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OZET
APOMIKT VE SEKSUEL BOECHERA TURLERINDE SWI1/DYAD GENI VE
IFADESININ MOLEKULER KARAKTERIZASYONU
Gozde NISLI
Canakkale Onsekiz Mart Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dal1 Yiiksek Lisans Tezi
Danigsman: Dog¢. Dr. Kemal Melik TASKIN
15/07/2011, 76

Bu ¢alismada, apomikt (Boechera gunnisoniana, B. holboelii) ve seksiiel (B. stricta)
bitkilerinde SWI1/DYAD geni ortologu yapist ve ifadesinin molekiiler karakterizasyonu
ortaya ¢ikarilmistir. Boechera tiirlerine ait ¢igcek tomurcuklarindan SWI1/DYAD ¢cDNA’s1
RT-PCR araciligr ile elde edilmistir. Ayrica B. gunnisoniana, B. stricta ve B. divaricarpa
tirlerinde SWITCH1/DYAD geni genomik DNA’dan da g¢ogaltilmistir. SWITCH1/DYAD
geni ilk olarak bir model organizma olan Arabidopsis thaliana tiiriinden izole edilmis ve
kardes kromatid kohezyonu, mayotik kromozom organizasyonundan sorumlu bir gen
olarak tanimlanmistir. Ayrica diploid gametlerin olusumuna yol agmasi sebebi ile apomiksi
stirecinde etkili bir gen oldugu disiinilmektedir. Apomiksi, bazi Angiosperm bitki
tiirlerinde genetik olarak birbirinin ayni, anasal kopyalardan olusan nesillerin olusumuna
yol acan eseysiz treme bi¢imidir. Apomiksinin kiiltirbitkilerine aktarilmasi bitki
yetistiriciliginde heterozigotlugun sabitlenmesi, hibrit 06zelliklerinin korunmasi ve
hibritlerin nesiller boyunca ¢ogaltilabilmesine olanak taniyacak olmasi nedeni ile gelecek
vaat eden bir konudur. Apomiksi; yumurta hiicresinin partenogenetik bir gelisimle
embriyoyu olusturmasi ve bunu takiben fonksiyonel bir endosperm gelisimi ile ana bitkinin
genotipini tastyan diploid bireylerin olusumudur. Apomiksinin altinda yatan molekiiler
stireglertam olarak bilinmiyor olsa da DYAD geni iizerinde yapilan ¢alismalar bu gendeki
mutasyonlarin apomiksinin 6nemli bir asamasi olan apomayoza yol acabildigini
gostermistir. Bu ¢aligma ile dogal apomikt bir tiir olan B. gunnisoniana tiiriinde elde edilen
1243 b.¢, B. holboellii tiiriinde elde edilen 650 bp. ve B. stricta tiiriinden elde edilen 684
bp. transkript Arabidopsis SWITCHL1/DYAD geni ile yiiksek oranda benzerlik
gostermektedir.

Anahtar sozciikler: Apomiksi, Apomayoz, SWITCH1, DYAD
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ABSTRACT
MOLECULAR CHARACTERIZATION AND EXPRESSION PATTERNS OF
SWI1/DYAD GENE IN APOMICTIC AND SEXUAL BOECHERA SPECIES

Gozde NISLI
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
15/07/2011, 76

In this research, the molecular structure and expression patterns of SWI1/DYAD
ortholog gene is characterized in apomictic (B. gunnisoniana, B. holboelii) and sexual (B.
stricta) Boechera speices. The SWI1/DYAD (AT5G51330) cDNAs were obtained from
flower buds of Boechera spp. by RT-PCR. and also SWITCH1/DYAD gene is amplified
from genomic DNA in B. gunnisoniana, B. stricta and B. divaricarpa speices.
SWITCH1/DYAD gene was first isolated from a model organism; Arabidopsis thaliana
determined as to be in charge of sister chromatid cohesion and chromosom organisation in
meiosis and also gave rise to diploid gamet formation. Thus, AT5G51330 thought to be
effective gene in apomixis process. Apomixis is a reproduction way of some species of
Angiosperm which creates genetically identical seeds with the maternal plant and it will
enable the clonal reproduction of hybrids when it is achieved in culture plants. Apomixis is
formaition of diploid individulas having same genotype with maternal plant and embriyo
formation with parthenogenic development of egg cell followed by functional endosperm
development. Althought molecular base of apomixis has not found out yet, it is set out that
DYAD gene mutation led to apomeiosis; an impotant level of apomixis. In this work, we
isolated a partial cONA from Boechera species (apomictic B. gunnisoniana, B. holboellii
and sexual B. stricta) that are shows high similarity with AT5G511330. Furthermore,
AT5G51330 homolog gene regions were characterized from genomic DNA templates of B.

gunnisoniana, B. stricta and B. divaricarpa speices for the first time.

Keywords: Apomixis, apomeiosis, DYAD, SWITCH.
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BOLUM - 1 GIiRiS Gozde NISLi

BOLUM 1
GIRIS

Canlilarin, soylarint devam ettirmek amaciyla kendilerine benzer yeni bireyler
meydana getirmesine iireme denir. Ureme islevi canlinin evrimsel agidan gelismisligine
bagh olarak cesitlilik gosterir. Genel olarak biitiin canlilarda seksiiel ve aseksiiel iireme
olmak tizere iki tip lireme goriiliir.

Aseksiiel iiremedebir canli kendi basina yeni bir birey meydana getirir. Olusan
bireyler ata bireyin tipatip aynisi, Klonudur. Ciinkii yavru bir gametten koken
almadanolustugu i¢in ata bireyin genetik 6zelliklerinin kopyasinasahiptir. Bu siireclerde

boliinme, tomurcuklanma, sporlanma ve vejetatif tireme gibi ¢esitler vardir.

1.1. Bitkilerde Eseyli Ureme

Seksiiel tireme ise yavrular kalitsal olarak farkli iki hiicre yada ¢ekirdegin birlesmesi
ilemeydana gelir. Cogunlukla geligsmis canlilara 6zgii olan bu iireme seklinde, ana ve baba
diye tamimlanan iki farkli ata vardir. Bu iireme seklinde atalar oncelikle mayoz ile
gametleri olustururlar. Bunugametlerin birlesmesi (déllenme) takip eder ve olusan yavrular
genetik agidanana veya babaya tam olarak benzemez. Ciinkii gamet iiretimisirasinda
meydana gelen mutasyonlar ve gen dizilimi farkli iki hiicrenin birlesmesinden olusan yeni
varyasyon yavrularda cesitlilige yol acar.

Angiospermlerde seksiiel lireme siirecleri ile ilgili molekiiler diizeydeki ¢aligmalarda
genellikle Arabidopsis thaliana kullanilmaktadir. Arabidopsis thaliana, Brassicaceae
familyasinda, ticari 6nemi olmayan bir bitkidir, fakat genetik caligmalar1 i¢in model bitki
olarak se¢ilmistir.

Disi gametler embriyo kesesi veya megametofit olarak da bilinen ovaryum (disi
gametofit) igerisinde oviillerde gelisir (Drews ve ark., 1998; Yadegari ve Drews; 2004). A.
thaliana tiiriinde, disi gametofit (embriyo kesesi) angiospermler arasinda yaygin olarak
goriilen polygonum tiptedir (Reiser ve Fischer, 1993; Schneitz ve ark., 1997). Polygonum
tipte, bir embriyo kesesi disi lireme orgam (pistil) icerisinde nusellar dokulardan kdken
alan bir megaspor hiicresinden mayoz sonucunda gelisir. Mayoz tamamlandiginda
megaspor denilen dort hiicreden ibaret tetrad olusturur. Her megaspor haploidtir (n). Kural
olarak ovul igerisinde mikropile en yakin ii¢ hiicre dejenere olurken geride kalan hiicre
genisler ve bircok evre gecirerek olgun polygonum tip embriyo kesesini olusturur
(Yadegari ve Drews, 2004; Drews ve ark., 1998; Russell, 1993). Bu evreler ii¢ mitotik

boliinme sonunda 8 hiicreli embriyo kesesi olusumu, nukleuslarin gbg¢ii ve bunlarin
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etrafinda hiicre duvari olusumunu kapsar. Bu siirecin sonunda yumurta hiicresi
(n:1maternal:1m) ve iki sinerjit hiicre, embriyo kesesinin mikropiler ucunda konumlanir.
Merkeze dogru go¢ eden hiicrelerden ikisi, merkezi hiicre (2n:1m + 1m:2m), embriyo
kesesinin mikropiler ucunun zit yoniinde konumlanan ti¢ hiicre de antipodal hiicreler
olarak adlandirilir (Robinson-Beers ve ark., 1992; Baker ve ark., 1996; Drews ve ark.,
1998; Schneitz, 1999; Yadegari ve Drews, 2004).

MiTOZ
1
I Antipodal
tcreler
‘p g 5 i\ Polar
Megaspor ana Megaspor Fonksiyonel Merkez hiicrs gekirdekler ikincel
hiicresi megaspor ekirdek
Sinerjit hiicre Sinerjit hiicre
I —|

Yumurta

hiicresi
MAYOZ

Sekil 1.1. Disi Gametofit Gelisimi(Yadegari ve Drews, 2004’ ten uyarlanmistir).

Erkek gametofit ise anter adi verilen organlarda bir vejetatif hiicre ve iki sperm
tastyan polen tanesinden(n:lpaternal: 1p) ibarettir (McCormick, 1993). Anter genellikle
polen kesesi denilen 4 uzamis lobtan olusur. Anterin erken gelisim evresinde her polen,
mikrosporosit denilen hiicrelerden meydana gelir. Her mikrosporosit, 4 haploid (n)
mikrospor olusturmak {izere mayoz gecirir. Her mikrospora ait nucleus da iki hiicreli polen
tanesi olusturmak i¢in mitoz gegirir (Mascarenhas, 1989; Bedinger, 1992). Bunlardan biri
vejatatif, digeri ise daha kiigiik olan generatif hiicreyi olusturur.

Polen tanesinin ¢imlenmesiyle stigma ve stiliise dogru ilerleyen ve ovaryuma ulagan
polen tiipii meydana gelir (Mascarenhas, 1989). Bu sayede spermler (n:1p) embriyo
kesesine tasinmaktadir. Polen tiipii gelistiginde, iki hiicreli sperm hiicresi olusturmak {izere
generatif hiicre mitoz gegirir.

Bu siireclerin sonunda polen tiipii ile embriyo kesesine ulasan sperm hiicrelerinden
biri yumurta hiicresini digeri ise merkezi hiicrelerle birlesir (Drews ve ark., 1998). Sonugta
bir diploid zigot (2n:1m + 1p) ve triploid endosperm dokusu (3n:2m + 1p ) olusur
(Schneitz ve ark., 1995). Hem sperm hem yumurta hiicresinin tagidigi farkli genomlar,
rekombinasyonlar sayesinde yeni fenotip ve genotipe sahip bitki ddllerinin olusmasin
saglar (Grimanelli ve ark., 2003). Cift déllenme olarak isimlendirilen bu mekanizma ilk

kez birbirinden bagimsiz olarak 1898 de Sergius Nawashin ve 1899’ da Lion Quinard
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tarafindan kesfedilmistir (Dumas, 1984). Endospermde gorillen 2m:1p orani tohum
gelisimi i¢in son derece dnemlidir. Bu oranin her iki yonde de bozulmasi embriyolarin
gelisimini engellemekte ve tohum kayiplarina sebep olmaktadir (Nowack ve ark., 2006).

1.2. Mayoz

Mitozda, herhangi bir homolog kromozom ¢iftinin anadan ya da babadan gelen her
iyesinin, boliinme sirasinda bagimsiz olarak davrandigi goriiliir. Bunun tersine, mayozda
eslesmis olan homolog kromozomlar sinaps olarak adlandirilan yapilar olustururlar. Her
bir sinaps olusturan yapi bivalent olarak bilinir ve dort kromatitten olusan bir birim
olusturur. Dort kromatitin varligi, her iki kromozomun da kendini esledigini gdsterir.
Haploid duruma gelmek igin iki boliinme gereklidir. Indirgeyici boliinme (her biri bir
kromozomu temsil eden sentromerlerin sayisi, bu bdliinmeden sonra yariya inmektedir)
olarak tanimlanan mayoz I’ de, iki homologtan olusan her tetratin bilesenleri ayrilarak iki
adet diyat olustururlar. Her diyat ise, ortak bir sentromer ile baglanmis iki kardes
kromatitten meydana gelmistir. Esitleyici olarak tanimlanan mayoz II sirasinda (giinkii bu
boliinmeden sonra sentromer sayisi ayni kalir), her diyat, her birinde bir kromozom olan
iki monada ayrilir. Boylece iki boliinme, dort haploid hiicre olusturur

Mayozun baslangi¢ evresi profaz I’ 1 li¢ olay belirler. Birincisi; mitozda oldugu gibi,
interfazdaki kromatin, goriilebilen kromozomlar halinden kalmnlagir. Ikincisi, mitozdan
farkl1 olarak her bir homolog kromozom giftinin iiyeleri, snapsa giderler. Ugiinciisii; snaps
halindeki kromozomlar arasinda gerceklesen bir degis — tokus olayr olan krosoverin
olmasidir. Mayozun bu asamasi bes evreye boliinmiistiir: leptoten, zigoten, pakiten,
diploten ve diyakinez. Leptoten evresinde, interfaz kromatin materyali yogunlagmaya
baslar ve kromozomlar goriiniir hale gelirler. Her bir kromozom boyunca yer alan
kronomerler, bir ip lizerine dizilmis boncuklara benzeyen yogunlagmis bdlgelerdir. Zigoten
evresinde, kromozomlar kisalmaya ve kalinlagmaya devam eder. Homoloji aramasi olay1
sirasinda homolog krompozomlar birbirleri karsisinda dizilmeye baslarlar. Kaba eslesme
ad1 verilen bu durum zigotenin sonunda kadar devam eder. Eslesmenin sonuna dogru
lateral elementler olarak biline yapilar eslesmis homologlar arasinda goriilebilir. Mayoz
ilerledikce lateral elementlerin uzunlugu artar ve sinaptonemal kompleks adi verilen ve
hiicrenin ince yapisina ait yapisal bir bilesen, homologlar arasinda olusmaya baslar.
Zigoten biterken, eslesmis homologlar bivalent seklini alirlar. Pakiten asamasinda,
kromozomlarin katlanmasi ve kisalmasi devam eder ve her bivalentin iki iiyesi arasinda,
sinaptonemal kompleksin daha ileri gelisimi gergeklesir. Bu, snaps olarak bilinen daha

yakin bir eslesmeye yol agar. Her bivalent dort {iyeli kromatit igerir ve bunlara kardes
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kromatit denir. Bu yapiya tetrat denir ve iki ¢ift kardes kromatit icerir. Bu siireglerde dort
alt tiniteden olusan kohezin protein kompleksi homologlarin bir arada tutulmasinda rol
almaktadir. Bunu izleyen diploten evresinde, her tetratin i¢indeki kardes kromatit ¢iftleri
ayrilmaya baslar. Bununla birlikte kromatitlerin arasinda birbirine temas eden bir ya da
daha fazla bolge kalmistir. Kiyazma adi verilen bu boélgelerin, krosover yoluyla, kardes
olmayan kromatitler arasindaki genetik degis — tokus noktalarini temsil ettigi diistiniiliir.
Genetik materyalin yeni kombinasyonlar1 bu olay sayesinde gergeklesir. Diyakinez
asamasinda, kromozomlar birbirinden ayrilir fakat kardes olmayan kromatitler, kiyazmalar
araciligi ile birbirlerine gevsek olarak bagl kalir. Ayrilma ilerledikge kiyazmalar tetratin
uclarina dogru hareket eder. Sonlanma (terminalizasyon) olarak bilinen bu olay, diyakinez
sonunda tamamlanir. Profaz I‘in bu son doneminde, ¢ekirdek¢ik ve ¢ekirdek zari bozulur
ve her tetrattaki iki sentromer, yeni olusmus ig ipliklerine tutunur. Profaz I’ in bitimine
kadar, her tetratin yapisinda bulunan sentromerler, hiicrenin ekvatoral diizleminden yer
alir. Arabidopsis thaliana bitkisinde, metafaz I asamasinda bes bivalent halinde organize
olmus homologlar metafaz tablasinda dizilir. Anafaz 1 asamasinda kiyazmalar agilir ve
homolog kromozomlar birbirinden ayrilir.

Ikinci mayotik boliinme kromozomlari kardes kromatidler halinde ayirir ve haploid
gametleri olusturur. Disi gametlerin sonrasinda erkek gametlerle dollenmesi ile diploid
durum geri kazanilmis olur (Hamant ve ark., 2006).

Bunun yaninda angiospermelerin bir kismin da ise aseksiiel bir iireme sekli olan
apomiksi goriilmektedir.

1.3. Apomiksi

Apomikside diger aseksiiel {lireme sekillerinden farkli olarak bitki tohum
olusturabilmektedir. Buna karsin tohumlar ddllenme olmaksizin meydana geldigi icin
olusan yeni bireyler ana bitki ile genetik olarak 6zdestir. Apomiksi, ilk kez 1841 yilinda J.
Smith tarafindan Alchornea (Euphorbiaceae) bitkisinde tanimlanmistir (Asker ve Jerling,
1992). Giliniimiize kadar 400’den fazla angiosperm tiirii ve 40’dan fazla familyanin
apomikt olarak {iiredigi bildirilmistir (Carman, 1997). Bunlardan en yaygin olanlari
Gramineae, Compositae, Rosaceae ve Rutaceae familyalaridir (Luo ve ark., 1999;
Koltunow ve ark., 1995). Apomiksi ya da aseksiiel tohum iiretimi maternal klon doéllerin
olusumu ile sonuglanir (Koultunow ve ark., 2003, Bicknell ve ark., 2004).Bu giine kadar
calisilan apomikt bitkilerde sporofitik (adventif embriyoni) ve gametofitik apomiksi olmak
tizere iki farkli mekanizma tanimlanmistir (Asker ve Jerling, 1992; Koltunow ve ark.,

1995). Sporofitik apomikside adventif emriyolar, oviil gelisiminin ge¢ sathalarindaki olgun
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oviillerin nusellar ya da integiiment dokularindan farklilagirlar. Adventif embriyoni, Citrus
tirleri basta olmak iizere Buxaceae, Cactaceae, Euphorbiceae, Myrtaceae ve Ochidaceae
familyalarinda da goriilmektedir (Gustafson, 1946-47). Gametofitik apomiksi ise oviil
gelisiminin erken safhalarinda baslar. Diplospori ve apospori olmak iizere iki tip
gametofitik apomiksi tanimlanmistir. Her iki tipte de embriyolar mayoz ge¢irmemis bir
megagametofitden meydana gelmesine karsin, diplosporide embriyolar megaspor ana
hiicresi (MAH) farklilastigi anda meydana gelirken, aposporide MAH farklilastiktan sonra
olusurlar (Koltunow, 1993; Savidan, 2000; Grimanelli, 2001).Apomikt bitkilerde meydana
gelen embriyo kesesi, mayoz olmaksizin meydana geldigi i¢in kromozom sayist yariya
indirgenmez. Sonucta diploid (2n: 2m) bir yumurta hiicresi ve tetraploid (2n+2n: 4n: 4m)
bir merkezi hiicre iceren embriyo kesesi meydana gelir. Tohum gelisimi basladiginda,
yumurta hiicresi dollenme olmaksizin mitotik boliinmeler gecirmeye baslar ve seksiiel
yollarla meydana gelen embriyolarin gelisim asamalarini gegirerek bir embriyo meydana
getirir. Partenogenetik olarak gelisen bu embriyolara, polenden bir gen aktarimi soz
konusu olmadig1 i¢in tohumlar ana bitki ile genetik olarak 6zdestir (Koltunow, 1993).
Endosperm ise otonom apomikt tiirlerde (Taraxacum officinale, Hieracium piloselloides)
dollenme olmaksizin merkezi hiicrelerden gelisir. Buna karsin pseudogamik apomikt
olarak adlandirilan tiirlerde (Rubus armeniacus ve Tripsacum dactyloides)endosperm igin
dollenme sarttir. Bu bitkilerde merkezi hiicre 4m oldugu i¢in déllenme sonucunda eger
sperm hiicresi haploid ise ebeveyn genom oranlari 4m:1p olacaktir. Buna karsin genomlar
arasindaki 2m:1p oranindan sapmalar tohum ve embriyo gelisimini olumsuz etkiledigi i¢in
kayiplara sebep olurken pseudogamik apomikt tiirler bu endosperm problemini ¢6zmek
icin farkli mekanizmalar gelistirmislerdir (Taskin ve ark., 2009).

Ticari Oneme sahip tarim bitkileri ve tohum iiretimi alanlarinda bu yoniiyle
apomiksiye olan ilgi son yillarda olduk¢a artmistir. Seksiiel bitkilere apomiksi
ozelliklerinin kazandirilmasi ile istenilen herhangi bir genotip ne kadar karmasik olursa
olsun tohumlarda nesiller boyunca sabitlenebilir (Spillane ve ark., 2001, 2004).
Apomiksinin bu tiirlere kazandirilmasini amaclayan c¢alismalar basarisiz olmustur
(Spillance ve ark., 2001, Savidan ve ark., 2001, Ozias-Akins ve ark., 2007). Bu 6zellik
ticari Oneme sahip bitkilerle apomikt akrabalarin melezlenmesi ile kazandirilmaya
calisilmistir. Bu girisimler apomiksi kalitimi ile ilgili bilgiler saglamis olmasina ragmen
arzu edilen sonuca ulasilamamistir (Savidan ve ark., 2001). Poa pratensis bitkisinde
genetik lokuslarin sayisi belirlenmistir (Matzk ve ark., 2005). Hieracium caespitosum

tiriinde yapilan delesyon mutasyon analiz ¢alismalarina bagli olarak apomiksinin birbirine
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bagli olmayan iki lokus tarafindan kontrol edildigi gosterilmistir. Bu lokuslardan biri
apospor olusumunu digeri ise partenogenezi kontrol etmektedir (Catanch ve ark., 2006).
Cok sayida tiirde yapilan apomiksi haritalama ¢alismalari, apomikisiyi kontrol eden
bolgelerin rekombinasyon igin baskilandigi konusunda birlesmistir (Ozias-Akins ve ark.,
2007). Apomikside gerekli olan genlerin birlikte ve bagl olarak kalitilmasi gerekmektedir.
Apomiksi kontrol eden 6zel genlerin tanimlanmasina yonelik girisimlerde kullanilan
standart rekombinasyona dayali haritalama yaklagimlar1 bu engelle yiiz yiize gelmis ve tek
bir bolgedeki bir ¢ok gen tarafindan apomiksiyi kontrol edildigi diistiniilmiistiir (Ozias-
AKkins ve ark., 2007). Apomiksinin molekiiler seviyesinin anlasilmasinda kullanilan marker
gen ifadelerine gore apomiksi seksiiel programin ifadesinin yeniden diizenlenmesi ile
ortaya ¢ikmustir (Tucker ve ark., 2003). Bu mekanizmanin genetik olarak kontrol edildigi
bilinmektedir (Ozias-Akins ve ark., 2007). Buna karsin, dogal apomiktlerde apomiksi ile
ilgili higbir gen simdiye kadar izole edilmemistir. Apomiksinin seksiiel bitkilerde
uygulanmasi i¢in apomiksiyi olusturan elementleri saglayan genler karakterize edilmelidir.

Apomiksi, mayozun gecirmemis (rekombine olmamis ve kromozom sayisi yartya
inmemis (2n) yumurta hiicresi olusumunu (apomayoz) takiben doéllenme olmaksizin
embriyo gelisimini ifade eder. Apomikt tohum i¢in daha sonraki gereksinim ise dogal bazi
apomiktlerde oldugu gibi dollenme sonrasi ya da otonom endosperm gelisimidir.
Apomiksiyi kontrol eden genlerin normal seksiiel gelisimde rol alan genlerin farkli alleleri
oldugu diistinilmektedir (Tucker ve ark., 2003). Mayoz, gametogenezis ve tohum
gelisiminde rol alan genlere yonelik bircok mutasyon ¢alismasi yapilmistir. Fertilization-
independent seed mutasyonlar1 ile otonom endosperm gelisimi kesfedilmistir (Chaudhury
ve ark., 1997). Daha sonra partenogenezin ilk safhalarint mimikri eden mutasyonlar da
rapor edilmemistir (Guitton ve Berger, 2005). Daha sonraki yapilan g¢aligmalarda ise
Arabidopsis bitkisinde tiglii mutant bir hatta apomayoza benzer sekilde disi ve erkek
mayositlerin mayoz boliinme yerine mitoz bdliinme gecirdiklerini ve sonucta fonksiyonel
diploid gametlerin olustugunu rapor edilmistir ( Mercier ve ark., 2009 ). Bu g¢alismada
Osd1-1, Atspoll-1 ve Atrec8 mutantlarindan olusan licli mutant genotipe “mayoz yerine
mitoz” anlamina gelecek sekilde MiMe adini verilmistir boylece bu calismayla birlikte ilk
kez karakterize edilen OSD1 geninin mayoz I’den Mayoz II'ye gecisi diizenledigi
gosterilmistir. Mutant hatlarda kendisi ve yabanil tiple yapilan ¢aprazlama deneyleri osdl
mutantlarinin %100 oraninda erkek, yaklasik %85 oraninda disi indirgenmemis diploid
gametleri olusturdugunu ortaya koymustur. Bu hatlarda mayoz I siireci yabanil tipten

farksizken, calismada mayoz II siirecinde mayositler gézlemlenmemistir. Dolayist ile
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mayoz boliinmenin mayoz I sonrast mayoz II ile devam etmedigi ve diploid iki gametin
meydana geldigi gosterilmistir. Mayoz I siirecinin normal gelismesi sonucu olarak 0sdl
mutantlarinda rekombinasyon yabanil tip bitkilerde gorildiigi haliyle meydana
gelmektedir. Bu anlamda olusan gametler ana bitki genotipi ile birebir 6zdes degildir. Ayni1
grubun daha onceden tanimladigi atspoll-1l/atrec8 cifte mutantlart mitoz benzeri bir
mayoz | gostermis olmasma ragmen, ikinci mayoz bodlinme siirecinde esit olmayan
kromozom dagilimlar1 sebebi ile sterildir. Atspoll-1 mutantlar1 mayotik profaz I
asamasinda homolog kromozomlarin bir araya gelmesini engellemekte ve dolayisi ile
rekombinasyonun ger¢eklesmesini Onlemektedir. ATREC8 geni ise anafazda mayotik
homolog kromozomlarin kutuplara ayrilmasini diizenlemektedir ve bu sebeple atrec8
mutantlart mayotik anafaz yerine mitotik anafaza benzer sekilde es bir bicimde homolog
kromozomlar yerine kromatidlerin ayrilarak kutuplara ¢ekilmesini saglamaktadir.
Aragtiricilar bu 6zelliklerden faydalanarak atspoll-1/atrec8 ¢ifte mutantinin mitoz benzeri
mayoz I fenotipini mayoz II’'nin gerceklesmedigi osdl mutantiyla bir araya getirmis ve
sonug olarak mayoz yerine tek bir mitoz boliinme gegiren {iglii mutant Arabidopsis hatti

elde etmislerdir.

1.4. AT5G51330 Geni

Seksiiel siireglerle tohum veren bir model organizma A. thaliana tiiriinde
DYAD/SWITCH1 (AT5G51330) geninin mayozda kromozom organizasyonu diizenledigi
bildirilmistir (Motamayor ve ark., 2000; Siddiqi ve ark., 2000; Cai ve ark., 2001). Bununla
birlikte, AT5G51330 geninde bagka bir mutasyonun ise apomayoza benzer sekilde diploid
(2n) gamet olusumuna yol ag¢tig1 bulunmustur (Ravi ve ark., 2008). Bu bulus bilinen tek
bir genin degistirilmesiyle seksiiel bir bitkide apomiksi elemanlarinin basarilabilecegini
gostermistir. Bu ¢alismada ilgili mutasyon sadece disi mayozda etkilidir. Bu mutantlar az
sayida da olsa triploid tohum olusturmaktadir. Calismada, triploid tohumlarin mayoz
gecirmemis (2n) disi ve haploid (n) erkek gametlerin birlegsmesi aracilii ortaya ¢iktigi
belirtilmistir. Bu giine kadar, AT5G51330 genine ait dort farkli Arabidopsis mutant hat
(swil.l, swil.2, dyad ve dsyl0) incelenmis ve karakterize edilmistir (Motamayor ve ark.,
2000; Siddigi ve ark., 2000; Cai ve ark., 2001; Mercier ve ark., 2001). ilging olarak swi
allelerinin cogunda (swil.2, swil.1l) farkli fenotip gdzlenmistir.

Bunlar arasinda daha énceden tanimlanmig swil.2 mutantinda disi ve erkek gametler
kisirdir (Mercier ve ark., 2001). Bu mutantlarda disi mayositlerde apomayoza benzer bir

sekilde 5 bivalent yerine 10 univalent meydana getirdigi i¢in tetrad yerine dyad olusturur.
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Swil.l mutant Arabidopsis hatlarinda ise erkek mayoz normal iken disi mayozda
metafaz [ asamasinda sinaps ve bivalentler gézlenmez (Motamayor ve ark., 2000).

Dyad mutantlarinda ise disi mayositlerde sinaps olusmamis dolayisi ile metafaz I
asamasinda beklenen 5 bivalent yerine 10 univalent gézlendigi bildirilmistir (Siddiqi ve
ark., 2000; Agashe ve ark., 2002; Ravi ve ark., 2008). Bu mutantlarda erkek mayoz siireci
ise normaldir.

Dsy10 mutant hatlarinda ise disi ve erkek mayozda profaz ve metafaz I agsamalarinda
bivalentler gozlenememistir (Cai ve ark., 2001; Boateng ve ark., 2008). Yukarida
tanimlanan mutant hatlar ¢cogunlukla mayoz II sonucunda kromozomlar1 esit dagilim
gostermeyen hiicreler olustugu i¢in kisirdir. Buna ragmen AT5G51330 mutantlarinda az
sayida da olsa triploid tohum olusmas1 bu mutantlarin fonksiyonel gametler iiretebildigini
isaret etmistir. AT5G51330 mutantlarinda gbzlenen bu durum apomiksinin bir pargasi olan
apomayoza benzerlik gostermektedir. Tek bir gende meydana gelen bir mutasyonla
apomayoza benzer bir fenotipin ortaya ¢ikmis olmasi apomiksinin seksiiel tiirlere
aktarilmasinda gelecek vaat eden bir gelismedir.

AT5G51330 geni 8 ekzon ve yaklasik 1997 bg. uzunlugundabirtranskripte sahiptir.Bu
gen, mayozda kardes kromatid kohezyonu, mayotik kromozom organizasyonu ve
rekombinasyonda gerekli,benzerleri daha 6nce tanimlanmamig, nukleusta lokalize olan,
639 aminoasitten olusan Fosfolipaz C aktivitesine sahip bir protein kodlamaktadir (TAIR).
Buna ragmen dogal apomikt tiirlerde bu genin yapis1 ve fonksiyonu incelenmemistir.

Bu galismada, seksiiel yollarla tohum olusturan A. thaliana bitkisinden karakterize
edilen AT5G51330 geninin dogal apomikt Boechera tiirlerindeki ortologu karakterize
edilmistir. Boechera tiirleri Brassicaceae familyasinda yer alir ve birgok molekiiler genetik
uygulamasinin miimkiin oldugu A. thaliana ile yakin akrabadir (Koch ve ark., 2003; Dobes
ve ark., 2004). Buna karsin iki tiiriin iireme mekanizmalar1 son derece farklidir. Bu sebeple
Boechera tiirleri apomiksinin molekiiler mekanizmasinin ve seksiiel lireme ile apomiksi
arasindaki  molekiiler farkliliklarin  belirlenebilmesi  i¢in  model bitki olarak
kullanilmaktadir. Bu nedenle, bu calismada apomikt ve seksiiel Boechera tiirlerinde
AT5G51330 ile homolog genomik DNA ve cDNA dizileri ile elde edilmistir. AT5G51330
geni ile homolog Boechera tiirlerine ait bu diziler biyoinformatik araglarla incelenmistir
AT5G51330 geninin apomikt bitkilerdeki fonksiyonu heniiz belirlenmemistir. Bu nedenle,
dogal apomikt tiirlerde bu genin ortologunun tanimlanmasi, bu genin apomiktik tireme

stireclerindeki rollerini aydinlatmada yararli olacaktir.
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BOLUM 2
ONCEKI CALISMALAR

Motamayor ve ark. (2000) ¢alismalartyla AT5G51330 genine ait ilk mutant alel olan
swil-1 alelini tamimlamislardir. Bu mutasyonun etkilerinin megasporogenez siirecinde
etkili oldugunu ortaya koymuslardir. Bu mutant hatlarda megaspor ana hiicreleri fazladan
mitoz boliinmeler gecirerek mayoz bdliinmeyi geciktirmektedirler. Ayrica bu hiicrelerde
hiicre kutuplasmasinda anormallikler gézlenmistir. Swil-1 mutant Arabidopsis bireylerinde
erkek mayoz normal iken disi mayotik siire¢te metafaz 1 asamasinda sinaps olusumu
goriilmemis ve metafaz tablasinda bivalentler yerine univalentler goézlenmistir. Bu
sonuclara dayanilarak SWI1 geninin hiicre kutuplasmasinda, mitoz ve mayoz boliinme
arasinda gegiste rol aldig1 diistiniilmuistiir.

Siddigi ve ark. (2000) yilinda AT5G51330 geninin dyad mutantini rapor etmislerdir.
Bu mutantlarda oviiller embriyo kesesi yerine iki biiylik hiicre i¢ermektedir. Bu iki hiicre
megaspor ana hiicresinin daha sonraki gelisiminin gerceklesmedigi tek bir boliinmenin
driinleridir. Arastiricilar bu boliinmenin mitoz veya mayoz boliinme siirecini gegirdigini
ortaya koymak i¢in megaspor ana hiicrelerinde normal kosullarda mayoz siirecinde ifade
olan iki mayotik marker gen incelemistir. Sonug¢ olarak megaspor ana hiicrelerinin mayoz
boliinmeye basladig1 ancak tamamlamayi1 basaramadigi ortaya konmustur. Bu hiicrelerin
cogunlugunda mayoz [ sonunda siirec kesilmektedir. Kromozomlar dogrudan
incelendiginde metafaz asamasinda ayrigsmanin esit bir sekilde gerceklesmedigini ortaya
koymustur. Bunun yaninda polen olusumu ve erkek fertilitesi normaldir. Bu sebeple
AT5G51330 geninin disi mayotik siirecte gerekli bir gen oldugu rapor edilmistir.

Mercier ve ark. (2001), A. thaliana bitkisinde mayoz bolinmede kardes kromatid
kohezyonu ve bivalent olusumu i¢in gerekli bir geni (AT5G51330) karakterize etmislerdir.
Bunun i¢in AT5G51330 geninin mutant bir aleli olan swil.2 genini mutagenez yaklasimi
ile elde edip karakterize etmislerdir. Bu mutantlar hem erkek hem de disi sporogenez ve
gametogenez asamalarinda defektli ve sonugta sterildir. Disi mayositlerin mayoz yerine
mayoza benzer bir boliinme gecirdigi ve sonugcta 4 haploid gamet yerine 2 diploid hiicrenin
olustugu bildirilmistir.

Cai ve ark. (2001) yilinda grubun daha onceden elde ettigi erkek steril Arabidopsis
hatlar1 igerisinde 7219 numarali mutant hattin ayrintili sitolojik bir analizi yapilmistir. Bu
mutasyon ¢ogunlukla sinaps olusmamasina sebep olmaktadir. Bu hiicrelerde metafaz 1
asamasinda on kardes kromatid gozlenmektedir. Homolog kromozomlar diploten

asamasina kadar normal gozlenirken bu evreden sonra ayrilmaya baglamakta ve diakinez
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asamasinda on univalent gozlenmektedir. Kromozomlar bu asamalarda sentromer
bolgelerinden normal olarak baglanmis durumdadirlar.

Agashe ve ark. (2002), Arabidopsis thaliana bitkisinde mayotik kromozom
organizasyonu ve disi mayotik siiregte gerekli olan AT5G51330 genini karakterize
etmiglerdir. AT5G51330 geninin mutant bir aleli olan AT5G51330 geninin mayotik profaz
asamasinda kromozom kohezyonunun bozulmasina dolayisiyla metafaz 1 asamasinda 5
bivalent yerine 10 univalentin goriilmesine neden oldugu bildirilmistir. AT5G51330
RNA’smmin mayoz Oncesi interfaz ve mayotik profaz sirasinda ovul ve anterlerdeki
mayositlerde var oldugu gosterilmistir.

Mercier ve ark. (2003) AT5G51330 geninin kardes kromatid kohezyonunun
olusumunda rol aldigini rapor etmislerdir. Mayotik kromozomla iligkili proteinlerin
immiinolokalizasyonunu da igeren sitolojik ydntemlerle SWII proteininin aksial
elementlerin olugsumu i¢in gerekli oldugu ortaya konmustur. Elde edilen sonuglara gore
swil-2 mutasyonu mayotik profazda RADS51 proteini fonksiyonu gibi bazi mayotik
mekanizmalarin etkilendigi gozlenmistir. Bu bilgilere dayanilarak AT5G51330 proteininin
mayotik rekombinasyonun baslatilmasindan sorumlu olabilecegi rapor edilmistir.
Immiinolokalizasyon ¢alismasi bu genin mayotik S ve G1 siireglerinde ifade oldugunu
gostermistir. Sonug olarak SWII geni kardes kromatid kohezyonu, rekombinasyon ve
aksial element olusumunda rol alan bir gen olarak tanimlanmistir.

Albertini ve ark. (2004) Poa pratensis tiirinde cDNA-AFLP metodu ile bu tiiriin
seksiiel ve apomiktik genotiplerinde apomiksinin ilk asamalarinda ifade olan 2248
transkript elde edilmistir. Bu transkriptlerden seksiiel ve apomikt bitkilerde farkli ifade
olan 179 sekans elde edilmistir. U¢ EST ifade 6zellikleri ve blast sonuglarina gére daha
ileri molekiiler karakterizasyon ¢aligmalari i¢in segilmistir. Bu diziler RAB1-benzeri, b-
catenin-benzeri ve Ankyrin protein kinaz benzeri genlere karsilik gelmektedir. Bu
transkriptlerin dizileri RACE yontemi ile elde edilmistir ve daha ileri ¢alismalar i¢in hedef
olarak gosterilmislerdir.

Albertini ve ark. (2005) yilindaki g¢alismalarinda Poa pratensis tiirlinde apomiksi ile
alakali oldugunu onerdikleri SERK ve APOSTART genlerini tanimlamiglardir. Bu genlerin
ifadelerinin seksiiel ve apomikt bitkilerde farkli oldugunu ve hiicre sinyal iletiminde
muhtemel rollerini ortaya koymuslardir. SERK geninin bu tiirde nusellar hiicrelerde
embriyo kesesinin olugsmaya baglamasinda bir anahtar gérevi gordiigiinii rapor etmislerdir.
Poa tiirlinde Catanach ve ark. (2006) yilinda yapilan bir ¢alismada Hieracium tiiriinde

delesyon haritalama metodu benimsenmis ve bu tiirde apomayoz ve partegogenezle iliskili
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oldugu goriilen iki locus tanimlanmistir. Bunlardan bir tanesi apomayozun engellenmesi,
digeri ise dollenme (partenogenez) ile ilgili siireclerle alakalidir. Bu calismada elde edilen
loal mutant1 daha sonra daha ayrintili olarak incelenmistir (Catanach ve ark., 2006).

Okada ve ark. (2007) galismasinda apomayozla alakali oldugunu gosterdikleri “loss
of apomeiosis 1”7 mutantin1 arastirmiglardir. Bu mutant somaklonal varyasyon sonucu
olusmus ve apomikt tohum iiretme Ozelligini kaybetmis bir hat olarak elde edilmistir.
Calismaya konu olan Hieracium tiirii aposporik bir apomiksi siireci gostermektedir. Loal
mutantlarinda bu siirecte aposporik Onciil hiicrelerin olusmadigr ve olusan az sayida
tohumun normal mayoz slireciyle olustugu gosterilmistir.  Bu apomiksi tiirlinde
indirgenmemis embriyo kesesi oviil icerisindeki somatik hiicrelerden mitoz bdliinmelerle
olugmaktadir. Bu bitkilerde indirgenmemis sporlarin meydana gelmesi apomayoz olarak
adlandirilmasina ragmen diplosporik apomikside goriilen apomayoz siirecinden farklidir.

Ravi ve ark. (2008), A. thaliana bitkisinde mayotik kromozom organizasyonunun bir
diizenleyicisi olan AT5G51330 geninde bir mutasyonun apomayoza yani mayoz bdliinme
olmadan gamet olusumuna neden oldugunu bildirmislerdir. Seksiiel bir bitki olan A.
thaliana bitkisinde bu mutasyonun polen olusumunu etkilemedigi ancak disi mayositlerde
mayoz normal gerceklesmediginden disi steril bir mutant oldugu gosterilmistir. Buna
karsin az da olsa tohum olusumunun gerceklestigi ve bu tohumlarin neredeyse tamaminin
triploid oldugu bildirilmistir. Bu tohumlarin diploid disi gametle haploid erkek gametin
birlesmesi ile olusmus olmasi gerektigi 6ne siiriilmiistiir. Ayrica bitkilerde tohum ve ¢igek
bliylikliikleri agisindan poliploidi derecesine goére degisen farkliliklarin oldugu
gosterilmistir. Bu farkliliklar genetik etiketlenme denilen maternal (anasal) ya da paternal
(babasal) etkiden kaynaklanabilecegi bildirilmistir. Calismada tek bir gendeki bir degisimle
seksiiel bir bitkide dogal apomikt bir bitkidekine benzer sekilde apomiksinin 6nemli bir
adimi olan fonksiyonel bir apomayozun ortaya ¢ikabilecegi bildirilmistir.

Boateng ve ark. (2008) daha onceden disi ve erkek steril ve sinaps olusumunun
anormal oldugu bir mutant olarak tanimlanmis dsyl0 mutantinin molekiiler analizini
gerceklestirmiglerdir. Bu mutant hatlar AT5G51330 geninin {igiincii ekzonunda bir t-dna
insersiyonu i¢ermektedir. Bu mutasyon swil-1 ve dyad mutantlarinin aksine erkek ve disi
mayoz siirecini etkilemektedir. Mayoz siirecinde Swil-2 alelinin kesilmis bir formu
mayositlerde ifade olmaktadir. Bunun aksine dsyl0 mutanti tam bir fonksiyon kaybina
sebep olmaktadir. Bu sebeple iki mutant arasinda erkek mayozda kardes kromatid
kohezyonunun erken kaybi ve aksial elementlerin olusumunda farkliliklar gozlenmistir.

Ayrica dsyl0 mutant bitkilerde disi ve erkek mayozda diploten ve diakinez asamalarinda
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10 univalent gézlenmistir. Bu sonuglara gore dsy10 mayotik kromozomlarin bir araya gelip
ciftlesmesi gerceklesmemektedir. Buna ragmen sentromer bolgelerinde birlesme
gerceklesmektedir. Ayrica kardes kromatid kohezyonu bu mutantlarda mayoz II siirecine
kadar korunmaktadir. Diger calismalarla birlikte elde ettikleri sonuglara gore AT5G51330
genini mayotik kromatin organizasyonu kardes kromatid kohezyonu, c¢iftlesme, sinaps ve
rekombinasyon siireclerinde etkili bir gen olarak tanimlamislardir.

Mercier ve ark. (2008) yilinda AtPS1 geninde meydana gelen mutasyonlarin
Arabidopsis bitkisinde diploid polen tanelerinin olusmasina sebep oldugunu rapor etmistir.
Bu mutantlarda erkek gametofitlerde canli polen tanelerini olusturabilen diploid erkek
sporlar meydana gelmekte ve bir sonraki nesilde kendiliginden triploid bitkiler
olugmaktadir. Erkek mayoz incelendiginde mutant AtPS1 hatlarinda mayoz II’de anormal
iplik¢iklerin olustugu ve sonugta 4 takim yerine 2 takim kromozom grubunun olustugu
anafaz II evresi gozlenir. Bunun yaninda metafaz II evresine kadar mayoz yabanil tipten
farksizdir. Disi mayotik siire¢ bu mutasyondan etkilenmemis dolayist ile disi gametler
yabanil tipte oldugu sekliyle liretilmektedir.

Taskin ve ark. (2009) dogal apomikt ve seksiiel Boechera tiirlerinde polen ana
hiicrelerinin gelisim asamalar1 ortaya koymustur. Triploid apomikt B. holboellii tiiriinde
polen ana hiicresi mayoz siireci incelenmistir. Profaz I asamasinda, niikleus ve niikleus zar1
halen kaybolmamis iken, niikleus igerisinde kromozomlar uzun iplikler seklinde
kalinlasmaya baslar. Sonrasinda bivalent ve trivalentlerin olusumundan anlasildig: tizere
homolog kromozomlar ortaya ¢ikar ve tam olarak eslesmelerini gergeklestirirler. Niikleolus
ve niiklear membran hemen ardindan kaybolmaya baglar. Takip eden metafaz I
asamasinda, homolog kromozomlar ekvatoryal diizlemde organize olmaya baglar. Bu
asamada her bir polen ana hiicresi yogunlasmis kromozomlarin anafaz ve telofazda iki es
grup olarak ayrilamamis ve sonugta yarilanmamis bir niikleus olusturur. Bu durum ayrica
diger apomikt bitkilerde mayozun atlanmasi yani apomayoz olarak bilinmektedir.
Ardindan yarilanmamis niikleus, kalloz duvari ile g¢evrili dyadlar1 olusturmus ve tek bir
sitokinez asamasi ile takip edilen tek bir mitoz gegirir.

Pawlowski ve ark. (2009) AMEIOTIC1 geni musir bitkisinde klonlanmis mayoz
boliinmenin baslatilmasindan sorumlu bir gen olarak tanimlanmistir. Bu gene ait
ameioticl-1 (am1-1) mutant hatlarda erkek ve disi mayositler mayoz béliinme yerine mitoz
boliinmeler gecirmektedir. Bu mutantlarda homolog kromozomlar bir araya gelmemekte ve
kardes kromatid kohezyonu ger¢eklesmemektedir. Yapilan ¢aligma AM1 geni aktivitesinin

mayoz spesifik genlerin ifadesinin diizenlenmesi, mayotik kromozom yapisinin
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olusturulmasi, mayoz spesifik telomer yapisinin meydana gelmesi, mayotik
rekombinasyon, homologlarin ¢iftlesmesi, sinaps olusumu gibi mayotik olaylarin
gerceklesmesinde gerekli oldugunu ortaya koymustur. Misir bitkisine ait bu gen sonug
olarak AT5G51330 geni mutantlarinda goriilen mayoz yerine mitoz benzeri boliinme ile
benzer fenotipler gostermektedir. Bunun yaninda AMEIOTIC1 proteini AT5G51330 geni
ile %30 oraninda bolgesel bir benzerlik gostermektedir. Bu bilgiler bu genlerin yiiksek
ihtimalle fonksiyonel homolog genler olduklarini gostermektedir.

Mercier ve ark. (2009) yilinda Arabidopsis bitkisinde ii¢lii mutant bir hatta apomayoza
benzer sekilde disi ve erkek mayositlerin mayoz bolinme yerine mitoz boliinme
gecirdiklerini ve sonugta fonksiyonel diploid gametlerin olustugunu rapor etmislerdir.
Osdl-1, Atspoll-1 ve Atrec8 mutantlarindan olusan ii¢li mutant bu genotipe “mayoz
yerine mitoz” anlamina gelecek sekilde MiMe adin1 vermislerdir. Bu calismayla birlikte ilk
kez karakterize edilen OSD1 geninin mayoz I’den Mayoz II’ye gecisi diizenledigi
gosterilmistir. Mutant hatlarda kendisi ve yabanil tiple yapilan ¢aprazlama deneyleri osdl1
mutantlarinin %100 oraninda erkek, yaklasik %85 oraninda disi indirgenmemis diploid
gametleri olusturdugunu ortaya koymustur. Bu hatlarda mayoz 1 siireci yabanil tipten
farksizken, ¢alismada mayoz II siirecinde mayositler gézlemlenmemistir. Dolayist ile
mayoz boliinmenin mayoz I sonrast mayoz II ile devam etmedigi ve diploid iki gametin
meydana geldigi gosterilmistir. Mayoz I siirecinin normal gelismesi sonucu olarak osdl
mutantlarinda rekombinasyon yabamil tip bitkilerde goriildiigli haliyle meydana
gelmektedir. Bu anlamda olusan gametler ana bitki genotipi ile birebir 6zdes degildir. Aym
grubun daha Onceden tanimladigi atspoll-1l/atrec8 cifte mutantlart mitoz benzeri bir
mayoz | gostermis olmasma ragmen, ikinci mayoz bdliinme siirecinde esit olmayan
kromozom dagilimlari sebebi ile sterildir. Atspoll-1 mutantlari mayotik profaz I
asamasinda homolog kromozomlarin bir araya gelmesini engellemekte ve dolayis: ile
rekombinasyonun ger¢eklesmesini Onlemektedir. ATREC8 geni ise anafazda mayotik
homolog kromozomlarin kutuplara ayrilmasini diizenlemektedir ve bu sebeple atrec8
mutantlart mayotik anafaz yerine Mitotik anafaza benzer sekilde es bir bigimde homolog
kromozomlar yerine kromatidlerin ayrilarak kutuplara c¢ekilmesini saglamaktadir.
Arastiricilar bu 6zelliklerden faydalanarak atspoll-1/atrec8 ¢ifte mutantinin mitoz benzeri
mayoz | fenotipini mayoz II’'nin gerceklesmedigi osdl mutantiyla bir araya getirmis ve
sonug olarak mayoz yerine tek bir mitoz boliinme geciren tiglii mutant Arabidopsis hatti

elde etmislerdir.
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BOLUM 3
MATERYAL VE YONTEM

3.1. Bitki MateryalininYetistirilmesi

Calismada bitki materyali olarak, Brassicaceae familyasina ait triploid apomikt B.
gunnisoniana ve B. holboellii, ve diploid B. divaricarpa ve seksiiel B. stricta tiirleri
kullanilmistir. B. holboellii, B. gunnisoniana ve B. divaricarpa tiirlerine ait tohumlar Prof.
Dr. Rod J. Scott (Bath Universitesi, Ingiltere)’dan, B.stricta tiiriine ait tohumlar ise Dr.
EricSchranz (Amsterdam Universitesi, Hollanda)’ dan temin edilmistir ve Schranz ve ark.
(2005), tarafindan 6nerilen yonteme gore yetistirilmistir.

Tohumlar nemli filtre kagidi iceren petri kaplarinda +4°C’de karanlhkta 21 giin
vernalize edilmistir. Ardindan tohumlarin ¢imlenmesi igin petriler 21°C sicakliktaki,
fotoperyodu 16 saat aydinlik/8 saat karanlik olan iklim kabinine alinmistir. Cimlenen
fideler, 121°C’de 20 dk. siirede otoklavlanmus torf:perlit (4:1) iceren viyollere alinmis ve
21°C sicakliktaki, fotoperyodu 16 saat aydinlik/8 saat karanlik olan iklim kabininde 3 hafta
sire ile yetistirilmistir. Ardindan fideler daha biiylik saksilara aktarilmis ve ayni
yetistirilme kosullarinda 1 hafta daha yetistirilmistir. Daha sonra bitkiler es zamanl
ciceklenmeyi uyarmak amaci ile fotoperyodu 16 saat karanlik/8 saat aydinlik, sicaklig
+5°C/+10°C olan iklim kabininde 6 hafta siire ile ikinci kez vernalize edilmistir.
Vernalizasyonun bitiminde bitkiler tekrar 21°C sicakliktaki, fotoperyodu 16 saat aydinlik/8
saat karanlik olan iklim kabininde yetistirilmistir.

3.2. Genomik DNA izolasyonu

Yaprak, cicek ve siiliik gibi ti¢ farkli dokudan (100 mg) DNA izolasyonu (Edwards
ve ark., 1991) onerildigi yonteme gore yapilmistir. Bitki dokusu porselen havan i¢inde sivi
azot ile ezilerek homojenize edilmistir. Ardindan bir spatiil yardimi ile 1,5 ml lik
eppendorf tlipine aktarilmis ve iizerine 400 pl ekstraksiyon tamponu eklenmistir.
Homojenat vortekslenip, oda sicakliginda 2 dk bekletilmis ve 13.000 rpm de 1 dk santrifiij
edilmistir. Siipernatant kismi temiz bir tiipe alinmis, siipernatani iceren eppendorf tiipi
tizerine esit miktarda Phenol:chloroform:izoamylalcohol (25:24:1) eklenip, tiip birka¢ defa
alt tist edilmis ve 13.000 rpm. de 1 dk. santrifiij edilmistir. Olusan {ist faz (siipernatant)
yeni bir tlipe alinip, 500 pul %96 lik soguk ethanol eklenmis ve tiip altiist edilerek 2 dk oda
sicakliginda bekletilmistir. Ornek 13.000 rpm. de 5 dk. santrifiij edilmis ve alkol dokiilerek
uzaklagtinnlmigtir. Pellet %70’lik alkolde yikanmis, tiipler kapagi acgik sekilde oda
sicakliginda alkol uzaklagincaya kadar bekletildikten sonra 50 pl steril dH,O iginde

¢Ozdiiriilmiistiir. DNA 6rnekleri kullanima kadar +4 °C’de muhafaza edilmistir.
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3.2.1. Genomik DNA izolasyonunda kullanilan Tamponlarin Hazirlanmasi

3.2.1.1. Ekstraksiyon tamponu (100ml)

2,4228 g (200 mM) TrisHCI (pH:7.5) 90 ml dH,0 i¢inde ¢ozdiiriiliip ve 1N HCl ile
pH:7.5 e ayarlanmustir. 1,461 g NaCl ( 250 mM) eklenmis ve ¢ozdiiriildiikten sonra 0,9306
g EDTA ( 32 mM) eklenmis ve ¢Ozdiirilmistir. 0,25 g SDS (9 mM) eklenip ve
¢ozdiiriildiikten sonra son hacim dH,O ile 100 ml ye tamamlanmistir. Oda sicakliginda
muhafaza edilmistir.

3.3. RNA izolasyonu

Calismada RNA izolasyonu, gelisimlerinin erken asamalarindaki heniiz ¢igek
agmamis tomurcuklardan yapilmistir. Oncelikle sterio mikroskop altinda diseksiyon
igneleri kullanilarak ¢igek tomurcuklart steril bir bistiiri ile kesilerek ayirilmis ve boyutlar
Olctilerek 15 mm’den kiigiik tomurcuklar eppendorf (RNaz-DNaz free) tiiplerine alinmistir.
RNA degredasyonunu 6nlemek igin 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 i¢in drnekler -80°C’de
depolanmistir. Dokularin diseksiyonu i¢in ¢igek dokulari toplu olarak alkol ile steril
edilmis lam tlizerine 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 wuzaklastirildiktan sonra
tomurcuklarin boylart mikrometrik okiiler kullanilarak ol¢iilmiistiir. RNA izolasyonundan
once, tiiplerdeki RNAlater mikropipet ile uzaklastirilmis ve tiipler dokularin donmasi igin
stv1 azotta bekletilmistir. Ardindan, ¢igek tomurcuklart mikrosantrifiij tiipti i¢erisinde pestil
yardimiyla iyice ezilmistir. Daha sonra Purelink RNA Mini Kit (Invitrogen — 12183-018A)
kullanilarak dokulardan total RNA izolasyonu yapilmistir. RNA miktar1 florometrik
yontemle (Invitrogen Qubit Fluorometer) belirlenmistir. Elde edilen RNA ornekleri -
80°C’de muhafaza edilmistir.

3.3.1 RNA Miktarinin Belirlenmesi

RNA Quant-iT RNA assay Kit’ in Onerdigi yontemle RNA 0Orneginin icinde
bulundugu karistm  hazirlanmis  ve  Qubit  Fluorometer cihazinda okumalar
gergeklestirilmistir.

1. Efendorf tiipiine dye ¢aligma soliisyonu hazirlanmastir.

a. Her 6rnek i¢in 200 uL tamponu kullanilmistir.

b. Her 6rnek i¢in 1 pL dye kullanilmistir.

c. Karisim vortekslenmistir.
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2. Standartlar i¢in 2 assay tiipiine 190 pL ¢alisma soliisyonukullanilmistir.
3. Assay tiipiine her standarttan 10 pL eklenip vortekslenmistir.
4. Ornekler igin 180 — 199 pL calisma soliisyonuassay tiiplerine alinmustir.

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 sonra ise ornekler olmak tizere gerceklestirilmistir.

3.4. cDNA Sentezi

cDNA sentezi RevertAid First Strand cDNA Synthesis kit ( Fermentas - #K1622 )
ile gerceklestirilmistir. Bu kite ait {iretici firma tarafindan saglanan reaksiyon bilesenleri ve
kullanilan miktarlar Cizelge 3.1’ de gosterilmistir. Reaksiyon (RNaz-DNaz free) pipet
uglar1 ve ince cidarl1 200 ul’ lik PCR tiiplerinde gerceklestirilmistir. Oncelikle kalip RNA,
oligo(dT)18 primer ve DEPC-uygulanmis su tiiplere konularak 65°C’ de 5 dk.
Inkiibeedilmistir. 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 sonlandirilmigtir. Tiim
inkiibasyon islemleri yukarida belirtilen sicaklik ve siirelere ayarlanmig bir ‘Thermal

cycler’ cihazinda (BIO-RAD) gergeklestirilmistir.
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Cizelge 3. 1. cDNA reaksiyonu bilesenleri ve konsantrasyonlari

Bilesen Miktar (ul)

Total RNA (6 ug/ul) 5
Oligo (dT)1g Primer (0,5ug/ul)
DEPC-treated water

5x Reaksiyon Buffer

RiboLock™ RNase Inhibitor (20u/ pl)
dNTP mix (10 mM)

M-MuLV Reverse Transcriptase (20u/ pl)

[N I N N

Toplam 20 pl

3.5. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

AT5G51330geninin PCR ile ¢ogaltilmasinda kullanilan primerler, Primer3 (Rozen
ve Skaletsky.,, 2000) ve NCBI primer blast (primer desinging tool;
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/index.cgi) programi kullanilarak
A.thalianaAT5G51330 geni referans alinarak dizaynedilmistir (Cizelge 3.2). PCR,
proofreading aktivitesine sahip High Fidelity PCR Enzyme Mix (#Fermentas K0192) ile
gerceklestirilmistir. Reaksiyon kurulurken tiim islemler buz {izerinde gergeklestirilmistir ve
filtreli pipet uglar1 (RNase-DNase-free), ince cidarli (200ul) PCR tiipleri kullanilmastir.

AT5G51330 geninin amplifikasyonu gergeklestirilmeden 6nce PCR kosullar1 (TM
ve MgClkonsantrasyonu) optimize edilmistir. Optimizasyon g¢alismalarinda primerlerin
baglanma sicakligi 50-65°C araliginda Gradient PCR ile test edilmis ve farkh
reaksiyonlarda MgCl,konsantrasyonu 1 — 4 mM denenmistir. Ayrica farkli cDNA kalip
miktarlar ile reaksiyonlar kurulmus ve PCR i¢in kullanilacak cDNA miktar1 optimize
edilmistir. Optimizasyon sonucunda Cizelge 3.2°de verilen parametreler optimum kosullar
olarak belirlenmistir.

Kalip olarak kullanilan cDNA’larin kalitesini kontrol etmek amaci ile bitkinin tiim
dokularinda siirekli ifade oldugu bilinen ACTIN2 genine ait primerler ile birer reaksiyon
kurulmustur ve bu primerden 250 bg¢’lik DNA bandi beklenmistir. ACTIN2 (At3g18780)
geni i¢in kurulan reaksiyonda ¢izelgede verilen konsantrasyonlar kullanilmistir. Bu kontrol
reaksiyonu kurulduktan sonra Cizelge 3.3’te verilen PCR programi uygulanmstir.
Optimizasyon saglandiktan sonra AT5G51330 geninin ¢ogaltimina gecilmistir. AT5G51330

geni PCR reaksiyonu Cizelge 3.4’de verilen oranlara gore kurulmustur. Ayrica
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kontaminasyon olup olmadigini gdstermek icin kalip ¢cDNA icermeyen negatif kontrol

reaksiyonu da kurulmustur.

Cizelge 3. 2. PCR reaksiyonu bilesenleri ve konsantrasyonlari

Bilesen Miktar (pl) Final
konsantrasyon

10 mM dNTP mix 2,5 0,2 mM

Nuclease- free H,O 12,75

High Fidelity PCR Enzyme Mix 0,25 25U

10X High Fidelity PCR 1X

Buffer ( Tampon ) 2,5 2 mM

25 mM MgCl; soliisyonu 2,5

Kalip cDNA 2.5

10 pmol/ul reverse primer 1 0,4 pmol

10 pmol/ul forward primer 1 0,4 pmol

Toplam hacim 25 ul

Cizelge 3. 3. AT5G51330 geni i¢in kullanilan PCR segmentleri ve dongii sayisi

Segment Sicaklik (°C) Siire Dongii sayisi
[k denatiirasyon 94 2 dk. 1
Denatiirasyon 94 20 sn.

Annealing (Primerlerin baglanmast 60 30 sn. 35
Extension (uzama) 72 2,5 dk.

Final extension 72 10 1

Cizelge 3. 4. ACTIN2 geni i¢in kullanilan PCR programi

Segment Sicaklik (°C) Siire Dongii sayisi
Ik denatiirasyon 94 2 dk. 1
Denatilirasyon 94 20 sn.

Annealing (Primerlerin baglanmasi) 60 30 sn. 35
Extension (uzama) 72 2,5 dk.

Final extension 72 10 1
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3.6. Agaroz Jel Elektroforezi

PCR iirtinleri %1°lik agaroz jel elektroforezi ile ayrilmigtir. Agaroz (sigma A5093)
hassas terazide 0,5 g tartilmis ve 50ml 1XTAE tampon i¢inde 120°C’de eritilip 55°C 1s1ya
ulasincaya kadar sogutulmustur. Daha sonra igerisine 5 pl Ethidium Bromide (10 mg/ml)
eklenmis ve homojen olarak karigmasi saglanmistir. Ardindan, igerisine tarak yerlestirilmis
olan jel tepsisine dokiilmiistiir. Jelin katilagmasi i¢in30 dakika beklenmistir. Daha sonra
tarak c¢ikartilmis ve jel 1XTAE tampon bulunan elektroforez tankina yerlestirilmistir. Jelin
lem iizerinde olacak sekilde tanka 1XTAE tamponu eklenmistir. Ornekler ve marker
(Fermentas DNA ladder SMO0311, SM0633) 6X yiikleme tamponu ile karistirilarak
kuyucuklara yiliklenmistir. Elektroforezde kullanilan markerlarin haritast gosterilmistir
(Sekil 3.1). Jel 6,5V/cm’de 80 dakika yiiriitiilmiistiir. Ayrisan PCR firlinlerinin resimleri
ultra violet transilluminator (UV) tablasinda Olympus C-5060 marka fotograf makinesi ile
goriintiilenmistir.

3.6.1. Elektroforezde Kullanilan Tamponlarin Hazirlanmasi
3.6.1.1 10XTAE Tamponu

48,44 ¢ Tris base, 3,72 g EDTA 900ml dH20 i¢inde ¢ozdiiriilmiis ve tamponun pH’1
asetik asit (12 ml) ile 8,0’e ayarlanmistir. Tamponun son hacmi dH20O ile 1 L’ye
tamamlanmis ve oda sicakliginda saklanmistir.

3.6.1.2 Ethidium Bromide Stok Cozeltisi

0,1 g ethidium bromide 10 ml dH20O icinde karistirilarak ¢ozdiiriilmiistiir. Sisenin
etrafi aliminyum folyo ile kaplanip karanlikta oda sicakliginda saklanmustir.

3.6.1.3 IXTAE Tamponu
100 ml 10XTAE tamponu 900 ml dH2O ile 1 L’ye tamamlanmustir. Oda sicakliginda

saklanmustir.
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Sekil 3.1. Calismada kullanilan marker haritalar1 a) 1 KB DNA ladder (SM0311). b) 200
bp DNA Ladder (SM0633-FERMENTAS).

Cizelge 3. 5. PCR’ da kullanilan primerlerin baz dizilisleri

Primer Baz dizilisi

D1 Right 5’-TCATCCTTCACTCTAGAACTCTCCTC-3’
D1 Left 5’-GGAACGAAGATTATCGAGAGCA-3’

D2 Right 5’-GTCACCAAGCTTCCAACCAG-3’

D2 Left 5’-TCAAGTGGGGAAGGAGATTG-3’

D3 Right 5’-TGTCTCTGTTGAGTCTGGCTTT-3’

D3 Left 5’-AGGCCAGAGTTGAGGTCAGA-3’

D4 Right 5’-TGCATCAGTTTCCAGTGACAA-3’

D4 Left 5’-CAAAATTGAGGACCAGCTAGTGA-3’

D5 Right 5’>-CTTGTAGGGAAAGTAAGATCTGATGC-3’
D5 Left 5’-GGAGGAACGAAGATTATCGAG-3’

Actin 2 Left 5’ -TGGTGAAGGCTGGATTTGC -3’

Actin 2 Right 5’ -TCGGTAAGAAGAACAGGGTGC- 3’
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Cizelge 3. 6. Primerlerden Beklenen PCR Uriinii

Primer Cifti

Kullanilan Primerler

Beklenen Bant

Uzunlugu

D1 D1 Left D1Right 684 baz cifti
D2 D2 Left D2 Right 650 baz cifti
D3 D3 Left D3 Right 540 baz gifti
D4 D4 Left D4 Right 519 baz ¢ifti
D5 D5 Left D5 Right 1997 baz cifti
D6 DI Left D2 Right 1243 baz g¢ifti
D7 DI Left D2 Right 1830 baz cifti
D8 D2 Left D3 Right 1489 baz g¢ifti
D9 D4 Left D5 Right 784 baz cifti
D10 D2 Left D5 Right 1910 baz ¢ifti
D11 D3 Left D5 Right 1413 baz gifti
D12 D1 Left D1Right 1190 baz gifti
Actin2 Actin2 Left Actin2Right 270 baz cifti
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AT5G51330 cDNA ( 1997 he. )
|
D1 (684 be. )
D1L D1R
D2 {650 be. )
D2L ~ D2R
D3 (540 hg. )
D3L D3R
D4 (519 be. )
DAL D4R
D5 (1997 bg. )

D5 L D5R
_\/I\’/I\/-‘\'/-\”/I\/I\/b
i i ) '

E1 (EKZON) E2 E3 E3 E5 E6 EZ

Sekil 3. 2. AT5G51330 geni ve dizayn edilen primerler.

3.7.RACE

AT5G51330 genine ait tam uzunlukta (full-lenght) cDNA elde etmek iizere 5’
RACE yontemi kullanilmistir. Bunun i¢in Boechera stricta gen¢ tomurcuk dokularindan
RNA izolasyonu yapilmistir. RNA izolasyonunun ardindan 5°/3’RACE Kit (Roche -
03353621001) kullanilarak protokoliin 6nerdigi sekilde ( Sekil 3.3 ) 6zel bir primer (D4
Right) kullanilarak ¢cDNA sentezi gerceklestirilmistir. Elde edilen cDNA Gene Jet PCR
purification Kit (Fermantas-K0701) kullanilarak saflagtiritlmistir. Daha sonraki agamada ise
cDNA 3’ ucuna rekombinant Terminal Transferaz enzimi ve dATP kullanilarak
homopolimerik kuyruk (tailing) eklenmistir. PCR asamasinda ise 3’ uctaki bu bolgeye
baglanabilen Oligo dT-anchor primer ve D4 Right primerleri kullanilmistir. PCR
reaksiyonunda kullanilan bilesenler (Cizelge 3.7) ve PCR programi (Cizelge 3.8) ¢izelgede
verilmistir. Ayrica her asamada reaksiyonun dogrulugunun kontrolii i¢in pozitif kontroller
kullanilarak PCR reaksiyonu kurulmustur. Reaksiyon bilesenleri ve konsantrasyonlari

(Cizelge 3.10), kontrol primerleri ve baz dizileri gosterilmistir ( Cizelge 3.9 ).
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mRNA 5 (A)=-3"

D4 Rprimeriile First— strand cDNA
D4R

sentezinin gergeklestirilmesi

A)s-3"
cDNA 3 ®

RNase H aktivitesine sahip Transcriptor
Reverse Transcriptase enzimi tarafindan

cDNA purifikasyonunun
gerceklestirilmesi

mRNA degredasyonunun saglanmasi.

3-(AAAAA

Purifiye cDNA’ ya dATP ve TdT ile kuyruk
takilmasi { tailing ).

Oligo dT-Anchor primer

— (TRTTTTV
(A)-AAAA

< Oligo { dT ) —anchor primeri ve D4 primeri
D4R kullanilarak PCRreaksiyonunun gergeklestirilmesi.

PCR Anchor
primer
—_—

€ PCRanchor primeri ve D4R primeriile 2.

D4R PCRreaksiyonunun gerceklestirilmesi

PCR iirtinii

Sekil 3.3. 5°/3’RACE Kit (Roche - 03353621001) protokoliiniin énerdigi 3° RACE

yontemi.

3.7.1. cDNA Purifikasyonu

cDNA sentezi gergeklestirildikten sonra reaksiyon artiklarinin, gereksiz olan
niikleotid ve primerlerin uzaklastirilmas: 5° uca poli- A kuyrugunun dogru ve uygun bir
sekilde takilmasi i¢in 6nem tasimaktadir. Purifikasyon i¢in Gene Jet PCR purification Kit
(Fermantas-K0701) kullanilmustir.

a. PCR karisimiyla ayni hacimdeki Binding Buffer vortekslenmistir. Karigimin rengi
kontrol edilmistir. Karigtimin renginin sart olup olmadigi kontrol edilmistir. Sar1
renk DNA baglanmasinin optimum pH’ da gerceklestirildiginin gdstergesidir
(Karistmin renginin mor ya da turuncu olmast durumunda 10uL 3 M Sodyum
Asetat eklendiginde karisimin rengi tekrar saritya doner.)

b. GenelET purification column’ a 800 uL’ ye kadar ilk adimdaki solusyon yiiklenip
30-60 saniye 13.000 rpm.’ de santrifiij edilip pellet uzaklastirilmistir.

c. 700 uL Wash Buffer eklenip 60 saniye 13.000 rpm.’ de santrifiij edilip pellet
uzaklagtirllmigtir. Daha sonra GenelJet Purification column collection tube’ a tekrar

geri koyulmustur.

23



BOLUM — 3 MATERYAL VE YONTEM Gozde NiSLI

d. Daha sonra Genelet Purification column 1 dakika bos olarak santrifiij (13.000
rpm.) edilmistir.

e. Gene Jet Purification column 1.5 ml’ lik mikrosantrifiij tiiplerine alinip merkezine
gelecek sekilde 50 uL Elition Buffer yiiklenmistir ve 1 dakika santrifiij edilmistir
(13.000 rpm.).

f. GeneJET purification column daha sonra atilip 1.5 ml’ lik mikrosantrifiij

tiiplerindeki 6rnek -20 ° C’ de muhafaza edilmistir.

Cizelge 3. 7. Optimum RACE - PCR bilesenleri ve Konsantrasyonlari

Bilesen Miktar(ul)
dA-tailed cDNA 5
Oligo dT-anchor primer 1
Primer (12.5 uM) 1
Deoxynucleotide mixture 1
High Fidelity PCR Enzyme Mix, 5 U/ nul 0,5
10X High Fidelity PCR Buffer 5
Nuclease-freewater 36.5
Toplam 50
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Cizelge 3. 8. AT5G51330 geni RACE - PCR segmentleri ve dongii sayisi

Segment Sicaklik (°C) Siire Dongii sayisi
[k denatiirasyon 94 2 dk. 1
Denatiirasyon 94 15 sn.
Annealing (Primerlerin baglanmasi) 60 30 sn. 10
Extension (uzama) 72 40 sn.
Denaturasyon 94 15 sn.
Annealing 60 30 sn. 25
Extension 72 40+20
sn./cycle
Final Extension 72 7 dk. 1

Cizelge 3. 9. RACE PCR ig¢in kullanilan kontrol primerleri ve beklenen baz uzunlugu

Reaksiyon Kullanilan Primerler Beklenen Baz Uzunlugu

cDNA sentezi neo3/for 157 baz g¢ifti
neo2/rev

dA- tailed c DNA neo2/rev 293 baz ¢ifti

sentezi oligo (dT)-anchor
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Cizelge 3. 10. RACE — PCR kontrol bilesenleri ve konsantrasyonlari

Bilesen Miktar (ul)
dA tailed DNA/cDNA 1
Kontrol primeri/rev. 1
Kontrol primeri/for. 1
Deoxynucleotide mixture 1
High Fidelity PCR Enzyme Mix, 5 U/ ul 0,5
10X High Fidelity PCR Buffer 5
Nuclease-freewater 40.5
Toplam 50

3.8.1 Jelden DNA Saflastirilmasi
PCR iiriinleri UV tablasinda goriintiilenmis ve beklenen DNA bantlar steril bir bisturi
ile UV’yle uzun siireli etkilesiminden sakinilarak kesilip jelden alinmistir. Daha sonra ilgili
PCR iiriinleri DNaz-RNaz free eppendorf tiiplerine alinmistir. Ardindan Purelink PCR
Purification kit (Invitrogen — K3100-01) kullamlarak iiretici firmanin &nerdigi yonteme
gore DNA bantlari jelden izole edilmistir:
a. Subanyosu 50 ° C sicakliga ayarlanmistir.
b. Izole edilmesi istenen DNA parcasi agaroz jelde bulundugu bolgeden miimkiin
oldugunca az jel parcasi ile steril bistiiri ile kesilmistir.
c. DNA’ y1igeren parcasi 0,001 g’ a duyarl olan hassas terazide tartilmistir.
d. Jel pargasi steril polipropilen mikrosentrifiij tiibe alinmis ve hacminin {i¢ kat1 kadar
Gel Solution Buffer ( L3 ) ilave edilmistir.
e. Jel pargasini ve jel soliisyon tamponunu igeren tiip 50 ° C sicakliktaki su banyosuna
en az 10 dakika bekletilmek iizere konulup jelin ¢ézlinmesini hizlandirmak i¢in 3
dakikada bir ters — diiz edilmistir.
f. Jel pargasi ¢oziindiikten sonra ek 5 dakika su banyosunda bekletilmistir.
g. DNA parcasi, ¢oziinmiis jel ve Gel Solution Buffer’ 1 iceren karisim Wash Tube’ in
icindeki Quick Gel Extraction Column’a yiiklenmistir.
h. 12000 rpm.’ de 1 dakika santrifiij edilmistir.
i.  Onceden alkol ilave edilmis olan 500-700 uL. Wash Buffer (W1) eklenmistir.
J- 1200 rpm.” de 1 dakika santrifiij edilip pellet uzaklastirilmistir.
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k. Kalan Wash Buffer ve etonoliin uzaklastirilmasi i¢in 2 — 3 dakika en yiiksek hizda

santrifiij edilmistir. Daha sonra Wash Tube atilip Column Recovery Tube igine

yerlestirilmistir.

I. Column merkezine 50 pL Elution Buffer (E5 ) eklenmistir. 1 dakika oda

sicakliginda inkiibe edilmistir.

m. 12000 rpm’de 1 dakika santrifiij edilmistir ve purifiye edilen DNA bdylece eliit

edilmistir.

Izole edilen DNA’larin kalitesi agaroz jel elektroforezi ile goriintiilenmis ve

yogunluklart  Gelpro3 programi (http://helpdesk.agri.huji.ac.il/news/gppage.htm) ile

belirlenmistir.

3.8.2 Tiipte DNA Saflastirilmasi

Ozgiil olmayan PCR iiriinlerinin yer almadigi 6rneklerde, reaksiyon artiklarindan

{iriinii arindirmak {izere Purelink PCR Purification kit (invitrogen — K3100-01) kullanilarak

tiretici firmanin 6nerdigi yonteme gore tirlinler tiipten izole edilmistir:

a.

Izopropanol eklenmis olan Binding Buffer 1:4 oraninda PCR 6rnegine eklenip
karistirilmastir.

Karigim Collection Tiip i¢inde olan Spin Column’ a yiiklenmistir.

Karigim 10.000 rpm.” De 1 dakika boyunca santrifiij edilip DNA’ nin Column’
a baglanmasi saglanmig daha sonra pelletin uzaklastirilmasi saglanmigtir.
Column’ nun 650 pL yikanmasi igin Wash Buffer (etanol eklenmis) eklenip
10.000 rpm.” De bir dakika boyunca santrifiij edilmis ve pellet
uzaklastirilmistir.

Ornek kalmis olabilecek Wash Buffer’ i uzaklastirilmasi icin 2 — 3 dakika
maksimum hizda santrifiij edilmistir.

Columun daha sonra 1.7-mL’ lik Elution tiipe alinmis ve merkezine 50 pL
Elution Buffer eklenip 1 dakika oda sicakliginda inkiibe edildikten sonra 2
dakika maksimum hizda santrifiij edilmistir.

Daha sonra Column uzaklagtirilmis ve purifiye edilmis olan PCR 6rnegi — 20 °

C sicaklikta muhafaza edilmistir.

Izole edilen DNA’larin kalitesi agaroz jel elektroforezi ile goriintiilenmis ve

yogunluklar1  Gelpro3 programi (http://helpdesk.agri.huji.ac.il/news/gppage.htm) ile

belirlenmistir.
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3.9. DNA Dizi Analizi

Jelden saflagtirilan cDNA kaliplarindan elde edilen B. gunnisoniana, B.holboellii ve
B. stricta tiirlerine ait PCR {irlinii ile B. divaricarpa, B. gunnisonian, B. stricta tiirlerine
aitgenomik DNA kalibindan elde edilen PCR iirlinlerine ait dizi analizleri hizmet alimi
yoluyla (Refgen)Sanger teknigi tabanli Double Strand Primer Walking Analiz yontemiyle
gerceklestirilmstir. Bu analiz, art arda gelen iki yonlii (“sense” ve “antisense”) primerler
kullanilarak adim adim ilgili bolgenin dizisinin ortaya ¢ikarilmasidir. Bu yontem ile
DNA’nin her iki iplik¢iginin dizi analizi yapildigindan dogruluk orani %99.99’dur. Dizi
analizi Applied Biosystems ABI 310 DNA Sequencer (BC-ABI310) cihaz1 ile
gerceklestirilmistir.

Boechera tiirlerine genomik DNA ve cDNA kaliplarindan elde edilen PCR
tirtinlerine ait dizi analizi sonuglar1 Bio-Editprogrami ile birlestirilmistir. Elde edilen bu
dizi Basic Local Alignment Search Tool (BLAST) programi ile arastirilmistir
(http://blast.ncbi.nIm.nih.gov/Blast.cgi). Boechera tiirlerinde ait DYAD homologu genomik
DNA dizileri FGENESH (http:/linux1.softberry.com/berry.phtml ) programi ile

incelenmistir.Program Arabidopsis tiirtine ait parametreler kullanilarak calistirilmistir.
FGENESH programi ile elde edilen muhtemel ekzon sekanslar1 CLUSTALW2
(http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/) programi ile hizalanip incelenmistir. Bu
diziler kullanilarak muhtemel peptid dizileri ise TRANSEQ programindan saglanmistir.
Elde edilen peptid dizisileri Myhits Motif SCAN programi (http://myhits.isb-
sib.ch/cgibin/motif scan) ile incelenmis ve bilinen protein domain bdolgelerinin varligi

arastirilmastir.
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BOLUM 4
ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4.1. Bitki Materyalinin Yetistirilmesi

Calismada kullanilan B. gunnisoniana, B. holboellii, B. divaricarpa ve B. stricta
tiirleri (Sekil 4.1) Schranz ve ark. (2005) tarafindan onerilen yonteme gore yetistirilmistir.
Tohumlar, ilk vernalizasyonun ardindan iklim kabinine alinmis ve 3 giin igerisinde
¢imlenme baglamigtir. Cimlenen tohumlar 9 giin sonra viyollere aktarilmistir. 3 hafta sonra
bitkiler daha biiylik saksilara aktarilmis ve es zamanli ¢iceklenmeyi tesvik etmek igin
ikinci kez vernalizasyona alinmigtir. Vernalizasyonun bitiminde bitkiler tekrar uzun giin
kosullarinda yetistirilmeye alinmistir. Bu sartlar altinda bitkilerde 1 hafta iginde

ciceklenme baslamistir ve ¢igeklenme 3 ay boyunca devam etmistir.

I

Sekil 4. 1. Calismada kullanilan Boechera tiirleri. a) B. holboellii. b) B. stricta. d) B.
gunnisoniana. d) B. divaricarpa.
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4.2. Genomik DNA izolasyonu

Yaprak, siiliik ve ¢igek dokularindan (100 mg) DNA izolasyonu (Edwards ve ark.,
1991) onerildigi sekilde yapilmistir. Elde edilen B. gunnisoniana, B. divaricarpa ve B.
stricta tiirelerine ait genomik DNA’nin safligi agaroz jel elektroforezi ile kontrol

edilmistir. Parlak ve temiz bantlar elde edilmistir (Sekil 4.2.a).

4.3. RNA izolasyonu ve cDNA Sentezi

Calismada RNA izolasyonu, gen¢ ¢icek tomurcuklarindan yapilmustir. Oncelikle
stereo mikroskop altinda ¢icek tomurcuklari steril bir bistiiri ile kesilerek RNAlater
solusyonu igerisinde ayrilmis ve disekte edilen gen¢ tomurcuklar eppendorf (RNaz-DNaz
free) tliplerine alinmistir. RNA degredasyonunu 6nlemek icin tim dokularin RNAlater ile
kaplanmasina dikkat edilmistir. Agaroz jel elektroforezi ile RNA orneklerinin kalitesi
kontrol edilmis ( Sekil 4.2.a ) ve yogunlugu florometrik yontemle belirlenmistir. Sonug
olarak RNA o6rneklerinin cDNA sentezi i¢in uygun oldugu belirlenmis ve 6rneklerin 2pug/ul
total RNA icerdigi hesaplanmistir.

Izole edilen total RNA’lar kalip olarak kullanilmis ve oligodT primerleri ile cDNA
sentezi yapilmistir. Ayrica tim cDNA’larin kalitesi ACTIN2 (AT3G18780) genine ait
primerler ile test edilmistir (Sekil 4.2.b). Bu reaksiyonlardan 270 baz ¢ifti uzunlugunda
PCR iriinii beklenmigstir. ACTINZ primerleri ile kurulan PCR iriinleri agaroz jel
elektroforezi ile incelenmistir (Sekil 4.2.b). cDNA sentezi i¢in 5 pg (2.5 pl) total RNA

kullanilmasiin PCR firiinlerinin elde edilebilmesi i¢in uygun oldugu goriilmiistiir.
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a) 3234 b) 1 2 " 0
- O 750 be.
g 500 be.
: 250 b.
C) 1 - 2 o 3 -» .4’
B e sl el T

Sekil 4. 2. izole edilen DNA, RNA ve ACTIN2 genine ait PCR iiriinlerine ait agaroz jel
goriintiileri. Ornekler kuyucuklara 5 pl yiiklenmistir. 1 KB DNA Ladder (SM0311) marker
olarak kullanilmistir. a) Boechera tiirlerine ait genomik DNA: Hat 1, B. gunnisoniana, Hat
2,3 B. stricta, Hat 4, B. divaricarpa b) Pozitif kontrol olarak kullanilan ACTIN2 genine ait
PCR iiriiniiniin agaroz jel goriintiisii. ¢) B. gunnisoniana, B. holboellii ve B. stricta tiirlerine
ait total RNA agaroz jel elektroforezi gorintiileri. Hat 1, B. gunnisoniana, Hat 2, B.

holboellii, Hat 3, B. stricta.

4.4. PCR Optimizasyonu

4.4.1 AT5G51330 geninin Arabidopsis Genomik DNA Kalibindan Cogaltilmasi

AT5G51330 geni A. thaliana 5 no’lu kromozomunda bulunmaktadir ve uzunlugu
3006 baz ¢iftidir. Calismada, AT5G51330 Boecheraortologlarinin dizi analizini
kolaylastirmak i¢in her biri yaklagik 600 bg. olan iriinler olusturacak bes primer g¢ifti
dizayn edilmistir (Cizelge 3.11.). Bu primerlerin dogrulugu A. thaliana genomik DNA
kaliplart kullanilarak kurulan PCR reaksiyonlariile kanitlanmistir. Elde edilen {iriinler

agaroz jel elektroforezi ile gortlintiilenmistir (Sekil 4.3.).
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Sekil 4. 3. Arabidopsis thaliana bitkisine ait genomik DNAdan ¢ogaltilan PCR {irtinleri. 1
KB DNA ladder marker olarak kullanilmigtir. @) Hat 1, 2, D1 (1990 bg.), Hat 3, 4, D2 (737
bec.), Hat 5,6, D3 (992 b¢.) b) Hat 1, 2 D4 (763 bg. ), Hat 3, D5 (3006 bg.).

b)

4.4.2. AT5G51330 Geni Boechera Ortologlarinin Genomik DNA Kaliplarindan
Cogaltilmasi

Arabidopsis thalianaAT5G51330 genine gore dizayn edilen D1, D2, D3, D4, D5
primer ciftleriyle ( Sekil 3.2 ) Arabidopsis genomik DNA kalibindan istenilen boyuttaki
PCR iiriinlerinin elde edilmesine ( Sekil 4.3 ) karsin Boechera tiirlerinde 50°C— 60 °C
sicakliklart ve 1 —4 mM MgCl, ve DNA kalibikonsantrasyonlari ile yapilan optimizasyon
calismalar1 sonucunda istenilen {iriinler elde edilememistir. Buna karsin, farkli primer
kombinasyonlar1 ile kurulan PCR reaksiyonlari olumlu sonug¢ vermistir.

B. gunnisoniana (Sekil 4.4), B. divaricarpa (sekil 4.6) ve B. stricta (Sekil 4.8)
tiirlerine ait genomik DNA kaliplarindan D7, D8, D9,D10, D11 VE D12 primer giftleri ile
beklenilen boyuttaki PCR iiriinii elde edilmistir.
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Gozde NiSLI

AT5G51330 Genomik DNA ( 3006 bg. )

DIL., D2R
D7 (1830bc. )
D1L D1R
D12 (1190 be. )
D2L D3R
D8 (1489 hg. )

D4L

D9 (784 bg. )

D5R

Sekil 4.4. B.gunnisoniana genomik DNA kalibindan ATS5GS51330 ortologunun

cogaltilmasinda kullanilan primer ¢iftleri (D7, D12, D8, D9).

B. gunnisonian tiiriine ait genomik DNA kalibindan D7, D12, D8, D9 primer

ciftleri (Sekil 4.4) kullanilarak PCR gerceklestirilmis ve bu primer ¢iftlerinden sirasi ile bu
primer c¢iftlerinden 1830 b.c., 1190 b.c., 1489 b.¢., 784 b.¢. iiriin beklenmistir. PCR

iiriinleri %1’ lik agaroz jelde yiiriitilmiis (Sekil 4.5.) ve beklenen biiyiikliikkte olduklari

anlasilmustir.
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Sekil 4. 5. B. gunnisoniana tiirine ait genomik DNA kalibindan elde edilen PCR
tirtinlerine ait agaroz jel goriintiisii. PCR {irtinleri kuyucuklara 20 pl yiiklenmistir. Marker
olarak 1 KB DNA Ladder kullanilmustir. a) Hat 1, D7 (1830 bg.), Hat 2, D8 (1489 bg.), Hat
3,D9 (784 b¢.)b) Hat 1, 2, 3,4, D12 (1190 bg. ).

Boechera divaricarpa tiirtine aitgenomik DNA kalibindan farkli primer
kombinasyonlar1 kullanilarak (D1L-D2R, D1L-D1R ve D4L-D5R) D7, D8, D9 olarak
adlandirdigimiz primer ciftleri (Cizelge 3.6. ) ile PCR gerceklestirimis ve sirasi ile bu
primerlerden 1830 b.c. , 1489 b.¢c. ve 784 b.¢. liriinler beklenmistir. PCR iirlinleri % 1’ lik
agaroz jelde yiritilmiis ve beklenen biiyiikliikte olduklari anlagilmistir (Sekil 4.7).
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AT5G51330 Genomik DNA (3006 bg. )

D1L D2R

D7 (1830 be. )

D2L D3R

D8 ( 1489 bc. )

DAL D5R
D9 (784 b. )

Sekil 4.6. B. divaricarpa genomik DNA kalibindan AT5G51330 geninin ¢ogaltilmasinda
kullanilan primer ¢iftleri ( D7, D8, D9 ).

a) s 45'6 78910

ol e ~= 2000
RS WRERE = & - 500

—_ w1000
- 750
500

250

2000
1500
1000
750
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[\
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Sekil 4. 7. B. divaricarpa tiiriine ait genomik DNA kalibindan elde edilen PCR iiriinlerine
ait agaroz jel goriintiisii. PCR iirtinleri kuyucuklara 20 pl yiiklenmistir. Marker olarak 1 KB
DNA Ladder kullanilmistir. a) Hat 1, 2, 3, 4, D7 (1830 bg.), Hat 5, 6, 7, 8, 9, 10, D8 (1489
b¢.)b) Hat 1, 2, 3, 4, D9 (784 bg.).

B. stricta tiirline ait genomik DNA kalibindan D7, D10 ve D11 primer giftleri
(Sekil 4.8.c) ile PCR reaksiyonu gerceklestirilmistir. PCR reaksiyonu 60 °C primere
baglanma sicakligt ve 4 Mm Mg,Cl, kosullar1 altinda optimize edilmistir. Kullanilan
primer ¢iftlerinden sirasiyla 1830 b.c., 1910 b.g, 1413 b.¢, biyikliigiinde iiriin
beklenmistir. PCR f{irlinleri %1’ lik agaroz jelde yiiriitiildiigiinde beklenen iiriinlerin elde

edildigi anlasilmistir.(Sekil 4. 8.a,b).
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a) 2000 b.g. 1 2 3 4
1500 b.q.

1000 b.g¢
750 b.g.

2000 bg.

w;
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)
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—— - 1500 bg.
1000 bg.
750 bg.
)
AT5G51330 Genomik DNA ( 3006 bg. )
1L 2R
D7 (1830 bg. )
D21 DSR
D10(1910 b¢. )
D3L DS
D11 (1413 bg. )

Sekil 4. 8. B. stricta tiiriine ait genomik DNA kalibindan D7, D10 ve D11 primerleri ile
elde edilen PCR firiinlerine ait agoroz jel goriintiisii.a) Hat 1, D7 (1830 bg. ), Hat 4, D10 (
1910 bg. ). b) Hat 1- 2, DI1 (1413 bg. ). C) B.stricta genomik DNA kalibindan
AT5G51330 geninin ¢ogaltilmasinda kullanilan primer ciftleri ( D7, D10, D11 ).

4.5. AT5G51330 B. gunnisoniana Ortologuna Ait Transkriptin RT- PCR ile
Cogaltilmasi

B. gunnisoniana tiirline ait geng tomurcuk dokularindan RNA izolasyonu
yapilmistir. Elde edilen RNA Kkalitesi agaroz jelde kontrol edilmistir ( Sekil 4.2.c ). RNA
miktar1 2 ug/ul olarak belirlenmistir ( RNA Quant-iT RNA assay Kit ). RNA
izolasyonucDNA sentezi takip etmistir.Bu kaliplardan AT5G51330 cDNA dizileri referans

alinarak dizayn edilen primerler (Cizelge 3.5.) kullanilarakPCR reaksiyonu kurulmustur.
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Bu PCR reaksiyonlarinda kullanilan D1 primer ¢iftinden 684 baz cifti, D2 primer
ciftinden 650 baz cifti, D3 primer ¢iftinden 540 baz ¢ifti, D4 primer ¢iftinden 519 baz ¢ifti,
D5 primer ¢iftinden ise 1997 baz ¢ifti uzunlugunda PCR f{iriinii beklenmektedir (Cizelge
3.6.). Bu primerler kullanilarak B. gunnisoniana tiiriine ait genomik DNA kaliplarindan
beklenen PCR iriinlerin elde edilmesine karsin c¢cDNA kaliplarindan bu primerler

kullanilarak transkript ¢ogaltilamamistir (sekil 4.9).

—
_— ] 2 34 5
| ——
— —
| —
e——
|t
1000 b.g.| S— S—
7500..|
500 b.c. |
250b¢

Sekil 4.9. AT5G51330 geni igin bes primer ¢ifti ile yapilan PCR sonuglar1. (Hatl, D1, Hat
2, D2, Hat 3, D3, Hat 4, D4, Hat 5, D5.) 1 KB DNA ladder kullanilmis ve 5 pl PCR iirlinii
kuyucuklara yiiklenmistir.
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a)
AT5G51330 cDNA ( 1997 bg. )

D1L . _ D2R
D6 (1243BC.)

1500 b.g

1000 b.g
750 b.g

g

Sekil 4.10. a) B. gunnisonianaAT5G51330 geni transkriptinin g¢ogaltilmasinda igin
gerceklestirilen PCR reaksiyonlar1 ve kullanilan primer giftleri. b) D 6 primer ¢ifti

kullanilarak elde edilen 1243 b.¢ PCR {iriiniinii gdsteren agaroz jel goriintiisii.

Daha sonra, calismada farkli primer kombinasyonlart ( D1L - D2R )
denenmistir.(Sekil 4.10.a). D6 (D1 left-D2 right)olarak adlandirilan primer ¢iftinden 1243
be. PCR {irtinii elde edilmistir (Sekil 4.10.b). Buna karsin, AT5G51330 gen anlatim1 sadece
mayozun erken safhalarinda olmaktadir( Agashe ve ark., 2002 ) dolayisiyla PCR iiriin
miktar1 az olmustur.iliriin miktarinin arttirtlmasi i¢in bu PCR iiriinii 0, 25 pl, 0,50 pl, 1 pl
ve 2 pul miktarlarinda kalip olarak nested PCR i¢in kullanilmistir ve 0, 50ul kalip
kullanilarak daha belirgin bantlar elde edilmistir ( Sekil 4.11.).

Nested PCR ekspresyon miktart diisiik mRNA’nin 6zgiil ¢ogaltilmasinda kullanilan
bir PCR ¢esididir. Bu PCR’da iki ¢ift primer kullanilir ve iki PCR yapilir. ilk PCR iiriinii
ikinci PCR ‘da kalip olarak kullanilir (Park ve ark., 2004). Yapilan bu g¢alismalar

sonucunda yeterli miktarda tiriin elde edilmistir (Sekil 4. 10. a).
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- |
— |
1500 b.c.| B
e . -
1000 b.c.|
750 b.c.| . |
500bc| T

Sekil 4.11. B. gunnisoniana tiiriinde D6 primer giftiyle elde edilen PCR iiriiniine (1243
b.¢.) ait agaroz jel goriintlisii. Kuyucuklara 20 pl PCR iirlinii yiiklenmistir. 1 KB DNA
Ladder kullanilmistir. B. gunnisoniana tiiriine ait farkli DNA konsantrasyonlarinin kalip
olarak kullanildig1 PCR firiinlerine ait agaroz jel goriintiisii. Hat 1, 0, 25 pl, Hat 2, 0,5 pl,
Hat 3, 1 pl, Hat 4, 2 pl PCR iriniiniin kalip olarak nested PCR reaksiyonunda

kullanilmistir.

4.6. AT5G51330 B. holboellii OrtologunaAit Transkriptin RT- PCR ile
Cogaltilmasi

AT5G51330 geni Arabidopsis bitkisinde mayoz oncesi S ve G1 siireglerinde disi
veerkek mayositlerde ifade olmaktadir (Agashe ve ark., 2002; Mercier ve ark.,
2003).Boechera tiirleri ile yapilan bu c¢alisma ile elde edilen RT-PCR sonuglari
Arabidopsisbitkisine benzer sekilde mayoz Oncesi ¢igek tomurcuklarinda ifade
oldugunugostermektedir. Bu sebepten B. holboellii tiiriine ait geng¢ tomurcuk dokularindan
RNA izolasyonuyapilmistir. Elde edilen RNA kalibi kullanilarak cDNA sentezi
gerceklestirilmistir. PCR reaksiyonunda bu ¢cDNA kaliplarindan transkriptin ¢ogaltiimasi
icin ayn1 cinse mensup olan B. gunnisoniana tiiriinde de kullanilan D6 primer ¢ifti tercih
edilmistir (Sekil 4.12.c.). Elde edilen PCR firiinleri birlestirilip jelde tekrar yiiriitilmistiir
ve tipten saflagtirnlmistir (Purelink PCR Purification Kit-K3100-01). Nested PCR
reaksiyonu kurulmus ve jelden izole edilen PCR f{iriinii kalip (0,25 pl) olarak kullanilmistir.
Bu PCR reaksiyonunda D1, D6 ve D2 primer ¢iftleri kullanilmistir. Elde edilen iirlinler
agaroz jelde yiiriitiilmiis ve goriintiilenmistir. D2 primer ¢iftleri beklenen 650 bp. PCR
trlinlinii gogalmistir (Sekil 4.12.b.).
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e

S0k -

600 b,

C) ATSGS1330 cONA ({1997 bg. )

DIL D2R
D6(1243bg. )

D2L D2R
D2(6508C. )

Sekil 4.12. B. holboelii tiiriinde ait AT5G51330 geni PCR iiriinlerini gésteren agaroz jel
gorlintiileri. a) B. holboelii tiirtiinden D6 primeriyle elde edilen PCR iriiniine ait agaroz jel
goriintiisii (1IKB DNA Ladder kullamilmistir.) Hat 1, D6, Hat 2 negatif kontrol, Hat 3
pozitif kontrol (ACTIN2) b) B. holboellii tiiriinde D6 primeriyle elde edilen 1243 bp. PCR
tirtiniine ait kaliptan D2 Left ve D2 Right primeri ile elde edilen 650 bg. boyutundaki PCR
iriinlerine ait agaroz jel elektroforezi goriiniitiisii. Hat 1 D1, Hat 2 D2, Hat 3 D6. (SM0633
marker kullanilmistir.). ¢) B. holboelii tiirinde gergeklestirilen PCR reaksiyonlari ve
kullanilan primer c¢iftleri. (I. PCR’da D6 primer ¢ifti, I. PCR’ da D2 primer c¢ifti

kullanilmastir.

4.7. AT5G51330 Geni Ortologunun Boechera stricta Tiiriinde RACE- PCR ile
Cogaltilmasi

B. stricta tiiriine ait geng tomurcuk dokularindan RNA izolasyonu yapilmistir (Sekil
4.2.a). 5’RACE igin yapilan cDNA sentezinde kalip olarak izole edilen RNA
kullanilmistir. ¢cDNA sentezi i¢in spesifik D4 right primeri kullanilmistir. Protokolde
onerildigi gibi (Sekil 4.13) cDNA saflagtirilmigtir. Daha sonra ¢cDNA 3’ ucuna
recombinant Terminal Transferaz ve dATP kullanilarak homopolimerik A- kuyrugu
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baglanmistir. PCR reaksiyonunda cDNA 3’ ucuna baglanmis olan A- kuyruguna 6zgii
primer (PCR anchor primer) ve spesifik D4 right primeri kullanilmistir.

PCR firiinleri agaroz jelde yiirlitiilmiis ve gorlintiillenmistir fakat beklenen 1403 bp.
iriin elde edilememistir. Bu {iriin kullanilarak nested PCR yapilmistir. PCR reaksiyonunda
gesitli primerler (D1, D2, D3, D4, D5, D6) transkriptin ¢ogaltilmasi i¢in denenmistir. D1
primer cifti ile 684 b¢. PCR iiriinii elde edilmistir. Buna karsin PCR iiriin miktar1 diisiik
oldugundan bu tiriini jelden izole edilip aymi primer (D1) c¢iftinin kullanildigi PCR
reaksiyonunda tekrar ¢ogaltilmistir(Sekil 4.16).

mRNA 5 (A)--3'
D4R

A)s-3'
cDNA 3 G

3-(AXAAAA

Oligo dT-Anchor primer
—e (T TTTTIV

(A)AAAA
[ G
D4R
PCR Anchor
primer
_
l D4R
DiL,  _DIR
D1 (684 be. )

Sekil 4.13. B. stricta tiriinde ATS5G51330 geni transkriptinin g¢ogaltilmasi igin
gerceklestirilen 3’RACE reaksiyonu ve kullanilan primerler (D4, D1).
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a) b) _—
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s 1000 be. o—
w750 be. —
& s 00 be. o
v 250 bg. v
R
c)
1l 3 Ay 5 6 R E
e 1000 be.
SN 750 be.
=" 500 be.
’ IR 250 he.
aem - ‘ ‘ - i

Sekil 4.14. B. stricta tiiriine ait RACE iiriinlerini gosteren agaroz jel goriintiileri. Her ti¢
deneyde de 1 KB DNA Ladder kullanilmigtir. a) B. stricata tiiriinde nested PCRdan D1
primer ¢iftiyle elde edilen 650. bp. PCR iiriinii jelden izole edilip D1 primer c¢iftinin
kullanildigr PCR reaksiyonu sonucuna ait agaroz jel goriintiisii. b) B. stricta tiriinde D4
right ve PCR anchor primerlerinin kullanildig1 5> RACE — PCR f{iriinii ve pozitif kontroller.
Hat 1, Beklenen 1974 bp. PCR iiriinii elde edilememistir, Hat 2, cDNA purifikasyonu
kontrol PCR f{iriinii (157 b.¢.), Hat 3, Tailing kontrol PCR iiriinii (293 b.¢.). €)B. stricta
tirtinde RACE — PCR raksiyonunda PCR anchor primer ve D4 right primer ile elde edilen
PCR firiiniin (1974 b.¢) kullanildig1 nested PCR. Hat 1, D1, Hat 2, D6, Hat 3, D3, Hat 4,
D1 Left, D3 Right, Hat 5, D1 Left, D4 Right, Hat 6, D2 Left, D4 Right, Hat 7, D3 Left, D4
Right, Hat 8, anchor primer, D4 Right (beklenen iriinler sirasiyla 687 b.g., 1243 b.¢., 573
b.¢., 1576 b.g., 1974 b.¢., 1384 b.¢., 970 b.¢., 1974 b.¢. uzunlugundadir.).
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4.8. AT5G51330 Geninin B. stricta, B. gunnisoniana ve B. holboellii tiirlerine ait
farkh dokulardaki anlatim

B. gunnisoniana, B. holboellii ve B. stricta tiirlerine ait yaprak, siiliik ve ¢i¢ek
dokularindan RNA izolasyonu yapilmistir. Elde edilen RNA kaliplarindan cDNA sentezi
yapilmistir. Bu farkli tir ve dokulara ait cDNA kaliplart kullanilarak D4 primeri
kullanilarak PCR reaksiyonu kurulmustur. PCR iirlinleri agaroz jelde yiiriitilmis ve
gorlntiilenmistir. Sonu¢ olarak bu {i¢ tiire ait yaprak, siilik ve ¢icek dokularindan
AT5G51330 genine ait transkript ¢ogaltilamamustir. Boechera tiirlerine ait genomik DNA
kaliplarindan iiriin elde edilmesine karsin gen anlatimielde edilememistir. Arabidopsis
thaliana bitkisinde yapilan galismalar DYAD geninin mayozun erken sathalarinda ifade
oldugunu goéstermistir (Agashe ve ark., 2002, Boateng ve ark., 2008. ). Beklenildigi gibi
Boechera tiirlerine ait geng tomurcuk dokularinda DYAD ifade olurken olgun asamadaki

cicek dokusunda ve siiliik, yaprak gibi vejatatif dokularda ifade olmamustir.

4.9.AT5G51330 Boechera Transkriptlerinin Dizi Analizleri

B. holboelii, B. gunnisoniana ve B. stricta tiirlerindeki AT5G51330ortologugen
anlatimibu tiirlere ait gen¢ tomurcuk dokularindan elde edilen cDNA kaliplar1 kullanilarak
arastirilmistir. Elde edilen PCR {irlinleri tiipte saflagtirilmigtir (Purelink PCR Purification
kit-K3100-01). Bu g¢alismalarda elde edilen PCR iiriinleri dizi analizi hizmet alimi yolu
(Refgen firmasi, Ankara ) ile saglanmustir.

cDNA’s1 yaklasik 1997 b.¢. uzunlugunda olan AT5G51330 geni 8 ekzona sahiptir
(Cizelge 4.1, Sekil 3.2 ). Buna karsin, bu ¢alismada Boechera tiirlerinde tam uzunlukta
AT5G51330anlatimi elde edilememistir fakat AT5G51330 ortologuna ait kismi cDNA elde
edilmistir.

Calismada, B.holboelii tiirinden D2 primer ¢ifti ile 650 bg¢. PCR iiriinii elde
edilmistir. B. gunnisoniana tiiriinden ise D7 primer giftleri ile 1243 bg. elde edilmistir. Bu
PCR firiinlerinin dizi analizi D1 Left ve D2 Right primer ¢iftleri ile ger¢eklestirimistir. B.
stricta tiiriinden ise D1 primer c¢ifti ile 684 b.¢. uzunlugunda bir {iriin elde edilmistir (dizi
analizi D1 Left ve D1 right primerleri ile yapilmistir).

Apomiktik ve seksiiel Boechera tiirlerineait bu diziler Bio-Edit programi ile
incelenmisve karsilikli okumalar birlestirilerek diziler elde edilmistir ( Cizelge 4.2, 4.3,
44.).
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Cizelge 4. 1. AT5G51330 cDNA Dizisi ve Ekzon Dizileri (http://plants.ensembl.org)

AT5G51330 geni cDNA dizisi

GGAGGAACGAAGATTATCGAGAGCAAAAATCATGAGTAGTACGATGTTCGTGAAACGGAATCCGATTAGAGAAACCACC
GCCGGGAAAATCTCTTCGCCGTCGTCACCGACTTTGAATGTTGCAGTCGCGCATATAAGAGCTGGATCTTATTACGAAAT
CGATGCTTCGATTCTTCCTCAGAGATCGCCGGAAAATCTTAAATCGATTAGAGTCGTCATGGTGAGCAAAATCACGGCGA
GTGACGTGTCTCTCCGGTACCCAAGCATGTTTTCACTCCGATCGCATTTCGATTACAGTAGGATGAACCGGAATAAACCG
ATGAAGAAGAGGAGTGGTGGTGGTCTTCTTCCTGTTTTCGACGAGAGTCATGTGATGGCTTCGGAGCTAGCTGGAGACTT
GCTTTACAGAAGAATCGCACCTCATGAACTTTCTATGAATAGAAATTCCTGGGGTTTCTGGGTTTCTAGTTCTTCTCGCAG
GAACAAATTTCCAAGAAGGGAGGTGGTTTCTCAACCGGCGTACAATACTCGTCTCTGTCGCGCTGCTTCACCGGAGGGAA
AGTGCTCGTCTGAGCTGAAATCGGGAGGGATGATCAAGTGGGGAAGGAGATTGCGTGTGCAGTATCAGAGTCGGCATAT
TGATACTAGGAAGAATAAGGAAGGTGAGGAGAGTTCTAGAGTGAAGGATGAAGTTTACAAAGAAGAAGAGATGGAGAA
AGAAGAGGATGATGATGATGGGAATGAAATAGGAGGCACTAAACAAGAGGCAAAGGAGATAACTAATGGAAATCGTAA
GAGAAAGCTGATTGAATCAAGTACTGAGAGACTCGCTCAGAAAGCTAAGGTTTATGATCAGAAGAAGGAAACTCAAATT
GTGGTTTATAAGAGGAAATCAGAGAGGAAGTTCATTGATAGATGGTCTGTTGAGAGGTACAAACTAGCTGAGAGGAACA
TGTTAAAAGTGATGAAGGAGAAGAATGCAGTGTTTGGCAACTCCATACTCAGGCCAGAGTTGAGGTCAGAAGCAAGGAA
GCTGATTGGTGACACAGGTCTATTGGATCATCTGCTTAAGCACATGGCTGGTAAGGTGGCTCCTGGAGGTCAAGATAGGT
TTATGAGAAAGCACAATGCAGATGGGGCAATGGAGTATTGGTTGGAGAGTTCTGATTTGATTCACATAAGGAAAGAAGC
AGGAGTTAAAGATCCTTACTGGACTCCTCCACCTGGTTGGAAGCTTGGTGACAACCCTTCTCAAGATCCTGTCTGCGCTGG
AGAAATCCGTGACATCAGAGAAGAATTAGCTAGCCTGAAAAGAGAATTGAAGAAACTTGCGTCAAAGAAGGAAGAGGA
GGAGCTTGTTATCATGACTACGCCTAATTCTTGTGTTACTAGTCAGAATGATAATCTGATGACTCCAGCAAAGGAAATCTA
CGCTGATCTGCTGAAAAAGAAATACAAAATTGAGGACCAGCTAGTGATTATTGGAGAAACCTTGCGTAAAATGGAGGAA
GACATGGGATGGCTTAAGAAAACAGTGGACGAGAACTATCCTAAAAAGCCAGACTCAACAGAGACACCTTTGCTACTAG
AGGATTCACCACCAATACAGACACTAGAAGGAGAAGTGAAGGTGGTGAACAAGGGTAACCAAATCACAGAGTCACCTCA
AAACAGAGAAAAAGGAAGGAAGCATGATCAACAAGAAAGATCACCACTTTCACTAATAAGCAACACTGGTTTCAGAATC
TGCAGGCCTGTGGGGATGTTCGCATGGCCCCAATTGCCTGCTCTTGCTGCTGCTACTGATACTAATGCTTCTTCGCCAAGT
CACAGACAAGCCTACCCATCCCCTTTTCCAGTCAAGCCACTTGCAGCTAAGCGTCCTCTTGGCTTGACGTTTCCCTTCACC
ATCATACCCGAAGAAGCTCCCAAGAATCTCTTCAACGTTTGAAGTTGTCACTGGAAACTGATGCATCAGATCTTACTTTCC
CTACAAG

1ekzon (1-37)

GGAGGAACGAAGATTATCGAGAGCAAAAATCATGAGT

2 ekzon (37 -120)

AGTACGATGTTCGTGAAACGGAATCCGATTAGAGAAACCACCGCCGGGAAAATCTCTTCGCCGTCGTCACCGACTTTGAATG

3 ekzon (119- 220)

TTGCAGTCGCGCATATAAGAGCTGGATCTTATTACGAAATCGATGCTTCGATTCTTCCTCAGAGATCGCCGGAAAATCTTAAATCGATTAGA
GTCGTCATG

4 ekzon (220 —930)

GTGAGCAAAATCACGGCGAGTGACGTGTCTCTCCGGTACCCAAGCATGTTTTCACTCCGATCGCATTTCGATTACAGTAGGATGAACCGGAG
ATGAAGAAGAGGAGTGGTGGTGGTCTTCTTCCTGTTTTCGACGAGAGTCATGTGATGGCTTCGGAGCTAGCTGGAGACTTGCTTTACAGAAG
AATCGCACCTCATGAACTTTCTATGAATAGAAATTCCTGGGGTTTCTGGGTTTCTAGTTCTTCTCGCAGGAACAAATTTCCAAGAAGGGAGG
TGGTTTCTCAACCGGCGTACAATACTCGTCTCTGTCGCGCTGCTTCACCGGAGGGAAAGTGCTCGTCTGAGCTGAAATCGGGAGGGATGATC
AAGTGGGGAAGGAGATTGCGTGTGCAGTATCAGAGTCGGCATATTGATACTAGGAAGAATAAGGAAGGTGAGGAGAGTTCTAGAGTGAAG
GATGAAGTTTACAAAGAAGAAGAGATGGAGAAAGAAGAGGATGATGATGATGGGAATGAAATAGGAGGCACTAAACAAGAGGCAAAGGA
GATAACTAATGGAAATCGTAAGAGAAAGCTGATTGAATCAAGTACTGAGAGACTCGCTCAGAAAGCTAAGGTTTATGATCAGAAGAAGGA
AACTCAAATTGTGGTTTATAAGAGGAAATCAGAGAGGAAGTTCATTGATAGATGGTCTGTTGAGAG

5 ekzon (930 - 1314)

GTACAAACTAGCTGAGAGGAACATGTTAAAAGTGATGAAGGAGAAGAATGCAGTGTTTGGCAACTCCATACTCAGGCCAGAGTTGAGGTC
AGAAGCAAGGAAGCTGATTGGTGACACAGGTCTATTGGATCATCTGCTTAAGCACATGGCTGGTAAGGTGGCTCCTGGAGGTCAAGATAGG
TTTATGAGAAAGCACAATGCAGATGGGGCAATGGAGTATTGGTTGGAGAGTTCTGATTTGATTCACATAAGGAAAGAAGCAGGAGTTAAAG
ATCCTTACTGGACTCCTCCACCTGGTTGGAAGCTTGGTGACAACCCTTCTCAAGATCCTGTCTGCGCTGGAGAAATCCGTGACATCAGAGAA
GAATTAGCTAGCCTGAAAAG

6 ekzon (1324 — 1423 )

AGAATTGAAGAAACTTGCGTCAAAGAAGGAAGAGGAGGAGCTTGTTATCATGACTACGCCTAATTCTTGTGTTACTAGTCAGAATGATAAT
CTGATGACTCCAGCAAAG

7 ekzon (1423 - 1507 )

GAAATCTACGCTGATCTGCTGAAAAAGAAATACAAAATTGAGGACCAGCTAGTGATTATTGGAGAAACCTTGCGTAAAATGGAG

8 exon (1508 — 1951 )

GAAGACATGGGATGGCTTAAGAAAACAGTGGACGAGAACTATCCTAAAAAGCCAGACTCAACAGAGACACCTTTGCTACTAGAGGATTCA
CCACCAATACAGACACTAGAAGGAGAAGTGAAGGTGGTGAACAAGGGTAACCAAATCACAGAGTCACCTCAAAACAGAGAAAAAGGAAG
GAAGCATGATCAACAAGAAAGATCACCACTTTCACTAATAAGCAACACTGGTTTCAGAATCTGCAGGCCTGTGGGGATGTTCGCATGGCCC
CAATTGCCTGCTCTTGCTGCTGCTACTGATACTAATGCTTCTTCGCCAAGTCACAGACAAGCCTACCCATCCCCTTTTCCAGTCAAGCCACTT
GCAGCTAAGCGTCCTCTTGGCTTGACGTTTCCCTTCACCATCATACCCGAAGAAGCTCCCAAGAATCTCTTCAACGTTTGAAGTTGTCACTGG
AAACTGATGCATCAGATCTTACTTTCCCTACAAG
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Cizelge 4. 2. B. holboelii AT5G51330 genine ait kismi cDNA dizisi

ATACGGAAGGTAAGGAGAGTTCTGGAGTGAAGGAGGGAGGGGTTTGCAAGAAGAGATTGAGAAAGAAGATGATGATGA
TGATGGGAATGAAACAGAAAGACTAAACAGATTGCAAACGAGATGACTGATGGAAATCGTAAGAGAAAGCTGATTGAA
TCCAGTACTGAGAGACTCGCTCAGAGGGCTAAGGTTTATGATCAGAAGAAGGAAAATCAAATCGTGGTCTATAAGAGAA
GAGCAGAGAAGAATTCATTGACAGATGGTCTGTTGATAGGTACAAACTAGCTGAGAGGAACATGTTAAAAGTGATGAAG
GAGAAAAATGCAGTGTTTGGCAACTCCATACTCAGGTCACAGTTAAGGTCAGAAGCAAGGAAGCTGATCGGTGACACTG
GTCTTTTAGACCATATGCTTAAGCACATGGCAGGTAAGGTGGCTCCTGGAGGTCAAGATAGGTTTATGAGAAAGCACAAT
GCAGATGGGGCAATGGAGTATTGGTTGGAGAGTTCTGATTTGATTCACATAAGGAAAGAAGCAGGAGTTGAAGATCCTT
ACTGGACGCCTCCACCTGGTGAG

Cizelge 4. 3. B. stricta AT5G51330 genine ait kismi cDNA dizisi

NNNNGGGGGTCGCATACAGGTCGAAGATATCGAGAGCAGGACGAAGAGTATCGAGAGCAGTGATAAAGTGGACAGAGA
AGAGTTCTAGAGTGAAGGAAGAAGAGTTATATAGTGAATGATGAAAAGTCGATTCTTCGATTCTTCCTCAGAGATCGCCG
GAGATCTTAAATCGATTAGAGTCGTCATGGTGAGCAAAATCACGGCGAGCGACGTGTCTCTCCGATACCCAAGCATGTAC
TCACTCCGATCGCATTTCGATTGCAGCAGGATGAACCGGAATAAACCTTTGAAGAAGAGGAGTGGTGGTGGTCTTCTTCC

TCTTTTTGACGAGAGCCATGTGATGGTTTCGGAGCTAGCTGGAGATTTGCTCTACAGAAGAATCGCACCTCATGAAGTTTC
TATGAACAGAAATTCGTGGAGTTTCTGGGTTTCTTCTGCTTCTTCTCGCAGGAACAAGATGATTTCTCAACCGGCGTACAA
TACTAGGCTCGGTCGCGCGGCTTCACCGGAGGGTAAATGTTGGTCTGAGCTGCGATCTGGAGAATGACT

Cizelge 4. 4. B. gunnisonianaAT5G51330ortologuna ait kismi cDNA dizisi

TTTGTCACCCAAGGTTCCAACCAGGTGGAGGCGTCCAGTAAGGATCTTCAACTCCTGCTTCTTTCCTTATGTGAATCAAAT
CAGAACTCTCCAACCAATACTCCATTGCCCCATCTGCATTGTGCTTTCTCATAAACCTATCTTGACCTCCAGGAGCCACCT
TACCTGCCATGTGCTTAAGCATATGGTCTAAAAGACCAGTGTCACCGATCAGCTTCCTTGCTTCTGACCTTAACTGTGACC
TGAGTATGGAGTTGCCAAACACTGCATTTTTCTCCTTCATCACTTTTAACATGTTCCTCTCAGCTAGTTTGTACCTATCAAC
AGACCATCTGTCAATGAATTTCTTCTCTGCTCTTCTCTTATAGACCACGATTTGATTTTCCTTCTGATCATAAACCTTAGCC
CTCTGAGCGAGTCTCTCAGTACTGGATTCAATCAGCTTTCTCTTACGATTTCCATCAGTCATCTCGTTTGCAATCTGTTTAG
TCTCTTCTGTTTCATTCCCATCATCATCATCATCTTCTTTCTCAATCTCTTCTTTGCAAACCCCTCCCTCCTTCACTCCAGAA
CTCTCCTTACCTTCCGTATTCTTCTTACAATCAATATGCCGACTCTTGTACTGCACACGCAATCTCCTCCCCCACTTAATCA
TTTCTCCAGATCGCAGCTCAGACCAACATTTTCCCTCCGGTGAAGCCGCGCGACCGAGCCTAGTATTGTACGCCGGTTGA
GAAATCATCTTGTTCCTGCGAGAAGAAGCAGAAGAAACCCAGAAACTCCACGAATTTCTGTTCATAGAAACTTCATGAGG
TGCGATTCTTCTGTAGAGCAAATCTCCAGCTAGCTCCGAAACCATCACATGGCTCTCGTCAAAAAGAGGAAGAAGACCAC
CACCACTCCTCTTCTTCAAAGGTTTATTCCGGTTCATCCTGCTGCAATCGAAATGCGATCGGAGTGAGTACATGCTTGGGT
ATCGGAGAGACACGTCGCTCGCCGTGATTTTGCTCACCATGACGACTCTAATCGATTTAAGGTTCTCCGGCGATCTCTGAG
GAAGAATCGAAGAATCGACTTCGTAATACGATCCAACTCTTATATGCGCGACTGCAACATTCACAGTCGATGACGATGGC
GAAGAGTTTTTTCCGGCGGAGATTTCTCTAATCGGATTCCGTTTCACGAACATCGTTCCGCTCATGATTTTTGCTCTCGATA
TCCTTTCGTTCCA

BLAST sonuclarina goére, B. gunnisoniana, B. holboellii ve B. stricta tiirlerine ait
cDNA dizilerinin AT5G51330 genine ait mRNA dizisi ile sirasiyla % 89, %91 ve %88
oranlarinda benzerlik gosterdigi ortaya ¢ikmistir (Cizelge 4.5.). Ayrica BLAST sonuglarina
gore AT5G51330 genine ait diziler karsilastirildiginda B. gunnisoniana tiiriinde 36 baz, B.
holboellii tirtinde 12 baz, B. stricta tiiriinde ise 22 bazlik bosluk gozlenmistir (Cizelge
4.6). Bununla birlikte E-value parametreleri bu tiirlerde 0’a yakindir(B. gunnisoniana: 0.0,
B. holboelii: 0.0, B.stricta: 1le-139). Bu sonuglar da B. gunnisoniana, B. holboellii ve B.
stricta tiirlerine ait AT5G51330 dizilerinin yiiksek oranda benzer olduklarini
gostermektedir. Bu yiizden Boechera tiirlerinden elde edilen kismi AT5G51330 cDNA
dizileri B. gunnisoniana, B. holboellii ve B. stricta tiirleri i¢in sirasiyla BgSWI, BhSWI,
BsSWI olarak adlandirilmistir. Bununla birlikte, B. gunnisoniana, B. holboellii ve B. stricta
tirlerine ve A. thaliana tiirtine ait AT5G51330 ¢DNA dizileri CLUSTALW2 programinda

hizalanmig ve benzer bolgeler ortaya ¢ikarilmistir.
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Cizelge 4. 5. B. gunnisoniana, B. holboelii ve B. stricta tiirlerine ait AT5G51330 geni

BLAST sonuglarint gdsteren ¢izelgea)B.gunnisoniana tiiriine ait BLAST sonucu b) B.

holboellii tiirtine ait BLAST sonucu ¢) B. stricta tiiriine ait BLAST sonucu

Sequences producing significant alignments:

3 Accession Description sore Kore ‘
MMA245122  Arabidopsis thaliana SWIT (SWITCH1); phospholipase C (SWIT) mRN) 1528 1576 9%
AF4GEIS3EL  Arabidopsis thaliana DYAD (DYAD) mRNA, complete cds 1569 1568 9%
AFJG200LL  Arabidopsis thaliana SWITCHI splhice variant L (SWI1) mRNA, partial | 153 1533 96%
ARR200%4  Arabidopsis thaliana SWITCH splice vanant S (SWIT) mRNA, comple 1260 1280 82%
XM 002855808.1 Arabidopsis Iyrata subsp, lyrata hypothetical protain, mRNA 1057 1418 &%
ARD2SSALL  Arabidopsis thaliana genomic DNA, chromasome 5, P1 clone:MFG13 181 1563 96%
AC232376.1  Brassica rapa subsp. pekinensis clone KBrS010113, complete sequenc 338 3% %%
e St b ol By f M
sore s cownge ~wale  ident
b) NN 124512.2  Arabidopsis thallana SWIL (SWITCHL); phospholipase C (SWIT) RN, 765 185 5% 00 §1%
AF486153.L  Arabidopsis thaliana DYAD (DYAD) mRNA, complete cds 18 185 9% 00 9% l‘E
ARBGI00ZL  Arabidopsis thaliana SWITCH1 splice vaniant S (SWIL) mRNA, comple 72 78 9% 00 VR
AFIEIOLY  Arabidopsis thaliana SWITCHI splice vanant L (SWI1) mRNA, partial 765 18 9% 00 §1% ['E
ABO2382L1  Arabidopsis thaliana qenomic DNA, chromosome 5, P1 clone:MFGL3 484 1% 5% 213 9% E
ACIITEL  Brassica rapa subsp. pekinensis clone KBrS010113, complete sequenc 38 3 5% Ll 8%
A 0028858081 Arabidopsis yrata subsp. yrata hypothetical protein, mRNA il 600 % e8| @
P—
Sequences producing significant alignments: |t ml
, T fx ol £ M
A0 D02EESR0EL Avabidopsis yrata subsp. yrata hypothetical protein, mRNA bl 05 T6t% e @ [
MM 1245122 Avabidopsis thaliana SWIT (SWITCHL); phospholipase C (SWI1) mRN) 43¢ 4% % kl% 8% M
AFGBEISEL  Arabidopsis thaliana DYAD (DYAD) mRNA, complete cds 4 4 6% i3 8T m
AE36200LY  Arabidopsis thallana SWITCH splice vanant L (SWI1) mRNA, partial 484 9 76% win o [
AFSE200L  Arabidopsis thaliana SWITCHI splice variant S (SWI1) mRNA, comple 338 3% 64% el B% m
ABO2SE2LL  Arabidopsis thalliana qenomic DNA, chromasome 5, P1 clone:MFG13 388 500 6% w3
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Cizelge 4. 6. Boechera tiirleri ile AT5G51330 geni benzerligini gosteren blast analizi

sonucu a) B. gunnisoniana b) B. holboellii c) B. stricta

a)

b)

(10 or fewer PubMed links)

Score

= 1576 bats (853), Expect = 0.
Identities = 1127/1285 (905). Gaps = 36/1255 {(2%)
Scrand=Plus/Minus

Query 22
Sbhict 1245
Query 62
Sbjct 1186
Query 122
Sbijct 1126
Quezy 182
Sbict 1066
Query 242
Sbjct 1006
Query 302
Sbjct 946
Query 3861
Shyct 887
Query 421
Sbyct 827
Quexzy 481
Sbjecr 767
CENE ID:

TIGTCACCCAAGGTTCCAACCAGETGOGAGGCGTCCAGTAAGGATCTTCAACTCCTGCTTC
AR N R RN
TTGTCA-CCARGCTTCCAACCAGETGCAGGAGTCCAGCTAAGGATCTTTARCTCCTGLCTTC

TI I CCTTATGTGAATCARATCAGAACTCTCCARCCARTACTCCATTGCCCCATCTGCATT
R R RN NN R
T T CCT TATGTGAAT CARATCAGAACTCTCCAACCARATACTCCATTGCCTCCATCTGCATT

GTIGCTI TCTCATAAACCTATCTTGACCTCCAGGAGCCACCTTACCTGCCATGTGCTTARG
e rrnnnnstrnnnennnnnnerippendnpnneneneny sepnpitnnnind
GTGCTTTCTCATARAACCTATCTTGACCTCCAGGAGCCACCTTACCAGCCATGTGCTTARG

CATATGGTCTAARAGACCAGTGTCACCGATCAGCTTCCTTGCTTCTGACCTTAACTGTGA
N A N e s R e R R R RS NN R )
CAGATGATCCAATAGACCTGTGTCACCAATCAGCTTICCTTGCTTCTGACCTCAACTCTGG

COCTIGAGTATGGAGTIGCCAAACACTGCATT T TTCICCTTCATCACTTTTAACATGTTCCT
PR e e ey s nnininennbreannnet
CCTGAGTATGGAGTIGCCAAACACTGCATTCTITCTCCTTCATCACTTTTAACATGTTCCT

CITCAGCTAGTTTGTACCTATCAACAGACCATCTGTCAAT TTCTTCTCTGCTCTTC~
CRER NN RNy e n ey vy e e 1 iy
I CAGC T AGT I TG TACC T CTCAACAGACCAT CTATCAATGAACTTCCTCICTIGAT~TTCC

T TATAGACCACGAT T TGATTITCCTITCTTCTGATCATAAACCTTAGCCCTCTGAGCGA
FORR Rl TRy prnner et SRR RERRN
IO AT AAAC CACAA T T TGAGT T TCCTTCT TCTGATCATAAACCTTAGCTTITCTGAGCGA

G T CT CAGTACTGGATTCAATCAGCTTTCTCTTACGATTITCCATCAGTCATCTCGTTTG
PRI RNt P e e ey s ey 11k
T T CAGTAC T T GAT TCAAT CAGC T T TCTCTTACGAT I TCCAT TAGTTATCTCCTTTG

CRAATCT~GITTAG:E ~ctotioctgtitoaticocatcatcatcatcatotticrttotoant

GENE ID: 235207 SWIl | SWI1l (SWITCH1l); phospholipase C [Arabidopsais thaliana)

61
ii87
122
1127
181
1087
241
1007
301
2947
360
888
420
828
480
768
538

CC-TCTTGTTTAGTGC ~CTCCTATTTCATTCCCATCATCATCATCCTCTICTTITCTCCAT 710

(10 or fewor PubMed links)

Score = 785 baits (425), Expect = 0.0
Identities = S31/581 (92%), Gaps = 12/S81 (2%)
Strand=Plus/Plus
Query 1 ATACGGAAGGTAAGGAGAGTTCTGGAGTGAAGGA ITTGC==~A~aagaagaga
CLL PR rrrnnrnhrer v R UL SR EERREERN)
Sbjct 654 ATAAGGAAGOTGAGGAGAGTTCTAGAGTGAAGGA-TGA-~AGTTTACAAAGAAGAAGAGA
Quexy S8 Ttgagaanga nz tgatgatgatgatgggaatgasacagangag—-aCTARRC-AGATIGS
(DR ARREE] TRRRRR RN n R v v o rneerrn i 11
Sbhayece 711 = AGOATG&?G&TGATGGG&&TGA&&?&GG&G‘GCAC?A&&C&&GR-GGC
Query 116 AR CGAGAT GACT GAT GGARM T CGTAAGAGAAAGCTGAT I GAATCCAGTACTGAGAGACT
FOL LR b rrer vt n e renrrnnninnnd
Sbjct 769 ARAGGAGAT AACT AATGGAAA T CGTAAGAGAAAGCTGATTGAATCAAGTACTGAGAGACT
Querxry 176 COCTCAGAGGOGCTAAGG T T TATGATCAGAAGAAGGAMAATCARATCGTGETCTATAAGA
ARRREEN AR RN N R sy by bty
Sbhiyect 829 COCTCAGARARAGCTAAGSTTTATGATCAGAAGARGOAIMACTCARATTIGTGGTTTATAAGAG
Query 235 GARGAGCAGAGAAGRAAATTCATTIGACAGATGSTCTIGTTGATAGGTACAAACTAGCTGAGA
(AR N N A e R R N RN RN RS N
Sbjct 889 GAA~ AT CAGAGAGGAAG T TCAT TGATAGAT GG TCTGTTGAGAGGTACAAACTAGCTGAGA
Query 295 GGAACATGTTAAAAGTGATGAAGGAGAIN R RAATGCAGTGTTTGGCAACTCCATACTCAGGT
Frot e npennrinrny e nentnneintinen
Sbject 948 GOAACATGTTAARAGTGATOAAGGAGAAGAATGCAGTGTTTGGCARCTCCATACTCAGGT
Query 355 CACAGT TAAGGICAGAAGCAAGGAAGCTGATCGOTGACACTGGTCTTTTAGACCATATGT
A N N N e s A R e
Sbhict 1008 CAGAG T T GAGE T CAGAAGCAAGGAAGCTGAT TG TEGACACAGGTCTATTGGATCATCIGC
Query 415 TTAMAGCTACATGGCAGGTAAGGT TCCTGGAGGTCAAGATAGGT TTATGAGAAAGCACH
AR R R R R N R R R SRR RN RN ]
Sbject 1068 TTAAGCACATGGC TGO TAAGGTGGCTCCTGGAGGTCAAGATAGGTTTAT GCACA
Query 49s ATGCAGATGOGOGCAATGOACTATTGGTTGGACGAGTTCTGATTTGATTCACATAAGGARAG
FRERReRr Rt n e a et nptntnet
Shiyecr 1128 ATCCAGATCGGGCAATGGACTATTIGCCTTGOAGAGCTTCTGATTTGATTICACATAAGGAARG

835207 SWIl | SWIl (SWITCHL); phoapholipase C [Arabidcopsis thaliana)

57
710
118
768
175
828
234
-1-1-]
294
247
354
1007
414
1067
474
1127
534
1187
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GENE TD: 235207 Swil | SwIl (SWITCHI); phospholipase C [Arabidopsis thalianal
C) (10 or fewer PubMed links)
Score = 494 bits (267), Expect = 3e—-136
Identities = 384/437 (88%), Gaps = 22/437 (5%)
Strand=Plus/Plus
Query i23 AL LGTCGATTICTITCGATTICTITCCTCAGAGATCGCCGG—AGATCTTARATCGATTAGAGTC isi
R s e R s s s e R e R s e e L s E Sl s G R Ll e s S R e S s e sl s e s s Gk A E R sl
Sbjct i56 AL -TCGATGCTITCGATTICTITCCTICAGAGATCGCCGGARRAATCTTARATCGATTAGAGTC 214
Query ig2 GICATGGTGAGCARRATCACGGCGAGCGACGTGTCTICTICCGATACCCARGCATGTACTCA 241
BB B R RS EREEBEEEE S R E R SRR RE R AE R EEREEEEE i
Sbjct 2315 GITCATGGTIGAGCARARATCACGGCGAGTGACGTGICTICTICCGGTACCCAAGCATGTTTTICA 274
Query 242 CICCGATCGCATTTCGATTGCAGCAGGATGRARCCGGRARATRARACCTTITGRARGRRGAGGAGT 301
BEEEE BN BB RPN BB EREHE HEEEEEHEEEEEE]
Sbjct 275 CICCGATCGCATTITCGATTACAGTAGGATGAACCGGAATARLCCGATGAAGRARGAGGAGT 334
Query 302 GGIGGIGGICITCITCCICTITIT T TGACGAGAGCCATGTGATGGTTTCGGAGCTAGCTGGA 361
EEEEEEEEEEEEEEE R B AR EEEEEEEEEEC EEEEEEEEEREEEERERY
Sbjct 335 GGIGGIGGICTITICITCCIGITITCGACGAGAGTCATGTGATGGCTTCGGAGCTAGCTGGA 304
Query 362 GATTITGCTCTITACAGRAAGARTCGCACCTCATGRARGTTITCTATGARCAGRARATTCGTGGAGT 421
s s s s s s R G G e S B GG S R IR
Sbjct 3985 GACTITGCTTITACAGRAAGAATCGCACCTCATGAACTTICTATGAATAGARATTCCTGGGEGET 454
Query 422 TTCTGGGTTTCTTCTGCTTCTTCTCGCAGGAACAR———————— GATG——A——T——TT-CT 466
BREEEEEEERE] KR EEEBEREEEEEREBERRER B i i ISR
Sbijct 455 TTCIGGGTITICTA——G—ITITCIICTICGCAGGARCARATTTCCAAGRAAGGGAGGTGGTITTICT 511
Query 487 CAACCGGCGTACAATACTAGGCTCGGTCGCGCGGCTTCACCGGAGGGTARAR-TGTTGGTC 525
LG EEEEEEEEE RS I B R EEEEEEEEEEE R EEESERE Y R ELER
Sbjct 512 CAACCGGCGTACAATACTCGTCTCTGTCGCGCTGCTTCACCGGAGGG—ARAGTGCTCGTC 570
Query 526 TGAGCTGCGATCTGGAG 542
BEEEEE SRENEER
Sbjct 571 TGAGCTGAAATCGGGAG 587

CLUSTALW?2 sonuglarina gére BgSWI, BsSWI ve BhSWI kismi cDNA dizileri
AT5G51330 genine ait dizilerle sirasiyla 995 — 1579, 1 - 597, 650 — 1247 bazlar1 arasinda

hizalanma gdstermistir.

Cizelge 4.7. Boechera tiirleri ile Arabidopsis AT5G51330 geni benzerligini gosteren B.
holboellii CLUSTALW2 sonucu

arab_cdna
holboellii_partialtrnscrpt

arab_cdna
holboellii_partialtrnscrpt

arab_cdna
holboellii_partialtrnscrpt

arab_cdna
holboellii_partialtrnscrpt

arab_cdna
holboellii_partialtrnscrpt

arab_cdna
holboellii_partialtrnscrpt

arab_cdna
holboellii_partialtrnscrpt

arab_cdna
holboellii_partialtrnscrpt

arab_cdna
holboellii_partialtrnscrpt

arab_cdna
holboellii_partialtrnscrpt

arab_cdna
holboellii_partialtrnscrpt

arab_cdna
holboellii_partialtrnscrpt

AGAATAAGGAAGGTGAGGAGAGT TCTAGAGTGAAGGATGAAG---TTTAC
—-——ATACGGAAGGTAAGGAGAGTTCTGGAGTGAAGGAGGGAGGGGTTTGC

VRV WRRRRRR HRRRRRRRRRR HARRRRRTRRT R R VRV %

AAAGAAGAAGAGATGGAGAAAGAAGAGGATGATGATGATGGGAATGAAAT
AAAGAAGA---GAT TGAGAAAGAAGATGATGATGATGATGGGAATGAAAC

Ve Ve Ve Ve Ve e Ve Ve Sr Ve Ve Ve e Ve Ve Ve Ve Ve Ve Ve Ve Ve Ve e Ve o Ve Ve Ve Ve Ve Ve Ve Ve Ve Ve Ve Ve Ve Ve Ve Ve Ve

AGGAGGCACTAAACAAGAGGCAAAGGAGATAACTAATGGAAATCGTAAGA
AGAAGAGACTAAACAGATTGCAAACGAGATGACTGATGGAAATCGTAAGA

TR Ww e Ve Ve VRO TR

GAAAGCTGATTGAATCAAGTACTGAGAGACTCGCTCAGAAAGCTAAGGTT
GCTGATTGAATCCAGTACTGAGAGACTCGCTCAGAGGGCTAAGGTT

WRHARHARARARARARRN WA RRRRRRRRTRTRTR Ve B Ve B Ve e Ve R R

TATGATCAGAAGAAGGAAACTCAAATTGTGGT T TATAAGAGGAAATCAGA
TATGATCAGAAGAAGGAAAATCAAATCGTGGTCTATAAGAGAAGAGCAGA

VeV VOV VeV VeV VeV Ve Ve Ve Ve Ve Ve VeV Ve VeV Ve Ve Ve VeV VeV VeveVewe Yo Y& VeVevewr

GAGGAAGTTCATTGATAGATGGTCTGT TGAGAGGTACAAACTAGCTGAGA

GAAGAAATTCATTGACAGATGGTCTGT TGATAGGTACAAACTAGCTGAGA
VoW VR VRV VR Ve VR Ve ST Ve TV VeV Ve RTe Ve Ve Ve Ve Fe e Ve F Ve Ve BT Ve TV R T K

GGAACATGT TAAAAGTGATGAAGGAGAAGAATGCAGTGTTTGGCAACTCC
GGAACATGT TAAAAGTGATGAAGGAGAAAAATGCAGTGTTTGGCAACTCC

ATACTCAGGCCAGAGT TGAGGTCAGAAGCAAGGAAGCTGATTGGTGACAC
ATACTCAGGTCACAGT TAAGGTCAGAAGCAAGGAAGCTGATCGGTGACAC

VeVe Ve Ve Ve Ve Ve Ve B¢ Ve ¥ Ve We Ve St Ve ¥e ¥e Yo ¥e e Ve Vo Ve Ve Ve Ve Ve Ve Ve Ve Ve Ve Ve Ve Ve Ve Ve Ve Ve Ve Ve Ve Ve Ve ¥

AGGTCTATTGGATCATCTGCTTAAGCACATGGCTGGTAAGGTGGCTCCTG
TGGTCTTTTAGACCATATGCTTAAGCACATGGCAGGTAAGGTGGCTCCTG

GAGGTCAAGATAGGT T TATGAGAAAGCACAATGCAGATGGGGCAATGGAG
GAGGTCAAGATAGGT T TATGAGAAAGCACAATGCAGATGGGGCAATGGAG

Ve ¥ Ve Ve Ve Ve Ve Ve Ve Ve Fe Ve Ve Ve Fe Ve Fe Ve Fe Ve Fe Ve Fe Ve Ve Ve Fe Ve Ve Ve e Ve T VR VR T TR TT R VT VTR

TATTGGTTGGAGAGT TCTGAT T TGAT TCACATAAGGAAAGAAGCAGGAGT
TATTGGTTGGAGAGTTCTGATTTGAT TCACATAAGGAAAGAAGCAGGAGT

Ve Ve e Ve Ve Ve Ve Ve Ve Yo Ve Ve Ve Ye Ve Ve Ve Ve Ve Ve Ve Ve Ve Ve Ve Ve Ve e Ve Ve Ve Ve Ve Ve Ve Ve Ve Ve Ve Ve Ve Ve Ve Ve Ve Ve Ve Ve Ve Ve

TAAAGATCCTTACTGGACTCCTCCACCTGGTTGGAAGCTTGGTGACAACC

TGAAGATCCTTACTGGACGCCTCCACCTGGTGAG-————————————————
W VR RN RN RN e

697
47

747
94

797
144

847
194

897
244

947
294

997]
344

1047
394

1097
444

1147
494

1197
544

1247
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Cizelge 4. 8. Boechera tiirleri ile Arabidopsis AT5G51330 geni benzerligini gosteren B.

stricta CLUSTALW?2 sonucu

WRRRRRRRRRR Wl W W WRRRRRRRRW WRW WRRW LA

arab_cdna : GGAGGAACGAAGATTATCGAGAGCAAAAATCATGAGTAGTACGATGTTCG 50
stricta_partial_trnscrpt NNNNGGGGGTCGCATACAGGTCGAAGATATCGAGAGCAGGACGAAGAGTA 50
w w w W w wOWw W WWW TR VW WWRWRW W
ar at}_cdna . TGAAACGGAATCCGATTAGAGAAACCACCGCCGGGAAAATCTCTTCGCCG 100
stricta_partial_trnscrpt TCGAGAGCAGT--GAT-AAAGTGGACA----- GAGAAGAGTTCT------ 86
w w W WHR W WWw W W OWWW W R R
arab_cdna TCGTCACCGACTTTGAATGTTGCAGTCGCGCATATAAGAGCTGGATCTTA 150
stricta_partial_trnscrpt = -—-------- AGAGTGAAGGAAGAAG--AGTTATATAG----TGAAT---G 118
w WRRW W w O OWw TR W WW Ww
arab_cdna . TTACGAAATCGATGCTTCGATTCTTCCTCAGAGATCGCCGGAAAATCTTA 200
stricta_partial_trnscrpt ATGAAAAGTCGATTCTTCGATTCTTCCTCAGAGATCGCCGGAGA-TCTTA 167
w TR WRWRN WRRHRRRRRARARRRRRRRRRRRRRRRRRRT W AR Ww
arab_cdna : AATCGATTAGAGTCGTCATGGTGAGCAAAATCACGGCGAGTGACGTGTCT 250
stricta_partial_trnscrpt AATCGATTAGAGTCGTCATGGTGAGCAAAATCACGGCGAGCGACGTGTCT 217
RN RN RN RN RN RN RN RN RN R NIRRT RNT RN ww
arab_cdna . CTCCGGTACCCAAGCATGTTTTCACTCCGATCGCATTTCGATTACAGTAG 300
stricta_partial_trnscrpt CTCCGATACCCAAGCATGTACTCACTCCGATCGCATTTCGATTGCAGCAG 267
VR RRR WRRRRRRRRRRRR WRHRRH RN RRRRRRRR SRR ww
arab_cdna : GATGAACCGGAATAAACCGATGAAGAAGAGGAGTGGTGGTGGTCTTCTTC 350
stricta_partial_trnscrpt GATGAACCGGAATAAACCTTTGAAGAAGAGGAGTGGTGGTGGTCTTCTTC 317
LR R S 0 2 2 2 2 0 0 2 2 2 8 0 N NN w
arab_cdna . CTGTTTTCGACGAGAGTCATGTGATGGCTTCGGAGCTAGCTGGAGACTTG 400
stricta_partial_trnscrpt CTCTTTTTGACGAGAGCCATGTGATGGTTTCGGAGCTAGCTGGAGATTTG 367
VW WWRW VRN RN RRR VR RRRRRRRR TR RRRRRRRRRRRRRRR SRw
arab_cdna . CTTTACAGAAGAATCGCACCTCATGAACTTTCTATGAATAGAAATTCCTG 450
stricta_partial_trnscrpt CTCTACAGAAGAATCGCACCTCATGAAGTTTCTATGAACAGAAATTCGTG 417
VW WRWWR RN RN RN RRRRRRRN MR Rl Wl ww
arab_cdna . GGGTTTCTGGGTTTCT---AGTTCTTCTCGCAGGAACAAATTTCCAAGAA 497
stricta_partial_trnscrpt GAGTTTCTGGGTTTCTTCTGCTTCTTCTCGCAGGAACAA-—————————— 456
W MW R R RN RN RN RN R RN RN
arab_cdna . GGGAGGTGGTTTCTCAACCGGCGTACAATACTCGTCTCTGTCGCGCTGCT 547
stricta_partial_trnscrpt ----GATGATTTCTCAACCGGCGTACAATACTAGGCTCGGTCGCGCGGCT 502
WOWW WRWR W RN RN R R R R R R R RN W Wl W W R R R W W
arab_cdna TCACCGGAGGGAAAGTGCTCGTCTGAGC TGAAATCGGGAGGGATGATCAA 597
stricta_partial_trnscrpt TCACCGGAGGGTAAATGTTGGTCTGAGCTGCGATCTGGAGA-ATGACT-- 549

CLUSTALW?2 sonuglarina gore BgSWI, BsSWI ve BhSWI kismi ¢cDNA dizileri
AT5G51330 genine ait dizilerle sirasiyla 995 — 1579, 1 - 597, 650 — 1247 bazlar1 arasinda

hizalanma gostermistir.

B. stricta, B. gunnisoniana ve B. holboellii tiirlerine ait ¢cDNA dizilerinden

TRANSEQ  programinda

(http://www.ebi.ac.uk/Tools/emboss/transeq/) 6

frame

kullanilarak muhtemel protein dizileri elde edilmistir (Cizelge 4.10., Cizelge 4.11., Cizelge
4.12.). Bu dizilerin AT5G51330 protein dizileriyle benzerligi BLASTP programi ile
incelenmistir.(Sekil). BLAST sonuglarina gére BgSWI, BsSSWI ve BASWI muhtemel kismi
peptid dizileri AT5SG51330 dizisi ile sirastyla % 96, % 70 ve % 98 oraninda benzerdir.
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Cizelge 4.9. Boechera tiirleri ile Arabidopsis AT5G51330 geni benzerligini gosteren B.
gunnisonia CLUSTALW?2 sonucu

gunnisonfana_partial_trncrpt ATTC wommwmnn TTC === TTACAATCAAT-ATGCCGACTCTTGTACTGE 629
arb_cdna AL TCAGGLCAGAGTTGAGGTCAGAAGC AAGGAAGL TGATTGLTG- -~ -AC 1045
gunnisoniana_partial_trncrpt ACACG-CAATCTCCTCCCCCACTTAATCATTTCTCCAG-ATCGCAGLTC - 676
arb_cdna ACAGGTCTATTGGATCATCTGL TTAAGCACATGMC TGGTAAGGTGGLTCC 1095
ene w & s BE B SREAR BE ® & W e W sews
gunnisoniana_partial_trncrpt - = ~AGACCAACAT - -~ TTTCCCTCCGGTGAAGL CLGLGAC ~CGAGCCTA 719
arb_cdna TOOAGGTCAAGATAGGT T T v v annw ATGAGAAMGCACAATGCAGATGGG 1138
e mes sm  see e s s e =
gunnisontana_partial_trncrpt GTATTGTA-CGLCGLTTRAGAAATC - - ~ATCTTGTTCCTGLGAG- - AAGA 763
arb_cdna c(AA‘rmunccnouaAcnc rumuncxnw 1188
gunnisoniana_partial_trncrpt AGLAGAAG = « ~AAMCCAGA - - «AMCTCCACGAATTTCTGTTCATAGAA 806
ard_cdna wmwncw&vmr«mu ~=CCTGGT~~TGGAA 1233
gunnisoniana_partial_trncrpt ACTTCATGAGGTGL = v w s mwwn GATTCT=TCYG~ = ~TAGAGCAAATCT -~ 842
arb_cdna c(T'rocm.k(ucccnc‘rcu@'rccmtcmcc(tm AAATCCGT 1282
.......................
gurnisonfana_partial _trncrpt = sesssssssswenes CCAGLTAGC TCCGAAALCA~ ~ = ~TCACATGGCTCT 873
arb_cdna cﬂcn(wmnwcrwc-ﬁwwnwno 1331
............
gunnisoniana_partial_trncrpt CGTCAAAAA - -GAGGAAGAAGA » = = = = = = = CCACCACCACTCCTC-TTCT 912
arb_cdna ccrcm@mmnonncnwrx«(rumt 1381
.......
gunnisoniana_partial_trncrpt Tovmmmmmenn CAMGGTTTATTCCGAT -~ ~TCmm e v e e me e ATC-- 935
arb_cdna TGTGTTACTAGTCAGAATGATAATCTGATGAC TCCAGCAAAGGAAATCTA 1431
- LA I LA A - - - LR
gunnisonfana_partial_trncrpt  ceeeaee CTGEYGEAATCGAAATGL -« = = = = == e GATCGG--AGTGAGTA 967
arb_cdna («Y(AY(Y«YWYKMYTW(A«YMYCAWA 1481
gunnisontana_partial_trncrpt CATG- v auu CTTGLGTAT ~ ~CGGAG -« AGALALG =~ ~TCOLTC G- = = == 999
arb_cdna ﬂm(ﬂ«mwTWﬂmm«wm 1531
gunnisoniana_partial_trncrpt CCGTGrnsnnnnnns ATTTTG s s cmmmnn CTCACCAT-GACGACTCT 1027
arb_cdna KMTMWTAYCCTAAMAGCCAGKT(AKWA((TTT 1581
gunnisonfana_partial_trncrpt AATCGATTTAAGG-TTCTCCGGLGAT = = = v s CTCT-GAGGAAGAATCGAA 1070
arb_cdna KT -~ ACTAGAGGATTCACCACCAATACAGACACTAGAAGGAGAAGTGAA 1629
- - - BEE AAr A LR L - LR L LA AR “ans

Cizelge 4.10. BsSWI muhtemel kismi protein dizisi

XGGRIQVEDIESRTKSIESSDKVDREEFSEGRRVIMMKSRFFDSSSEIAGDLKSIRVV
MVSKITASDVSLRYPSMYSLRSHFDCSRMNRNKPLKKRSGGGLLPLFDESHVMVS
ELAGDLLYRRIAPHEVSMNRNSWSFWVSSASSRRNKMISQPAYNTRLGRAASPEG
KCWSELRSGEL

Cizelge 4.11. BhASWI muhtemel kismi protein dizisi

TEGKESSGVKEGGVCKEEIEKEDDDDDGNETEETKQIANEMTDGNRKRKLIESSTE
RLAQRAKVYDQKKENQIVVYKRRAEKKFIDRWSVDRYKLAERNMLKVMKEKNA
VFGNSILRSQLRSEARKLIGDTGLLDHMLKHMAGKVAPGGQDRFMRKHNADGA
MEYWLESSDLIHIRKEAGVEDPYWTPPPGE

50



BOLUM — 4 ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA Gozde NISLi

Cizelge 4.12. BgSWI muhtemel kismi protein dizisi

WNERISRAKIMSGTMFVKRNPIREISAGKNSSPSSSTVNVAVAHIRVGSYYEVDSSL
PQRSPENLKSIRVVMVSKITASDVSLRYPSMYSLRSHFDCSRMNRNKPLKKRSGGG
LLPLFDESHVMVSELAGDLLYRRIAPHEVSMNRNSWSFWVSSASSRRNKMISQPA
YNTRLGRAASPEGKCWSELRSGEMIKWGRRLRVQYKSRHIDCKKNTEGKESSGV
KEGGVCKEEIEKEDDDDDGNETEETKQIANEMTDGNRKRKLIESSTERLAQRAKYV
YDQKKENQIVVYKRRAEKKFIDRWSVDRYKLAERNMLKVMKEKNAVFGNSILRS
QLRSEARKLIGDTGLLDHMLKHMAGKVAPGGQDRFMRKHNADGAMEYWLESSD
LIHIRKEAGVEDPYWTPPPGWNLGQX

B. gunnisoniana, B. holboellii ve B. stricta tiirlerine ait muhtemel kismi protein
dizileri daha sonra AT5G51330 protein dizileri CLUSTALW2 programi ile hizalanmistir.
CLUSTALW?2 sonuglarina gore BgSWI, BhSWI ve BsSWI dizileri ile AT5G51330 dizileri
strastyla 50 — 405, 215 — 400, 60 — 187 amino asit araliginda hizanlmistir (Cizelge 4.14.).

Sonu¢ olarak AT5G51330 geni Arabidopsis bitkisinde mayoz oncesi S ve Gl
stireglerinde disi ve erkek mayositlerde ifade olmaktadir (Agashe ve ark., 2002; Mercier ve
ark., 2003). Boechera bitkisi ile yapilan bu ¢alisma ile elde edilen RT-PCR sonuglari
Arabidopsis bitkisine benzer sekilde mayoz oncesi ¢icek tomurcuklarinda ifade oldugunu
gostermektedir. Bu sonuglara gére ( BLAST, CLUSALW?2 ) B. stricta, B. holboelii ve B.
gunnisoniana tiirlerine ait gen¢ tomurcuk dokularinda AT5G51330 geni ifadesi

dogrulanmaistir.
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Cizelge 4.13. Boechera ortologlarina ait kismi muhtemel protein dizilerine ait BLASTP
sonucu a) BgSWI b) BhSWI ¢) BsSWI

b)

y " Reteviak
|, SYRSS L2 Dt A

~

9%

M SETT  protein SWITCHY (proten DYAD) [Arabidopsss thakana) »sp| QFGNS iR

AALTIEERL  DYAD [Arabidopss thaliana) >dbi|BABUS744.1| unnamed protein prod £ % 5% 00

BRI SWITCHL sphce vanant S [Arabidopsts thakana) b4 n 8% 46

17 020633541 hypathetical pratein ARALYDRAFT 495204 {Arabidopsss hyrata subsp. 54 536 wh w15

NE SLONEILE uncharactenzed protein [Arabidopsis thaiana] »qb|AED93191.1] une 14 1 R RS L) G M

WIS uncharactenzed proten [Arabidogsis thakana) >b{AEDSIIN0 | 4 141 % 23

SA9235  unnamed proten product [Arabedopsis thabana) 0} 11 % N

SEL0287408L1  hypothetical protin ARALYDRAFT 489223 [Arabidopss hyrata subsp. i W W b5

X8 SO28533541  predicted proten [Arabidopsis hyrata subsp. Wyrata] >bIEFHESSIA. R 1w 18% 130

AMBSTIL  ARSQ23610 [Arabidopss thalana) V7] ) % el

ATOGEL  AMSQ23610 [Arabidopss thatana] 2 n A% ey

MGSILL  peD-finger proten, putative [Arabudopsis thakana) LA 48 u% 05

NP DOTHLI  male mesotic MMD1 PHO-finger peotein [Arabidopsis thakana] 3sp(Q7 44 a4 ™ 308

NE S5 hypothetcal proten ARALYORAFT 894251 [Arbidopsis hrata subsp. 424 4 1 s

NP UPESEL  RING/FYVE/PHO 2nc finger-containing protein [Arabadopsis thakana) a4 44 15% i Ul

KORATEOSL P e famdy proten (Arabedopss lyrata subsp. hyata) >ob]EFHE 44 4 1% wis 9

X2.L0274056)  hypothetical protein ARALYORAFT 469076 [Arabidopss hrata subsp. B EY 19% LI

NP 1976181 RING/FYVE/PHO znc finger-containing protein [Arabidopsis thabiana)] pLN| . 14 0425

CACREEONL  mae steribty 1 proten [Arabidops:s thafana] >emb]CAC6664.1| ma Bl 384 1% 0.026

X0 008780100 kelch repeat-containing F+box famiy proten [Arabidopsss lyrata subs U2 2 A% M Gl
proten SWITCHI (proten DYAD) [Ar thakana) >sp|QAFGNG i

AATIRAL  OYAD [Arabidopsis thatana) >bi|BABOJ744.1 umamed proten proc 4 38 0 w0

ALDIDLL  SWITCHY 4pice vanant S [Arabudopsis thaliana) s ne 5% a4

A QURBESEEL hypothetical protein ARALYDRAFT_495204 [Arabidopsis lyrata subsp. P n i 204

SERUBHIEL uncharactenzed proten [Arabidopss thalana) >abIAED93191.1| unc E 1% 6 0

BAA572081  unnamed proten product (Arabidopss thakana) ph 1% wh 20

WAL uncharactenzed proten [Arabidopss thatana) >ab|AED93190.1] unc ] i o 3

U440 hypothetical protein ARALYDRAFT 489223 [Arabidopsis hyrata subsp. ) e o PR

AWIITSL  ARSQR2610 {Arabidopsss thakana) o) 12 un Ge-28

MADMIEL  At523610 (Arabidopss thakana) w m “s Jel8

AMGSIJ0LL  PHO-finger proton, putative [Arabidopsis thatana) 24 ol 5% 2005

NEANISLE  male melotic MMD1 PHD-finger proten {Arabidopsis thalana] 55p{Q7 &l 5 % ledh

AP DIBGRAEAL  hypothetical protein ARALYORAFT_§94251 [Arabidopsis yrata subsp, 03 s 2% (3

SEATMELL  RING/FYVE/PHO 2nc finqer-Conkaming proten [Arabidepss thakand] 420 a5 ™ 2e4s

XE DATELL  PHO figer famiy protn [Arabidopsis yrata subsp. lyrata] gh|EFHE 4 4854 " Sets

NEAREILY RING/FYVE/PHD znc finger- containing protein [Arabidopsis thakana) 4 w4 L 000

CACEHALL  male steriity 1 proten {Arabidopss thakina] Semb|CACE9664.1] ma B4 4 » 0002

M2 DTS hypothetical protein ARALYDRAFT 489076 [Arabidopsis lyrata subsp, 04 ] 2% 0082

A2 OATSIAL kelch repaat-containing F-box family protein (Arabidopsis lyrata subs VR | 2 @Y 045

IE QSIS hypothetical proten ARALYDRAFT_ 472912 [Arabidopsis hrata subsp. 185 243 e “ G

T A A T I M T~V R

LG e T U dmbads, Mo

WS SGHISI0  proten SWITCH) (protein DYAD) [Arabidopsis thatana] »5p| QIFGNR
KA DYAD [Arabidopsis thaliana) >abj|BAB09744.1| unnamed peotein prot

AALSZIAL  SWITCHY splice vaniant S [Arabidopsis thaliana]

JE DRSSSSAL  predicted protein [Arabidopsis yrata subsp. hyrata) >qb|EFH6SS13.1

58 005300024 uncharacterized protein [Arabidopsis thakana) >gb|AEE77635.1] unc

BARISILY ATSq62190/mmid_10 [Arabidopsis thalana)

CO2830341  ANA helicase [Arabidopsis thaana]

N2 2010351 DEAD-box ATP-dependent RINA helicase 7 [Arabidopsis thallana) 560

BSSE hypothetial protein At2017760 [empocted - Arabidopsis thakany

(LED0RSSEEE)  hypothatical protain ARALYDRAFT_495204 [Arabwdopsis lyrata subsp.

Haxsor
3

EEEEEBEREE]

5

%
281
w7

kY

e e

|

e
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Cizelge 4.14. BgSWI, BhSWI ve BsSWI muhtemel kismi protein dizisi ve AT5G51330
protein dizisinin CLUSTALW?2 sonucu a) BgSWI b) BhSWI c¢) BsSWI

a)

b)

)

arab
pgunniscniana_$

arab
pgunnisconiana_$

arab
pgunnisoniana_$

arab
pgunnisconiana_5

arab
pgunnisoniana_5

arab
pgunnisoniana_5

arab
pgunnisoniana_5

---------- MSSTMFVKRNPIRETTAGKISSPSSPTLNVAVAHIRAGSYYEIDASILPQ S0
WNERISRAKIMSGIMEVKRNPIREISAGKNSSPSSSTVNVAVAHIRVGSYYEVDSSILPQ 60

Ak hARRARRAARE s kAE AR AAh R hkRRAAAR AdkkkawshhRRk

RSPENLKSIRVVMVSKITASDVSLRYPSMFSLRSHFDYSRMNRNKPMKKRSGGGLLEVED
RSPENLKSIRVVMVSKITASDVSLRYPSMYSLRSHFDCSRMNRNKPLKKRSGGGLLPLEFD

xRk kAR AR AR AR AR ARk kR R Ak AR kR kR kR kAR Rk kR A AR

110
120

ESHVMASELAGDLLYRRIAPHELSMNRNSWGFWVSSSSRRNKFPRREVVSQPAYNTRLCR 170
ESHVMVSELAGDLLYRRIAPHEVSMNRNSWSEFWVSSASSR--~--RNKMISQPAYNTRLGR 176

FEEAR KA RK KRR AR E AR R R AR KR AR h K ForraEEARRARRR &
ARSPEGKCSSELKSGGMIKWGRRLRVQYQSRHIDTRKNKEGEESSRVKDEVYKEEEMEKE
AASPEGKCWSELRSGEMIKWGRRLRVQYKSRHIDCKKNTEGKESSGVKEGGVCKEEIEKE

Whhkkhkhhk hkd ok AhRRAk Ak ARk d ok Rk kR ke kkk dke sk dkkk

230
238

EDDDDGNEIGGTKQEAKE ITNGNRKRKLIESSTERLAQKAKVYDQKKETQIVVYKRKSER 290
DDDDDGNETEETKQIANEMIDGNRKRKLIESSTERLAQRAKVYDOKKENQIVVYKRRAEK 296

shkkkkAk LA AR EE SR RS SRS A AR R A A R AR SRRt NN A2 iRt R NS 2]

KFIDRWSVERYKLAERNMLKVMKEKNAVEGNSILRPELRSEARKLIGDTGLLDHLLKEMA 350
KFIDRWSVDRYKLAERNMLKVMKEKNAVEGNSILRSQLRSEARKLIGDTGLLDHMLKHMA 356

AL AAAL SRS AR AR SRR Attt iRttt PNl i il B At d)

GKVAPGGQDREMRKHNADGAME YWLESSDLIBIRKERGVKDPYWT PPPGWKLGDNPSQDP
GKVAPGGQDRFMRKHNADGAME YWLESSDLIHIRKEAGVEDPYWI PPPGWNLGQX -~~~

WER AN R AR NN R AN A TR AR RN R AR d ARk h s wr AR s b s

410

arab ELKSGGMIKWGRRLRVQYQSRHIDTRKNKEGEESSRVKDEVYKEEEMEKEEDDDDGNEIG 240
pholb 3 S e e e e e e TEGKESSGVKEGGVCKEEIEKEDDDDDGNETE 32
JRkakEk k. sk hhk kR ko kk
arab GTKQEAKEITNGNRKRKLIESSTERLAQKAKVYDOKKETQIVVYKRKSERKFIDRWSVER 300
pholb 3 ETKQIANEMTDGNRKRKLIESSTERLAQRAKVYDOKKENQIVVYKRRAEKKFIDRWSVDR 92
* ok w ’:i:*:**Qii****i*iiit**:*itit'***.iiiiﬁ**::*:iﬁi*****:i
arab YKLAERNMLKVMKEKNAVFGNSILRPELRSEARKLIGDTGLLDHLLKHMAGKVAPGGQDR 360
pholb 3 YKLAERNMLKVMKEKNAVFGNSILRSQLRSEARKLIGDTGLLDHMLKHMAGKVAPGGQDR 152
KhkkhRRR kA kA kR R h kR Rk ckhkh kR ddkhh Rk Rk kR kA k R
arab FMRKHNADGAME YWLESSDLIHIRKEAGVKDPYWI PPPGWKLGDNPSQDPVCAGEIRDIR 420
pholb 3 FMRKHNADGAMEYWLESSDLIHIRKEAGVEDPYWIPPPGE--———~—————————mmmeu 192
dhkk kR I h kR R R d Rk kR kR h s kR d ok k
arab VVMVSKITASDVSLRYPSMFSLRSHFDY SRMNRNKEPMKKRSGGGLLEVFDESHVMASELR 120 |

strictapartial 2

arab
strictaparcial 2

arab
strictapartial_ 2

VVMVSKITASDVSLRYPSMYSLRSHFDCSRMNRNKPLKKRSGGGLLPLFDESHVMVSELA 116

LA AAAA A AR AR A AR AR R R AR AR AR AR AR AR R AR SRR SR A AL DN AR

GDLLYRRIAPHELSMNRNSWGFWVSSSSRRNKFPRREVVSQPAYNTRLCRAASPEGKCSS 180
GDLLYRRIAPHEVSMNRNSWSFWVSSASSR~----RNKMISQPAYNTRLGRAASPEGKCWS 172

...'.“'i'.i:""ﬁli..i'-':. Ld '.: :'.'it".' AERR A A

.
.

ELKSGGMIKWGRRLRVQYQSRHIDTRKNKEGEESSRVKDEVYKEEEMEKEEDDDDGNEIG 240
179
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4.10. AT5G51330 Boechera Genomik DNA Dizi Analizleri

AT5G51330 geni ortologunun Boechera tiirlerinde (B. divaricarpa, B. stricta ve B.
gunnisoniana) karekterize edilmesi amaciyla A. thaliana referans alinarak dizayn edilen
primer ciftleri (Cizelge 3.6.) ile PCR yapilmistir. Buna gére, B. gunnisoniana tiirii genomik
DNA kaliplarindan 2338 bg., B. strictatiirii genomik DNA kaliplarindan 2998 b.c. , ve B.
divaricarpa tiirii genomik DNA kaliplarindan 2424 b.¢. PCR iiriinii elde edilmistir (Sekil
4.5,Sekil 4.7., Sekil 4.8.). Sonrasinda, PCR firiinleri jelden izole edilerek dizi analizine
gonderilmistir. Buradan elde edilen DNA dizileri Bio-Edit programiyla birlestirilmistir. Bu
dizilerin AT5G51330 geni genomik DNA dizisiile benzerligi Basic Local Search
Alignment Tool (BLAST) programi ile kanitlanmistir (Cizelge 4.8). Blast sonuglarina
gore, elde elden diziler AT5G51330 geni genomik dizisi ile B. stricta tiri %92, B.
gunnisoniana % 87 ve B. divaricarpa tiirii ise %86 oraninda benzerlik gostermekte ve
AT5G51330 geni genomik dizisinin sirasi ile %75, %91, %91’ ini kapsamaktadir ( Cizelge
4.9). Bununla birlikte BsSWI, BgSWI ve BASWI dizileri ile AT5G51330 genine ait diziler
arasinda sirastyla 58, 131 ve 156 bazlik bosluklar goézlenmistir. Bu tiirlere ait dizilerin
hepsi 0.0 E — value degeri vermistir. Bu parametreler Arabidopsis ve Boechera tiirleri

AT5G51330 dizileriarasindaki benzerligin oldukga yiiksek oranda oldugunu gostermistir.
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Cizelge 4. 15. Boechera DYAD geni genomik DNA dizisi blast analizi sonuglar1. a) B.
divaricarpa b) B. gunnisoniana c) B. stricta

Samence oot A a3

Brassica rapa subsp. pekinensis clone KBr010113, complete sequenc 00 8%
AFBE202L  Arabidopsis thaliana SWITCHI splice vaiant S (SWI1) mRNA, comple 748 2075 00 95%
NN 124512.2  Avabidopsis thalana SWI1 (SWITCHL); phospholipase C (SWL1) mRN, 112 2068 00 95%
AF4G61SIL  Arabidopsis thaiana DYAD (DYAD) mRNA, complete cds n 2068 00 95%
AFIEOLY  Arabidopsis thaliana SWITCHY splice variant L (SWI1) mRNA, partial 712 2068 00 95%
A1 00B6SE06.. Arabidopsis Iyrata subsp. Iyrata hypothetical protein, mRNA §18 1966 65% 00 96%

1364

Brassica rapa subsp. pekinensis clone KBrS010113, complete sequenc 43

Arabidopsts thaliana SWITCHI splice vanant § (SWI1) mRNA, comple 742

Arabidopsis thaliana SWI1 (SWITCH1); phospholipase C (SWIT) mRNy 724

Arabidopsis thaliana DYAD (DYAD) mRNA, complete cds piL]

Arabidopsis thaliana SWITCHI splice variant L (SWI1) mRNA, partial /7224
AM.002863808.0 Arabidopsis lyrata subsp, lyrata hypothetical protein, mRNA 38 1970 66% 00 95%
XM 0027228921 PREDICTED: Oryctolaqus cuniculus myelin transcription factor 1-lke 384 56,4 1% 2004 100%
KML0020741851 Arabidopsis lyrata subsp. lyrata hypothetical protein, mRNA 82 84,7 1% 0,003 100%
MM L4455 Arabidopsis thaliana unknown protain (AT3G45900) mRNA, complate 347 4.7 1% 0.003 96%
AKZ2ELALL  Arabidopsis thaliana mRNA for hypothetical protein, clone: RAFL14-§ 547 547 1% 0,003 96%
Q10147330 Arabidopsis thaliana At3g45900 mRNA, complete cdg FLN 547 1% 0,003 96%
BXE240860  Arabidopsis thaliana Full-length cONA Complete sequence from clone 247 54.7 1% 0.003 96%
ALL62459.2 Arabidopsis thaliana DNA chromosome 3, BAC clone F16L.2 42 547 1% 0.003 96%
NM 1223983 Arabidopsis thaliana unknown protein (AT5G24890) mRNA, complete 24 528 1% 0,010 100%
B10204250  Arabidopsis thaliana At5q24890 qene, complete cds %4 528 1% 0,010 100%
BT0237420  Arabidopsis thaliana At5q24890 gene, complete cds 8 528 1% 0.010 100%
ET003969.1 Arabidopsis thaliana clone RAFL15-46-E08 (R20871) unknown proteir 528 528 1% 0,010 100%
AYO88I750  Avabidopsis thaliana clone 42528 mRNA, complete sequence 524 2.8 1% 0,010 100%
ARORSZIEN  Arabidopsis Thaliana BAC F6A4, Chromosoma IV, near 60.5 cM, comp 228 52.8 1% 0.010 100%

Seqences producing significant allnments:

Arabidopsis thaliana qenomic ONA, chromogome 5, P1 clone:MFG13 1448
AC232576.1  Brassica rapa subsp. pekinensis clone KBrS010113, complate sequanc 872
() 1245122 Arabidopsis thaliana SWI1 (SWITCH1); phospholipase C (SWI1) mRN, 622
AFS661531  Arabidopsis thaliana DYAD (DYAD) mRNA, complete ¢ds 82
ARJ62002.1  Arabidopsis thaliana SWITCHI splice variant S (SWI1) mRNA, comple 622 1970 4% w175 | 95%
AF36200LL  Arabidopsis thallana SWITCH! splice vanant L (SWI1) mRNA, partial 62 a % 215 | 9%
XM 002663808.1 Arabidopsis Iyrata subsp. Iyrata hypothetical protein, mRNA 48 1997 46% 243 %%
HH
343
%3
6.5
HM
524

A2 52% 2175 95%
AR 52% 2175 95%

NN 1144584 Arabidopsis thallana unknown protein (AT3G45900) mRNA, complete 5.5 1% 0,001 7%
AKRZEI2LL  Arabidopsis thaliana mRNA for hypothetical protein, clone: RAFL14-5 5.5 1% 0.001 97%
10147531 Arabidopsis thaliana At3q45900 mRNA, complete cds 5.5 1% 0,001 97%
BX24066.1  Arabidopsis thaliana Full-lenqth cONA Complate sequence from clone 5.5 1% 0,001 97%
ALLG24S32  Arabidopsis thaliana ONA chromosome 3, BAC clone F16L2 565 1% 0,001 9%
A D02722852.1 PREDICTED: Oryctolaqus cuniculus myelin transcription factor 1-like 52.8 0% 0013 | 100%

| —
| — [ —
=g=8H

=
m
D

D  — {— [ —
B=58H6
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Cizelge 4.16. Boechera DYAD geni genomik DNA dizisi blast analizi sonuglari a)

B.divaricarpa b) B. gunnisoniana c) B. stricta

> dbs 1ano25e21 .1 0 | = D] Arabidopsis thaliana genomic DNA, chromoscome S, Pl clon
Length=48008
Scorxre = 2368 baicts (1282). Expect = 0.0
a Identities = 1978/2287 (87%), Gaps = 156/2287 (6%)
Strand=Plus/Plus
Query 196 AGTATCAGTAGCAGCAGCAAGAGCTGGCAATTI TGGGCCATGCGAAAATCCCCACAGGTCT 255
S ANALELLELUNLU RN AL Ve AR S S
Sbict 5476 AGTATCAGTAGCAGCAGCAAGAGCAGGCAATTGGGGCCATGCGAACATCCCCACAGGCCT SS3S
Quexry 256 GCAGATTCTGAAACCAGTGTTGCTTATAAGTGAAAGTGGTGATCGTTCTTGTTGATCATG 315
IIllllllIlllllllllllllll!ll N AN NN
Sbict 5536 GCAGATTCTIGAAACCAGTGTTIGCTTATTAGTGAAAGTGGTGATCTTTCTTGTTGATCATG S5595
Query 316 T - CTIGCAT T I TCTC TG T T T TGAGGTGACTCTGTGATTTGGTTTCCCTTGTTCACCT 374
N N O T O e e O e
Sbict 5596 CTTCCTTI—-CCTITTITITCTCTIGTTITTIGAGGTGACTCTGTGATTTGGTTACCCTTGTTCACCA S654
Query 375 CCT TCACT ICTCCTI TCTAGTGTCTCCATTIGTI TGGCGAATCCTCTAGTACCAAAGGTGTCG 434
N P BRE LR AR R Ry trintanna
Sbiyct S655 CCTTCACTTCTCCTTCTAGTGTICTIGTATTIGGTGGTGAATCCTCTAGTAGCAAAGGTGTCT 5714
Quexy 43S CTGATGAGTCTGGC T TTCGAGGAAAGT TCTCGTCCACTGT TTTCT TAAGCCATCCCAT! 94
e Do WY T T T W R 1111 IlIIIllIIIllIIllIIlIIIlIIIlIIIlIIIII
Sbice 5715 CTGTTIGAGTCTGGCTTITTITAGGATAGTTCTCGTCCACTGTTTTCTTAAGCCATCCCATGT S774
Quexry 495 T T CCTGCAATAT T TGCAT TCATAARARAACACAAATGTTTCATC ———ATTC-~ATTACCAGS 5SSO
N e ) Ny BB i e P e
Sbict 5775 CTITCCTIGCAATATTITIGCATTITATAGTAACACAAATGTTITCATCATTATTCGACTATCAGS S834
Query SS21 ARAAGTGG-CATCTAATAGAGACAGCGGAAAT ~GTTTGATCACACACGCTAAATGGACCCA 608
TEREENE B ER rRirrrneRs nirnnd AR SETNEE U3 KAy 5ol
Sbict 5835 AAAGTGGTC-TCTICATAGAGACAGAGGAAATCATTIT-ATCACATACGCTAAATGGGCCCA S892
Quexry €09 rrrrac&rcccarrcaarcccrr T-CTCCAAGGGAGTTTCCTAGTGACTACTTGATAGT 666
NN (NN [ S N S o N RO o N S O B A B B A
Sbiyct s893 rrrracnrao——rrcacr——Grrnrccrccaacccncrrrccrn-rsacrncrro—r—c— sS94a4
Query 667 T&CTAA&TCATAGC—AAATTTAGA&GK;LAAACAAAAAAA&GTAAAuuL;uAGCTAGAAC 725
i TRy rirtiritny 1
Sbyct 5945 —A-T—AGT--TA-C?AAA——T—CAAGA TTTACA-TTTTAAGT. aA-GG----G-r—---- S983
Query 163 AGTATCAGTAGCAGCAGCAAGAGCAGGCAAT T TGGGCCATGCGAAAATCCCCGCAGGT 222
|||||||||n|||||||||||||||||||||| T ITeTss T
sSb3ct 5476 AGTATCAGTAGCAGCAGCAAGAGCAGGCAATIGGGGCCATGCGAACATCCCCACAGGCCT SS5S3S
QuUexy 223 B A T A AR A G T O T T O T T AT ARG T AARACTGOTAATCOT TCT TOTTAATCATO 282
b O O e N O N N e T ey ]
sSesjct 5536 GCAGATICTIGAAACCAGTIGTTIGCTTATTAGTGAAAGT GGTGATCTTTCTTGTTG&TCATG 5595
Quexy 283 ST T T GCAT I I I TCICTOTTITAAGOTAACTCTIOTOATITGOTTITCCCTITOTTCACCT 342
[ B N N N
Sp3yce S596 ETTCETT-CCTITITeTeraTTTTGAGGTGACTCTGTGATTTGGTTACEETTGTTEAS ses4a
Quexy 3az2 ccx CACTTCTCCTTCTAGTGTCTCCATTGTTmmTCCTCTAGTACCmGGTGTCG 4021
R 100t PR iRt et sianns
sSbict S655 CETTCACTTETCeTTErAGTGTCTGTATTGOTGOTGAATCETCTAGTAGCAAAGGTGTCT 5714
Query 402 T AT A G T O T GG I T I C A GG AR A T T C T C O T CCCCTOT T TTCT TAAGCCATCCCATOT a6l
[ RN O
sSbict S715  CTeTTIGAGTETGGET I I TTAGGATAGTFCTEGTCEACTGT I T TCTITARGECATCCCATEGT 5774
Quexy 49462 cTrTCCT AR T AT T T GCAT TCATAAAAACACAAATGT T TCATC -~ ——ATTC—ATTA— cc»c s16
O R O JAiiT TR i enY Ay 1. 3e 1
Sb3ct STTS T CCTGCAATATIEGCAT T TATAGTAACACAAATGTTTCATCATTATTEGACTATE-—AG S833
Quexry 517 CAAAGTGG-CATCTAATAGAGACAGTGGAAAT ~GTTTGATCACACACGCTAAATGGACCS 274
[ e ST S B R A D T B B W BO N e T T O N R0 e WO
sSbiycc S834 CAAAGTGGTC-TCTICATAGAGACAGAGGAAATCATTT-ATCACATACGCTAAATGGGCCC S891
Quexry S7S AT T T TACATGGCAT TCAGTGCGT T~ T~CTCCAAGGGAGTTTCCTAGTGACTACTTGATAA 632
NN [ O O N A
sSbict S892 ATTTITACATGG——TICACT-—GITATCCTICCAAGGGAGTTTCCTA~TGACTACTTG~TGA S945
Quexry 633 T AC T AAA T CAT AGCAAAT T T AGAAGAT T T TACAT T T TAAGGTAATGGTT GCTAGARC €92
R0 Y 111 1 O e [
Se3ct S946 —TAGT-TA-C—-T-——AAA-—T-CAAGATTITITACATTITITAA-GTAA-GG————G—T————— s983
Quexry 693 TAGTAAGAAGAGTGTCAGTGT TTAGAAACTCAATCT ~GEGATATATATTACCTCCATTTT 751
] [N ] O R N
Spyct 984 T——T——————— GTGTC-—-TACTTGGAAACTCAATCTAGGGATATACA-TACCTCCATTTT 6031
Query 752 AR A A G G T C e G C A A T e A O G G G R AT IO G A T CI e o A — AR 810
11 R N O
L sbiyct 6032 ACGEAA-GETTITCTCECAATAATCACTAGETGETECTCAATTITGTATTTET T~ TTTCAGE 6089
Quexry T4z GAACCTCAATCT-GGGATATATATACCTCCATTITTACACAAGGTTTCTCCAATTATCACT 800
C) 1L ey e v reprnpnnpnnnnnl IIllII
Sbjct 5997 GAARCTCAATCTAGGGATATACATACCTCCAT T TTACGCAAGGTTTCTCCAATARATCAC! 6056
Query 801 AGCTGGTCCTCAATTTTGTATTTCTTCTTT-AGCAGATCAGCGTAGATTTCCTGAGATGA 859
Tl e rpernrpnnepnnnnnnnnnnnr 1l
Sbijct 6057 AGCTIGGTICCTICARAT T T TGTAT T TCT T T T TCAGCAGATCAGCGTAGATTTCCTARGE DD 6114
Quexry 860 AL TAGCAGAGATGTTCA ALAACGTAGCATALRACCAGTATCACAAGATAGAGAG—ATCTG Q16
11 T e e oo rpen 111
Sbict 6115 ARAGCAGCAGAGATGTTCACARR-GTAGCATAARACATTTTCACARGAGAGAG—GCCTCAG 8172
Query 917 TTACTGTTTCAAGCTCTTACCTTTGCTGGAGTCGTCAAATTATCATGGTCCACGTTCTGA 9786
11 e e e 1111 1 11 1iinnt
Sbijct 6173 CrATTGTITTTITCGAGCTCT TACCTTTGCTGGAGTCATCAGA— T T —A———T—CA——TTCTGA 6223
Quexry o977 CrTAGTARACACAAGANR T TTGGTGTAGTCACGATAATALGCTCCTCCTCTTCCTTCTTTGAC 1038
trrrrrennn e o rnnnnne rerne o nppnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnd
Sbijct e6224 CTAGTARCACARAGAATTAGGCGTAGTCATGATAACARAGCTCCTCCTCTTCCTTCTTTGAC &6283
Query 1037 GCCAGTTTCTCCAATTCTCTTCTCAAGACCAAGACAARACATGAATTACAAAATTGCTATA 1096
1L 1 el e 11 frrrrere 111
Sbijct 6284 CCAAGT I TCTI T CAAT TCTC T TCTCARGACCAAGACAGACATGAGT T ——ARRATTGCAATS €341
Quexry 1097 AGATALAC AL AGAG—TGATCATATAACCAATTCAATAAGT TAGTCTTCTACCTTTTCA 1153
L0 I R | L e rrrnernnnnnnnnnnd 1 Lorrrrnrrnrnnnnt
Sbict 6342 AGACAACTAARGGGAGATGATCGTATAACCAATTCAATAACT——T-—TTCTACCTTTTCA 6397
Query 1154 GGCTAGCTAATTCTTCTCTGATCTCACGGATTTCTCCGGCGCAGACAGGATCTTGAGTAG 1213
trrrrrnrnnnnnnnnnn el rreprepnnnnnnnne i nnnnnnnnnnnnn 1
Sbijct 6398 GGCTITAGCTAAT TC T TCTCTITGATGTCACGGATTTCTCCAGCGCAGACAGGATCTTGAGARG 6457
Quexry i23i4 GGTTGTCACCAAGCTTCCAACCAGGTGGAGGCGTCCAGTAAGGATCTTCAACTCCTGCTT i273
IIIIIIIlIlIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII trrrrrrnrnnnnnn reepnennnnd
Sbict &458 GGTTGTCACCAAGCT TCCARACCAGGTGGAGGAGTCCAGTARAGGATCTTTAACTCCTGCTT 6517
Query 1274 CTTTCCTTATGTGAATCAAATCAGAACTCTCCAACCAATACTCCATTGCCCCATCTGCAT 1333
trrrrrrrrrnrnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnl
Sbijct 6518 CrI T TCCTITATGTITGAATCAR A TCAGARCTCTCCARCCARATACTCCATTGCCCCATCTGCAT 6577
Quexry i334 TGIGCTTITTCTITCATALRACCTATCTTCACCTCCAGGAGCCACCTTACCTGCCATGTGCTTAR i393
trrrerrnrnn e et rnnnnennnnnnnne rrpnrrnrnnnnnd
Sbact 6578 TGTGCTTTCTCATAAACCTATCTTGACCTCCAGGAGCCACCTTACCAGCCATGTGCTTAR 6637
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Boechera ortologlarina ait genomik DNA dizilerinde agik okuma gergeveleri (ORF)
Arabidopsis thaliana AT5G51330 geni (http://www.arabidopsis.org/) refererans alinarak

algoritmalar1 farkli programlar kullanilarak gergeklestirilmistir.

Ik olarak, AT5G51330 genine ait referans genomik DNA dizileri FGENESH, Eukaryotic
GeneMark AUGUSTUS
(http://augustus.gobics.de/) programlarina yiikklenmis ve buradan elde edilen sonuglar

(http://opal.biology.gatech.edu/GeneMark/eukhmm.cqi),

TAIR (www.arabidopsis.org) verileri ile karsilastirnlmistir (Cizelge 4.17.). TAIR web
sayfasinda AT5G51330geni (NM_124512 ) i¢in uzunluklari siras1 ile 37 b.¢., 82 b.¢., 101
b.¢., 760 b.¢., 374 b.¢., 109 b.c., 84 b.¢ ve 444 b.¢. olan 7 ORF bildirilmistir.

Bu sonuglara gore, TAIR bilgileri ile en yakin bilgileri veren programin FGENESH
oldugu tespit edilmistir ( Cizelge 4.17.).

B. gunnisoniana, B. divaricarpa, B. holboellii ve B. stricta tiirlerigenomik DNA
dizileri FGENESH programi kullanilarak incelenmistir.

Elde edilen ekzon dizileri ve DYAD mRNA dizilerinin benzer oldugu BLAST
programinda tespit edilmistir (Cizelge 4.18) AT5G51330 genine ve Boechera ortologlarina
ait ekzon dizileri CLUSTALW?2 (http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/ ) programi

kullanilarak siralanmis (Cizelge 4.19.) ve dizilerin benzer oldugu tespit edilmstir.

Cizelge 4.17. AT5G51330 geni ekzon bolgelerine ait bilgilerin farkli programlardaki

sonuglari

TAIR FGENESH AUGUSTUS GENEMARKT
1 1-37 157 - 216 350 — 425 350 - 425
2 344 - 425 344 - 425 518 - 618 518 - 618
3 518 - 618 518 - 618 724 1433 724 - 1433
4 724 - 1433 724 — 1433 1521 - 1904 1521 - 1904
5 1521 - 1904 1521 - 1904 1994 — 2102 1991 - 2102
6 1994 - 2102 1994 -2102 2189 — 2272 2189 - 2272
7 2189 - 2272 2189- 2272 2517 — 2960 2517 -2960
8 2517 - 2960 2517 - 2960
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Cizelge 4.18. FGENESH programindan elde edilen Boechera tiirlerine ait DYAD ekzon
sekanslarina ait BLAST sonuglari. a) B. divaricarapa b) B. stricta c) B. gunnisoniana

significant
sl e = yaiue -

Arabidopsis thaliana SWI1 (SWITCH1); phospholipase C (SWI1) mRN) 1952 88% 0.0 93%
Arabidopsis thaliana DYAD (DYAD) mRNA, complete cds 1952 88% 0.0 93% m
Arabidopsis thaliana SWITCH1 splice vaniant S (SWI1) mRNA, comple 1852 88% 0.0 3% m
Arabidopsis thaliana SWITCH1 splice variant L (SWI1) mRNA, partial « 1852 88% 0.0 93% U G

1 Arabidopsis lyrata subsp. lyrata hypothetical protein, mRNA 1749 87% 0.0 90% E
Arabidopsis thaliana ch 5 ¢ ! sequence 1991 86% 2e-177 95%
Arabidopsis thaliana genomic DNA, chromosome 5, P1 clone:MFG13 1991 86% 2e-177 95% E
Brassica rapa subsp. pek clone KBr5010113, complete sequenc 203 828 51% 2e-138 85%

Description Query A ‘I % Uth

Arabidopsis thaliana SWI1 (SWITCH1); phospholipase C (SWI1) mRN 89% 0.0 89% U E G|
Arabidopsis thaliana DYAD (DYAD) mRNA, complete cds 89% 0.0 89% U G|
Arabidopsis thaliana SWITCH1 splice variant L (SWI1) mRNA, partial « 89% 0.0 89% U G|
Arabidopsis thaliana SWITCH1 splice variant S (SWI1) mRNA, comple 83% 0.0 89% m

1 Arabidopsis lyrata subsp. lyrata hypothetical protein, mRNA 79% 0.0 93% E
Arabid thaliana chr 5, comp sequence 85% 0.0 95%
Arabidopsis thaliana genomic DNA, chromosome 5, P1 clone:MFG13 85% 0.0 95% E
Brassica rapa subsp. pekinensis clone KBrS010113, complete sequenc 33% 7e-137 89%
Ar thaliana chr 3, compl sequence 2% Se-04 97%
Arabidopsis thaliana ecotype Landsberg erecta chromosome 3 genom 2% Se-04 97%
Ar thaliana unk 1 protein (AT3G45900) mRNA, complete 2% Se-04 97% Em
Arabidopsis thaliana mRNA for hypothetical protein, clone: RAFL14-5 2% Se-04 97% m
Arabidopsis thaliana At3g45900 mRNA, complete cds 2% Se-04 97% m
Arabidopsis thaliana Full-lenqth cDNA Complete sequence from clone 2% Se-04 97% U G}
Arabidopsis thaliana DNA chromosome 3, BAC clone F16L2 2% 5e-04 97% | E]

1 PREDICTED: Oryctolagus cuniculus myelin transcription factor 1-like 1% 0.007 100% m_

C) es producing
Accession Description Query A i ﬂ Links.

A Arabidopsis lyrata subsp. lyrata hypothetical protein, mRNA 78% Se-148 97%

Arabidopsis thaliana SWI1 (SWITCH1); phospholipase C (SWI11) mRNs 92% 2e-146 96% U E G|
Arabidopsis thaliana DYAD (DYAD) mRNA, complete cds 92% 2e-146 96% U G}
Arabidopsis thaliana SWITCH1 splice variant S (SWI1) mRNA, comple 92% 2e-146 96% m
Arabidopsis thaliana SWITCH1 splice variant L (SWI1) mRNA, partial « 92% 2e-146 96% U G|
Ar thaliana chr 5, complete sequence 7e-122 100%
Arabidopsis thaliana genomic DNA, chromosomae 5§, P1 clone:MFG13 7e-122 97% | E|
Brassica rapa subsp. pekinensis clone KBr5010113, complete sequenc 3e-76 90%

1 PREDICTED: Oryctolagus cuniculus myelin transcription factor 1-like l1e-04 100% |G M|

r thaliana chr 3, complete sequence 0.002 96%
hall ecotype Landsberq erecta chromosome 3 genon 0.002 96%

J Arabidopsis lyrata subsp. lyrata hypothetical protein, mRNA 0.002 100% |G
Arabidopsis thaliana unknown protein (AT3G45900) mRNA, complete 0.002 96% U E G|
Arabidopsis thaliana mRNA for hypothetical protein, clone: RAFL14-5 0.002 96% U G|
Arabidopsis thaliana At3g45900 mRNA, complete cds 0.002 96% U G|
Ar. hal Full-length cDNA Complete sequence from clone 0.002 96% m
Arabidopsis thaliana DNA chromosome 3, BAC clone F16L2 0.002 96% | E]
Arab thal unknown protein (ATS5G24890) mRNA, complete 0.006 100% U E G|
Arabidopsis thaliana At5q24890 qene, complete cds 0.006 100% U G}
Arabidopsis thaliana At5q24890 gene, complete cds 0.006 100%
Arabidopsis thalana clone RAFL15-46-E08 (R20871) unknown proteir 0.006 100%
Arabidopsis thaliana clone 42528 mRNA, complete sequence 0.006 100% m
Arabidopsis Thaliana BAC F6A4, Chr 1V, near 60.5 cM, comg 0.006 100%

Bu ¢alismalara gore BASWI 1596 b.¢ biiyiikliigiinde 6 (28 - 2325), BsSWI 1560 b.¢.
biytikligiinde 7 (707 — 2756), BgSWI 1488 b.¢ biiyiikligiinde 6 (88 - 2295) ve BhSWI1941
b.¢. biiylikliigiindeki 7 ekzona (31 - 2719 ) sahiptir (Cizelge 4.20.).

Blast sonuglarina gére BASWI, BsSWI ve BgSWI ekzon dizilerinin AT5G51330
mRNA dizisiyle sirasiyla % 93, %89, % 96 oranlarinda benzer oldugu tespit edilmistir
(Cizelge 4.18.).

Ayrica benzer sonuglar AT5G51330 ve BgSWI, BhSWI, BdSWI, BsSWI dizilerine ait
ekzon sekanslart CLUSTALW?2 programiyla hizalandiginda da elde edilmistir.
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Cizelge 4.19. BdSWI,

BhSWI, BgSWI,

CLUSTALW?2 sonuglari

BsSWI ve AT5G51330 ekzon sekanslarina ait

divaricarpa
holboel 111
unnisoniana

abidopsis
stricta

divaricarpa
holboelld
gunnisoniana
arabidopsis
stricta

divaricarpa
holboel 144
gunnisoniana
arabidopsis
stricta

divaricarpa
holboell41
gunnisoniana
arabidopsis
stricta

divaricarp
holbo
gunnisoniana
arabidopsis
stricta

divaricarp
holbo
qunnisoniana
arabidopsis
stricta

[divaricarpa
holboel 111
l[gurnnisontana
arabidopsis
stricta

ivaricarpl
Thoel iy
nnisontana

== =GTGAGCAAMATCACGGCGAGCGACGTGTCTCTCCGATACCCAAGCATGTACTCACTC
ATGGTGAGCAAAATCACGOC GAGCGACGTGTCTCTCCGATACCCAAGCATGTACTCACTC
= = «GTGAGCAAMATCACGGL GAGCGACGTGTCTCTCCGATACCCAAGCATGTACTCACTC
ATGGTGAGC AAAATCACGGCGAGTGACGTGTCTCTCCGGTACCCAAGCATGTTTTCACTC
ATGGTGAGCAAMATCACGGL GAGCGACGTGTCTCTCCGATACCCAAGCATGTACTCACTC

CRARARAARAN AR AR ARRER AANRRARCRRARAR AARRRRRRRREe. i

CGATCOGCATTTCGATTGCAGCAGGATGAACCGGAATAAACC TTTGAAGAAGAGGAGTGGT
COATCGCATTTCGATTGCAGCAGGATGAACCGGAATAAACC TTTGAAGAAGAGGAGTGGT

COATCGCATTTCGATTGCAGEAGGATGAACCAGAATAAACCTTTGAA

HEARARARNARRRRRRR SRR AACRARARAN RRERRREe e L

GOGTGGTCTTCTTCCTCTT T T TGACGAGAGCCATGTGATGGTTTCGGAGC TAGC TGGAGAT
GGTGGTCTTCTTCCTCTTTTTGACGAGAGCCATGTGATGGT TTCGGAGE TAGC TGGAGAT
GOGTGGTCTTCTTCCTCTTTITTGACGAGAGCCATGTGATGGTTTCGGAGC TAGC TGGAGAT
GOGTGGTCTTCTTCCTGTTTTCGACGAGAGTCATGTGATGGL TTCGGAGC TAGC TGGAGAC
GOGTGGTCTTCTTCCTCT T TT TGACGAGAGCCATGTGATGGTTTCGGAGE TAGC TGGAGAT

NEERRARRRARRREE SRR AREREREE SRR RRERRRRS ARRRRRRRERR R R R

TYTGCTTTACAGAAGAATCGCACCTCATGAAGTTTCTATGAACAGAAATTCGTGGAGTTTC
TTGCTTTACAGAAGAATCGCACCTCATGAAGTTTC TATGAACAGAAATTCGTGGAGTTTC
TTGCTTTACAGAAGAATCGCACCTCATGAAGTTTC TATGAACAGAAATTCGTGGAGTTTC
TTGCTTTACAGAAGAATCGCACCTCATGAACTTTC TATGAATAGAAATTCCTGGGGTTTC
TTGCTTTACAGAAGAATCGCACCTCATGAAGTTTCTATGAACAGAAATTCGTGGAGTTTC

MARARAAAARAAARARARRARERARARARAARRRRR SAARARARARR ARARRRAR AaE Anans

TCGOGTTTCTTCTGCTTCTTCTCOCAGGAACAA « = w w m w w e w e w w = = GATGATTTCTCAA
T

WRRER R HRAAR R R AR ARRRRR e

CCGOCOGTACAATACTAGGLTCTGTCGC GC GOGC TTCACCGGAGGGAAAAT e
CCGGCOGTACAATAC TAGGLC TCTGTCGC GCGGLTTCACCGGAGGGAAAATGT T = = = = e e
CCOGGLOGTACAATACTAGGLTC TGTCGCGC GG TTCACCGGAGGGAAAATGT T = = = = = = = =
CCOGGLOGTACAATACTCGTCTCTGTCGC G TGL TTCACCGGAGGGAAAGTGLTCGTCTGAG
CCGCCCYA(MYA(TAGGCW TGTCGCOGCGAGCTTCACC

AR ARAR R .. FHRARARNRAEE AR RArTRRERRARES e -

GTAC TGAGAGAC TCGC TCAGAGGGC
TGATGGAAATCGTAAGAGAAAGC TGATTGAATCCAGTAC TGAGAGAC TCGC TCAGAGAGGC

GAATCAAGTACT
= = ATCOTAAGAGAAAGC TGATTGAATCCAGTACT

TAAGGTTTATGATCAGAAGAAGGAAAATC AAATCGTCOOGTC TATAAGAGAAGAGC A
TAAGGTTTATGATCAGAAGAAGGAAAATC AAATCOGT - GGTC TATAAGAGAAGAGC AGAGA

AGAAATTCATTCGACAGATGATC TATTCGATAGGTACAAAC TAGC TGAGAGGAACATGTTAA

AS.:MT‘Y( ATTGACAGATGGTC TAGTTGATAGOGTACAAAC TAGC TGA

- RmmEsew W

AAGTGATGAAGGAGAAAAATGCAGTGTTTGGCAACTCCATACTCAGGTCACAGT TAAGGT
AAGTGATGAAGGAGAAAAATGCAGTGTTTGGCAACTCCATAC TCAGGTCACAGT TAAGGT

FRAERAREARRRRANS ASREAERAES SANAARRARRRRRRARRES A RERE Raae

CAGAAGC AAGGAAGCTOATCGOATGACACTGATC T T T TAGATCATATGC TTAAGCACAT GG
CAGAAGC AAGGAAGC TGATCGGTGACACTGOGTCTTTTAGATCATATGC TTAAGCACATGG

G
CAGAAGCAAGGAAGC TGAT TGGTGACACAGGTC TATTGGATCATC TGC TTAAGCACATGG
CAGAAGC AAGGAAGC TGATCGGTGACAC YGGTC TITTAGATCATATGC TTAAGCACATGG

CAGLTAAGGTGOC TCC TGGAGOGTCAAGAT AGGTTTATGAGAAAGC ACAATGCAGATGGAGG
CAGOGTAAGGTGOL TCC TGGAGGTC AAGATAGGT TTATGAGAAAGC AC AAT GCAGATGOGG
T 5

< AG&YWYG“ TCCTGOGAGGTGAAGATAGGT TTATGAGAAAGC AC AATGC AGATGGGG

ARAERARATARARRRS SRR ARARAAARR R AR RR AR R AR ARAR R AR AR

CAATGOGAGTATTGATTGOGAGAGTTC TGATTTGATTCACAT AAGGAAAGAAGC AGGAGT TG
CAATGGAGTATTGGTTGGAGAGTTCTGATTTGATTCACATAAGGAAAGAAGC AGGAGT TG
CAATGOGAGTATTGOGT TGGAGAGT TC TGATTTGAT TCACATAAGGAAAGAAGC AGGAGTTG
CAATGGAGTATTGAT TGGAGAGTTC TGATTTGATTCACATAAGGAAAGAAGC AGGAGTTA
CAATGOGAGTATTOGOGTTGOGAGAGTTCTGATTTGATTCACATAA TG

57
240
57
300
2061

117
300
117
360
321

177

TOGTTGGTCTGAG 546
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divaricarpa
holboellii
gunnisoniana
arabidopsis
stricta

divaricarpa
holboel141
gqunnisoniana
arabidopsis
stricta

divaricarpa
holboel111
gunnisoniana
arabidopsis
stricta

divaricarpa
holboell1i1
gunnisoniana
arabidopsis
stricra

AAGATCCTTACTGGACGCCTCCACCTGGTTGGAAGCTTGGTGACAACCCTACTCAAGATC
AAGATCCTTACTGGACGCCTCCACCTGGTTGGAAGCTTGGTGACAACCCTACTCAAGATC
AAGATCCTTACTGGACGCCTCCACCTGGTTGGAAGCTTGGTGACAACCCTACTCAAGATC
AAGATCCTTACTGGACTCCTCCACCTGGTTGGAAGCTTGGTGACAACCCTTCTCAAGATC
AAGATCCTTACTGGACGCCTCCACCTGGTTGGAAGCTTGGTGACAACCCTACTCAAGATC

eV R o R R e R R R e R R e e R e R e R e e

CTGTCTGCGCCGGAGAAATCCGTGAGATCAGAGAAGAATTAGC TAGCCTGAAAAGAGAAT
CTGTCTGCGCCGGAGAAATCCGTGAGATCAGAGAAGAATTAGC TAGCCTGAAAAGAGAAT
CTGTCTGCGCCGGAGAAATCCGTGAGATCAGAGAAGAATTAGC TAGCCTGAAAATAGAAT
CTGTCTGCGCTGGAGAAATCCGTGACATCAGAGAAGAATTAGC TAGCC TGAAAAGAGAAT
CTGTCTGCGCCGGAGAAATCCGTGAGATCAGAGAAGAATTAGC TAGCC TGAAAAGAGAAT

AANRARARRRE ARARARARRARARA ARARRARARARRRARRARARARRRARRAE HRARR

TGGAGAAACTGGCGTCAAAGAAGGAAGAGGAGGAGCTTGTTATCGTGACTACACCAAATT
TGGAGAAACTGGCGTCAAAGAAGGAAGAGGAGGAGCTTGTTATCGTGACTACACCAAATT
TGGAGAAACTGGCGTCAAAGAAGGAAGAGGAGGAGCTTGTTATCGTGACTACACCAAATT
TGAAGAAACTTGCGTCAAAGAAGGAAGAGGAGGAGCTTGTTATCATGACTACGCCTAATT
TGGAGAAACTGGCGTCAAAGAAGGAAGAGGAGGAGCTTATTATCGTGACTACACCAAATT

Wl WA AR AR R R R R R R R R R R R AR AR R R R R

CTTGTGTTACTAGTCAGAACGTGGACCATGATAATTTGACGACTCCAGCAAAGGAAATCT
CTTGTGTTACTAGTCAGAACGTGGACAATGATAATTTGACGACTCCAGCAAAGGAAATCT
CTTGTGTTACTAGTCAGAACGTGGACCATGATAATTTGACGACTCCAGCAAAGGAA = = = =
CTTGTGTTACTAGTCAGAA === == wwww TGATAATCTGATGACTCCAGCAAAGGAAATCT
CTTGTGTTACTAGTCAGAACGTGGACCATGATAATTTGACGACTCCAGCAAAGGAAATCT

W R S R WRRRRRE RR R R RRRRR R R R R R R

868
1213
937
1282
1243

928
1273
997
1342
1303

988

1333
1057
1402
1363

1048
1393
1113
1453
1423
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Cizelge 4.20. FGENESH programindan Boechera ve Arabidopsis thaliana tiirlerine ait
DYAD genine ait ekzon bilgileri a) B. holboelii b) B. gunnisoniana c) B. stricta d) B.

divaricarpa e) Arabidopsis thaliana

a) B cosf N cosi B cDsI i coso @ PolA " Tss
1 = : ] -3 S =) rd
1 R — | | BN | I = =]
L N " I " L i 1 A i 1 i 1 i i A L 1 1 1 i i 1 A 1 1 A a
31 S00 1000 1500 2000 2500 2719
1 - 1 CDps1 31 - sSo0o1 ae.14 21 sS01 471
1 - 2 CDsi 777 - 860 3.37 T - 86O aa
1 - 3 CDSi 247 - 1064 13 .58 947 - 1063 117
1 - 4 Cpsi 1158 - 1541 29 .03 1160 - 1540 3821
1 - s CDs4 1633 - 2333 s3.92 163S - 2333 G99
1 & Ccpsi Z244aa - 254a o.59 Zaaa —] 2542 o9
1 7 CpDs4A 2638 - 2719 10.%90 2639 - 2719 81
3 2 3 -3 5 =
b) A BB == | E=—=—areamm P IeE———
1" 1 1 1 1 1 1 L 1 1 1 1 1 1 1 1 1 i 1 1 1 ' J
88 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000 2295
1 - 1 CDSi 88 - 465 16.06 88 - 465 378
- S 2 Ccpsi 214 - 1031 12.14 214 - 1030 117
L = 3 CDSsi 1126 1357 12.33 1128 1355 228
i = 4 CDpsi 1390 -~ 1508 2.38 1391 - 1507 117
i - 5 CDSsi 1600 - 1908 14 .77 1602 -~ 1904 303
<)
S17 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000 2200 2400 2600 2756
1 PolA s17 -4 .85
a - 1 CDsl 707 - aso -1.02 707 - aso 14a
a - 2 Cpsi 37 - 10854 10.98 o237 - 1083 117
i 2 CDS4A 1147 1530 28 .60 1149 1S29 381
b 8 - a4 Cpsi 16222 - 1942 8.08 1624 - 1941 318
1 - s Cpsi 1990 -~ =23a7e 26 .14 1992 - 237a ae7
b 8 & Ccpsi 2489 - 2618 4 .55 249489 - 2617 129
b 7 cCcDst 2683 - 2756 2.93 2685 2756 72
o)
1 2 3 -3 S =
1 s —— = == = ==
28 200 300 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000 2325
1 - 1 Cpsl 28 - 498 34 .35 28 - 498 471
1 2 Ccpsi 775 8s8 4.08 775 8S8 84
2 - 3 Ccpsi 245 -~ 1062 i12.14 245 - 1061 117
1 - 4 Cpsi 1156 1539 29.03 1158 1538 381
b § S Cpsi 1631 - 1745 -5.41 1633 -~ 1743 111
b & - 6 CDsi 1902 - 2325 34 .76 1903 - 232S 423
€)
® cpsf M cosi A cDsl i cpSo @ PolA " TSS
1 2 3 6 8
1I|.|.|.|.|.|.|.|.I.|.1.|.|.|.|.|.|.|.l.|.|.|.|.|.|.|.|.1.I
157 500 1000 1500 2000 2500 2960
1+ 1 CDSi 157 - 216 4.18 157 - 216 60
1+ 2 CDsi 344 - 425 11.73 344 - 424 81
1+ 3 CDSi 518 - 618 9.91 520 - 618 99
1+ 4 CDSi 724 - 1433 53.00 724 - 1431 708
1+ 5 CDSi 1521 - 1904 33.36 1522 - 1902 381
1+ 6 CDSi 1994 - 2102 10.32 1995 - 2102 108
1+ 7 CDSi 2189 - 2272 5.92 2189 - 2272 84
1+ 8 CDSs1 2517 - 2960 30.30 2517 - 2960 444

Calismada daha sonra, FGENESH programindan elde edilen ORF dizileri
TRANSEQ (http://www.ebi.ac.uk/Tools/emboss/transeq/) programinda Boechera tiirlerine
ait muhtemel DYAD protein dizi bilgilerine ulasmak i¢in kullanilmistir.
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TRANSEQ sonuglar1 B. stricta tiiriinde 519 amino asid (a.a), B. gunnisoniana
tirlinde 496 a.a veB. divaricarpa tiirinde ise 531 a.a uzunlugunda AT5G51330 protein
dizisi olusturmustur (Cizelge 4.21.). Elde edilen protein bilgileri BLASTP programi ile
incelenmistir (Cizelge 4.22.).

BLASTP programindan edilen sonuglara gore BdSWI ve BgSWI protein
sekanslartyla AT5G51330 protein sekanslart arasinda % 100 oraninda benzerlik tespit
edilirken BsSWI dizisinde bu oranin % 96 oldugu goriilmiistiir.

Bunun yaninda BLAST sonuglarma gére BdSWI, BgSWI ve BsSWI protein
dizilerinin Arabidopsis lyrata, Populus trichocorpa, Ricinus communis, Vitis vinifera,
Oryza sativa gibi tiirlere ait protein dizileriyle de benzer bolgelere sahip oldugu tespit
edilmistir.

Bununla birlikte BdSWI, BsSWI ve BgSWI protein dizileri Zea mays tiiriinde
AT5G51330 homologu olarak tanimlanan (Pawlowski ve ark., 2008 ) AM1 ve At59g23610
protein sekanslartyla da benzerlik gostermistir. Ayrica Boechera ortologlart  ve
AT5G51330 protein dizileri CLUSTALW?2 programinda siralanmig ve blast sonuglari
teyid edilmstir ( Cizelge 4.23.).

AT5G51330 proteini disi ve erkek mayozu sirasinda kardes kromatid kohezyonu ve
mayotik kromozom organizsayonu ve mayotik rekombinasyonda gerekli olan daha once
tanimlanmamig bir protein kodlar. 639 amino asit olup nukleusta konumlanmistir.
Fosfolipaz C aktivitesine sahiptir. Posfolipaz C domaini 400 — 471 a.a bolgesinde, coiled —
coiled ( Ncoiled ) domain motif bdlgesi ise 400 — 471 pozisyonunda yer almaktadir. Bu
bolgeye ait sekanslarin Boechera ortologlarinda da bulundugu CLUSTALW2 sonucunda
da gozlenmistir (Cizelge 4.24). Ayrica Boechera tiirlerine ait muhtemel peptid dizileri
Myhits Motif SCAN programinda (http:/myhits.isb-sib.ch/cgibin/motif scan) incelenmis

ve hizalama (alignment ) sonuglari teyid edilmistir (Cizelge 4.25.).
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Cizelge 4.21. TRANSEQ BdSWI, BgSWI ve BgSWI protein dizileri

>B.stricta
MFVKRNRIREISAGKTLRHVIDCECFFFFGFVLPVAVAHIRVGSYYEVDSSILPQRSPEN
LKSIRVVMVSKITASDVSLRYPSMYSLRSHFDCSRMNQNKPLKKRSGGGLLPLFDESHVM
VSELAGDLLYRRIAPHEVSMNRNSWSFWVSSASSRRNKMISQPAYNTRLCRAASPEGKCW
SELRSGEMIKWGRRLRVQRLRVQYKSRHIDCKKNTEGKESSGVKEGGVCKEEIEEEDDDD
GNETEETKQIANEMTDGNRKRKLIESSTERLAQRAKVYDQKKENQIVVYKRRAEKKFIDR
WSVDRYKLAERNMLKVMKEKNAVFGNSILRSQLRSEARKLIGDTGLLDHMLKHMAGKVAP
GGEDRFMRKHNADGAMEYWLESSDLIHIRKEAGVEDPYWTPPPGWKLGDNPTQDPVCAGE
IREIREELASLKRELEKLASKKEEEELIIVTTPNSCVTSQNVDHDNLTTPAKEIYADLLK
KKYKIEDQLVIIGETLCKMEVYISQIEVLNTDTLLTSSS

>B.gunnisoniana

VSKITASDVSLRYPSMYSLRSHFDCSRMNRNKPLKKRSGGGLLPLFDESHVMVSELAGDL
LYRRIAPHEVSMNRNSWSFWVSSASSRRNKMISQPAYNTRLCRAASPEGKCCTRVGILIV
RDSEGKESSGVEEGGVCKEEIEEEDDDDDGNETEETKQIANEMTDGNRKRKLIESSTERL
AQRAKVYDQKKENQIVVYKRRAEKKFIDRWSVDRYKLAERNMLKVMKEKNAVYGNSILRS
|QLRSEARKLIGDTGKVAPGGQDRFMRKHNADGAMEYWLESSDLIHIRKEAGVEDPYWTPP
PGWKLGDNPTQDPVCAGEIREIREELASLKIELEKLASKKEEEELVIVTTPNSCVTSQNYV
DHDNL TTPAKEDMGWLKKTGDENFPRKPDSSATPLVLEDSPTMETLEGEVKEVNKGNQIT
ESPQNREKCKKHDQQERSPLSLISNTGFRICRPAGIFAWPKLPALAAATDTVLSNSNAKE
LASSPSHGPIYPSLCP

>B.divaricarpa
VSKITASDVSLRYPSMYSLRSHFDCSRMNRNKPLKKRSGGGLLPLFDESHVMVSELAGDL
LYRRIAPHEVSMNRNSWSFWVSSASSRRNKMISQPAYNTRLCRAASPEGKCWSELRSGEM
IKWGRRLRVQYKSRHIVERYGVLRDSLRGLRFMIRRRKIKSSVYKRRAEKKFIDRWSVDR
YKLAERNMLKVMKEKNAVFGNSILRSQLRSEARKLIGDTGLLDHMLKHMAGKVAPGGQDR
FMRKHNADGAMEYWLESSDLIHIRKEAGVEDPYWTPPPGWKLGDNPTQDPVCAGEIREIR
EELASLKRELEKLASKKEEEELVIVTTPNSCVTSQNVDHDNLTTPAKEIYADLLKKKYKI
EDQLVIIGETLCKMEEDMGWLKKTVDENFPRKPDSSATPLVLEDSPTMETLEGEVKEVNK
GNQITESPQNREKCKKHDQQERSPLSLISNTGFRICRPVGIFAWPKLPALAAATDTVLSN
SNAKELASSPSHGPIYPSLCPVKPLAAKRPLGLPFPFTDTPEEAPTNLFENI
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Cizelge 4.22. BASWI, BsSWI ve BgSWI ile AT5G51330 protein sekanslarinin benzerligini

gosteren BLASTP sonucu a) BgSWI b) BsSWI ¢) BdSWI

2)

Full:-#mtmn SWITCH 1 >ab|/

RAZZAR62.4
ARA22418.1

EECSR705.1

b)

NE z68732.2
QErGNa.L
AALLI220.1
XP_0Q2065034.4
XE 002303483,
XE_Q02510906.4

[SSPUFAR S |
EECZ5027.)
AAXSE331.1
NE_Q01030205.4
Cnl2as40.3

NE_001132330.1
XP_002326807.1
ARLS7210.1
CRI27623.3
X£.002510005.1
CANROZO2.4
XE_002260133.1
AQu2an1Z2.1
XP.Q02220401.1
2P _002466738.1

as
swi (swn'cm), phospholipase C [Arabidopsis thalianal >ab]AED9¢ 823 e79 100% 0.0
SWITCH1 splice vanant S [Arabidopsis thaliana] a2a 878 100% 0.0
hvpomoucal protein ARALYDRAFT_405204 [Arabidopsis lyrata subsp. 83 783 100% 0.0
protain [Populus trich pa) >qb|EEE7B464.1| pradicted | A7 423 23% 3¢90
:onurvcd hypothetical protein [Ricinus communis) >gb|EEF51588.1| 24 427 1% 2e:89
hy hetical protein VITISV_013005 [Vitis vinifera) 223 323 88% de-86
PREDICTED: hypothetical protein [Vitis vinifera) ueg 29 83% 6e-85
unnamed protein product [Vitis vinifera) 28 203 50% da-74
unnamed protein product [Vitis vinifera) a2 222 25% 10-55
predictad protein [Populus trichocarpa) >qb|EEE72406.1| predicted | pI 3 218 23% 10-53
Expressed protein [Oryza sativa Japonica Group) >ab|ABF97915.1 n 197 197 £9% 3e-48
050390650400 [Oryza sativa Japonica Group] >aqb|AAX95530.1] Exp 196 196 69% 6e-48
hypothetical protein 0sl_12821 [Oryza sativa Indica Group) >ab | EEE 196 196 69% 7e-40
meiosis protain, putative, expressed [Oryza sativa Japonica Group] 196 196 69% 7e-40
ameioticl [Zea mays] >qb|ABGS57250.1| ameiotic 1 [Zea mays] 93 195 96% 10-47
hypothaetical pratein VITISV_000769 [Vitis vinifera) 189 236 38% Ye-46
unnamed protein product [Vitis vinifera) g8 239 38% 2e.45
PREDICTED: hypothatical protein [Vitis vinifera] 188 234 38% 2e-45
hypothetical protein SORBIDRAFT_01g013215 [Sorghum bicolor] >gb 8z 229 77% do-45
conserved hypothetical protein [Ricinus communis] >qb |EEF44523.1| in2 256 0% le-43
unknown [Glycine max] A8 216 38% 20-42
pradi P [Populus trich ] >ab|EEF09004.1| predicted | 222 258 43% 3e-42
hypothatical protein SELMODRAFT_404503 [Selaginella moellendorffil 168 168 59% 2639
hypothetical protein SELMODRAFT_420056 [Selaginella moellendorffi 158 168 59% 3e-39
predicted protein [Populus tnichocarpal >ab|EEF00110.1| predicted | 166 21s 28% 7e-39
hypothetical protem LOC_0s12q42820 [Oryza sativa Japonica Group. isg 159 3% 1e-36
hypothetical protein 0s]_36921 [Oryza sativa Japonica Group] Asg 150 36% 20-30
hypothatical protein LOC_0s12q42820 [Oryza sativa Japonica Group, A% 156 27% 8e-36
hypothetical protein Osl_39173 [Oryza sativa Indica Group) 155 158 27% 1635
SWIL (SWITCH1); ct thal ] »qb|AEDO€ nos soo P6%
RecName: Full=Protein DYAD; AltName: FullsProtein SWITCH 1 >ab |/ 200 006 96%
SWITCH1 sphce vanant S [Arabidopsis thaliana) 220 720 03%
hypothetical protein ARALYDRAFT_495204 [Arabidopmis lyrata subsp, 462 663 6%
predictad protein [Populus trichocarpa) >qb|EEE78464.1| predicted | 413 413 89%
conservad hypothatical protein [Ricinus communis) >ab [EEFS1508.1 | LIS 411 0%
PREDIC'I’ED hypothaetical protein [Vitis vinifera) 22 329 B0%
al pt VITISV_ 013008 [Vitis vinifera) A5 225 9%
unnamed protein product [Vitis vinifera) ais ns 75%
hypothetical protein Osl_12021 [Oryza sativa Indica Group) >ab|EEE 20 230 06%
Expr d protein (Oryza sativa Japonica Group] »ablABF97915.1| n 220 230 8%
80300650400 [Oryza sativa Japonica Group] >ab | AAX95520.11 Exp 230 230 20%
d (Vitis ] 24 224 20%
amaiotic 1 (zu mav-) >QbABGS7250.1| amaeitotic 1 [Zea mays) a2 222 78%
preadicted protein [Populus trichocarpa)] >ab|EEE72406.1| predicted | 2 e 24%
protain, tat D d [Oryza sativa Japonica Group] 90 190 71%
unnamed protein product [Vitis vinifera) At 241 39%
conserved hypothatical protein [Ricinus communis) >ab |[BEF44523.1 | An2 262 1%
hypothetical protein VITISV_000769 [Vitis vinifera) pE.1.] 236 9%
PREDICTED: hypothatical protein [Vitis vinifera) pUv4 234 29%
unknown [Glycine max) 128 217 30%
[Populus ] >ab|EEF09004.1| predicted | 128 250 63%
hvpomucnl protein SORBIDRAFT_010013215 [Sorghum bicolor] »qb Azz 250 59%
pradicted p [Populus trich ] >qb|EEF00110.1] predicted | Az 219 42%
hypothetical protein LOC_0s12q42830 [Oryza sativa Japonica Group. 62 162 27%
hypothaetical protein Os)_36921 [Oryza sativa Japonica Group) 100 160 7%
hypothetical protein LOC_0812q42820 [Oryza sativa Japonica Group, A52 159 27%
hypothetical protein Osl_39173 [Oryza sativa Indica Group) 159 150 27%
hypothetical protein SELMODRAFT_420056 [Selaginella moellendorffii AsS 196 53%
hypothetical protein SELMODRAFT_404503 [Selaginella moellendorffu A%4 196 3%

SWIL (SWITCH1); cl thaliana] >qb|AED9¢
RecName: Full=Protein DYAD; AltName: Full=Protein SWITCH 1 >qb|/
SWITCH1 splice vanant S [Arabidopsis thaliana)
hypothetical protein ARALYDRAFT_495204 [Arabidopsis lyrata subsp.
predicted protein [Populus trichocarpa) >ab|EEE78464.1| predicted |
PREDICTED: hypothetical protein [Vitis vinifera)
conurv-d hvpothoucal protein [Ricinus communis] >qb |EEF51588.1|
P VITISV_013005 [Vitis vinifera)

XP 0028895541

unnamed protein product [Vitis vinifera]

unnamaed protain product [Vitis vinifera)

predicted protein [Populus trichocarpa)l >qb|EEE72406.1| predicted |

congervad h th 1 protein [Ricinus ¢ i8] >Qb|EEF44523.1|

hypothetical protein vrnsv 000769 [Vitis vinifera)

PREDICTED: hypothatical protein [Vitis vinifera)

unnamed protein product [Vitis vinifera)

Expressed protein [Oryza sativa Japonica Group) >ab|ABF97915.1| n

0$03q0650400 [Oryza sativa Japonica Group] >qb|AAX95530.1| Exp

hvootmucal protein Osl_12621 [Oryza sativa Indica Group] >qb|EEE
P , putative, d [Oryza sativa Japonica Group)

predicted protein [Populus trichocarpa] >ab|EEF09004.1| predicted |

unknown [Glycine max)

ameioticl [Zea mays] >qb|ABGS7250.1| ameiotic 1 [Zea mays)

P (Populus tr ] >ab|EEF00110.1| predictad |
hypothetical protein SORBIDRAFT_019013215 [Sorghum bicolor] »qb
hypothatical protein LOC_0812q42830 [Oryza sativa Japonica Group,
hypothetical protein Os)_36921 [Oryza sativa Japonica Group)
hvpomencal protein LOC_0812042820 [Oryza sativa Japonica Group.

RECL9705.1
XP Q029804292
XE_002962607.1

P P [Arab Iyrata subsp. lyrata) »gb|EFH65813.1
hypothetical protein Os1_39173 [Oryza sativa Indica Group]

hypothetical protein SELMODRAFT_420056 [Selaginella moellendorffii
hypothetical protein SELMODRAFT_404503 [Selaginella moellendorffii

BEEE

!
=

REEEEEEREE

150

127

100%
100%
100%
100%

25%
28%
27%

le-33
7e-32
2e-31
70-31

10-29

5e-29

Je-27
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Cizelge 4. 23. Arabidopsis ve Boechera tiirlerine ait DYAD protein sekanslarmin
benzerligini gosteren CLUSTALW?2 sonucu (Fosfolipaz C Domaini ve Domain motifine

ait bolgeler belirgindir.)

.gunniscniana IVVYKRRAEKKFIDRWSVDRYKLAERNMLKVMKEKNAVYGNSILRSQLRSERRKLIGDT- 253
.divaricarpa --VYKRRAEKKFIDRWSVDRYKLAERNMLKVMKEKNAVFGNSILRSQLRSEARKLIGDTG 220
rabidopsis IVVYKRKSERKFIDRWSVERYKLAERNMLKVMKEKNAVFGNSILRPELRSEARKLIGDIG 340
.stricta IVVYKRRAEKKFIDRWSVDRYKLAERNMLKVMKEKNAVFGNSILRSQLRSEARKLIGDIG 345

Fkkkos ok kkhkkhhkk o khkhhhhhhhhhhhdhhhhk o hhdhdd hkkdkhhhkkhhhik

.gqunnisoniana = ---------- GKVAPGGQDRFMRKHNADGAMEYWLESSDLIHIRKEAGVEDPYWIPPPGW 303
.divaricarpa LLDHMLKHMAGKVAPGGQDRFMRKHNADGAMEYWLESSDLIHIRKEAGVEDPYWIPPPGW 280
rabidopsis LLDHLLKHMAGKVAPGGQDRFMRKHNADGAMEYWLESSDLIHIRKEAGVKDPYWIPPPGW 400
.8tricta LLDHMLKHMAGKVAPGGEDRFMRKHNADGAMEYWLESSDLIHIRKEAGVEDPYWIPPPGW 405

Fhkkkkk o kkkkhkhkkhhhkhdhkhhhkhhhhhkdkhkhhk o hkhkkdddkis

.gunnisoniana KLGDNPTQDEVCAGEIRE IREELASLKIELEKLASKKEEEELVIVITPNSCVISQNVDHD 363
.divaricarpa KLGDNPTQDEVCAGE TREIREELASLKRE LEKLASKKEEEELVIVITENSCVISQNVDHD 340
rabidopsis KLGDNPSQDPVCAGI ENSCVTSQ---ND 457
.stricta KLGDNETQDPVCAGE IRE TRFF RS L RRE TR Ao RREEEE LT TV T TENSCVISQNVDHD 465
EEE S 23 e EEEE R R R T T : EE RS TR LS IS : RS RS S S H * s EE TR ST H *
.gunnisoniana NLTTEAK EDMGWLKKTGDENFPRKPDSSATEL 395
.divaricarpa NLTTPAKEIYADLLKKKYKIEDQLVI IGETLCKMEE DMGWLKKTVDENFPRKPDSSATEL 400
rabidopsis NIMTPAKE I YADLIKKKYKIEDQLVI IGETLRKMEE DMGWLKKTVDENYPKKPDSTETEL 517
.stricta NLTTBAKEIY~-——mmmmmmmmmmmmmmmm e ADLLKKKYKIEDQL - VI 491
EE T * H * - H

Cizelge 4.24 BASWI, BsSWI ve BgSWI protein sekanslarina ait domain bolgelerini gosteren
MOTIF SCAN verileri

a pri:NLS_89
) Status: ? Sipartice nuckoar
pos.: 281-295  jocalzation signal
raw-score = 3 profie.
N-score = 3.000 [ entry )
POEND L VYK~ - BENER E-value = 2.1€+04 [ graptecs ]
S anage T
L 3 » <
pri:PIPLC_X_DOMAIN
‘...I._- n A l.._l..,. o B e e e | Status: 2 rosphatyinceitol:

VEDPTWIPPPOah | odrpe ol -VOAGE 1RE IREELASUSELDA AWSSEEEEL 1 IVITINGDy  POS.: 394-479 SPROHC phosphobpase
raw-score = 386 X-box domain profide.
N-score = 7.267 [ entey )

e | e E-value = 1.1 [ graptscs 1
LaONVORONL T TISE 1 vaOLL
pri:NLS_BP

b) Status: 7 Bipartite nuchear

Pos.: 155-169  jocalzation sgnal

faw-score = 3 profie.

N-score = 3.000 { sotry )
e e e E-value = 2.1e+04 [ graohecs ]

A emage A

L3 L <
pef:PIPLC_X_DOMAIN
] l_! - A |__|___ Rt IS [ Ry | Status: 2 Phosphatdybnostol-
VEDPYWTPPPOW. | sorot el - VOAGE [RE [RETLASLIEL EMASIEEEE LV IVITINSOY POs.: 269-354 specic phospholipase
raw-score = 390 x-box domain profile,
N-score = 7.330 [ gntry )

<t e e na E-value = 0.99 { graghecs )
Lo0rWDRDNL TTPYE § YnOLL
match detail match score motif information

<) pefiNLS_BP
status: 2 Bipartite nuckear
pos.: 190-204  eakzation signal

raw-score =3 profie.
N-score = 3.000 [ entry ]
lm“m__m E-value = 2.1e+04 [ graphics ]
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MOTIF SCAN programindan elde edilen verilere gore BASWI, BsSWI ortologlarina
ait protein sekanslarmin iki muhtemel fonksiyonel bolge icerdigi ortaya cikarilmistir. Bu
bolgeler bir niiklear lokalizasyon sinyali ve Phosphatidylinositol-specific phospholipase X-
box domain bolgesidir. BgSWI proteinin ise niiklear lokalizasyon sinyal bolgesi igerdigi

ortaya ¢ikmistir.
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BOLUM 5
SONUCLAR VE ONERILER

Apomiksinin molekiiler biyolojisi hakkinda yeterli bilgi mevcut olmamasina ragmen
son c¢alismalar apomiksi ile seksiiel iiremenin benzer molekiiler siireglerle kontrol
edildigini isaret etmektedir (Tucker and Koltunow, 2009). Bu caligmalar, apomiksi
stireclerini kontrol eden genlerin belirlenmesi sayesinde apomiksinin kiiltiir bitkilerine
aktarilabilecegini gostermistir (d'Erfurth ve ark.., 2009; Koltunow ve Tucker, 2008; Ravi
ve ark., 2008). Seksiiel tiirlerde mutant hatlarla yapilan ¢alismalarla apomayoza benzer
sekilde diploid gametlerin olusumuna yol acan bazi genler tanimlanmistir (d'Erfurth ve
ark., 2008; Ravi ve ark., 2008; d'Erfurth ve ark., 2009;Pawlowski ve ark., 2009). Bu
genler; apomayoza benzer sekilde indirgenmemis diploid gametlerin olusumuna yol agtig1
bildirilen AT5G51330 geni (Ravi ve ark., 2008), misir bitkisinde mayoz bdliinmenin
baglatilmasindan sorumlu bir gen olan AMEIOTIC1 geni (Pawlowski ve ark., 2009),
apomayoza benzer sekilde disi ve erkek mayositlerin mayoz boliinme yerine mitoz
boliinme gecirdikleri ve sonucta fonksiyonel diploid gametleri olusturan OSD1, AtSPO11
ve AtREC8 genleridir (d’Erfurth ve ark.,, 2009). A. thaliana tiiriinde
DYAD/SWITCH1(SWI1) geni disi ve erkek mayotik hiicrelerde ifade olur ve kardes
kromatidlerin bir araya gelmesi ve sentromer organizasyonundan sorumludur (d'Erfurth ve
ark., 2009). Benzer sekilde OSD1 geni mayoz II gegisini kontrol ederken, ATSPO11
rekombinasyon ve eslesmede, ATRECS geni ise kromatid segregasyonunda rol almaktadir
(Chelysheva ve ark., 2005; d'Erfurth ve ark., 2009).

Brassicaceae ailesine dahil edilen, apomikt Boechera tiirleri bir¢ok molekiiler
aracin uygulanabildigi Arabidopsis bitkisiyle yakin akraba olmasi nedeniyle apomiksi
arastirmalarinda model organizma olarak tercih edilmektedir (Schranz ve ark., 2005;
Schranz ve ark., 2006). Bununla birlikte dogal apomikt tiirlerde apomiksi ile genlerin
ortaya ¢ikarilmasinda genetik haritalamaya dayali teknikler bu tiirlerde ilgili lokuslarin
etrafinda rekombinasyonun baskilanmasi nedeniyle verimli olmamistir (Spillane ve ark.,
2004, Spillane ve ark., 2001). Dogal apomikt Hieracium tiirlerinde delesyon haritalama
metodu ile apomayoz ve partenogenez ile iligkiliiki lokus tanimlanmistir (Catanach ve ark.,
2006). Benzer sekilde, bir Hieracium mutant hattinda apomayozun ortadan kalktigi
gosterilmis ama ilgili gen ya da genler heniiz belirlenememistir (Okada ve ark., 2007).
Fakat Hieracium tiirlerinde gametofitik apomiksinin bir tiirli olan apospori gézlenmektedir.
Apospori, Boechera tiirlerinde goriilen ve tarimsal 6nemli bitkilerde ifadesi arzulanan

diplospori ile farklilik gostermektedir. Ayrica, dogal apomikt yakin akrabalar ile
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melezleme caligmalar1 da beklenen sonucu vermemistir. Misirin yakin akrabasi apomikt
Tripsacum ile melezlemelerden elde edilen hibritlere ait tohumlarda embriyo ve
endosperm dokularinin yeterince gelismedigi ortaya ¢ikmustir (Leblanc ve ark., 2009).

Apomayoz siireci ile ilgili arastirmalar seksiiel tirlerde apomayozabenzer
fenotiplere yol acan mutant hatlarla yiiriitilmektedir. SWITCH1 (SWI1) ilk kez A. thaliana
bitkisinde izole edilmistir ve bu genin mayoz sirasinda kardes kromatidlerin bir araya
gelmesinden sorumlu oldugu (Mercier ve ark., 2001) ve mayotik S ve G1 siireglerinde
ifade oldugu bildirilmistir (Mercier ve ark., 2003). Bu ¢alismada seksiiel seksiiel B. stricta,
apomiktik B. gunnisoniana ve B. holboelii tiirlerine ait geng tomurcuklarda da AT5G51330
gen ifadesi tespit edilmistir. Fakat AT5G51330 geni sadece mayozun erken asamasindaki
hiicrelerde anlatim yaptifindan anlatim oldukga diisiik seviyededir. Bu bakimdan tam
uzunluktaki AT5G51330 cDNA dizisi elde edilememistir. Bu tiirlerde RT — PCR ile elde
edilen AT5G51330 genine ait diziler BLAST programindan elde dilen verilere gore
Arabidopsis AT5G51330 genine ait mRNA dizisi ile yiliksek benzerlik gostermistir
(B.holboellii %91, B.stricta %88, B.gunnisoniana %89). Bununla birlikte bu tiirlere ait
cicek, yaprak, siilik gibi vejatatif dokularda AT5G51330 gen ifadesi gozlenmemistir.
Arabidopsis thaliana tiiriinde ci¢cek dokularinda AT5G51330 geni ifade olurken yaprak
dokularindaki ifadesi bazal seviyede gozlenmistir (Agashe ve ark., 2002). Bu calisma ile
ilk kez apomikt tiirlerde AT5G51330 geni ifadesi arastirilmigtir.

Arabidopsis thaliana tiiriinde tanimlanan AT5G51330 proteininin kardes kromatid
kohezyonunda rol aldg1 gosterilmistir fakat bilinen proteinlerle ¢ok az veya hi¢ benzerlik
gostermemektedir (Agashe ve ark., 2002). Kohezin proteinleri, SC proteinleri ile birlikte
calisarak homolog kromozomlar arasinda lokalize olmakta ve kromozomlarin bir arada
tutulmasim1 ve sonrasinda salinmasini saglamaktadir. AT5G51330 geni genomik DNA
tizerinde 5. kromozomda 3006 baz giftlik bir bolgeden olugsmakta ve biri digerinden 57
aminoasit daha kisa protein olusturan iki transkripti vardir. Uzun transkript 1997 baz c¢ifti
uzunlugundadir ve 639 amino asit uzunlugunda protein dizisini kodlamaktadir. Bu dizi 639
aminoasitlik tam protein dizisinin 412 aminoasit uzunlugunda bir bolgesini kapsamaktadir.
BgSWI, BhSWI, BsSWI ve BdSWI protein dizileri elde edilmistir. Bu protein dizileri
niiklear lokalizasyon sinyal bolgeleri icermektedir. Proteinlerin niikleusta ulastirilmasi
oldukea segici bir islemdir ve proteinler son yapilarinda niikleusta birikmelerini saglayacak
sinyal bolgeleri icermelidir (Dingwall ve ark., 1986). MotifSCAN programi ile ortaya
konulan “bipartite nuclear localization signal” niiklear hedefleme sekansi, model olarak

gosterilen SV40 large T antigen proteininden elde edilen niiklear lokalizasyon sinyali
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modelininden farkli olarak bir konsensus motif olarak tanimlanmistir (Dingwall ve ark.,
1991). AT5G51330 proteini mayozun erken basamaklarinda niikleusta lokalize olmaktadir.
Seksiiel ve apomikt Boechera tiirlerinde bu bolgelerin varligi bu tiirlerde AT5G51330
ortologlarmin  AT5G51330 genine benzer sekilde niikleusta bulundugunu ortaya
koymaktadir. Niiklear lokalizasyon sinyalinin yan1 sira Boechera tiirlerine ait AT5G51330
ve AT5G51330 proteini ile benzer sekilde Phosphatidylinositol-specific phospholipase X-
box (PI-PLC) domain bdélgesi igermektedir. Bu bolgeler sinyal iletimi siireglerinde rol
almakta ve diizenleyici bazi proteinlerce kontrol edilmektedir (Rhee ve ark., 1992). Bu
sonuglar AT5G51330 geninin mayoz siirecinde sinyal iletimi yolu ile diger mayoz
stirecinde rol alan proteinleri  etkileyerek  fonksiyonunu  gergeklestirdigini
diisiindiirmektedir. Buna ragmen AT5G51330 geninin diger mayotik genler iizerine olasi
etkileri incelenmemistir.

Dyad genine benzer sekilde musir bitkisinde klonlanan AMEIOTIC 1 geni mayoz
bolinmenin baglatilmasindan sorumlu bir gen olarak tanimlanmistir (Pawlowski ve ark.,
2009). Bu gene ait ameioticl-1 (am1-1) mutant hatlarda erkek ve disi mayositler mayoz
boliinme yerine mitoz bdliinmeler gegirmektedir. Bu mutantlarda homolog kromozomlar
bir araya gelmemekte ve kardes kromatid kohezyonu gergeklesmemektedir. AM1 geninin
mayoz spesifik genlerin ifadesinin diizenlenmesi, mayotik kromozom yapisinin
olusturulmasi, mayoz spesifik telomer yapisinin meydana gelmesi, mayotik
rekombinasyon, homologlarin ¢iftlesmesi, sinaps olusumu gibi mayotik olaylarin
gerceklesmesinde gerekli oldugunu ortaya koymustur. Misir bitkisine ait bu gen sonug
olarak DYAD/SWITCH1 geni mutantlarinda goriilen mayoz yerine mitoz benzeri boliinme
ile benzer fenotipler gostermektedir. Ayrica, AMEIOTICI proteini DYAD/SWITCHI1 ile
%30 oraninda bolgesel bir benzerlik gostermektedir (Pawlowski ve ark., 2009). Boechera
tirlerinden elde edilen AT5G51330 protein dizileri de AMEIOTIC proteini ile benzerlik
gostermektedir.

Bu ¢alisma ile ilk kez seksiiel bir tiir olan Arabidopsis thaliana bitkisinde mutasyonu
apamayoza benzer fenotip gosterdigi tespit edilen dyad geninin dogal apomikt B.
gunnisonaia, B. divaricarpa ve seksiiel B. stricta tiirlerindeki karekterizasyonu yapilmis ve
B. gunnisoniana, B. stricta ve B. holboelii tiirlerindeki generatif ve vejatatif dokulardaki
ifadesi incelenmistir. AT5G51330 geniyle alakali apomikt tiirlerde daha ileri tekniklerle
yapilacak calismalar apomiksi siirecinin anlagilmasinda faydali olacaktir. AT5G51330 geni

gibi mayoz siiresince etkin rol oynayan diger genlerin apomikt tiirlerdeki iglevinin ve bu
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genlerin birbirleri ile etkilesiminin belirlenmesi apomiksinin anlagilmasi agisindan énem

teskil etmektedir.
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