http://signal.salk.edu/tdnaprimers.2.html).
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LB - Left border primer of the T-DNA insertion:
=LBb1 of pBIN-pROK2 for SALK lines
GCGTGGACCGCTTGCTGCAACT

>LBb1.3 L[{* (Newly used by Salk Genotyping Project and with better results)

ATTTTGCCGATTTCGGAAC

>Bal of pBIN-pROK2 for SALK lines

TGGTTCACGTAGTGGGCCATCG |
— =LB_6313F for SALK lines

TCAAACAGGATTTTCGCCTGCT

Sekil 4.10. Salk hatlarinda kullanilan LBal Left Border primer.

4.3.2. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

4.3.2.1. Genotiplerin Belirlenmesi

Bu calismada AT4G14080 ve AT3G23770 genlerinin anter gelisiminde
fonksiyonlarmin belirlenmesi amaglanmigtir. Calismada, N859965 (CS859965) ve
CS850174 stok numarali T-DNA nakavt mutantlarina ait tohumlardan yetistirilen bitkilerin
genotipleri PCR1 ve PCR2 olarak bilinen reaksiyonlar ile belirlenmistir. Bu amagla,
N859965 numarali nakavt mutant hat icin segilen primerler ile PCR1 ve PCR2 kurulmus
ve AT3G23770 igin secilen primerler ile PCR2’de 1068 bg. uzunlugunda, PCR1’de ise 700
b¢. uzunlugunda olan triinler beklenmistir (Cizelge 3.3). CS850174 stok numarali nakavt
mutant hat i¢in yine PCR2 ve PCR1 kurulmus ve bu reaksiyonlardan sirasi ile 1240 bg ve
600 b¢ uzunlugunda tirtinler beklenmistir.

PCR1’de LB olarak bilinen primer sadece T-DNA {izerine baglanirken, RB primeri
bitkinin genomunda ilgili gen bolgesine baglanir. Dolayisi ile bu reaksiyonda olusan
tirtinler ilgili gen igerisinde T-DNA varligini ispat eder. Buna karsin, PCR2 reaksiyonunda
kullanilan primer ¢ifti sadece ilgili gene baglanir ve beklenen boyutda bir iiriin olusturur.
Eger ilgili gen bolgesinde T-DNA var ise bu durumda {iriin olusmaz. Mutant hatlarin
genotipleri belirlenirken tek bir bitkiye ait genomik DNA’larin kalip olarak kullanildig: iki
farkli PCR reaksiyonu (PCR1 ve PCR2) kurulur. Eger mutant hat homozigot (HM) ise
PCR1 sonucunda beklenen boyutta bant olugmasi gerekirken, PCR2 herhangi bir iiriin
olusturmaz. Bu durumda T-DNA’nin kromozomdaki her iki alel icerisine de katildigi
anlasilir. HM bireyler aa olarak gosterilir. Bu bitkilerde, PCR1 sonucunda yaklasik olarak
410+N be (N: ~300 bg) tirtiin meydana gelir. Bitkinin yabanil tip (WT) oldugu durumda,
yani T-DNA katiliminin olmadigr durumlarda ise PCR1 herhangi bir iiriin olusmazken

sadece PCR2 de iiriin gozlenir. PCR2’de gene 6zgili primerler ile beklenilen boyutta iiriin
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elde edilir. Ancak PCR2’de olusan bant 900 baz ¢iftinin {izerinde ise bu sartlarda gene
Ozgii iiriin olusturdugu diisiiniiliir. Mutant bireylerin heterozigot (HZ) oldugu durumda ise
hem PCR1 hem de PCR2 de irin meydana gelir (Sekil 4.11-
http://signal.salk.edu/tdnaprimers.2.html). Bu durumda T-DNA sadece bir alel igerisinde

yer alir ve bu bitkilerin fenotipleri Aa olarak bilinir ( C O’Malleyl ve ark., 2007).

PCR2 900 NN

PCR1 410+N E I

*N=0~300

Sekil 4.11. Mutant bitkilerin fenotiplerinin belirlenmesi i¢in kullanilan 6rnek bir sekil.
PCRI1 ile belirtilen baz ¢ifti maksimum 710 olabilir. Ancak PCR2 kullanilan gene bagh
olarak her reaksiyon i¢in farklilik gostermektedir. Bu sekilden yola ¢ikarak fenotipler

belirlenmistir. WT: Wild type (Yabanil tip) HZ: Heterozigot, HM: Homozigot.

Mutant bitkilerin genotipleri bu bitkilere ait genomik DNA kaliplar1 kullanilarak
kurulan PCR reaksiyonlar1 ile kanitlanmistir. Elde edilen iiriinler agaroz jel elektroforezi

ile goriintiilenmistir.

4.3.2.2. AT3G23770 Geninde Mutasyon Tasiyan Hatlarin Belirlenmesi

Calismada kullanilan mutant bitkilere ait PCR sonuglar1 (her bitki i¢in PCR2 ve
PCR1) agaroz jelde goriintiilenmistir. AT3G23770 geninde mutasyon tasiyan homozigot
(AADD) bitkiler PCR1 reaksiyonunda yaklasik 700 baz ¢ifti biiyiikliikte iirlin olustururken,
PCR2’de bant vermemistir. Kullanilan 4 bitkininde genotiplerinin homozigot mutant
oldugu yalnizca PCR1 bantlarinin olusmasiyla anlagilmistir (Sekil 4.12). Bu bitkilerin

fenotipleri incelendiginde erkek kisirlik goriilmemistir.
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Sekil 4.12. AT3G23770 mutant bitkilerine ait dort bitkinin PCR2 ve PCR1 sonuglari. PCR
tiriinleri kuyucuklara 20 pl yiiklenmistir. 1 nolu bitki Hat 1: PCR2, Hat 2: PCR1; 2 nolu
bitki Hat 3: PCR2, Hat 4: PCR1; 3 nolu bitki Hat 5: PCR2, Hat 6: PCR1; 4 nolu bitki Hat
7: PCR2, Hat 8: PCRL. 1, 2, 3 ve 4 nolu bitkilerin genotipi homozigot.

4.3.2.3. AT4G14080 Geninde Mutasyon Tasiyan Hatlarin Belirlenmesi

AT4G14080 geninde mutasyon tasiyan bitkilerinden ii¢ tanesinin heterozigot mutant
oldugu bir tanesinin ise yabanil tip oldugu goriilmiistiir. Bu bitkilerin PCR sonuglarinin jel
iizerindeki goriintiilerinde ti¢ bitkide de hem PCR1 hem de PCR2 iiriinlerinin bant
olusturdugu bu bitkilerin heterozigot (AaBB) olduklar1 anlasilmigtir. Yabanil tip bitkinin
ise PCR2’ de iiriin verdigi PCR1’de {iriin vermedigi goriilmiistiir (Sekil 4.13). PCR1
reaksiyonu yaklasik 600 baz ¢ifti biiyiikliikte {iriin olustururken, PCR2’de yaklasik 1240
be. uzunlugunda iirlin olusmustur.

Calismamuz siiresince yetistirilen diger AT4G14080 mutant bitkilerde de homozigot
bireylere rastlanmamistir. Tohumlarin smirli sayida olusundan dolayr bu mutasyonu
tasiyan bitkilerden toplamda 12 adet yetistirmistir. Elde edilen heterozigot bitkilerle
melezlemeler devam etmistir.

Ancak calismamiz sonrasinda arastirma laboratuarmma alinan yeni tohumlarda
homozigot (aa) bireylere rastlanmistir. Fenotipleri incelendiginde bu bitkilerde erkek

kisirlik goriilmemistir.
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Sekil 4.13. AT4G14080 mutant bitkilerine ait dort bitkinin PCR2 ve PCR1 sonuglari. PCR
tiriinleri kuyucuklara 20 pl yiiklenmistir. 1 nolu bitki Hat 1: PCR2, Hat 2: PCR1 ; 2 nolu
bitki Hat 3: PCR2, Hat 4: PCR1, 3 nolu bitki Hat 5: PCR2, Hat 6: PCR1, 4 nolu bitki Hat
7: PCR2, Hat 8: PCR1. 1,2, ve 4 nolu bitkilerin genotipi heterozigot. 3 nolu bitkinin
genotipi yabanil tiptir.

4.4, Melezleme Calismalari

Mutant bitki genotipleri belirlendikten sonra iki farkli mutant hata ait bitkiler
ebeveyn olarak secilmis ve binokiiler altinda pens ve diseksiyon ignesi yardimiyla
melezleme yapilmistir. Melezlemede N859965 hattindan elde edilen homozigot (AAbb) ve
CS850174 (AaBB) hattindan elde edilen heterozigot bireyler ikiserli gruplar halinde
calisilmigtir. Melezlenen bitkiler ebeveylerinin ve melezleme tarihlerinin yazili oldugu

kiiciik etiketler kullanilarak diger ¢igeklerden ayrilmistir (Sekil 4.14).
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Sekil 4.14. Melezlenen bir bitkinin etiketle belirlenmesi.

Baklalar olusana kadar siirekli gozlem altinda tutulmustur. Baklalarin olusumuyla
melezlemede basar1 saglanmistir. Melezleme sirasinda disi organi zarar géren tomurcuklar
biliylime gosteremeyerek zamanla canliligini yitirmistir. Baklalar melezlemeyi takip eden
1-2 giin i¢cinde uzamaya baglamistir. Baklalarin tamamiyla kurumasiin ardindan olusan
cok sayidaki tohum toplanmis ve kullanilincaya kadar +4°C de saklanmistir. Tohumlar
materyal-metotda belirtilen sartlarda yetistirildikten sonra olusan bitkilerin genotipleri
PCR1 ve PCR2 ile kontrol edilmistir.

Homozigot (AAbb) N859965 hatt1 ile heterozigot (AaBB) CS850174 hattin
melezlenmesi sonrasinda elde edilen tohumlarin genotipleri mendel oranlarina gére % 50

oraninda AaBb, %50 oraninda AABDb olarak olusmas1 beklenmistir.

4.5. Melezlenen Mutant Bitkilerin Genotiplerin Belirlenmesi ve Secilmesi
Homozigot (AAbb) N859965 hatt1 ile heterozigot (AaBB) CS850174 hattin

melezlenmesi sonrasinda elde edilen tohumlarin genotipleri mendel oranlarina gére % 50
oraninda AaBb, %50 oraninda AABDb olarak olugsmas1 beklenmistir.

Melezleme sonrasinda toplanan tohumlarin iki farkli genotipe sahip oldugu
bilinmektedir. Melezleme yaptigimiz bitki ebeveynleri AaBB (heterozigot) ve AAbb
(homozigot) seklindedir.

Calismanin ilk asamasinda kullanilan bitkiler yalnizca tek bir gen bakimindan

mutasyona ugratilmistir. Bir bitkide mutant durumda olan gen diger bitkide yabanil
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sekildedir. Kullanilan mutant genlerden N859965 hatti, AT3G23770 geninin her iki
alelinde de mutasyon tasimasiyla homozigot mutant (bb) olarak belirlenmistir. Fakat ayni
bitki AT4G14080 geni bakimindan bir mutasyon tasimadigi igin yabanil tip (AA)
durumundadir. Bu durumda N859965 hattinin genotipi AAbb olmaktadir. Bir diger
mutasyona ugratilan CS850174 hatti da AT4G14080 geninde mutasyonu tek bir allelde
tasidigr icin heterozigot mutant (Aa) olarak belirlenmistir. Bu bitki ise AT3G23770
bakimindan yabanil durumdadir. CS850174 hattinin genotipi AaBB olmaktadir.

Bitkiler dihibrit olarak melezlenmistir (Sekil 4.15). CS850174 heterozigot mutant
geni Aa olarak belirtilmigtir. N859965 geni homozigot oldugu i¢in bb ile belirtilmistir.
Asagida Sekil 4.15 de dihibrit olarak melezlenen ebebveynler, bunlardan olusan gametler

ve mendel acilimlarina gore F1 dollerinin oranlart verilmistir.

P AaBB AAbb
X

AB Ab

aB

Gametler

F1 1/.2 AABDb 1/:3 AaBb

Sekil 4.15. At4914080 heterozigot mutant bitkisi ile At3g23770 homozigot mutant
bitkisinin dihibrit melezlenmesi. AaBB genotipi At4g14080 bitkisini belirtmekte, AAbb
genotipi ise At3g23770 bitkisini belirtmektedir. Melezleme sonunda ' oraninda AABD

genotipi ve % oraninda AaBb genotipi olusmustur. P: Ebeveyn (parent), F1:ilk nesil.

Elde edilen tohumlar materyal metod da agiklandigi sekilde ¢imlendirme ve biiyiime
ortamlarinda yetistirilmistir (Sekil 4.16). Calismada yaklagik 60 adet bitki kullanilmisgtir.
Tablo 4.1 de belirtildigi iizere olusan bitkilerin ancak %50 si AaBb genotipi tasiyacaktir.
Bu nedenle fazla sayida bitki analiz ederek bu saymin artmasi saglanmistir. Ancak
melezlemenin yapildig: bitkilerden AT4G14080° nin heterozigot (Aa) olmasi bu analizlerin
cok sayida bitki ile yapilmasina neden olmustur. Her iki bitkide de homozigot mutant (aa

yada bb) goriilmesi durumunda, melezleme sonrasinda elde edilen tiim bitkilerde AaBb
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genotipini tasiyacakti. Boylece bu bitkilerin PCR ile analizlerinin yapilmast da gerekli

olmayacakti.

Sekil 4.16. Melezlenen bitkiye ait gesitli biiyiime asamalari. a) Filizlenme agamasi

b)Bitkilerin etiketlenek ayrilmasi ve DNA izolasyonu i¢in doku alinmasi.

Bitkilerin genotiplerinin saptanabilmesi icin yetistirilen her bir bitki yapragindan
DNA izole (Sekil 4.17) edilerek PCR ile dogrulanmistir. Genotiplerin PCR1 ve PCR2 ile
belirlenmesinin ardindan AaBb heterozigot genotipi se¢ilmistir. AaBb genotipinin
secilmesinin sebebi bu bitkilerin kendilenmeye birakilmasinin ardindan ¢ift mutant bitkiler
olusturacak olmasidir. Bu genotip her iki mutasyon bakimindan da heterozigotluk
gosterirken, diger genotip yani AABb sadece tek bir gen agisindan heterozigot mutant
durumdadir. Bu durum galismanin devam ettirilebilmesine engel olusturacaktir.

Genotiplerin belirlenmesi sirasinda her bitki i¢cin 4 PCR reaksiyonu kurulmustur.
AT3G23770 icin yapilan PCR1 ve PCR2 ¢aligmalarinin tamami {iriin olusturmustur. Her
iki PCR’1inda iiriin olusturmasi1 durumunda bitki heterozigot (Bb) olarak belirtilmistir. Bu
nedenle AT3G23770 mutant hatti olan N859965 ile yapilan PCR ¢alismarinin sonuglari
icin tek bir durum mevcuttur. Ancak AT4G14080 geninin saptanmasi igin yapilan PCR
reaksiyonlarinda iki farklt durum olusacaktir. PCR2 ve PCRI’in her ikisi de {iriin
olusturacak (Aa) ya da PCR2 iiriin olustururken PCR1 de iirin olmayacaktir (AA). AABDb
durumunda bitki tek bir gen mutasyonu olusturdugu i¢in ¢alismada kullanilmamustir. Bu
durumda her bitki i¢in yapilan dort PCR da, istenilen genotipteki bitkiye ulagsmayi saglayan
reaksiyon AT4G14080 geni i¢in yapilan PCR1 reaksiyonudur. Yani RP ve LB primerleri
ile kurulan PCR1 reaksiyonudur. Bu reaksiyon bant olusturmus ise o bitki istenilen

genotipe sahip oldugu icin diger bitkilerden ayilmistir.
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M 27T 22 23 “2125 26 27

—— e — L — -—— - - . -

M 34 36 37 38 39 20 41 12 13
— LA A A A B A A

Sekil 4.17. Melez bitkilere ait izole edilen DNA 6rneklerinin agaroz jel goriintiileri. 1 KB
DNA Ladder kullanilmastir.
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Her iki gen i¢inde mutasyon tasiyan hatlarin (Double mutant) belirlenebilmesi igin
melezleme sonucu elde edilen bireyler dort ayri PCR reaksiyonu ile incelenmistir.
PCR sonrasi iriinler agaroz jel elektroforezi ile goriintiilenmistir. Tiim reaksiyonlar

da bant olusturan bitkiler heterozigot olarak digerlerinden ayrilmistir (Sekil 4.18 ).

1 NOLU MELEZ 2 NOLU MELEZ

1500 bg

1000 bg
750 bg
500 bg

250 bg

PCR2Z PCR1 PCR2Z PCR1 PCR2 PCR1 PCR2 PCR1
AT4G14080 AT3G23770 AT4G14080 AT3G23770
AABb HETEROZIGOT (AaBb)

3 NOLU MELEZ 4 NOLU MELEZ

1500 bg

1000 bg
750 bg

500 bg

250 bg

PCR2 PCR1 PCR2 PCR1 PCR2 PCR1 PCR2 PCR1
AT4G14080 AT3G23770 AT4G14080 AT3G23770

HETEROZIGOT (AaBb) HETEROZIGOT (AaBb)
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5 NOLU MELEZ 6 NOLU MELEZ

1500 bg

1000
750 bg
500 bg

250 bg

PCR2 PCR1 PCR2 PCR1 PCR2 PCR1 PCR2 PCR1

AT4G14080 AT3G23770 AT4G14080 AT3G23770
HETEROZIGOT (AaBb) AABb
7 NOLU MELEZ 8 NOLU MELEZ

PCR2 PCR1 PCR2 PCR1 PCR2 PCR1 PCR2 PCR1
AT4G14080 AT3G23770 AT4G14080 AT3G23770

AABb AABb

9 NOLU MELEZ 10 NOLU MELEZ 11 NOLU MELEZ

PCR2 PCR1 PCR2 PCR1 PCR2 PCR1 PCR2 PCRt PCR2 PCR1 PCR2 PCR1
AT3G23770 AT4G14080 AT3G23770  AT4G14080 AT3G23770  AT4G14080

HETEROZIGOT (AaBb) HETEROZIGOT (AaBb) AABb
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12 NOLU MELEZ 13NOLUMELEZ 14 NOLU MELEZ

PCR2 PCR1t PCR2 PCR1 PCR2 PCR1 PCR2 PCR1 PCR2 PCR1 PCR2 PCR1
AT3G23770 AT4G14080 AT3G23770  AT4G14080 AT3G23770  AT4G14080

HETEROZIGOT HETEROZIGOT HETEROZIGOT
AaBb AaBb AaBb

Sekil 4.18. Ilk melezleme sonrasindaki tohumlardan elde edilen bitkilerin PCR sonrasi
agaroz jel gorilintiileri. PCR reaksiyonlart 10 pl’ lik hazirlanmistir. PCR dirlinleri
kuyucuklara 10 pl yiiklenmistir. Marker olarak Fermantas 1 KB DNA Ladder
kullanilmistir. Her bitki i¢in 4 er reaksiyon olusturulmustur. Kutu igerisine alinan boliimler
heterozigot mutant bitkileri gostermektedir. Burada ozellikle AT4G14080 i¢in yapilan
CS850174-PCR1 reksiyonlarinin goriilmesi mutant se¢imini saglamistir. AT3G23770 igin:
PCR2 (1068 bg), PCR1 (700 bg), AT4G14080 igin: PCR2 (1240 bg), PCR1 (600 bg).

Melezlenen bitkilere ait agaroz jel goriintiileri incelendiginde AaBb ve AABDb olmak
tizere iki farkli genotip olustugu goriiliir. 1, 6, 7, 8 ve 11 nolu melez bitkilerin yabanil tip
(AABD) oldugu goriilmektedir. Bu bes bitkinin ortak 6zellikleri AT4G14080 i¢in yapilan
PCR1 reaksiyonlariin iirin olusturmamis olmasidir. Jel goriintiisiinde goriilen diger
bitkilerin genotipleri heterozigot (AaBb) olarak belirlenmistir. Burada 4 PCR reaksiyonu
da {riin olusturmaktadir. Bazi jel goriintiilerinde AT3G23770 igin yapilan PCRI1
reaksiyonlart net goziikkmemektedir. Ancak biliniyor Ki bitkilerin melezlenmesi sirasinda
homozigot olan bu hat i¢in olusan tiim bireylerde Bb genotipinin saglandig1 goriiliir (Sekil
4.15). AT4G14080 de ise melezleme sonucu olusan bireylerde AA ve Aa olmak {izere iki
ayr1 genotip ihtimali bulunmaktadir. PCR1 in {iriin olusturdugu reaksiyonlar heterozigot,

iriin vermedigi reaksiyonlar ise yabanil tip olarak belirlenmistir.
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Elektroforez sonrasinda yapilan agaroz jel goriintiileri ile segilen heterozigot cift
mutant bitkiler kendilenmeye birakilmistir. Kendilenme de bitki kendi polen ve yumurta
hiicrelerini kullanarak tiremeyi gerceklestirir. Kendilenme sonrasinda bitkilerden tohumlar
toplanmistir. Bu tohumlarin ¢imlendirme ve topraga ekilme asamalar1 tekrar

gerceklestirilmistir.

4.6. Cift Homozigot Mutant Bitkilerin Dogrulanmasi

Kendilenme sonrasinda olusan bireyler ikinci nesil olan F2 bitkilerini olusturmustur.
AaBbxAaBb iiremesinin sonucunda fenotipik olarak 9:3:3:1 oranmi elde edilmistir (Sekil
4.19). Genotipik olarak 9 ayri bitki olusmustur. aabb ¢ift homozigot genotipinin meydana
gelme olasiligr ise 1/16 olarak hesaplanmistir. Oran diisikk oldugu igin ¢alismada ¢ok
sayida (110 adet bitki) bitki analiz edilmistir. Yapilan tekrarli PCR analizleri sonucunda
uygun homozigot ¢ift mutant sayis1 4 bitki olarak saptanmistir. Diger genotipler istenilen

homozigot mutant durumunu saglamadigi i¢in ¢alismada kullanilmamuistir.

AaBb Fy

d‘ polen

9 A8 | ab | a8 ab

AB| AABB| AABD | A3BB | AaBb

> - + 3 1

AD| AABD AADD | AaBb | asbb

AaBb

8| AaB8 | AaBb | aaB8 | aagb

ab| AaBb | Aabb| aaBb | sabb

Sekil 4.19. Dihibrit melezleme.
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Istenilen ¢ift homozigot mutant bitkilerin elde edilebilmesi igin yine PCR yolu ile

genlerin ¢ogaltimi saglanmistir. PCR her bir bitki i¢in 4’er reaksiyondan olugsmustur. Her

gen i¢in ayr1 ayr1 PCR1 ve PCR2 reaksiyonlar1 kurulmustur.

Bu reaksiyonlar da CS850174-PCR1 ve N859965-PCR1’ in ¢ogalmasi ve PCR2

reaksiyonlarinin {iriin vermemesi bitki seciminde belirleyici rol oynamistir.

Bu

reaksiyonlar ¢ift homozigot mutant bitkiler olarak belirlenmistir. PCR sonrasi iriinler

agaroz jel ile goriintiilenmistir (Sekil 4.20). Bu reaksiyonlar da bant olusturan bitkiler

digerlerinden ayrilmistir.

1 NOLU MELEZ 2NOLU MELEZ 3NOLU MELEZ

1 23 4(567 8)9 10 112
1500 bg o
1000 bg -
750b§ .- . .
500 bg -
250 bg

PCR2 PCRI PCR2 PCR1 PCR2 PCR1 PCR2 PRI PCR2 PCRI PCR2 PCR!
ATIG237T0  ATAGH4080  ATIG23770  AT4G14080  AT3G23770  AT4G14080

AaBb HOMOZIGOT (aabb) Aabb

4 NOLU MELEZ 5 NOLU MELEZ 6 NOLU MELEZ

“13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 ©|
1500 b¢ » _

1000 bg e .- "
750b§‘ - '
500!)9 - REEY '
250 b¢

| X} &4 4

PCR2 PCRI PCR2 PCRY PCR2 PCRI PCR2 PCR! PCR? PCRI PCR2 PCR1
ATIG23770 ATAG14080  ATIG237T0  ATAG14080 ATIG23770  AT4G14080

aaBB HETEROZIGOT (AaBb) Aabb
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1 W25 26 27 28 (29 30 31 32) 33 34 35 36
500 bg M &

1000 b —

750 bg W -

500 b -

250 b

=

PCR2 PCR1 PCR2 PCR1 PCR2 PCR1 PCRZ PCR1 pcrz PCR! PCR2 PCR1
AT3G23770 AT4G14080  AT3G23770 AT4G14080 AT2G23770  AT4G14080

AABB HOMOZIGOT (aabb) AABB

10 NOLU MELEZ 11 NOLU MELEZ 12 NOLU MELEZ

37 38 30 40 41 42 43 44 45 46 47 48
1500 b

1000 bg e i -
750 b¢ . - -
500 bg . e -
250
% a i e TR W -

PCR2 PCR1 PCR2 PCR1 PCR2 PCR1 PCRZ PCR! pcr2 PCR! PCR2 PCRY
AT3G23770 ATAG14080  AT3G23770 AT4G14080 AT3G23770  AT4G14080

Aabb aaBb HETEROZIGOT (AaBb)

13 NOLU MELEZ 14 NOLU MELEZ 15 NOLU MELEZ

49 50 51 52 53 54 55 56 (57 58 59 60 )

1500 bg

1000 b s
750 bg - - -
500 bg - -

250 bg

PCR2 PCR1 PCR2 PCR1 PCR2Z PCR1 PCRZ PCR! pcr2 PCR! PCR2 PCR1

AT3G23770 AT4G14080 AT3G23770  AT4G14080  AT3G23770  AT4G14080
AaBB Aabb HOMOZIGOT (aabb)
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16 NOLU MELEZ 17 NOLU MELEZ 18 NOLU MELEZ
~ 61 62 63 64 65 66 67 68 (69 70 71 72)
1500 bg s
10006 gy w |
7500 . - -
500 bg - ..
250

T I I T T e

PCR2 PCR1 PCR2 PCR1 PCR2 PCR1 PCR2 PCR1 PCR2 PCR! PCR2 PCRi
AT3G23770 ATAG14080  AT3G23770  AT4G14080  AT3G23770  AT4G14080

Aabb aaBb HOMOZIGOT (aabb)

Sekil 4.20. Kendilenme sonrasinda PCR ile belirlenen ¢ift mutant bitkilerin agaroz jel
goriintiileri. PCR reaksiyonlar1 10 pl” lik hazirlanmigtir. PCR {irtinleri kuyucuklara 10 pl
yiiklenmigtir. Marker olarak Fermantas 1 KB DNA Ladder kullanilmistir. Her bitki igin
4’er reaksiyon olusturulmustur. Kutu icerisine alinan boliimler homozigot mutant bitkileri
gostermektedir. AT3G23770 igin: PCR2 (1068 bg), PCR1 (700 bg), AT4G14080 igin:
PCR2 (1240 bg), PCR1 (600 bg).

Sekil 4.20’de agaroz jel tizerinde PCR reaksiyonlarina gore olusan iriinler ve
bunlarin genotipleri belirtilmistir. 1 nolu bitkinin genotipinin AaBB oldugu goriilmektedir.
Bu bitki ¢ift mutant olusturamamis ve fenotipik olarak yabanil tip bitkidir. 2 nolu melez ise
homozigot double mutant bitkidir. Genotipi aabb’dir ve her iki gen bakimindanda mutant
haldedir. Yalnizca PCRI1 reaksiyonlar1 {irlin vermistir. 5 nolu melez heterozigot
durumdadir. AaBb genotipine sahiptir. Tiim reaksiyonlar da iiriin olugsmustur. Diger
ornekler de benzer sekillerdedir. 18 6rnekten 12’si yabanil tip, 4’(i homozigot ve 2’sSi
heterozigotluk gostermektedir.

Analiz edilen bitkilerin PCR reaksiyonu sonucunda elde edilen homozigot cift
mutant (aabb) 4 bitki elde edilmistir. Bu bitkiler igin tekrar PCR reaksiyonlar1 kurulmus ve

agaroz jel elektroforez goriintiileri sekil 4.21 da gosterilmistir.
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B 1 2 3 4 5 6 7ol
H —
1500 bg - e
1000 bg s —
- - -
750 bg - -
500 be - — - - -
250 bg
— - - . wap W e o=
- 9 10 11 12 13 14 15 16 =
— -—
1500 b | . o—
1000 b —
750 bg - -
500b§ —— - .-
250 bg
— - — - -

Sekil 4.21. Cift mutant homozigot bitkilere ait agaroz jel elektroforez goriintiileri. PCR
reaksiyonlart 25 pl” lik hazirlanmigtir. PCR driinleri kuyucuklara 10 pl yiiklenmistir.
Marker olarak Fermantas 1 KB DNA Ladder kullanilmistir. Bir bitki igin 4 reaksiyon
olusturulmustur. Hat 1, 5, 9, 13 N859965-PCR2 (1068 bg), Hat 2, 6, 10, 14 N859965-
PCR1 (700 bg), Hat3, 7, 11, 15 CS850174-PCR2 (1240 bg), Hat 4, 8, 12, 16 CS850174-
PCR1 (600 bg).

4.7. RNA izolasyonu ve cDNA Sentezi

Double mutant homozigot bitkilerin PCR reaksiyonlari ile saptanmasinin ardindan bu
bitkilerin RT-PCR ile gen anlatimlarina bakilmigtir. Bu nedenle mutant bitkilerden RNA
izolasyonu gerceklestirilerek cDNA sentezlenmistir.

Calismada 9 ayr1 genotipe sahip Double mutant oldugu mendel oranlarina gore
gosterilmistir. Bu bitkilerden RNA izolasyonu, geng¢ ¢igek tomurcuklari kullanilarak

yapilmustir. Oncelikle stereo mikroskop altinda ¢igcek tomurcuklari steril bir bistiiri ile
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kesilerek RNAlater solusyonu igerisinde ayrilmis ve disekte edilen gen¢ tomurcuklar
eppendorf (RNaz-DNaz free) tiiplerine alinmistir. RNA degredasyonunu 6nlemek igin tiim
dokularin RNAlater ile kaplanmasina dikkat edilmistir. Agaroz jel elektroforezi ile RNA
orneklerinin kalitesi kontrol edilmis (Sekil 4.22) ve yogunlugu florometrik yontemle
belirlenmistir (Cizelge 4.1). Sonug olarak RNA 06rneklerinin ¢cDNA sentezi i¢in uygun
oldugu belirlenmis ve drneklerin 2 pg/ul total RNA igerdigi hesaplanmistir.

Izole edilen total RNA’lar kalip olarak kullanilmis ve oligodT primerleri ile cDNA
sentezi yapilmistir. cDNA sentezi i¢in 5 pl total RNA kullanilmasinin PCR f{iriinlerinin

elde edilebilmesi i¢in uygun oldugu gorilmiistiir.

Sekil 4.22. Izole edilen RNA 6rneklerine ait agaroz jel goriintiileri. Ornekler kuyucuklara
10 pl yiiklenmistir. 1 KB DNA Ladder (Fermantas) marker olarak kullanilmistir. Hat 1
yabanil tip A.thaliana, Hat 2, 3, 4, 5 Cift mutant homozigot A.thaliana.

Cizelge 4.1. Total RNA’ larin Qubit ile florometrik yogunluklari

HAT1 HAT 2 HAT3 HAT4 HAT 5

140 pg/ml 190 pg/ml 130 pg/ml 180 pg/ml 190 pg/ml

4.8. Homozigot Cift Mutant Bitkilerde AT4G14080 ve AT3G23770 Genlerinin
Anlatimlar

RNA izalosyonu sonrasinda sentezlenen c¢DNA ile PCR reaksiyonu
gerceklestirilmistir. PCR reaksiyonlarinda AT3g23770 ve AT4G14080 genlerine ait
Cizelge 3.9 de belirtilen primerler kullanilmistir. Bu primer ¢iftlerinden sirasi ile 609 bg ve
767 be irin beklenmisti. PCR kurulurken bir o6rnek igin 4 ayri reaksiyon
gerceklestirilmistir. Orneklerimiz ¢ift mutant oldugundan dolay: her iki gene ait primerler

ile kurulan reaksiyonlar, Actin2 ile olusturulan pozitif kontrol ve kontaminasyon olusup
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olugmadigin1 gosteren negatif kontrol yapilmistir. Bu reaksiyonlar sonucunda kullanilan
bitkiler homozigot ¢ift mutant oldugundan dolay1 agaroz jel elektroforezinde beklenilen
boyutta bir bant gézlenmemistir (Sekil 4.23). Ancak bazi 6rneklerde farkli boyutlarda

0zgiin olmayan bantlara rastlanmistir.

'1 2 34'5678'9101112'
1500 bg. | e - o cd
e

soce. IR - —s -
500 DG. e - o e J— st
250bg. - o - — - —
.13 14 15 16!& 18 19 zo'

1500 bg. [ —— :
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o . — - -

250 b W — e —

Sekil 4.23. Homozigot ¢ift mutant 6rnekleri ile yapilan RT-PCR sonuglari. 1 KB DNA
ladder kullanilmistir. PCR reaksiyonlart 25 pl’ lik hazirlanmis ve 10 pl PCR diriini
kuyucuklara yiiklenmistir. Hat 1, 5, 9, 13, 17 At3g23770 genine ait primer ¢ifti (609 bg)
kullamlmistir. Hat 2, 6, 10, 14, 18 At4g14080 genine ait primer ¢ifti (767 bg)
kullanilmistir. Hat 3, 7, 11, 15, 19 Actin2 genine ait primer ¢ifti kullanilmistir. Hat 4, 8, 12,
16, 20 negatif kontrol grubu. Kontrol grubu olarak kullanilan yabanil tip A.thalina ile
yapilan PCR da tiim genlere ait beklenen bantlar gériilmektedir (Hat 17, 18, 19, 20 ).

Agaroz jel elektroforezinde goriildiigii iizere AT4G14080 geni icin yapilan PCR
reaksiyonlarinda ¢esitli biiyiiklikte bantlar goriilmiistiir. Ancak 767 bg’lik bir bant
goriilmemistir. AT3G23770 geni igin yapilan PCR reaksiyonlarinda yabanil tip A.thaliana
disinda bant goriilmemistir. Actin2 primerleri tiim reaksiyonlarda bant olusturmustur.
Negatif kontrollerde beklenildigi iizere bant c¢ikmayip herhangi bir kontaminasyon
olmadigini belirtmistir.

AT4G14080 geni kallazin salgilandigi sathada etkilidir. Hird ve ark. (1993),
caligmalarinda AT4G14080 (A6) geninin tapetum spesifik oldugunu ve bitkide o6zellikle
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kallazin aktive oldugu safhada ifadesinin arttigini ve bu ifadenin gegici olarak
gerceklestigini bildirmislerdir. AT3G23770 geni de kallazin ifadesi sirasinda aktiftir.
Doxey ve ark. (2007), ise c¢alismalarinda AT3G23770 geninin MS2 geni ile birlikte
tetratlarin salinimi sirasinda ifade oldugu bildirilmistir. Bu ¢alismada ise beklenen boyutta
bantlarin goriilmeyisi olusturulan bitkilerde bu genlerin ifade olmadigin1 ve bitkilerin ¢ift

mutant homozigot oldugunu gostermistir.

4.9. Sitolojik Arastirmalar
4.9.1. Mutant Hatlarn Sitolojik Olarak Incelenmesi

PCR ile genotipleri belirlenen mutant bitki tomurcuklar1 %70 lik alkol igerisinde
fikse edilmistir. Sonrasinda stereo mikroskop altinda boyutlarma gore ayrilmigtir.
Tomurcuklar icerisindeki anterler diseksiyon ignesi ile c¢ikarilarak anterlerin boyutlar
Olciilmiistiir. Anterler diseksiyon ignesi ile pargalanirken bir damla %70’lik alkol
damlatilarak anter igeriginin kurumasi engellenmistir. Karminle boyanmistir. Anterlerde
kalloz yapmin bulundugu tetrad safhasi saptanmistir (Sekil 4.24, 4.25) . En uygun
tomurcuk boyutu 0,58- 0,64 mm olarak saptanmistir. Bu boyutlarda ki tomurcuklardan elde
edilen anterlerin ise 0,197- 0,225 mm uzunlugunda oldugu goriilmistiir. Kalloz doku

yabanil tip bitkiler ile karsilastirma yapilmstir (Sekil 4.26).
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Sekil 4.24. At4g14080 mutantina ait kalloz ¢eper ile ¢evrili tetrad yapilari.
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Sekil 4.25. At3g23770 mutantina ait kalloz ¢eper ile ¢evrili tetrad yapilari.

Sekil 4.26. Yabanil tip Arabidopsis thaliana da kalloz ¢eper ile ¢evrili tetrad yapilari.

Calismada PCR analizleri ile AT4G14080 mutantinin heterozigot oldugu,
AT3G23770 mutantinin  ise homozigot oldugu belirlenmistir.  Kalloz  ¢eper
mikrosporogenez ve megasporogenez gelisimi sirasinda 6nemlidir (Stone ve Clarke, 1992;
Tucker ve ark., 2001; Worrall ve ark., 1992). Bu nedenle kalloz g¢eperin mutant bitki
gelisiminin hangi asamasina kadar devam ettigi saptanmistir. Biiytikligi 0,197-0,225 mm
boyutundaki anterlerden alinan 6rnekler ayni boyuttaki yabanil tip ile karsilagtirildiginda
kalloz ¢eperde bir farklilik goriilmemistir. Dong ve ark. (2005), CalS5 (Gls2) geni ile
yaptiklar1 ¢alismalarinda bu genin mikrosporlarin gegici olan kalloz duvarinda, kallozun
sentezinden sorumlu oldugunu gostermislerdir. Bu durum bizim ¢alismamiz ile

benzerlikler gostermektedir.
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4.9.2. Melezlenen Bitkilerin Sitolojik Olarak Incelenmesi

PCR ile heterozigot ¢ift mutant oldugu belirlenen bitkilerde polen ana hiicresi
gelisimi 0,2-0,4 mm boyutlarinda fikse edilmis anterlerde karmin ile boyama ardindan
mikroskop altinda incelenmistir. Yapilan incelemeler sonucunda kallaz enzim
kompleksinin salgilanma siirecinde bir degisiklik olmadigi goriilmiistiir (Sekil 4.27).
Kalloz dokunun mutant hatlarda oldugu gibi melezlenen bitkilerde de ayni boyutlarda

goruldiigi belirlenmistir.

»,
L/
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1

4.27. Melez bitkiye ait kalloz ¢eper ile gevrili tetrad yapi.

4.9.3. Cift Mutant Homozigot Bitkilerin Sitolojik Olarak Incelenmesi

PCR ile ¢ift mutant homozigot oldugu belirlenen bitkilerde polen ana hiicresi
gelisimi 0,2-0,4 mm boyutlarinda fikse edilmis anterlerde karmin ile boyama ardindan
mikroskop altinda incelenmistir. Bu bitkilerdeki kalloz dokunun yabanil tip bitkiler de
oldugu gibi anterin 0,197-0,225 mm oldugu asamada tetradlar1 ¢evreledigi goriilmiistiir
(Sekil 4.28). 0,2 mm’den biiyiik anterlerde ise kalloz duvarin degrede oldugu ve polenlerin
anter lokiiliine salindig1 goriilmiistiir.

Cift mutant bitkilerde goriilen bu durum kallaz enziminin islevinde herhangi bir

gecikme olusmadigint kalloz dokuyu anterin 0,225 mm lik boyutundan sonra degrede
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ettigini gostermistir. Wan ve ark. (2010), celtikte (Oryza sativa) ile yaptiklari ¢aligmada
OSGI1 geni RNAI ile mutant hale getirilmistir. OSG1 mutantlarinda ise anterlerde kalloz
duvarin degrede olmadig: bildirilmistir. Sonug olarak gen¢ mikrosporlarin anter lokiiliine
salinmalariin gecikmesi sonrasinda mikrosporlarin bozulmalar gosterdigi ve bitkide erkek

kisirlik olustugu belirtilmistir (Wan ve ark., 2010).

Sekil 4.28. Cift mutant homozigot bitkilere ait kalloz ¢eper ile ¢evrili tedrad yapi.

Bu ¢aligmada kalloz doku erken ya da ge¢ pargalanmamistir. Yapilan mikroskobik
Olgtimlerle bu durum gosterilmistir. Waterkeyn, (1962) ¢alismasinda kallozun gegici bir
duvar gorevi iistlenerek mayoz iiriinlerini izole ederek hiicrelerin birbirlerine yapismasini
ve birlesmesini Onlerken ayni zamanda parcalanarak bu hiicrelerin serbest kalmasini
sagladigi i¢in 6nemli bir biyolojik rol stlendigini bildirmistir. Izhar ve Frankel, (1971)
erkek kisir petunya hatlarinda kalloz ¢eperin yanlis zamanda par¢alanmasinin erkek
kisirligin ana nedeni oldugunu gostermistir. Daha sonralari Worrall ve ark. (1992),
transgenik tiitlinde erkek kisirhiga erken kalloz pargalanmasimin neden oldugunu
gostermislerdir. Bu ¢alismada mutant bitkilerdeki kalloz dokunun zamaninda

pargalanmasiyla verimli polenler olustugu belirlenmistir.
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4.10. Cift Mutant Bitkilerde Tohum Olusumu

Arabidopsis thaliana bitkisi yasam dongiisiinde ¢ok sayida tohum meydana
getirmektedir. Tek bir dollenme sonucu bir bakla icerisinde yaklasitk 50 tohum
olusturmaktadir. Cift mutant homozigot bitkilerin olusturmus oldugu 20 adet bakla igerigi
(635 tohum) sayilmistir. Yabanil tip bitkilere gore daha az sayida ortalama 32 tohum
oldugu goriilmiistiir. Buradan olusan olgun polen sayisinda azalma oldugunu daha az
sayida ovule ulasildigin1 anlamaktayiz. Ayrica bu bitkilerin bakla boyutlarininda
normalden kisa oldugu gozlemlenmistir. Az sayida oviil tagiyan baklalar da normal oviil
sayisina sahip baklalara oranla daha kiigiik boyutlarda olusmustur.

Mikroskop altinda incelenen mutant ve yabaml tip bitkilere ait tohumlar
karsilagtirilmistir. Mutant bitki tohumlar1 arasinda yabanil tip bitkilere gore daha fazla

burusuk ve cansiz tohuma rastlanmistir (Sekil 4.29).

T
: .
.

Sekil 4.29. Arabidopsis thaliana bitki tohumlar1 @) Mutant bitkilerden alinan tohumlar; b)
Yabanil tip bitki tohumu.

Bu ¢alisma da mutant bitkilerden elde edilen baklalarin yabanil tip bitkilere gore
daha kisa oldugu gortilmiistiir. Dong ve ark. (2005) Arabidopsis thaliana bitkisinde CalS5
mutantlar1 ile yaptiklari ¢alismada, mutant bitkilerde koérelmis anterlere sahip anormal
cicekler gelistigi ve kismi ya da tamamiyle kisir olduklar1 belirtilmistir. Bakla yapilar
homozigot cals5 mutantlarinda ¢ok kisadir ve yabanil-tip bitkilerle karsilastirildigi zaman
birka¢ tane ya da hi¢ tohum icermedikleri goriilmistiir. Bu durum bizim ¢alismamizla

kismen uyumludur. Mutant bitkilerin bakla boyutlarinda yabanil bitkilere oranla bir kisalik
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goriilmiistiir ancak tohum sayisinda azalma olsa da yine de ¢ok sayida iiretken tohum elde

edilmis ve bitkinin verimli oldugu anlasilmistir.
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BOLUM 5
SONUCLAR ve ONERILER

Bu ¢alismada Arabidopsis thaliana (L.) Heynh. bitkisinde B-1,3 glukanaz (kallaz)
kodlayan AT3G23770 ve AT4G14080 genlerinin anterlerdeki fonksiyonlart T-DNA
mutantlar1 araciligi ile incelenmistir.

Mutant hatlara ait tohumlar laboratuvar ortaminda yetistirilmis ve bitkilerin
ciceklenmesi beklenmistir. Daha sonra bu bitkilerin genotipleri PCR1 ve PCR2 ile
belirlenmistir. Aralarinda HM olan bireylerin ¢igeklenmesi saglanmig ve bu bitkilerde
anter gelisimi hem sitolojik olarak hem de fenotipik olarak incelenmistir. Fenotip olarak
mutant bireylerde polen olusumu ve baklalarin uzamasina bakilmistir. AT3G23770 geni
icin yetistirilen N859965 stok numarali HM mutant bitkiler 4. haftadan itibaren
ciceklenerek polen olusumunu saglamislardir. AT4G14080 geni igin yetistirilen heterozigot
mutant bitkilerde yine 4 hafta iginde ¢i¢ceklenmis ve olgun polenler iiretmislerdir. Ayr1 ayri
yetistirilen her iki bitkide normal boyutlarda baklalar olusturmustur. Baklalarda olusan
tohumlar sayilmistir ve ortalama 47 tohum olusmustur. Bu degerler yabanil tip bitkiler ile
karsilagtirildiginda beklenen degerler de oldugu goriilmiistiir. Mutant hatlarin 6ncelikle
genotipleri PCR kullanilarak belirlenmistir. AT3G23770 mutant tohumlarindan yetistirilen
bitkilerin homozigot oldugu ve bu genin 1068 baz ¢ifti uzunlugunda iiriin olusturdugu
gosterilmigtir. AT4G14080 mutantinda ise heterozigot bireyler elde edilmis ve bu genin
1240 b¢ uzunluguna sahip {iriin olusturdugu gortilmiistiir.

Homozigot ve heterozigot bitkiler (T-DNA tasiyan) melezlenmis ve bunlar arasindan
PCR kullanilarak her iki gen agisindan da 2 oraninda ¢ift mutant heterozigot (AaBb) olan
bitkiler ayrilmistir. 'z oraninda ise AABb genotipli bitkiler olugsmustur ancak bu bitkiler
tekbir gen agisindan heterozigot mutantlik tagimaktadir. Bu nedenle ¢alismadan elenmistir.
Heterozigot mutant (AaBb) bitkiler kendilenmeye birakilarak bunlardan tohum eldesi
saglanmigtir. Biiyliyen F2 bitkileri arasindan PCR yontemi ile ¢ift mutant homozigot
(aabb) bitkiler secilmistir. Se¢im yapilirken her bitkiye dért PCR uygulanmistir. Bunlardan
ikisi gene Ozgii primerler kullanilarak yapilmis, diger iki PCR ise T-DNA dizilerini
saptama amaciyla yapilmistir. Gene 06zgii PCR, N859965-PCR2 ve CS850174-PCR2
olarak isimlendirilmistir ve homozigot mutant bitkileri oldugu i¢in iirlin olugsmamistir. T—
DNA dizileri i¢in ise kurulan PCR, N859965-PCR1 ve CS850174-PCR1 olarak

isimlendirilmis ve siras1 ile T-DNA iceren 700 ve 600 bg iiriin olusmustur. Sonu¢ olarak
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bu genotipi saglayan 4 bitki elde edilmistir. Bu bitkilerin anter dokularindan elde edilen
cDNAlar ile RT-PCR yontemi ile ifadeleri arastirilmistir. Bu ¢alismada kullanilan anter
RNA ornekleri kallaz enzim kompleksinin aktif oldugu tetrat asamasindaki anterlerden
izole edilmistir. AT3G23770 ve AT4G14080 genleri i¢in kullanilan primerler ile bu
genlerin ifade olma durumlarinda 609 b¢ ve 767 bg biiyiikliigiinde bir iiriin olugmasi
beklenmektedir. Ancak RT-PCR sonuglarina gore her iki mutant gende ifade olmamistir.
Bu sonuglar yapilan ¢ift mutant homozigot melezlemenin basarili oldugunu gostermistir.

Elde edilen double mutant homozigot bitkilerde de anter gelisimi fenotipik olarak
incelenmistir. Baklalarin normalden daha kisa oldugu goriilmiistiir. Baklalarda olusan
tohum sayilarininda incelenen 20 bitkide ortalama 32 tane oldugu ve bu degerlerinde
yabanil bitkilere gore % 30 daha az iretildigi goriilmiistiir. Anterlerde yapilan sitolojik
arastirmalar da ise ¢ift mutant homozigot A.thaliana bitkilerinde benzer boyutlardaki
yabanil tip bitkilerde oldugu gibi kalloz dokunun degredasyonunun ayni zamanlarda
oldugu gozlenmistir. Sonug olarak kallaz enziminin salinimi gergeklesmis ve kalloz doku
normal siiresi i¢inde parcalanarak mikrosporlar anter lokiiliine salinmistir. Bu bitkilerde
doéllenme gergeklesmis ve erkek kisirlik goriillmemistir. Ancak normalden az sayida tohum
tretildigi i¢in fertilitede bir diislis gozlenmistir. Bu durum g¢alistigimiz genlerin polen
gelisiminde ve dollenme esnasinda rol alarak tohum olusumunu etkilemis olabilecegini
gostermistir. Bu sonuglardan kallazin olusumunda, yalnizca bu iki genin degil aym
zamanda baska mekanizmalarinda yer aldig1 anlasilmistir.

Homozigot mutant hale getirilen bitkiler sitolojik olarak incelenmistir. AT3G23770
ve AT4G14080 genlerinin eksikliginde, kalloz dokudaki degisimler saptanarak bu genlerin
kallaz enzimi {izerindeki etkileri belirlenmistir.

B-1,3-glukanazlarin rolii ¢igekli bitkilerde tamamiyle agiklanamamis (Delp ve Palva,
1999) yalnizca gesitli fonksiyonlart aydinlatilmistir. Polen gelisiminde mikrosporlarin
olgun polen olarak anter lokiiliine salindigi, tetradlarin etrafindaki ince kalloz duvarin
parcalandig1 bilinmektedir. Arabidopsis bitkisinde bu fonksiyon f-1,3- Glukanazlar
karakterize edilen AT3G23770 ve AT4G14080 genlerin anter spesifik olmasina
baglanmistir (Hird ve ark., 1993). AT3G23770 geninin MS2 geni ile beraber tetratlarin
salinimi sirasinda ifade oldugu saptanmistir (Doxey ve ark., 2007).

Cift mutant bitkilere ait baklalarda yabanil tip bitkilere kiyasla daha kisa olup az
sayida tohum olusturdugu goriilmiistiir. Bitki de endospermlerin gelisiminde bir aksama

olmadigi olusan tohumlarin tek tip oldugu goriilmiistiir. Tohum sayisinda ki azalma ise
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endospermlerin tamaminin déllenmemesinden kaynaklanmistir. Bu durum genlerin polen
gelisimi ve dollenme esnasinda etkili olabilecegini gostermistir.

Bu sonuglara gore 3-1,3 glukanazin (kallaz) yalnizca AT3G23770 ve AT4G14080 ile
kontrol edilmedigi yani sira baska genler ve mekanizmalarinda bu yapiya katildig
anlasilmistir. Ileride bu genlerin yan1 sira anterde ifade olgu bilinen diger genlerin
mutantlarinin yer aldigi ¢alismalarla kallaz enziminin olusumu hakkinda daha aydinlatici

bilgiler elde edilebilecektir.
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Map Detail
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OL30BOC, FCAALL 82, MATERNAL EFFECT EMBRYO ARREST 48, MEE48

maternal effect embryo amest 48 (MEE4E); FUNCTIONS IN: cation binding, hydrolase activity, hydrolyzing C-ghycosyl
compounds, catafytic activity; INVOLVED IN: pollen exine formation, embryo development ending in seed dormancy;
LOCATED IN: endomembrans system; EXPRESSED IN: leaf whorl, s2pal, flowsr, seed; EXPRESSED DURING: petal
differentiztion and expansion stage, E expanded cotyledon stage; CONTAINS InterPro DOMAIN/s: X2

(InterPro; IPRO1Z34E), Ghycoside hydrolase, catabytic cors (|nterPro:|PROTTEEY), Glycoside hydrolase, family 17
{InterPro; IPROM0430), Ghycoside hydrolase, subgroup, catalytic cone (InterPro: IPRO13TE); BEST Arabidopsis thaliana
pratein match is; O-Ghycosy! hydrolasss famify 17 protein (TAIR:ATIGZITTD.1); Has 2782 Blast hits to 2708 proteins in
127 species: Archae - [; Bactena - 0; Metazos - 3; Fungi- 0 Plants - 2772 Viruses - 0; Other Eukaryotes - T (source:
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G0 Molecular Function has catalytic activity, hydrolase activity, hydrotyzing O-ghycosyl
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Description matemal effect embryo arest 48 (MEE4S); FUNCTIONS IN: cafion binding, hydrolase acfivity, hydrolyzing

0-glycosyl compounds, catalyfic activity, INVOLVED IN: pollen exine formation, embryo development
ending in seed dormancy; LOCATED IN: endomembrane system; EXPRESSED IN: leaf whorl sepal
flower, seed; EXPRESSED DURING: petal differentiation and expansion stage, E expanded cotyledon
slage; CONTAINS InterPro DOMAIN/3: X8 (InferPro:IPR012946), Glycoside hydrolase, catalytic core
(InterProPRO17853), Glycoside hydrolase, family 17 (InferPro:IPRO00430), Glycoside hydrolase,
subgroup, catalytic core (InterPro:PRO13781); BEST Arabidopsis thaliana protein mach is: O-Glycosyl
hydrolases family 17 protein (TAIR:AT3G23770.1); Has 2753 Blast hits to 2708 proteins in 127 species:
Archae - 0 Bacteria - 0; Metazoa - 3; Fungi - 0; Plants - 2773; Viruses - 0 Other Eukaryotes - 7 (source:
NCBI BLink).
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Mutation Site @ gene

Description 7 Sequence generaled in the course of an Arabidopsis T-DNA tagging program. TAIL-PCR was used to generate sequencing
templates hat represent AL genomic DNA flanking the left border of the pDs-Lox T-DNA insert. PCR products were
sequenced directly by using the p745 primer 5 AACGTCCGCAATGTGTTATTAAGTTGTC 3
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Isertion § Species Variant (atiribution) @ Length Polymorphic Sequence @ Polymorphism Verified
Col unknown unknown



Associated Nucleotide 3equences 0

Insertion
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Associated
Polymorphizms
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Associated
Constructs
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Additional
Information €

. Availability (1] Availability Comment Donor  Donor Stock #
[ View Order History ] . . . . .
no_longer_distributed  available by special request, Michael  WiscDsLox285F04
zince confirmed line hasbeen  Sussman
isolated from this stock; please
order confirmed progeny line{s)
lited in Pedigree band below.
Rick
Amasino
Patrick
Kryzan
HE30174 MASC stock number
WiscDsLox285F04 Wisconsin number
Arabidopsis thaliana
Parent Line & Background Generative
Method
COL({COLUMEIA) Col
Background Generative
Progeny Line(s) Method
(5863924 Cal purification
Ploidy © Is Aneuploid @
2 no
Allele
Name § Locus § Galkl st Genotype

andlor Equivalents Mutagen 0

WISCDSLOX285F04 AT4G14080 AT4G14080 1/MATERMAL EFFECT EMBRYD  heferozygous T-DNA
ARREST 43 insertion

T-DMA insertion

Clone Name @ Vector Name ©
pDs-Lox pDs-Lox
no phenotype information available at this fime

Sequence-indexed T-DMA insertion ling; the T-DMA includes a Ds transposon and a LoxP recombination site. A Basta
resistance marker is used o select for the T-DNA and for the Ds fransposon following any transposition. However, be
aware that lines from this set might not be able to launch their Ds element. Be sure to test any line for the ability to
franspose before using it in experiments. Hygromycin resistance can be used for selection of lines where the Ds element
has been excised by transposifion. WiscDsLox lines do not contain Ac fransposase, and the lines should be crossed fo a
line expressing Ac franzposase in order to mobilize the Ds transposon. May be segregating for phenotypes that are not
linked to the inzerfion. May have additional insertions potentially segregating.
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Locus: ATIG23770
Date last
modified 20030502
TR Locus 2095228
Accession
Representative
AT3G23770.1
Gene Model ©
Gene Model . .
otein_codin
Type FEREE
Other names.  yp2 12
Description 0 C-Glyoosyl hydrolases family 17 protein; FUNCTIONS IN; cation binding, hydrolese activity, hydrolyzing C-glyoosyl

Map Detail
Image

Annotations 0

compounds, catalytic adivity, INVOLVED IN: carbohydrate metabolic process; LOCATED IN; endomembrane system;
EXPRESSED IN; lzaf whorl, sepal, flower, EXPRESSED DURING: petal differentiation and expansion stage;
CONTAINS InterPro DOMAIN'S X2 {InterPro:|PRO12848), Glycoside hydrolase, catalytic core (InterPro: PRO17EE3),
Glycoside hydrolase, family 17 {InterPro:IPRO0042D), Glycoside hydrolase, subgroup, catalytic core
{InterPro:IPRO13781), BEST Arabidopsis thaliana protein match is: O-Glyoosyl hydrolases family 17 protein
(TAIR:ATAG14080.1}, Has 2823 Blast hits to 2745 proteins in 147 species: Archae - 0; Bacteria - 0 Metazoa - 3;
Fungi - 32; Plants - 2780; Viruses - 0; Other Eukanyotes - 8 (source: NCBI BLink).
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0 Biclogical Process invalved in carbohydrate metabolic process, metabolic process

GO Cellular Component |zcated in endomembrang system

GO Melecular Function functions in cation binding

G0 Molecular Function has catalytic activity, hydrolase activity, hydrolyzing C-ghycasyl
compounds

Growth and Cevelopmental  expressed during  petal differentiation and expansion stage
Stages
Plant structure expressed in collective [eaf structure, flower, sepal
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Glycoside hydrolase, subgroup, catalytic
core:|[PROT37R1{1}
XE:IPRO12248(2)
Glycoside hydrolase, family 17:1FRO00450(2)
Map Locations  ghrom  map map type 0 coordinates orientation attrib
3 AGI NUC_SEqUence 8505494 - B567498 bp forward details
3 MYMS  assembly_unit 39898 - 41900 bp forward
Map Links @ MapViewsr Sequence Viewer GBrowse
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omsowski 494842  substitution  coding_region unknown
PERLO424680 substitution promoter unknown
PERLO424682 substitution promoter unknown
PERLO424684 substitution promoter unknown
PERLO424688 substitution promoter unknown
PERLO424887 substitution  coding_region unknown
PERLO424670 substitution  coding_region unknown
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Ek 2.2 CS859965 (N859965) Stok Nolu Mutant Hattina Ait Web Sayfalar

/’ Ganz E Search

\Etair Home Help Contast AboutUs  LoginiRagieter

Search Browse Tools Portals Download Submit News AERC Stocks
Polymorphism: SALK_033100.20.30.x
Name @ SALK_033100.20.30
Date last
modified 0 2010-11-18
Tair Accession  Polymorphism:2855180
Type 0 insertion  Inserfion Type @ T-DNA
Chromosome 3

Construct Type  simple_insert

g:;ziihd Gene Model Locus § Polymorphism site Association Type @

ATIGZITI0  ATIG2ZITT0 E0n is an &llele of

Description O-Glycosyl hydrolases family 17 protein; FUNCTIONS N: cation binding, hydrolase scfivity, hydrolyzing C-
0 glycosyl compounds, catalyfic activity; INVOLVED IN: carbohydrate metsbalic process; LOCATED IN:

endomembrane system; EXPRESSED IN: leaf whorl, sepal, flower; EXPRESSED DURING: petal
differentiation and expansion stage; CONTAINS InterPro DOMAIN/s: X3 (InterPro:|PRO12848), Glycoside
hydrolase, catalytic core (InterPro:IPRO17T253), Glycoside hydrolase, family 17 (InterPro:|PRODD4&0),
Glycoside hydrolase. subgroup, catalytic core (InterPro:|PRO13T21); BEST Arabidopsis theliana protein
match is; O-Glycosyl hydrolases family 17 protein (TAIR:AT4G14080.1); Has 2823 Blast hits to 2748
proteins in 147 species: Archas - 0, Bacteria - 0; Metazoa - 3; Fungi - 22; Plants - 2780; Viruses - 0; Other
Eukaryotes - 8 (source: NCEI BLink).

Associated
Loci @
Mutagen T-DMA insertion
Mutation Site @ gene

Description 0 PCRowas performed on Arabidopsis thaliana lines each of which contains one or more TDMA insertion elements. The
resultant fragment for each ine was direcily sequenced to determine the genomic sequence at the site of inserfion. Datails

of the protocols used can be found at hitp:(fsignal.salk.edu'tdna_protocols. himl

ATIG2ITT0

Associated Polymorphisms ]

Insertion 0 Species Variant (attribution) @  Length  Polymorphic Sequence @ Polymorphism Verified
Cal unknown unknown

Associated Nucleotide Sequences U]

Insertion

Flanking ACCECAARGET AR T AT CeGAACAGCCATATCET TCCCFGARTCTACCTAGCT CEAR

Sequence TEAGGRARACTACGRACTARGAGOGGOCAT GECARGATET GT CCCARCTTTGATGCTET G

AR TTEACGAGT CETAACCCTTCT TTCTCEECTTCEET TRECECCCECCTTCTTCGACCCR
GFEECCCECETCGCET AT BET TCCCCEEECEECET TATGECECCCTCTGETGACAECCEE
TR Ce e e CI CT T CCACGEEEI FTCCAT GOCAGG I GAGT GEACCEEECEECCE
CeCCET TG I C T BC e EAGEEI AT CERACATET FTCCCECEETCETGET AT
CECTAGCETCT GEEET BRET GCAGCGTGAGET CEETGOGCECGIATCCGIGETC (Length: 414)

GenBank Accession BHTG3034

Xl
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chrom map  maptype 0 coordinates orientation
3 AGI NUC_sequence 8265825 - 6566234 bp reverse
3 MYM3  assembly_unit 40229 - 40636 bp reverse

Sequence Viewer  GBrowse

Name/lmage Polymorphisms ~ Background  Stock Name § Select
SALK_033100  SALK_033100.20.30x SALK_033100  not available
Phenotype 0

Mange available

Name/lmage Polymorphisms ~ Background  Stock Name § Select
SALK_033100C  SALK_033100.20.30.x SALK_033100C

Phenotype @

Hone available

Name/lmage Polymorphisms ~ Background  Stock Name @ Select
(5859965 SALK_033100.20.30x (5859965

Phenoatype 0

Mange available
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Search Browse Portals Download Submit Hews ABRC Stocks
Germplasm [ Stock: C5859965
Stock Information @
Craer fram ABRL Availability @ Donor Donor Stock #
suailable Sara Patterson Salk_033100
| View Order History |
Na589a5 NASC stock number
Dther N
e A3g23TT0 stock donor other name
Taxon § Arabidopsis thafiana
Padigrea @ Parant Line @ Background Generative Parent
Method Locus Associations
(560000 Col-0
SALK_033100 Col-0 purification AT3GZITTO
Chromosomal Constitution Ploidy (7] Is Aneuploid (7}
2 g
Associated Polymorphisms @ Gene Names)
Hame ﬂ Locus ﬂ andlar C‘EﬁﬂtYP‘E Bllele !autagen
Equivalents
SALK_033100.20.30X ATIGZITT0 AT3G23T70.1 homozygous  T-DA insertion
Mutagen Applied to Strain @ T-OMA inserticn
Associated Constructs Clone Name @ Construct Type @ Vector Name @
pROK2 simple_insert pROKZ
Phenotype @ na phenotype information available at this time
Additional Information @ confirmed lne isolated from original SALK line; homozygous for the insertion.
AERC Comments @
Special Growth Conditions @ none
Date Released 2007-01-03
Fees Academic @ | Commercial @
571358
Restrictions MTA signature required before shipping?
Ma
Format Shipped # Seads per vial
a0
Type @ individual_line
TAIR Accessions Germplasm-3510505734
Stock-35105BT16T
Attribution @ Type Name Date
submitted by  Arabidopsis Biological Resource Center  2007-01-10
Date Last Modified @ 200710403
Comments @
(shows only the most recent comments
by default)

| Add My Comment | | Hide Comments | | Show All Comments |
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Ek 3. Primerlerin Secimi Oncesinde izlenen Asamalar

Ek 3.1 Genlerin Bulunmas i¢in Kullanilan TAIR Web Sayfasu.

s http:/fwww.arabidopsis.org P-RBOX ; TAIR - Home Page X
X
x Go 8|€ | A "'] Ara v | Diger»
14 AT3G237TD Gene (=] search
[ ‘o
\’ ta,.r Home Help Contact AboutUs Login/Register
Search Browse Tools Portals Download Submit News ABRC Stocks
The Arabidopsis Information Resource Breaking News

The Arabidopsis Information Resource (TAIR) maintains a database of genetic and molecular
biology data for the model higher plant Arabidopsis thaliana . Data available from TAIR includes
the complete genome sequence along with gene structure, gene product information,
metabolism, gene expression, DNA and seed stocks, genome maps, genetic and physical
markers, publications, and information about the Arabidopsis research community. Gene product
function data is updated every two weeks from the latest published research literature and
community data submissions. Gene structures are updated 1-2 fimes per year using
computational and manual methods as well as community submissions of new and updated
genes. TAIR also provides extensive linkouts from our data pages to other Arabidopsis
resources.

The Arabidopsis Biological Resource Center at The Ohio State University collects, reproduces,
preserves and distributes seed and DNA resources of Arabidopsis thaliana and related species
Stock information and ordering for the ABRC are fully integrated into TAIR.

[ Subscribe to news feed
Follow our Twitter feed
[ Join our Facebook group

Elsevier/TAIR partnership
[January 11, 2012]
Elsevier's electronic platform
Sciverse ScienceDirect links
AGI codes in papers to the
comesponding pages at TAIR.

ABRC Qutreach Initiative
Funded by ASPB [January 11,
0132]

Ek 3.2 TAIR Gen Arama Sonuclari

Home  Help Contact About Us Login/Register

” tair

Search Browse Tools Portals Download Submit

News

ABRC Stocks

TAIR Gene Search Results

new search download all

[ download checked ]

new gene search download all results

check the boxes below and download results

get all sequences

[ get checked sequences ]

term AT3G23770 resulted in 4 loci matches with 4 distinct gene models.
Displaying 1 - 4.

To see ESTs associated with your gene of interest, click on the Locus link.

[ Check Al [ Uncheck All

Locus Gene

Model(s)
(7]

Description

1 AT3G23770 O-Glycosyl

hydrolases
family 17
protein;
FUMCTIONS
IN: cation
binding,
hydrolase
activity,
hydrolyzing O-
glycosyl
compounds, ...

ATIG237701

Your query for genes where gene name, description, phenotype, locus name, uniprot id or GenBank accession contains the

Other Names  Keywords @

MYMD. 12 carbohydrate
metabolic
process,

catalytic activity,
cation binding,
endomembrane
system,
hydrolase
activity,
hydrolase
activity,
hydrolyzing O-
glycosyl
compounds,

XV




Ek 3.3 AT4G14080 Geni i¢in Olusturulan T-DNA Mutasyonlari.
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images
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images
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Ek 3.4 Mutant Genine Ait Flanking Dizi

Associated
Loci © AT4G14080

Mutagen @ T-DNA insertion
Mutation Site @ gene

Description @  Sequence generated in the course of an Arabidopsis T-DNA tagging program. TAIL-PCR was used fo generate sequencing
templates that represent AL genomic DMNA flanking the left border of the pDs-Lox T-DNA inseri. PCR products were
sequenced direcly by using the p745 primer 5' AACGTCCGCAATGTETTATTAAGTTGTC 3

Associated Polymorphisms 0
Insertion @ Species Variant (attribution) @ Length  Polymorphic Sequence @ Polymorphism Verified

Col unknown unknown
Associated Nucleotide Sequences @
Ingertion
Flanking N CCR AR TR TR T OO RECEGERRCRCREAGRCRTTREEERATCTTGCATCCOGRCGE
Sequence T CRCCEE T CTACGRCETRCRTTTCRACCEGT CRRR CACCCTTRRCCGETTTCARCCCETT

ACCTAAACCRACEAACRACETTCCTTACRRAGETCARGTGTCETGCETACCAGTCGARGE
AGCCAACEAGACTEAGCTTEARGARRCATTCAGEATCECTIETCCCCARAGCANCACCAD
TTETECAECTTTACCTCCTEEEAGACARTET TACCAACCAGTCTCCATTTAT TRRCATED
AACCTACECOCTTAATTCATACTEACCTCACT TICETARCCA RAGCATTCAATGTTTCTT
CAATEEATTEECTCATCA G AT ACCAACr TR TEAGCrATTCTTTETAGTTICCM:
ATTTACACCARAATAACCTTTTCETATACTCACTARCARACATTTTTTACACOARATCAT
CETTECRACTTICCEACCETTACTCTETCACCAGCACTTGARCARCARGATACATGATTA
AACCTCOATTATTCETATARCTCARTATTCTTCCT TATCTITI T TIATTATACCTTTTC
TECTTCAACTTTOCTHATGHTHGANARA AN A ANTCOARATAATTARTARATAGTANTTT
TTTTCCCTTACKAACC TEATTAT TATTACATICTCTAATCAACARCARAATTATCTATC
CAAACTETAACASCTACAA AL T AR TEAGNGEGARATT TACTTTECCC TARAGCTED
AARANANTCARGANCTTTARTARTTTTARCAATTTTTACATTT TCTCACATAR ACACHAR
CCC (Length:843)

GenBank Accession CWa00290

XV
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