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ÖZET 

APOMĠKT VE SEKSÜEL BOECHERA TÜRLERĠNDE SWI1/DYAD GENĠ VE 

ĠFADESĠNĠN MOLEKÜLER KARAKTERĠZASYONU 

                                                              Gözde NĠġLĠ 

Çanakkale Onsekiz Mart Üniversitesi 

Fen Bilimleri Enstitüsü 

Biyoloji Anabilim Dalı Yüksek Lisans Tezi 

DanıĢman: Doç. Dr. Kemal Melik TAġKIN 

15/07/2011, 76 

Bu çalıĢmada, apomikt (Boechera gunnisoniana, B. holboelii) ve seksüel (B. stricta) 

bitkilerinde SWI1/DYAD geni ortoloğu yapısı ve ifadesinin moleküler karakterizasyonu 

ortaya çıkarılmıĢtır. Boechera türlerine ait çiçek tomurcuklarından SWI1/DYAD cDNA‟sı 

RT-PCR aracılığı ile elde edilmiĢtir. Ayrıca B. gunnisoniana, B. stricta ve B. divaricarpa 

türlerinde SWITCH1/DYAD geni genomik DNA‟dan da çoğaltılmıĢtır. SWITCH1/DYAD 

geni ilk olarak bir model organizma olan Arabidopsis thaliana türünden izole edilmiĢ ve 

kardeĢ kromatid kohezyonu, mayotik kromozom organizasyonundan sorumlu bir gen 

olarak tanımlanmıĢtır. Ayrıca diploid gametlerin oluĢumuna yol açması sebebi ile apomiksi 

sürecinde etkili bir gen olduğu düĢünülmektedir. Apomiksi, bazı Angiosperm bitki 

türlerinde genetik olarak birbirinin aynı, anasal kopyalardan oluĢan nesillerin oluĢumuna 

yol açan eĢeysiz üreme biçimidir. Apomiksinin kültürbitkilerine aktarılması bitki 

yetiĢtiriciliğinde heterozigotluğun sabitlenmesi, hibrit özelliklerinin korunması ve 

hibritlerin nesiller boyunca çoğaltılabilmesine olanak tanıyacak olması nedeni ile gelecek 

vaat eden bir konudur. Apomiksi; yumurta hücresinin partenogenetik bir geliĢimle 

embriyoyu oluĢturması ve bunu takiben fonksiyonel bir endosperm geliĢimi ile ana bitkinin 

genotipini taĢıyan diploid bireylerin oluĢumudur. Apomiksinin altında yatan moleküler 

süreçlertam olarak bilinmiyor olsa da DYAD geni üzerinde yapılan çalıĢmalar bu gendeki 

mutasyonların apomiksinin önemli bir aĢaması olan apomayoza yol açabildiğini 

göstermiĢtir. Bu çalıĢma ile doğal apomikt bir tür olan B. gunnisoniana türünde elde edilen 

1243 b.ç, B. holboellii türünde elde edilen 650 bp. ve B. stricta türünden elde edilen 684 

bp. transkript Arabidopsis SWITCH1/DYAD geni ile yüksek oranda benzerlik 

göstermektedir.  

Anahtar sözcükler: Apomiksi, Apomayoz, SWITCH1, DYAD 

 

 



 

 

vii 
 

ABSTRACT 

MOLECULAR CHARACTERIZATION AND EXPRESSION PATTERNS OF 

SWI1/DYAD GENE IN APOMICTIC AND SEXUAL BOECHERA SPECIES 

 

Gözde NĠġLĠ 

Çanakkale Onsekiz Mart University 

Graduate School of Science and Engineering 

Chair for Biology Thesis of Master of Science 

Advisor: Assoc. Prof. Dr. Kemal Melik TAġKIN 

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 cDNA 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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                                                                 BÖLÜM 1 

GĠRĠġ 

Canlıların, soylarını devam ettirmek amacıyla kendilerine benzer yeni bireyler 

meydana getirmesine üreme denir. Üreme iĢlevi canlının evrimsel açıdan geliĢmiĢliğine 

bağlı olarak çeĢitlilik gösterir. Genel olarak bütün canlılarda seksüel ve aseksüel üreme 

olmak üzere iki tip üreme görülür.  

Aseksüel üremedebir canlı kendi baĢına yeni bir birey meydana getirir. OluĢan 

bireyler ata bireyin tıpatıp aynısı, klonudur. Çünkü yavru bir gametten köken 

almadanoluĢtuğu için ata bireyin genetik özelliklerinin kopyasınasahiptir. Bu süreçlerde 

bölünme, tomurcuklanma, sporlanma ve vejetatif üreme gibi çeĢitler vardır.   

1.1. Bitkilerde EĢeyli Üreme 

Seksüel üreme ise yavrular kalıtsal olarak farklı iki hücre yada çekirdeğin birleĢmesi 

ilemeydana gelir. Çoğunlukla geliĢmiĢ canlılara özgü olan bu üreme Ģeklinde, ana ve baba 

diye tanımlanan iki farklı ata vardır. Bu üreme Ģeklinde atalar öncelikle mayoz ile 

gametleri oluĢtururlar. Bunugametlerin birleĢmesi (döllenme) takip eder ve oluĢan yavrular 

genetik açıdanana veya babaya tam olarak benzemez. Çünkü gamet üretimisırasında 

meydana gelen mutasyonlar ve gen dizilimi farklı iki hücrenin birleĢmesinden oluĢan yeni 

varyasyon yavrularda çeĢitliliğe yol açar. 

Angiospermlerde seksüel üreme süreçleri ile ilgili moleküler düzeydeki çalıĢmalarda 

genellikle Arabidopsis thaliana kullanılmaktadır. Arabidopsis thaliana, Brassicaceae 

familyasında, ticari önemi olmayan bir bitkidir, fakat genetik çalıĢmaları için model bitki 

olarak seçilmiĢtir. 

DiĢi gametler embriyo kesesi veya megametofit olarak da bilinen ovaryum (diĢi 

gametofit) içerisinde ovüllerde geliĢir (Drews ve ark., 1998; Yadegari ve Drews; 2004). A. 

thaliana türünde, diĢi gametofit (embriyo kesesi) angiospermler arasında yaygın olarak 

görülen polygonum tiptedir (Reiser ve Fischer, 1993; Schneitz ve ark., 1997). Polygonum 

tipte, bir embriyo kesesi diĢi üreme organı (pistil) içerisinde nusellar dokulardan köken 

alan bir megaspor hücresinden mayoz sonucunda geliĢir. Mayoz tamamlandığında 

megaspor denilen dört hücreden ibaret tetrad oluĢturur. Her megaspor haploidtir (n). Kural 

olarak ovul içerisinde mikropile en yakın üç hücre dejenere olurken geride kalan hücre 

geniĢler ve birçok evre geçirerek olgun polygonum tip embriyo kesesini oluĢturur 

(Yadegari ve Drews, 2004; Drews ve ark., 1998; Russell, 1993). Bu evreler üç mitotik 

bölünme sonunda 8 hücreli embriyo kesesi oluĢumu, nukleusların göçü ve bunların 
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etrafında hücre duvarı oluĢumunu kapsar. Bu sürecin sonunda yumurta hücresi 

(n:1maternal:1m) ve iki sinerjit hücre, embriyo kesesinin mikropiler ucunda konumlanır. 

Merkeze doğru göç eden hücrelerden ikisi, merkezi hücre (2n:1m + 1m:2m), embriyo 

kesesinin mikropiler ucunun zıt yönünde konumlanan üç hücre de antipodal hücreler 

olarak adlandırılır (Robinson-Beers ve ark., 1992; Baker ve ark., 1996; Drews ve ark., 

1998; Schneitz, 1999; Yadegari ve Drews, 2004).       

 

ġekil 1.1. DiĢi Gametofit GeliĢimi(Yadegari ve Drews, 2004‟ ten uyarlanmıĢtır). 

Erkek gametofit ise anter adı verilen organlarda bir vejetatif hücre ve iki sperm 

taĢıyan polen tanesinden(n:1paternal: 1p) ibarettir (McCormick, 1993). Anter genellikle 

polen kesesi denilen 4 uzamıĢ lobtan oluĢur. Anterin erken geliĢim evresinde her polen, 

mikrosporosit denilen hücrelerden meydana gelir. Her mikrosporosit, 4 haploid (n) 

mikrospor oluĢturmak üzere mayoz geçirir. Her mikrospora ait nucleus da iki hücreli polen 

tanesi oluĢturmak için mitoz geçirir (Mascarenhas, 1989; Bedinger, 1992). Bunlardan biri 

vejatatif, diğeri ise daha küçük olan generatif hücreyi oluĢturur. 

Polen tanesinin çimlenmesiyle stigma ve stilüse doğru ilerleyen ve ovaryuma ulaĢan 

polen tüpü meydana gelir (Mascarenhas, 1989). Bu sayede spermler (n:1p) embriyo 

kesesine taĢınmaktadır. Polen tüpü geliĢtiğinde, iki hücreli sperm hücresi oluĢturmak üzere 

generatif hücre mitoz geçirir.  

Bu süreçlerin sonunda polen tüpü ile embriyo kesesine ulaĢan sperm hücrelerinden 

biri yumurta hücresini diğeri ise merkezi hücrelerle birleĢir (Drews ve ark., 1998). Sonuçta 

bir diploid zigot (2n:1m + 1p) ve triploid endosperm dokusu (3n:2m + 1p ) oluĢur 

(Schneitz ve ark., 1995). Hem sperm hem yumurta hücresinin taĢıdığı farklı genomlar, 

rekombinasyonlar sayesinde yeni fenotip ve genotipe sahip bitki döllerinin  oluĢmasını 

sağlar (Grimanelli ve ark., 2003). Çift döllenme olarak isimlendirilen bu mekanizma ilk 

kez birbirinden bağımsız olarak 1898‟ de Sergius Nawashin ve 1899‟ da Lion Quinard 
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tarafından keĢfedilmiĢtir (Dumas, 1984). Endospermde görülen 2m:1p oranı tohum 

geliĢimi için son derece önemlidir. Bu oranın her iki yönde de bozulması embriyoların 

geliĢimini engellemekte ve tohum kayıplarına sebep olmaktadır (Nowack ve ark., 2006). 

1.2. Mayoz 

Mitozda, herhangi bir homolog kromozom çiftinin anadan ya da babadan gelen her 

üyesinin, bölünme sırasında bağımsız olarak davrandığı görülür. Bunun tersine, mayozda 

eĢleĢmiĢ olan homolog kromozomlar sinaps olarak adlandırılan yapılar oluĢtururlar. Her 

bir sinaps oluĢturan yapı bivalent olarak bilinir ve dört kromatitten oluĢan bir birim 

oluĢturur. Dört kromatitin varlığı, her iki kromozomun da kendini eĢlediğini gösterir. 

Haploid duruma gelmek için iki bölünme gereklidir. Ġndirgeyici bölünme (her biri bir 

kromozomu temsil eden sentromerlerin sayısı, bu bölünmeden sonra yarıya inmektedir) 

olarak tanımlanan mayoz I‟ de, iki homologtan oluĢan her tetratın bileĢenleri ayrılarak iki 

adet diyat oluĢtururlar. Her diyat ise, ortak bir sentromer ile bağlanmıĢ iki kardeĢ 

kromatitten meydana gelmiĢtir. EĢitleyici olarak tanımlanan mayoz II sırasında (çünkü bu 

bölünmeden sonra sentromer sayısı aynı kalır), her diyat, her birinde bir kromozom olan 

iki monada ayrılır. Böylece iki bölünme, dört haploid hücre oluĢturur 

Mayozun baĢlangıç evresi profaz I‟ i üç olay belirler. Birincisi; mitozda olduğu gibi, 

interfazdaki kromatin, görülebilen kromozomlar halinden kalınlaĢır. Ġkincisi, mitozdan 

farklı olarak her bir homolog kromozom çiftinin üyeleri, snapsa giderler. Üçüncüsü; snaps 

halindeki kromozomlar arasında gerçekleĢen bir değiĢ – tokuĢ olayı olan krosoverın 

olmasıdır. Mayozun bu aĢaması beĢ evreye bölünmüĢtür: leptoten, zigoten, pakiten, 

diploten ve diyakinez. Leptoten evresinde, interfaz kromatin materyali yoğunlaĢmaya 

baĢlar ve kromozomlar görünür hale gelirler. Her bir kromozom boyunca yer alan 

kronomerler, bir ip üzerine dizilmiĢ boncuklara benzeyen yoğunlaĢmıĢ bölgelerdir. Zigoten 

evresinde, kromozomlar kısalmaya ve kalınlaĢmaya devam eder. Homoloji araması olayı 

sırasında homolog krompozomlar birbirleri karĢısında dizilmeye baĢlarlar. Kaba eĢleĢme 

adı verilen bu durum zigotenin sonunda kadar devam eder. EĢleĢmenin sonuna doğru 

lateral elementler olarak biline yapılar eĢleĢmiĢ homologlar arasında görülebilir. Mayoz 

ilerledikçe lateral elementlerin uzunluğu artar ve sinaptonemal kompleks adı verilen ve 

hücrenin ince yapısına ait yapısal bir bileĢen, homologlar arasında oluĢmaya baĢlar. 

Zigoten biterken, eĢleĢmiĢ homologlar bivalent Ģeklini alırlar. Pakiten aĢamasında, 

kromozomların katlanması ve kısalması devam eder ve her bivalentin iki üyesi arasında, 

sinaptonemal kompleksin daha ileri geliĢimi gerçekleĢir. Bu, snaps olarak bilinen daha 

yakın bir eĢleĢmeye yol açar. Her bivalent dört üyeli kromatit içerir ve bunlara kardeĢ 
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kromatit denir. Bu yapıya tetrat denir ve iki çift kardeĢ kromatit içerir. Bu süreçlerde dört 

alt üniteden oluĢan kohezin protein kompleksi homologların bir arada tutulmasında rol 

almaktadır. Bunu izleyen diploten evresinde, her tetratın içindeki kardeĢ kromatit çiftleri 

ayrılmaya baĢlar. Bununla birlikte kromatitlerin arasında birbirine temas eden bir ya da 

daha fazla bölge kalmıĢtır. Kiyazma adı verilen bu bölgelerin, krosover yoluyla, kardeĢ 

olmayan kromatitler arasındaki genetik değiĢ – tokuĢ noktalarını temsil ettiği düĢünülür. 

Genetik materyalin yeni kombinasyonları bu olay sayesinde gerçekleĢir. Diyakinez 

aĢamasında, kromozomlar birbirinden ayrılır fakat kardeĢ olmayan kromatitler, kiyazmalar 

aracılığı ile birbirlerine gevĢek olarak bağlı kalır. Ayrılma ilerledikçe kiyazmalar tetratın 

uçlarına doğru hareket eder. Sonlanma (terminalizasyon) olarak bilinen bu olay, diyakinez 

sonunda tamamlanır. Profaz I„in bu son döneminde, çekirdekçik ve çekirdek zarı bozulur 

ve her tetrattaki iki sentromer, yeni oluĢmuĢ iğ ipliklerine tutunur. Profaz I‟ in bitimine 

kadar, her tetratın yapısında bulunan sentromerler, hücrenin ekvatoral düzleminden yer 

alır. Arabidopsis thaliana bitkisinde, metafaz I aĢamasında beĢ bivalent halinde organize 

olmuĢ homologlar metafaz tablasında dizilir. Anafaz I aĢamasında kiyazmalar açılır ve 

homolog kromozomlar birbirinden ayrılır. 

Ġkinci mayotik bölünme kromozomları kardeĢ kromatidler halinde ayırır ve haploid 

gametleri oluĢturur. DiĢi gametlerin sonrasında erkek gametlerle döllenmesi ile diploid 

durum geri kazanılmıĢ olur (Hamant ve ark., 2006). 

Bunun yanında angiospermelerin bir kısmın da ise aseksüel bir üreme Ģekli olan 

apomiksi görülmektedir.  

1.3. Apomiksi 

Apomikside diğer aseksüel üreme Ģekillerinden farklı olarak bitki tohum 

oluĢturabilmektedir. Buna karĢın tohumlar döllenme olmaksızın meydana geldiği için 

oluĢan yeni bireyler ana bitki ile genetik olarak özdeĢtir. Apomiksi, ilk kez 1841 yılında J. 

Smith tarafından Alchornea (Euphorbiaceae) bitkisinde tanımlanmıĢtır (Asker ve Jerling, 

1992). Günümüze kadar 400‟den fazla angiosperm türü ve 40‟dan fazla familyanın 

apomikt olarak ürediği bildirilmiĢtir (Carman, 1997). Bunlardan en yaygın olanları 

Gramineae, Compositae, Rosaceae ve Rutaceae familyalarıdır (Luo ve ark., 1999; 

Koltunow ve ark., 1995). Apomiksi ya da aseksüel tohum üretimi maternal klon döllerin 

oluĢumu ile sonuçlanır (Koultunow ve ark., 2003, Bicknell ve ark., 2004).Bu güne kadar 

çalıĢılan apomikt bitkilerde sporofitik (adventif embriyoni) ve gametofitik apomiksi olmak 

üzere iki farklı mekanizma tanımlanmıĢtır (Asker ve Jerling, 1992; Koltunow ve ark., 

1995). Sporofitik apomikside adventif emriyolar, ovül geliĢiminin geç safhalarındaki olgun 



BÖLÜM – 1 GĠRĠġ                                                                                        Gözde NĠġLĠ 
 

5 
 

ovüllerin nusellar ya da integüment dokularından farklılaĢırlar. Adventif embriyoni, Citrus 

türleri baĢta olmak üzere Buxaceae, Cactaceae, Euphorbiceae, Myrtaceae ve Ochidaceae 

familyalarında da görülmektedir (Gustafson, 1946-47). Gametofitik apomiksi ise ovül 

geliĢiminin erken safhalarında baĢlar. Diplospori ve apospori olmak üzere iki tip 

gametofitik apomiksi tanımlanmıĢtır. Her iki tipte de embriyolar mayoz geçirmemiĢ bir 

megagametofitden meydana gelmesine karĢın, diplosporide embriyolar megaspor ana 

hücresi (MAH) farklılaĢtığı anda meydana gelirken, aposporide MAH farklılaĢtıktan sonra 

oluĢurlar (Koltunow, 1993; Savidan, 2000; Grimanelli, 2001).Apomikt bitkilerde meydana 

gelen embriyo kesesi, mayoz olmaksızın meydana geldiği için kromozom sayısı yarıya 

indirgenmez. Sonuçta diploid (2n: 2m)  bir yumurta hücresi ve tetraploid (2n+2n: 4n: 4m) 

bir merkezi hücre içeren embriyo kesesi meydana gelir. Tohum geliĢimi baĢladığında, 

yumurta hücresi döllenme olmaksızın mitotik bölünmeler geçirmeye baĢlar ve seksüel 

yollarla meydana gelen embriyoların geliĢim aĢamalarını geçirerek bir embriyo meydana 

getirir. Partenogenetik olarak geliĢen bu embriyolara, polenden bir gen aktarımı söz 

konusu olmadığı için tohumlar ana bitki ile genetik olarak özdeĢtir (Koltunow, 1993). 

Endosperm ise otonom apomikt türlerde (Taraxacum officinale, Hieracium piloselloides) 

döllenme olmaksızın merkezi hücrelerden geliĢir. Buna karĢın pseudogamik apomikt 

olarak adlandırılan türlerde (Rubus armeniacus ve Tripsacum dactyloides)endosperm için 

döllenme Ģarttır. Bu bitkilerde merkezi hücre 4m olduğu için döllenme sonucunda eğer 

sperm hücresi haploid ise ebeveyn genom oranları 4m:1p olacaktır. Buna karĢın genomlar 

arasındaki 2m:1p oranından sapmalar tohum ve embriyo geliĢimini olumsuz etkilediği için 

kayıplara sebep olurken pseudogamik apomikt türler bu endosperm problemini çözmek 

için farklı mekanizmalar geliĢtirmiĢlerdir (Taskin ve ark., 2009). 

Ticari öneme sahip tarım bitkileri ve tohum üretimi alanlarında bu yönüyle 

apomiksiye olan ilgi son yıllarda oldukça artmıĢtır. Seksüel bitkilere apomiksi 

özelliklerinin kazandırılması ile istenilen herhangi bir genotip ne kadar karmaĢık olursa 

olsun tohumlarda nesiller boyunca sabitlenebilir (Spillane ve ark., 2001, 2004). 

Apomiksinin bu türlere kazandırılmasını amaçlayan çalıĢmalar baĢarısız olmuĢtur 

(Spillance ve ark., 2001, Savidan ve ark., 2001, Ozias-Akins ve ark., 2007). Bu özellik 

ticari öneme sahip bitkilerle apomikt akrabaların melezlenmesi ile kazandırılmaya 

çalıĢılmıĢtır. Bu giriĢimler apomiksi kalıtımı ile ilgili bilgiler sağlamıĢ olmasına rağmen 

arzu edilen sonuca ulaĢılamamıĢtır (Savidan ve ark., 2001). Poa pratensis bitkisinde 

genetik lokusların sayısı belirlenmiĢtir (Matzk ve ark., 2005). Hieracium caespitosum 

türünde yapılan delesyon mutasyon analiz çalıĢmalarına bağlı olarak apomiksinin birbirine 
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bağlı olmayan iki lokus tarafından kontrol edildiği gösterilmiĢtir. Bu lokuslardan biri 

apospor oluĢumunu diğeri ise partenogenezi kontrol etmektedir (Catanch ve ark., 2006). 

Çok sayıda türde yapılan apomiksi haritalama çalıĢmaları, apomikisiyi kontrol eden 

bölgelerin rekombinasyon için baskılandığı konusunda birleĢmiĢtir (Ozias-Akins ve ark., 

2007). Apomikside gerekli olan genlerin birlikte ve bağlı olarak kalıtılması gerekmektedir. 

Apomiksi kontrol eden özel genlerin tanımlanmasına yönelik giriĢimlerde kullanılan 

standart rekombinasyona dayalı haritalama yaklaĢımları bu engelle yüz yüze gelmiĢ ve tek 

bir bölgedeki bir çok gen tarafından apomiksiyi kontrol edildiği düĢünülmüĢtür (Ozias-

Akins ve ark., 2007). Apomiksinin moleküler seviyesinin anlaĢılmasında kullanılan marker 

gen ifadelerine göre apomiksi seksüel programın ifadesinin yeniden düzenlenmesi ile 

ortaya çıkmıĢtır (Tucker ve ark., 2003).  Bu mekanizmanın genetik olarak kontrol edildiği 

bilinmektedir (Ozias-Akins ve ark., 2007). Buna karĢın, doğal apomiktlerde apomiksi ile 

ilgili hiçbir gen Ģimdiye kadar izole edilmemiĢtir. Apomiksinin seksüel bitkilerde 

uygulanması için apomiksiyi oluĢturan elementleri sağlayan genler karakterize edilmelidir.  

Apomiksi, mayozun geçirmemiĢ (rekombine olmamıĢ ve kromozom sayısı yarıya 

inmemiĢ (2n) yumurta hücresi oluĢumunu (apomayoz) takiben döllenme olmaksızın 

embriyo geliĢimini ifade eder. Apomikt tohum için daha sonraki gereksinim ise doğal bazı 

apomiktlerde olduğu gibi döllenme sonrası ya da otonom endosperm geliĢimidir. 

Apomiksiyi kontrol eden genlerin normal seksüel geliĢimde rol alan genlerin farklı alleleri 

olduğu düĢünülmektedir (Tucker ve ark., 2003). Mayoz, gametogenezis ve tohum 

geliĢiminde rol alan genlere yönelik birçok mutasyon çalıĢması yapılmıĢtır. Fertilization-

independent seed mutasyonları ile otonom endosperm geliĢimi keĢfedilmiĢtir (Chaudhury 

ve ark., 1997). Daha sonra partenogenezin ilk safhalarını mimikri eden mutasyonlar da 

rapor edilmemiĢtir (Guitton ve Berger, 2005). Daha sonraki yapılan çalıĢmalarda ise 

Arabidopsis bitkisinde üçlü mutant bir hatta apomayoza benzer Ģekilde diĢi ve erkek 

mayositlerin mayoz bölünme yerine mitoz bölünme geçirdiklerini ve sonuçta fonksiyonel 

diploid gametlerin oluĢtuğunu rapor edilmiĢtir ( Mercier ve ark., 2009 ). Bu çalıĢmada 

Osd1-1, Atspo11-1 ve Atrec8 mutantlarından oluĢan üçlü mutant genotipe “mayoz yerine 

mitoz” anlamına gelecek Ģekilde MiMe adını verilmiĢtir böylece bu çalıĢmayla birlikte ilk 

kez karakterize edilen OSD1 geninin mayoz I‟den Mayoz II‟ye geçiĢi düzenlediği 

gösterilmiĢtir. Mutant hatlarda kendisi ve yabanıl tiple yapılan çaprazlama deneyleri osd1 

mutantlarının %100 oranında erkek, yaklaĢık %85 oranında diĢi indirgenmemiĢ diploid 

gametleri oluĢturduğunu ortaya koymuĢtur. Bu hatlarda mayoz I süreci yabanıl tipten 

farksızken, çalıĢmada mayoz II sürecinde mayositler gözlemlenmemiĢtir. Dolayısı ile 
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mayoz bölünmenin mayoz I sonrası mayoz II ile devam etmediği ve diploid iki gametin 

meydana geldiği gösterilmiĢtir. Mayoz I sürecinin normal geliĢmesi sonucu olarak osd1 

mutantlarında rekombinasyon yabanıl tip bitkilerde görüldüğü haliyle meydana 

gelmektedir. Bu anlamda oluĢan gametler ana bitki genotipi ile birebir özdeĢ değildir. Aynı 

grubun daha önceden tanımladığı atspo11-1/atrec8 çifte mutantları mitoz benzeri bir 

mayoz I göstermiĢ olmasına rağmen, ikinci mayoz bölünme sürecinde eĢit olmayan 

kromozom dağılımları sebebi ile sterildir. Atspo11-1 mutantları mayotik profaz I 

aĢamasında homolog kromozomların bir araya gelmesini engellemekte ve dolayısı ile 

rekombinasyonun gerçekleĢmesini önlemektedir. ATREC8 geni ise anafazda mayotik 

homolog kromozomların kutuplara ayrılmasını düzenlemektedir ve bu sebeple atrec8 

mutantları mayotik anafaz yerine mitotik anafaza benzer Ģekilde eĢ bir biçimde homolog 

kromozomlar yerine kromatidlerin ayrılarak kutuplara çekilmesini sağlamaktadır. 

AraĢtırıcılar bu özelliklerden faydalanarak atspo11-1/atrec8 çifte mutantının mitoz benzeri 

mayoz I fenotipini mayoz II‟nin gerçekleĢmediği osd1 mutantıyla bir araya getirmiĢ ve 

sonuç olarak mayoz yerine tek bir mitoz bölünme geçiren üçlü mutant Arabidopsis hattı 

elde etmiĢlerdir. 

1.4. AT5G51330 Geni 

Seksüel süreçlerle tohum veren bir model organizma A. thaliana türünde 

DYAD/SWITCH1 (AT5G51330) geninin mayozda kromozom organizasyonu düzenlediği 

bildirilmiĢtir (Motamayor ve ark., 2000; Siddiqi ve ark., 2000; Cai ve ark., 2001). Bununla 

birlikte, AT5G51330 geninde baĢka bir mutasyonun ise apomayoza benzer Ģekilde diploid 

(2n) gamet oluĢumuna yol açtığı bulunmuĢtur (Ravi ve ark., 2008).  Bu buluĢ bilinen tek 

bir genin değiĢtirilmesiyle seksüel bir bitkide apomiksi elemanlarının baĢarılabileceğini 

göstermiĢtir.  Bu çalıĢmada ilgili mutasyon sadece diĢi mayozda etkilidir. Bu mutantlar az 

sayıda da olsa triploid tohum oluĢturmaktadır. ÇalıĢmada, triploid tohumların mayoz 

geçirmemiĢ (2n) diĢi ve haploid (n) erkek gametlerin birleĢmesi aracılığı ortaya çıktığı 

belirtilmiĢtir. Bu güne kadar, AT5G51330 genine ait dört farklı Arabidopsis mutant hat 

(swi1.1, swi1.2, dyad ve dsy10) incelenmiĢ ve karakterize edilmiĢtir (Motamayor ve ark., 

2000; Siddiqi ve ark., 2000; Cai ve ark., 2001; Mercier ve ark., 2001). Ġlginç olarak swi 

allelerinin çoğunda (swi1.2, swi1.1 ) farklı fenotip gözlenmiĢtir.  

Bunlar arasında daha önceden tanımlanmıĢ swi1.2 mutantında diĢi ve erkek gametler 

kısırdır (Mercier ve ark., 2001). Bu mutantlarda diĢi mayositlerde apomayoza benzer bir 

Ģekilde 5 bivalent yerine 10 univalent meydana getirdiği için tetrad yerine dyad oluĢturur.  
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Swi1.1 mutant Arabidopsis hatlarında ise erkek mayoz normal iken diĢi mayozda 

metafaz I aĢamasında sinaps ve bivalentler gözlenmez (Motamayor ve ark., 2000).  

Dyad mutantlarında ise diĢi mayositlerde sinaps oluĢmamıĢ dolayısı ile metafaz I 

aĢamasında beklenen 5 bivalent yerine 10 univalent gözlendiği bildirilmiĢtir (Siddiqi ve 

ark., 2000; Agashe ve ark., 2002; Ravi ve ark., 2008). Bu mutantlarda erkek mayoz süreci 

ise normaldir.  

Dsy10 mutant hatlarında ise diĢi ve erkek mayozda profaz ve metafaz I aĢamalarında 

bivalentler gözlenememiĢtir (Cai ve ark., 2001; Boateng ve ark., 2008). Yukarıda 

tanımlanan mutant hatlar çoğunlukla mayoz II sonucunda kromozomları eĢit dağılım 

göstermeyen hücreler oluĢtuğu için kısırdır. Buna rağmen AT5G51330 mutantlarında az 

sayıda da olsa triploid tohum oluĢması bu mutantların fonksiyonel gametler üretebildiğini 

iĢaret etmiĢtir. AT5G51330 mutantlarında gözlenen bu durum apomiksinin bir parçası olan 

apomayoza benzerlik göstermektedir. Tek bir gende meydana gelen bir mutasyonla 

apomayoza benzer bir fenotipin ortaya çıkmıĢ olması apomiksinin seksüel türlere 

aktarılmasında gelecek vaat eden bir geliĢmedir.  

AT5G51330 geni 8 ekzon ve yaklaĢık 1997 bç. uzunluğundabirtranskripte sahiptir.Bu 

gen, mayozda kardeĢ kromatid kohezyonu, mayotik kromozom organizasyonu ve 

rekombinasyonda gerekli,benzerleri daha önce tanımlanmamıĢ, nukleusta lokalize olan, 

639 aminoasitten oluĢan Fosfolipaz C aktivitesine sahip bir protein kodlamaktadır (TAIR). 

Buna rağmen doğal apomikt türlerde bu genin yapısı ve fonksiyonu incelenmemiĢtir. 

Bu çalıĢmada, seksüel yollarla tohum oluĢturan A. thaliana bitkisinden karakterize 

edilen AT5G51330 geninin doğal apomikt Boechera türlerindeki ortoloğu karakterize 

edilmiĢtir. Boechera türleri Brassicaceae familyasında yer alır ve birçok moleküler genetik 

uygulamasının mümkün olduğu A. thaliana ile yakın akrabadır (Koch ve ark., 2003; Dobes 

ve ark., 2004). Buna karĢın iki türün üreme mekanizmaları son derece farklıdır. Bu sebeple 

Boechera türleri apomiksinin moleküler mekanizmasının ve seksüel üreme ile apomiksi 

arasındaki moleküler farklılıkların belirlenebilmesi için model bitki olarak 

kullanılmaktadır. Bu nedenle, bu çalıĢmada apomikt ve seksüel Boechera türlerinde 

AT5G51330 ile homolog genomik DNA ve cDNA dizileri ile elde edilmiĢtir. AT5G51330 

geni ile homolog Boechera türlerine ait bu diziler biyoinformatik araçlarla incelenmiĢtir 

AT5G51330 geninin apomikt bitkilerdeki fonksiyonu henüz belirlenmemiĢtir. Bu nedenle, 

doğal apomikt türlerde bu genin ortoloğunun tanımlanması, bu genin apomiktik üreme 

süreçlerindeki rollerini aydınlatmada yararlı olacaktır. 
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BÖLÜM 2 

ÖNCEKĠ ÇALIġMALAR 

Motamayor ve ark. (2000) çalıĢmalarıyla AT5G51330 genine ait ilk mutant alel olan 

swi1-1 alelini tanımlamıĢlardır. Bu mutasyonun etkilerinin megasporogenez sürecinde 

etkili olduğunu ortaya koymuĢlardır. Bu mutant hatlarda megaspor ana hücreleri fazladan 

mitoz bölünmeler geçirerek mayoz bölünmeyi geciktirmektedirler. Ayrıca bu hücrelerde 

hücre kutuplaĢmasında anormallikler gözlenmiĢtir. Swi1-1 mutant Arabidopsis bireylerinde 

erkek mayoz normal iken diĢi mayotik süreçte metafaz I aĢamasında sinaps oluĢumu 

görülmemiĢ ve metafaz tablasında bivalentler yerine univalentler gözlenmiĢtir. Bu 

sonuçlara dayanılarak SWI1 geninin hücre kutuplaĢmasında, mitoz ve mayoz bölünme 

arasında geçiĢte rol aldığı düĢünülmüĢtür. 

Siddiqi ve ark. (2000) yılında AT5G51330 geninin dyad mutantını rapor etmiĢlerdir. 

Bu mutantlarda ovüller embriyo kesesi yerine iki büyük hücre içermektedir. Bu iki hücre 

megaspor ana hücresinin daha sonraki geliĢiminin gerçekleĢmediği tek bir bölünmenin 

ürünleridir.  AraĢtırıcılar bu bölünmenin mitoz veya mayoz bölünme sürecini geçirdiğini 

ortaya koymak için megaspor ana hücrelerinde normal koĢullarda mayoz sürecinde ifade 

olan iki mayotik marker gen incelemiĢtir. Sonuç olarak megaspor ana hücrelerinin mayoz 

bölünmeye baĢladığı ancak tamamlamayı baĢaramadığı ortaya konmuĢtur. Bu hücrelerin 

çoğunluğunda mayoz I sonunda süreç kesilmektedir. Kromozomlar doğrudan 

incelendiğinde metafaz aĢamasında ayrıĢmanın eĢit bir Ģekilde gerçekleĢmediğini ortaya 

koymuĢtur. Bunun yanında polen oluĢumu ve erkek fertilitesi normaldir. Bu sebeple 

AT5G51330 geninin diĢi mayotik süreçte gerekli bir gen olduğu rapor edilmiĢtir. 

Mercier ve ark. (2001), A. thaliana bitkisinde mayoz bölünmede kardeĢ kromatid 

kohezyonu ve bivalent oluĢumu için gerekli bir geni (AT5G51330) karakterize etmiĢlerdir. 

Bunun için AT5G51330 geninin mutant bir aleli olan swi1.2 genini mutagenez yaklaĢımı 

ile elde edip karakterize etmiĢlerdir. Bu mutantlar hem erkek hem de diĢi sporogenez ve 

gametogenez aĢamalarında defektli ve sonuçta sterildir. DiĢi mayositlerin mayoz yerine 

mayoza benzer bir bölünme geçirdiği ve sonuçta 4 haploid gamet yerine 2 diploid hücrenin 

oluĢtuğu bildirilmiĢtir.  

Cai ve ark. (2001) yılında grubun daha önceden elde ettiği erkek steril Arabidopsis 

hatları içerisinde 7219 numaralı mutant hattın ayrıntılı sitolojik bir analizi yapılmıĢtır. Bu 

mutasyon çoğunlukla sinaps oluĢmamasına sebep olmaktadır. Bu hücrelerde metafaz I 

aĢamasında on kardeĢ kromatid gözlenmektedir. Homolog kromozomlar diploten 

aĢamasına kadar normal gözlenirken bu evreden sonra ayrılmaya baĢlamakta ve diakinez 
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aĢamasında on univalent gözlenmektedir. Kromozomlar bu aĢamalarda sentromer 

bölgelerinden normal olarak bağlanmıĢ durumdadırlar. 

Agashe ve ark. (2002),  Arabidopsis thaliana bitkisinde mayotik kromozom 

organizasyonu ve diĢi mayotik süreçte gerekli olan AT5G51330 genini karakterize 

etmiĢlerdir. AT5G51330 geninin mutant bir aleli olan AT5G51330 geninin mayotik profaz 

aĢamasında kromozom kohezyonunun bozulmasına dolayısıyla metafaz I aĢamasında 5 

bivalent yerine 10 univalentin görülmesine neden olduğu bildirilmiĢtir. AT5G51330 

RNA‟sının mayoz öncesi interfaz ve mayotik profaz sırasında ovul ve anterlerdeki 

mayositlerde var olduğu gösterilmiĢtir. 

Mercier ve ark. (2003) AT5G51330 geninin kardeĢ kromatid kohezyonunun 

oluĢumunda rol aldığını rapor etmiĢlerdir. Mayotik kromozomla iliĢkili proteinlerin 

immünolokalizasyonunu da içeren sitolojik yöntemlerle SWI1 proteininin aksial 

elementlerin oluĢumu için gerekli olduğu ortaya konmuĢtur. Elde edilen sonuçlara göre 

swi1-2 mutasyonu mayotik profazda RAD51 proteini fonksiyonu gibi bazı mayotik 

mekanizmaların etkilendiği gözlenmiĢtir. Bu bilgilere dayanılarak AT5G51330 proteininin 

mayotik rekombinasyonun baĢlatılmasından sorumlu olabileceği rapor edilmiĢtir. 

Ġmmünolokalizasyon çalıĢması bu genin mayotik S ve G1 süreçlerinde ifade olduğunu 

göstermiĢtir. Sonuç olarak SWI1 geni kardeĢ kromatid kohezyonu, rekombinasyon ve 

aksial element oluĢumunda rol alan bir gen olarak tanımlanmıĢtır. 

Albertini ve ark. (2004) Poa pratensis türünde cDNA-AFLP metodu ile bu türün 

seksüel ve apomiktik genotiplerinde apomiksinin ilk aĢamalarında ifade olan 2248 

transkript elde edilmiĢtir. Bu transkriptlerden seksüel ve apomikt bitkilerde farklı ifade 

olan 179 sekans elde edilmiĢtir. Üç EST ifade özellikleri ve blast sonuçlarına göre daha 

ileri moleküler karakterizasyon çalıĢmaları için seçilmiĢtir. Bu diziler RAB1-benzeri, b-

catenin-benzeri ve Ankyrin protein kinaz benzeri genlere karĢılık gelmektedir. Bu 

transkriptlerin dizileri RACE yöntemi ile elde edilmiĢtir ve daha ileri çalıĢmalar için hedef 

olarak gösterilmiĢlerdir. 

Albertini ve ark. (2005) yılındaki çalıĢmalarında Poa pratensis türünde apomiksi ile 

alakalı olduğunu önerdikleri SERK ve APOSTART genlerini tanımlamıĢlardır. Bu genlerin 

ifadelerinin seksüel ve apomikt bitkilerde farklı olduğunu ve hücre sinyal iletiminde 

muhtemel rollerini ortaya koymuĢlardır. SERK geninin bu türde nusellar hücrelerde 

embriyo kesesinin oluĢmaya baĢlamasında bir anahtar görevi gördüğünü rapor etmiĢlerdir. 

Poa türünde Catanach ve ark. (2006) yılında yapılan bir çalıĢmada Hieracium türünde 

delesyon haritalama metodu benimsenmiĢ ve bu türde apomayoz ve partegogenezle iliĢkili 
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olduğu görülen iki locus tanımlanmıĢtır. Bunlardan bir tanesi apomayozun engellenmesi, 

diğeri ise döllenme (partenogenez) ile ilgili süreçlerle alakalıdır. Bu çalıĢmada elde edilen 

loa1 mutantı daha sonra daha ayrıntılı olarak incelenmiĢtir (Catanach ve ark., 2006). 

Okada ve ark.  (2007)  çalıĢmasında apomayozla alakalı olduğunu gösterdikleri “loss 

of apomeiosis 1” mutantını araĢtırmıĢlardır. Bu mutant somaklonal varyasyon sonucu 

oluĢmuĢ ve apomikt tohum üretme özelliğini kaybetmiĢ bir hat olarak elde edilmiĢtir. 

ÇalıĢmaya konu olan Hieracium türü aposporik bir apomiksi süreci göstermektedir. Loa1 

mutantlarında bu süreçte aposporik öncül hücrelerin oluĢmadığı ve oluĢan az sayıda 

tohumun normal mayoz süreciyle oluĢtuğu gösterilmiĢtir.  Bu apomiksi türünde 

indirgenmemiĢ embriyo kesesi ovül içerisindeki somatik hücrelerden mitoz bölünmelerle 

oluĢmaktadır. Bu bitkilerde indirgenmemiĢ sporların meydana gelmesi apomayoz olarak 

adlandırılmasına rağmen diplosporik apomikside görülen apomayoz sürecinden farklıdır.  

Ravi ve ark. (2008), A. thaliana bitkisinde mayotik kromozom organizasyonunun bir 

düzenleyicisi olan AT5G51330 geninde bir mutasyonun apomayoza yani mayoz bölünme 

olmadan gamet oluĢumuna neden olduğunu bildirmiĢlerdir. Seksüel bir bitki olan A. 

thaliana bitkisinde bu mutasyonun polen oluĢumunu etkilemediği ancak diĢi mayositlerde 

mayoz normal gerçekleĢmediğinden diĢi steril bir mutant olduğu gösterilmiĢtir. Buna 

karĢın az da olsa tohum oluĢumunun gerçekleĢtiği ve bu tohumların neredeyse tamamının 

triploid olduğu bildirilmiĢtir. Bu tohumların diploid diĢi gametle haploid erkek gametin 

birleĢmesi ile oluĢmuĢ olması gerektiği öne sürülmüĢtür. Ayrıca bitkilerde tohum ve çiçek 

büyüklükleri açısından poliploidi derecesine göre değiĢen farklılıkların olduğu 

gösterilmiĢtir. Bu farklılıklar genetik etiketlenme denilen maternal (anasal) ya da paternal 

(babasal) etkiden kaynaklanabileceği bildirilmiĢtir. ÇalıĢmada tek bir gendeki bir değiĢimle 

seksüel bir bitkide doğal apomikt bir bitkidekine benzer Ģekilde apomiksinin önemli bir 

adımı olan fonksiyonel bir apomayozun ortaya çıkabileceği bildirilmiĢtir. 

Boateng ve ark. (2008) daha önceden diĢi ve erkek steril ve sinaps oluĢumunun 

anormal olduğu bir mutant olarak tanımlanmıĢ dsy10 mutantının moleküler analizini 

gerçekleĢtirmiĢlerdir. Bu mutant hatlar AT5G51330 geninin üçüncü ekzonunda bir t-dna 

insersiyonu içermektedir. Bu mutasyon swi1-1 ve dyad mutantlarının aksine erkek ve diĢi 

mayoz sürecini etkilemektedir. Mayoz sürecinde swi1-2 alelinin kesilmiĢ bir formu 

mayositlerde ifade olmaktadır. Bunun aksine dsy10 mutantı tam bir fonksiyon kaybına 

sebep olmaktadır. Bu sebeple iki mutant arasında erkek mayozda kardeĢ kromatid 

kohezyonunun erken kaybı ve aksial elementlerin oluĢumunda farklılıklar gözlenmiĢtir. 

Ayrıca dsy10 mutant bitkilerde diĢi ve erkek mayozda diploten ve diakinez aĢamalarında 
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10 univalent gözlenmiĢtir. Bu sonuçlara göre dsy10 mayotik kromozomların bir araya gelip 

çiftleĢmesi gerçekleĢmemektedir. Buna rağmen sentromer bölgelerinde birleĢme 

gerçekleĢmektedir. Ayrıca kardeĢ kromatid kohezyonu bu mutantlarda mayoz II sürecine 

kadar korunmaktadır. Diğer çalıĢmalarla birlikte elde ettikleri sonuçlara göre AT5G51330 

genini mayotik kromatin organizasyonu kardeĢ kromatid kohezyonu, çiftleĢme, sinaps ve 

rekombinasyon süreçlerinde etkili bir gen olarak tanımlamıĢlardır. 

Mercier ve ark. (2008) yılında AtPS1 geninde meydana gelen mutasyonların 

Arabidopsis bitkisinde diploid polen tanelerinin oluĢmasına sebep olduğunu rapor etmiĢtir. 

Bu mutantlarda erkek gametofitlerde canlı polen tanelerini oluĢturabilen diploid erkek 

sporlar meydana gelmekte ve bir sonraki nesilde kendiliğinden triploid bitkiler 

oluĢmaktadır. Erkek mayoz incelendiğinde mutant AtPS1 hatlarında mayoz II‟de anormal 

iplikçiklerin oluĢtuğu ve sonuçta 4 takım yerine 2 takım kromozom grubunun oluĢtuğu 

anafaz II evresi gözlenir. Bunun yanında metafaz II evresine kadar mayoz yabanıl tipten 

farksızdır. DiĢi mayotik süreç bu mutasyondan etkilenmemiĢ dolayısı ile diĢi gametler 

yabanıl tipte olduğu Ģekliyle üretilmektedir. 

Taskin ve ark. (2009)  doğal apomikt ve seksüel Boechera türlerinde polen ana 

hücrelerinin geliĢim aĢamaları ortaya koymuĢtur. Triploid apomikt B. holboellii türünde 

polen ana hücresi mayoz süreci incelenmiĢtir. Profaz I aĢamasında, nükleus ve nükleus zarı 

halen kaybolmamıĢ iken, nükleus içerisinde kromozomlar uzun iplikler Ģeklinde 

kalınlaĢmaya baĢlar. Sonrasında bivalent ve trivalentlerin oluĢumundan anlaĢıldığı üzere 

homolog kromozomlar ortaya çıkar ve tam olarak eĢleĢmelerini gerçekleĢtirirler. Nükleolus 

ve nüklear membran hemen ardından kaybolmaya baĢlar.  Takip eden metafaz I 

aĢamasında, homolog kromozomlar ekvatoryal düzlemde organize olmaya baĢlar. Bu 

aĢamada her bir polen ana hücresi yoğunlaĢmıĢ kromozomların anafaz ve telofazda iki eĢ 

grup olarak ayrılamamıĢ ve sonuçta yarılanmamıĢ bir nükleus oluĢturur. Bu durum ayrıca 

diğer apomikt bitkilerde mayozun atlanması yani apomayoz olarak bilinmektedir. 

Ardından yarılanmamıĢ nükleus, kalloz duvarı ile çevrili dyadları oluĢturmuĢ ve tek bir 

sitokinez aĢaması ile takip edilen tek bir mitoz geçirir.  

Pawlowski ve ark. (2009) AMEIOTIC1 geni mısır bitkisinde klonlanmıĢ mayoz 

bölünmenin baĢlatılmasından sorumlu bir gen olarak tanımlanmıĢtır. Bu gene ait 

ameiotic1-1 (am1-1) mutant hatlarda erkek ve diĢi mayositler mayoz bölünme yerine mitoz 

bölünmeler geçirmektedir. Bu mutantlarda homolog kromozomlar bir araya gelmemekte ve 

kardeĢ kromatid kohezyonu gerçekleĢmemektedir. Yapılan çalıĢma AM1 geni aktivitesinin 

mayoz spesifik genlerin ifadesinin düzenlenmesi, mayotik kromozom yapısının 
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oluĢturulması, mayoz spesifik telomer yapısının meydana gelmesi, mayotik 

rekombinasyon, homologların çiftleĢmesi, sinaps oluĢumu gibi mayotik olayların 

gerçekleĢmesinde gerekli olduğunu ortaya koymuĢtur. Mısır bitkisine ait bu gen sonuç 

olarak AT5G51330 geni mutantlarında görülen mayoz yerine mitoz benzeri bölünme ile 

benzer fenotipler göstermektedir. Bunun yanında AMEIOTIC1 proteini AT5G51330 geni 

ile %30 oranında bölgesel bir benzerlik göstermektedir. Bu bilgiler bu genlerin yüksek 

ihtimalle fonksiyonel homolog genler olduklarını göstermektedir. 

Mercier ve ark. (2009) yılında Arabidopsis bitkisinde üçlü mutant bir hatta apomayoza 

benzer Ģekilde diĢi ve erkek mayositlerin mayoz bölünme yerine mitoz bölünme 

geçirdiklerini ve sonuçta fonksiyonel diploid gametlerin oluĢtuğunu rapor etmiĢlerdir. 

Osd1-1, Atspo11-1 ve Atrec8 mutantlarından oluĢan üçlü mutant bu genotipe “mayoz 

yerine mitoz” anlamına gelecek Ģekilde MiMe adını vermiĢlerdir. Bu çalıĢmayla birlikte ilk 

kez karakterize edilen OSD1 geninin mayoz I‟den Mayoz II‟ye geçiĢi düzenlediği 

gösterilmiĢtir. Mutant hatlarda kendisi ve yabanıl tiple yapılan çaprazlama deneyleri osd1 

mutantlarının %100 oranında erkek, yaklaĢık %85 oranında diĢi indirgenmemiĢ diploid 

gametleri oluĢturduğunu ortaya koymuĢtur. Bu hatlarda mayoz I süreci yabanıl tipten 

farksızken, çalıĢmada mayoz II sürecinde mayositler gözlemlenmemiĢtir. Dolayısı ile 

mayoz bölünmenin mayoz I sonrası mayoz II ile devam etmediği ve diploid iki gametin 

meydana geldiği gösterilmiĢtir. Mayoz I sürecinin normal geliĢmesi sonucu olarak osd1 

mutantlarında rekombinasyon yabanıl tip bitkilerde görüldüğü haliyle meydana 

gelmektedir. Bu anlamda oluĢan gametler ana bitki genotipi ile birebir özdeĢ değildir. Aynı 

grubun daha önceden tanımladığı atspo11-1/atrec8 çifte mutantları mitoz benzeri bir 

mayoz I göstermiĢ olmasına rağmen, ikinci mayoz bölünme sürecinde eĢit olmayan 

kromozom dağılımları sebebi ile sterildir. Atspo11-1 mutantları mayotik profaz I 

aĢamasında homolog kromozomların bir araya gelmesini engellemekte ve dolayısı ile 

rekombinasyonun gerçekleĢmesini önlemektedir. ATREC8 geni ise anafazda mayotik 

homolog kromozomların kutuplara ayrılmasını düzenlemektedir ve bu sebeple atrec8 

mutantları mayotik anafaz yerine Mitotik anafaza benzer Ģekilde eĢ bir biçimde homolog 

kromozomlar yerine kromatidlerin ayrılarak kutuplara çekilmesini sağlamaktadır. 

AraĢtırıcılar bu özelliklerden faydalanarak atspo11-1/atrec8 çifte mutantının mitoz benzeri 

mayoz I fenotipini mayoz II‟nin gerçekleĢmediği osd1 mutantıyla bir araya getirmiĢ ve 

sonuç olarak mayoz yerine tek bir mitoz bölünme geçiren üçlü mutant Arabidopsis hattı 

elde etmiĢlerdir. 
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BÖLÜM 3 

MATERYAL VE YÖNTEM 

 3.1. Bitki MateryalininYetiĢtirilmesi 

 ÇalıĢmada bitki materyali olarak, Brassicaceae familyasına ait triploid apomikt B. 

gunnisoniana ve B. holboellii, ve diploid B. divaricarpa ve seksüel B. stricta türleri 

kullanılmıĢtır. B. holboellii, B. gunnisoniana ve B. divaricarpa türlerine ait tohumlar Prof. 

Dr. Rod J. Scott (Bath Üniversitesi, Ġngiltere)‟dan, B.stricta türüne ait tohumlar ise Dr. 

EricSchranz (Amsterdam Üniversitesi, Hollanda)‟ dan temin edilmiĢtir ve Schranz ve ark. 

(2005), tarafından önerilen yönteme göre yetiĢtirilmiĢtir.  

Tohumlar nemli filtre kağıdı içeren petri kaplarında +4
o
C‟de karanlıkta 21 gün 

vernalize edilmiĢtir. Ardından tohumların çimlenmesi için petriler 21
o
C sıcaklıktaki, 

fotoperyodu 16 saat aydınlık/8 saat karanlık olan iklim kabinine alınmıĢtır. Çimlenen 

fideler, 121
o
C‟de 20 dk. sürede otoklavlanmıĢ torf:perlit (4:1) içeren viyollere alınmıĢ ve 

21
o
C sıcaklıktaki, fotoperyodu 16 saat aydınlık/8 saat karanlık olan iklim kabininde 3 hafta 

süre ile yetiĢtirilmiĢtir. Ardından fideler daha büyük saksılara aktarılmıĢ ve aynı 

yetiĢtirilme koĢullarında 1 hafta daha yetiĢtirilmiĢtir. Daha sonra bitkiler eĢ zamanlı 

çiçeklenmeyi uyarmak amacı ile fotoperyodu 16 saat karanlık/8 saat aydınlık, sıcaklığı 

+5
o
C/+10

o
C olan iklim kabininde 6 hafta süre ile ikinci kez vernalize edilmiĢtir. 

Vernalizasyonun bitiminde bitkiler tekrar 21
o
C sıcaklıktaki, fotoperyodu 16 saat aydınlık/8 

saat karanlık olan iklim kabininde yetiĢtirilmiĢtir. 

  3.2. Genomik DNA Ġzolasyonu 

 Yaprak, çiçek ve sülük gibi üç farklı dokudan (100 mg) DNA izolasyonu (Edwards 

ve ark., 1991) önerildiği yönteme göre yapılmıĢtır. Bitki dokusu porselen havan içinde sıvı 

azot ile ezilerek homojenize edilmiĢtir. Ardından bir spatül yardımı ile 1,5 ml lik 

eppendorf tüpüne aktarılmıĢ ve üzerine 400 μl ekstraksiyon tamponu eklenmiĢtir. 

Homojenat vortekslenip, oda sıcaklığında 2 dk bekletilmiĢ ve 13.000 rpm de 1 dk santrifüj 

edilmiĢtir. Süpernatant kısmı temiz bir tüpe alınmıĢ, süpernatanı içeren eppendorf tüpü 

üzerine eĢit miktarda Phenol:chloroform:izoamylalcohol (25:24:1) eklenip, tüp birkaç defa 

alt üst edilmiĢ ve 13.000 rpm. de 1 dk. santrifüj edilmiĢtir. OluĢan üst faz (süpernatant) 

yeni bir tüpe alınıp, 500 μl %96 lık soğuk ethanol eklenmiĢ ve tüp altüst edilerek 2 dk oda 

sıcaklığında bekletilmiĢtir. Örnek 13.000 rpm. de 5 dk. santrifüj edilmiĢ ve alkol dökülerek 

uzaklaĢtırılmıĢtır. Pellet %70‟lik alkolde yıkanmıĢ, tüpler kapağı açık Ģekilde oda 

sıcaklığında alkol uzaklaĢıncaya kadar bekletildikten sonra 50 μl steril dH2O içinde 

çözdürülmüĢtür. DNA örnekleri kullanıma kadar +4 
o
C‟de muhafaza edilmiĢtir. 
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          3.2.1. Genomik DNA izolasyonunda kullanılan Tamponların Hazırlanması 

3.2.1.1. Ekstraksiyon tamponu (100ml) 

2,4228 g (200 mM) TrisHCl (pH:7.5) 90 ml dH2O içinde çözdürülüp ve 1N HCl ile 

pH:7.5 e ayarlanmıĢtır. 1,461 g NaCl ( 250 mM) eklenmiĢ ve çözdürüldükten sonra 0,9306 

g EDTA ( 32 mM) eklenmiĢ ve çözdürülmüĢtür. 0,25 g SDS (9 mM) eklenip ve 

çözdürüldükten sonra son hacim dH2O ile 100 ml ye tamamlanmıĢtır. Oda sıcaklığında 

muhafaza edilmiĢtir. 

 3.3. RNA Ġzolasyonu 

ÇalıĢmada RNA izolasyonu, geliĢimlerinin erken aĢamalarındaki henüz çiçek 

açmamıĢ tomurcuklardan yapılmıĢtır. Öncelikle sterio mikroskop altında diseksiyon 

iğneleri kullanılarak çiçek tomurcukları steril bir bistüri ile kesilerek ayırılmıĢ ve boyutları 

ölçülerek 15 mm‟den küçük tomurcuklar eppendorf (RNaz-DNaz free) tüplerine alınmıĢtır. 

RNA degredasyonunu önlemek için tüplere RNAlater (Ambion - #AM7020) eklenmiĢ ve 

tüm dokuların RNAlater ile kaplanmasına dikkat edilmiĢtir. Bu Ģekilde hazırlanan örnekler 

bir gece +4
o
C‟de bekletilmiĢ ve ardından uzun süreli saklama için örnekler -80

o
C‟de 

depolanmıĢtır. Dokuların diseksiyonu için çiçek dokuları toplu olarak alkol ile steril 

edilmiĢ lam üzerine alınıp tomurcuklar tek tek ayrılmıĢtır. Uygun boyuttaki tomurcuklar 

stereo mikroskop altında RNAlater solüsyonu içerisinde steril iğnelerle disekte edilmiĢtir. 

Diğer dokular ve uygun boyutta olmayan tomurcuklar uzaklaĢtırıldıktan sonra 

tomurcukların boyları mikrometrik oküler kullanılarak ölçülmüĢtür. RNA izolasyonundan 

önce, tüplerdeki RNAlater mikropipet ile uzaklaĢtırılmıĢ ve tüpler dokuların donması için 

sıvı azotta bekletilmiĢtir. Ardından, çiçek tomurcukları mikrosantrifüj tüpü içerisinde pestil 

yardımıyla iyice ezilmiĢtir. Daha sonra Purelink RNA Mini Kit (Ġnvitrogen – 12183-018A) 

kullanılarak dokulardan total RNA izolasyonu yapılmıĢtır. RNA miktarı florometrik 

yöntemle (Invitrogen Qubit Fluorometer) belirlenmiĢtir. Elde edilen RNA örnekleri -

80
o
C‟de muhafaza edilmiĢtir. 

3.3.1 RNA Miktarının Belirlenmesi 

RNA Quant-iT RNA assay Kit‟ in önerdiği yöntemle RNA örneğinin içinde 

bulunduğu karıĢım hazırlanmıĢ ve Qubit Fluorometer cihazında okumalar 

gerçekleĢtirilmiĢtir. 

1. Efendorf tüpüne dye çalıĢma solüsyonu hazırlanmıĢtır. 

a. Her örnek için 200 µL tamponu kullanılmıĢtır.  

b. Her örnek için 1 µL dye kullanılmıĢtır. 

c. KarıĢım vortekslenmiĢtir. 
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2.  Standartlar için 2 assay tüpüne 190 µL çalıĢma solüsyonukullanılmıĢtır. 

3.  Assay tüpüne her standarttan 10 µL eklenip vortekslenmiĢtir. 

4.  Örnekler için 180 – 199 µL çalıĢma solüsyonuassay tüplerine alınmıĢtır. 

a. Her tüpe 1 – 20 µL‟ ye kadar örnek koyulabilir.  

b. Her tüpün final hacmi 200 µL olmalıdır. 

5. Assay tüpüne her örnekten 1 – 20 µL eklenip karıĢım vortekslenmiĢtir. 

6. Oda sıcaklığında 2 dakika bekletilip the Qubit® 2.0 Fluorometer cihazında okumalar 

önce standartlar sonra ise örnekler olmak üzere gerçekleĢtirilmiĢtir. 

 3.4. cDNA Sentezi 

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

ile gerçekleĢtirilmiĢtir. Bu kite ait üretici firma tarafından sağlanan reaksiyon bileĢenleri ve 

kullanılan miktarlar Çizelge 3.1‟ de gösterilmiĢtir. Reaksiyon (RNaz-DNaz free) pipet 

uçları ve ince cidarlı 200 μl‟ lik PCR tüplerinde gerçekleĢtirilmiĢtir. Öncelikle kalıp RNA, 

oligo(dT)18 primer ve DEPC-uygulanmıĢ su tüplere konularak 65
o
C‟ de 5 dk. 

ĠnkübeedilmiĢtir. Ardından, 5x reaksiyon tamponu, RiboLock RNase Inhibitor ve 10mM 

dNTP mix son olarak da M-MuLV „Reverse Transcriptase‟ eklenerek 42
o
C‟ de 60 dk. 

Ġnkübe edilmiĢtir. Reaksiyon 70
o
C‟ de 5 dk. sıcaklık uygulamasıyla sonlandırılmıĢtır. Tüm 

inkübasyon iĢlemleri yukarıda belirtilen sıcaklık ve sürelere ayarlanmıĢ bir „Thermal 

cycler‟ cihazında (BIO-RAD) gerçekleĢtirilmiĢtir.  
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Çizelge 3. 1. cDNA reaksiyonu bileĢenleri ve konsantrasyonları 

BileĢen           Miktar (µl) 

Total RNA (6 ug/ul) 

Oligo (dT)18 Primer (0,5µg/µl)                                                 

DEPC-treated water 

5x Reaksiyon Buffer 

RiboLock
TM 

RNase Inhibitor (20u/ µl) 

dNTP mix (10 mM ) 

M-MuLV Reverse Transcriptase (20u/ µl) 

5 

            1 

6 

4 

1 

2 

1 

Toplam 20 µl 

3.5. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) 

AT5G51330geninin PCR ile çoğaltılmasında kullanılan primerler, Primer3 (Rozen 

ve Skaletsky., 2000) ve NCBI primer blast (primer desinging tool; 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/index.cgi) programı kullanılarak 

A.thalianaAT5G51330 geni referans alınarak dizaynedilmiĢtir (Çizelge 3.2). PCR, 

proofreading aktivitesine sahip High Fidelity PCR Enzyme Mix (#Fermentas K0192) ile 

gerçekleĢtirilmiĢtir. Reaksiyon kurulurken tüm iĢlemler buz üzerinde gerçekleĢtirilmiĢtir ve 

filtreli pipet uçları (RNase-DNase-free), ince cidarlı (200μl) PCR tüpleri kullanılmıĢtır.  

AT5G51330 geninin amplifikasyonu gerçekleĢtirilmeden önce PCR koĢulları (TM 

ve MgCl2konsantrasyonu) optimize edilmiĢtir. Optimizasyon çalıĢmalarında primerlerin 

bağlanma sıcaklığı 50-65
o
C aralığında Gradient PCR ile test edilmiĢ ve farklı 

reaksiyonlarda MgCl2konsantrasyonu 1 – 4 mM denenmiĢtir. Ayrıca farklı cDNA kalıp 

miktarları ile reaksiyonlar kurulmuĢ ve PCR için kullanılacak cDNA miktarı optimize 

edilmiĢtir. Optimizasyon sonucunda Çizelge 3.2‟de verilen parametreler optimum koĢullar 

olarak belirlenmiĢtir.  

Kalıp olarak kullanılan cDNA‟ların kalitesini kontrol etmek amacı ile bitkinin tüm 

dokularında sürekli ifade olduğu bilinen ACTIN2 genine ait primerler ile birer reaksiyon 

kurulmuĢtur ve bu primerden 250 bç‟lik DNA bandı beklenmiĢtir. ACTIN2 (At3g18780) 

geni için kurulan reaksiyonda çizelgede verilen konsantrasyonlar kullanılmıĢtır. Bu kontrol 

reaksiyonu kurulduktan sonra Çizelge 3.3‟te verilen PCR programı uygulanmıĢtır. 

Optimizasyon sağlandıktan sonra AT5G51330 geninin çoğaltımına geçilmiĢtir. AT5G51330 

geni PCR reaksiyonu Çizelge 3.4‟de verilen oranlara göre kurulmuĢtur. Ayrıca 
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kontaminasyon olup olmadığını göstermek için kalıp cDNA içermeyen negatif kontrol 

reaksiyonu da kurulmuĢtur.  

Çizelge 3. 2. PCR reaksiyonu bileĢenleri ve konsantrasyonları 

BileĢen                 Miktar (µl)   Final                

konsantrasyon 

10 mM dNTP mix 

Nuclease- free H2O 

High Fidelity PCR Enzyme Mix 

10X High Fidelity PCR 

Buffer ( Tampon ) 

25 mM MgCl2 solüsyonu 

Kalıp cDNA 

10 pmol/µl reverse primer 

10 pmol/µl forward primer 

                      2,5 

 12,75 

  0,25 

                                                                                                         

2,5 

  2,5   

   2,5 

  1 

   1 

0,2 mM 

 

2,5 u 

1X 

2 mM 

 

 

0,4 pmol 

0,4 pmol 

Toplam hacim        25 µl  

Çizelge 3. 3. AT5G51330 geni için kullanılan PCR segmentleri ve döngü sayısı 

Segment Sıcaklık (
0
C) Süre  Döngü sayısı 

Ġlk denatürasyon  94 2 dk. 1 

Denatürasyon 

Annealing (Primerlerin bağlanması) 

Extension (uzama) 

94 

60 

72 

20 sn. 

30 sn. 

2,5 dk. 

 

35 

Final extension 72 10 1 

Çizelge 3. 4. ACTIN2 geni için kullanılan PCR programı 

Segment Sıcaklık (
0
C) Süre  Döngü sayısı 

Ġlk denatürasyon  94 2 dk. 1 

Denatürasyon 

Annealing (Primerlerin bağlanması) 

Extension (uzama) 

94 

60 

72 

20 sn. 

30 sn. 

2,5 dk. 

 

35 

Final extension 72 10 1 
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3.6. Agaroz Jel Elektroforezi 

PCR ürünleri %1‟lik agaroz jel elektroforezi ile ayrılmıĢtır. Agaroz (sigma A5093) 

hassas terazide 0,5 g tartılmıĢ ve 50ml 1XTAE tampon içinde 120
o
C‟de eritilip 55

o
C ısıya 

ulaĢıncaya kadar soğutulmuĢtur. Daha sonra içerisine 5 μl Ethidium Bromide (10 mg/ml) 

eklenmiĢ ve homojen olarak karıĢması sağlanmıĢtır. Ardından, içerisine tarak yerleĢtirilmiĢ 

olan jel tepsisine dökülmüĢtür. Jelin katılaĢması için30 dakika beklenmiĢtir. Daha sonra 

tarak çıkartılmıĢ ve jel 1XTAE tampon bulunan elektroforez tankına yerleĢtirilmiĢtir. Jelin 

1cm üzerinde olacak Ģekilde tanka 1XTAE tamponu eklenmiĢtir. Örnekler ve marker 

(Fermentas DNA ladder SM0311, SM0633) 6X yükleme tamponu ile karıĢtırılarak 

kuyucuklara yüklenmiĢtir. Elektroforezde kullanılan markerların haritası gösterilmiĢtir 

(ġekil 3.1). Jel 6,5V/cm‟de 80 dakika yürütülmüĢtür. AyrıĢan PCR ürünlerinin resimleri 

ultra violet transilluminator (UV) tablasında Olympus C-5060 marka fotoğraf makinesi ile 

görüntülenmiĢtir. 

3.6.1. Elektroforezde Kullanılan Tamponların Hazırlanması 

3.6.1.1 10XTAE Tamponu 

48,44 g Tris base, 3,72 g EDTA 900ml dH2O içinde çözdürülmüĢ ve tamponun pH‟ı 

asetik asit (12 ml) ile 8,0‟e ayarlanmıĢtır. Tamponun son hacmi dH2O ile 1 L‟ye 

tamamlanmıĢ ve oda sıcaklığında saklanmıĢtır. 

3.6.1.2 Ethidium Bromide Stok Çözeltisi 

0,1 g ethidium bromide 10 ml dH2O içinde karıĢtırılarak çözdürülmüĢtür. ġiĢenin 

etrafı alüminyum folyo ile kaplanıp karanlıkta oda sıcaklığında saklanmıĢtır.  

 3.6.1.3 1XTAE Tamponu 

100 ml 10XTAE tamponu 900 ml dH2O ile 1 L‟ye tamamlanmıĢtır. Oda sıcaklığında 

saklanmıĢtır. 
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ġekil 3.1. ÇalıĢmada kullanılan marker haritaları a) 1 KB DNA ladder (SM0311). b) 200 

bp DNA Ladder (SM0633-FERMENTAS). 

Çizelge 3. 5. PCR‟ da kullanılan primerlerin baz diziliĢleri 

Primer Baz diziliĢi 

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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Çizelge 3. 6. Primerlerden Beklenen PCR Ürünü 

Primer Çifti                          Kullanılan Primerler                             Beklenen Bant 

Uzunluğu 

D1                                         D1 Left       D1 Right                                684 baz çifti 

D2                                         D2 Left       D2 Right                                650 baz çifti 

D3                                         D3 Left       D3 Right                                 540 baz çifti 

D4                                         D4 Left       D4 Right                                 519 baz çifti 

D5                                         D5 Left       D5 Right                                 1997 baz çifti 

D6                                         D1 Left       D2 Right                                 1243 baz çifti 

D7                                         D1 Left      D2 Right                                  1830 baz çifti 

D8                                        D2 Left        D3 Right                                 1489 baz çifti 

D9                                        D4 Left        D5 Right                                  784 baz çifti 

D10                                      D2 Left        D5 Right                                1910 baz çifti                           

D11                                      D3 Left       D5 Right                                 1413 baz çifti 

D12                                      D1 Left       D1 Right                                 1190 baz çifti                                                 

Actin2                                 Actin2 Left  Actin2Right                            270 baz çifti 
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ġekil 3. 2. AT5G51330 geni ve dizayn edilen primerler. 

3.7. RACE 

AT5G51330 genine ait tam uzunlukta (full-lenght) cDNA elde etmek üzere 5‟ 

RACE yöntemi kullanılmıĢtır. Bunun için Boechera stricta genç tomurcuk dokularından 

RNA izolasyonu yapılmıĢtır. RNA izolasyonunun ardından 5‟/3‟RACE Kit  (Roche - 

03353621001) kullanılarak protokolün önerdiği Ģekilde ( ġekil 3.3 ) özel bir primer (D4 

Right) kullanılarak cDNA sentezi gerçekleĢtirilmiĢtir. Elde edilen cDNA Gene Jet PCR 

purification Kit (Fermantas-K0701) kullanılarak saflaĢtırılmıĢtır. Daha sonraki aĢamada ise 

cDNA 3‟ ucuna rekombinant Terminal Transferaz enzimi ve dATP kullanılarak 

homopolimerik kuyruk (tailing) eklenmiĢtir. PCR aĢamasında ise 3‟ uctaki bu bölgeye 

bağlanabilen Oligo dT-anchor primer ve D4 Right primerleri kullanılmıĢtır. PCR 

reaksiyonunda kullanılan bileĢenler (Çizelge 3.7) ve PCR programı (Çizelge 3.8) çizelgede 

verilmiĢtir. Ayrıca her aĢamada reaksiyonun doğruluğunun kontrolü için pozitif kontroller 

kullanılarak PCR reaksiyonu kurulmuĢtur. Reaksiyon bileĢenleri ve konsantrasyonları 

(Çizelge 3.10 ), kontrol primerleri ve baz dizileri gösterilmiĢtir ( Çizelge 3.9 ).  
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ġekil 3.3. 5‟/3‟RACE Kit  (Roche - 03353621001) protokolünün önerdiği 3‟ RACE 

yöntemi. 

3.7.1. cDNA Purifikasyonu 

cDNA sentezi gerçekleĢtirildikten sonra reaksiyon artıklarının, gereksiz olan 

nükleotid ve primerlerin uzaklaĢtırılması 5‟ uca poli- A kuyruğunun doğru ve uygun bir 

Ģekilde takılması için önem taĢımaktadır. Purifikasyon için Gene Jet PCR purification Kit 

(Fermantas-K0701) kullanılmıĢtır. 

a. PCR karıĢımıyla aynı hacimdeki Binding Buffer vortekslenmiĢtir. KarıĢımın rengi 

kontrol edilmiĢtir. KarıĢımın renginin sarı olup olmadığı kontrol edilmiĢtir. Sarı 

renk DNA bağlanmasının optimum pH‟ da gerçekleĢtirildiğinin göstergesidir 

(KarıĢımın renginin mor ya da turuncu olması durumunda 10µL 3 M Sodyum 

Asetat eklendiğinde karıĢımın rengi tekrar sarıya döner.) 

b. GeneJET purification column‟ a 800 µL‟ ye kadar ilk adımdaki solusyon yüklenip 

30-60 saniye 13.000 rpm.‟ de santrifüj edilip pellet uzaklaĢtırılmıĢtır. 

c. 700 µL Wash Buffer eklenip 60 saniye 13.000 rpm.‟ de santrifüj edilip pellet 

uzaklaĢtırılmıĢtır. Daha sonra GeneJet Purification column collection tube‟ a tekrar 

geri koyulmuĢtur. 



BÖLÜM – 3 MATERYAL VE YÖNTEM                                                    Gözde NĠġLĠ 

24 
 

d. Daha sonra GeneJet Purification column 1 dakika boĢ olarak santrifüj (13.000 

rpm.) edilmiĢtir. 

e. Gene Jet Purification column 1.5 ml‟ lik mikrosantrifüj tüplerine alınıp merkezine 

gelecek Ģekilde 50 µL Elition Buffer yüklenmiĢtir ve 1 dakika santrifüj edilmiĢtir 

(13.000 rpm.).  

f.  GeneJET purification column daha sonra atılıp 1.5 ml‟ lik mikrosantrifüj 

tüplerindeki örnek -20 ° C‟ de muhafaza edilmiĢtir. 

Çizelge 3. 7. Optimum RACE - PCR bileĢenleri ve Konsantrasyonları 

 BileĢen                                                          Miktar(µl)                                                          

dA-tailed cDNA                                                                 5 

Oligo dT-anchor primer                                                       1 

Primer    (12.5 µM)                                                              1 

Deoxynucleotide mixture                                                    1 

High Fidelity PCR Enzyme Mix, 5 U/ µl                             0,5 

10X High Fidelity PCR Buffer                                             5 

Nuclease-freewater                                                              36.5 

Toplam                                                                                  50 
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Çizelge 3. 8. AT5G51330 geni RACE - PCR segmentleri ve döngü sayısı 

Segment Sıcaklık (
0
C) Süre  Döngü sayısı 

Ġlk denatürasyon  94 2 dk. 1 

Denatürasyon 

Annealing (Primerlerin bağlanması) 

Extension (uzama) 

94 

60 

72 

15 sn. 

30 sn. 

40 sn. 

 

10 

Denaturasyon 

Annealing   

Extension                                                                                                                                                      

94 

           60  

           72                                 

15 sn. 

30 sn. 

40+20 

sn./cycle 

 

25 

 

Final Extension                                               72                        7 dk.                       1 

Çizelge 3. 9. RACE PCR için kullanılan kontrol primerleri ve beklenen baz uzunluğu 

Reaksiyon                          Kullanılan Primerler                        Beklenen Baz Uzunluğu 

cDNA sentezi                          neo3/for                                                  157 baz çifti 

                                                neo2/rev 

dA- tailed c DNA                   neo2/rev                                                  293 baz çifti 

sentezi                                 oligo (dT)-anchor 
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Çizelge 3. 10. RACE – PCR kontrol bileĢenleri ve konsantrasyonları 

 BileĢen                                                           Miktar (µl)                                            

dA tailed DNA/cDNA                                                         1 

Kontrol primeri/rev.                                                            1 

Kontrol primeri/for.                                                            1 

Deoxynucleotide mixture                                                   1 

High Fidelity PCR Enzyme Mix, 5 U/ µl                          0,5 

10X High Fidelity PCR Buffer                                          5 

Nuclease-freewater                                                           40.5 

Toplam                                                                              50 

3.8.1 Jelden DNA SaflaĢtırılması 

PCR ürünleri UV tablasında görüntülenmiĢ ve beklenen DNA bantları steril bir bisturi 

ile UV‟yle uzun süreli etkileĢiminden sakınılarak kesilip jelden alınmıĢtır. Daha sonra ilgili 

PCR ürünleri DNaz-RNaz free eppendorf tüplerine alınmıĢtır. Ardından Purelink PCR 

Purification kit (Ġnvitrogen – K3100-01) kullanılarak üretici firmanın önerdiği yönteme 

göre DNA bantları jelden izole edilmiĢtir: 

a. Su banyosu 50 ° C sıcaklığa ayarlanmıĢtır. 

b. Ġzole edilmesi istenen DNA parçası agaroz jelde bulunduğu bölgeden mümkün 

olduğunca az jel parçası ile steril bistüri ile kesilmiĢtir. 

c. DNA‟ yı içeren parçası 0,001 g‟ a duyarlı olan hassas terazide tartılmıĢtır. 

d. Jel parçası steril polipropilen mikrosentrifüj tübe alınmıĢ ve hacminin üç katı kadar 

Gel Solution Buffer ( L3 ) ilave edilmiĢtir. 

e. Jel parçasını ve jel solüsyon tamponunu içeren tüp 50 ° C sıcaklıktaki su banyosuna 

en az 10 dakika bekletilmek üzere konulup jelin çözünmesini hızlandırmak için 3 

dakikada bir ters – düz edilmiĢtir.  

f. Jel parçası çözündükten sonra ek 5 dakika su banyosunda bekletilmiĢtir. 

g. DNA parçası, çözünmüĢ jel ve Gel Solution Buffer‟ ı içeren karıĢım Wash Tube‟ ın 

içindeki Quick Gel Extraction Column‟a yüklenmiĢtir.  

h. 12000 rpm.‟ de 1 dakika santrifüj edilmiĢtir. 

i. Önceden alkol ilave edilmiĢ olan 500–700 μL Wash Buffer (W1) eklenmiĢtir. 

j. 1200 rpm.‟ de 1 dakika santrifüj edilip pellet uzaklaĢtırılmıĢtır. 
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k. Kalan Wash Buffer ve etonolün uzaklaĢtırılması için 2 – 3 dakika en yüksek hızda 

santrifüj edilmiĢtir. Daha sonra Wash Tube atılıp Column Recovery Tube içine 

yerleĢtirilmiĢtir. 

l. Column merkezine 50 μL Elution Buffer (E5 ) eklenmiĢtir. 1 dakika oda 

sıcaklığında inkübe edilmiĢtir. 

m. 12000 rpm‟de 1 dakika santrifüj edilmiĢtir ve purifiye edilen DNA böylece elüt 

edilmiĢtir. 

Ġzole edilen DNA‟ların kalitesi agaroz jel elektroforezi ile görüntülenmiĢ ve 

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

belirlenmiĢtir. 

3.8.2 Tüpte DNA SaflaĢtırılması 

Özgül olmayan PCR ürünlerinin yer almadığı örneklerde, reaksiyon artıklarından 

ürünü arındırmak üzere Purelink PCR Purification kit (Ġnvitrogen – K3100-01) kullanılarak 

üretici firmanın önerdiği yönteme göre ürünler tüpten izole edilmiĢtir: 

a. Ġzopropanol eklenmiĢ olan Binding Buffer 1:4 oranında PCR örneğine eklenip 

karıĢtırılmıĢtır. 

b. KarıĢım Collection Tüp içinde olan Spin Column‟ a yüklenmiĢtir. 

c. KarıĢım 10.000 rpm.‟ De 1 dakika boyunca santrifüj edilip DNA‟ nın Column‟ 

a bağlanması sağlanmıĢ daha sonra pelletin uzaklaĢtırılması sağlanmıĢtır. 

d. Column‟ nun 650 μL yıkanması için Wash Buffer (etanol eklenmiĢ) eklenip 

10.000 rpm.‟ De bir dakika boyunca santrifüj edilmiĢ ve pellet 

uzaklaĢtırılmıĢtır. 

e. Örnek kalmıĢ olabilecek Wash Buffer‟ ın uzaklaĢtırılması için 2 – 3 dakika 

maksimum hızda santrifüj edilmiĢtir. 

f. Columun daha sonra 1.7-mL‟ lik Elution tüpe alınmıĢ ve merkezine 50 μL 

Elution Buffer eklenip 1 dakika oda sıcaklığında inkübe edildikten sonra 2 

dakika maksimum hızda santrifüj edilmiĢtir. 

g. Daha sonra Column uzaklaĢtırılmıĢ ve purifiye edilmiĢ olan PCR örneği – 20 ° 

C sıcaklıkta muhafaza edilmiĢtir. 

Ġzole edilen DNA‟ların kalitesi agaroz jel elektroforezi ile görüntülenmiĢ ve 

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

belirlenmiĢtir. 
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3.9. DNA Dizi Analizi 

Jelden saflaĢtırılan cDNA kalıplarından elde edilen B. gunnisoniana, B.holboellii ve 

B. stricta türlerine ait PCR ürünü ile B. divaricarpa, B. gunnisonian, B. stricta türlerine 

aitgenomik DNA kalıbından elde edilen PCR ürünlerine ait dizi analizleri hizmet alımı 

yoluyla (Refgen)Sanger tekniği tabanlı Double Strand Primer Walking Analiz yöntemiyle 

gerçekleĢtirilmĢtir. Bu analiz, art arda gelen iki yönlü (“sense” ve “antisense”) primerler 

kullanılarak adım adım ilgili bölgenin dizisinin ortaya çıkarılmasıdır. Bu yöntem ile 

DNA‟nın her iki iplikçiğinin dizi analizi yapıldığından doğruluk oranı %99.99‟dur. Dizi 

analizi Applied Biosystems ABI 310 DNA Sequencer (BC-ABI310) cihazı ile 

gerçekleĢtirilmiĢtir. 

Boechera türlerine genomik DNA ve cDNA kalıplarından elde edilen PCR 

ürünlerine ait dizi analizi sonuçları Bio-Editprogramı ile birleĢtirilmiĢtir. Elde edilen bu 

dizi Basic Local Alignment Search Tool (BLAST) programı ile araĢtırılmıĢtır 

(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). Boechera türlerinde ait DYAD homoloğu genomik 

DNA dizileri FGENESH (http://linux1.softberry.com/berry.phtml ) programı ile 

incelenmiĢtir.Program Arabidopsis türüne ait parametreler kullanılarak çalıĢtırılmıĢtır. 

FGENESH programı ile elde edilen muhtemel ekzon sekansları CLUSTALW2 

(http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/) programı ile hizalanıp incelenmiĢtir. Bu 

diziler kullanılarak muhtemel peptid dizileri ise TRANSEQ programından sağlanmıĢtır. 

Elde edilen peptid dizisileri Myhits Motif SCAN programı (http://myhits.isb-

sib.ch/cgibin/motif_scan) ile incelenmiĢ ve bilinen protein domain bölgelerinin varlığı 

araĢtırılmıĢtır.

http://linux1.softberry.com/berry.phtml
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BÖLÜM 4 

ARAġTIRMA BULGULARI VE TARTIġMA 

 4.1. Bitki Materyalinin YetiĢtirilmesi 

ÇalıĢmada kullanılan B. gunnisoniana, B. holboellii, B. divaricarpa ve B. stricta 

türleri (ġekil 4.1) Schranz ve ark. (2005) tarafından önerilen yönteme göre yetiĢtirilmiĢtir. 

Tohumlar, ilk vernalizasyonun ardından iklim kabinine alınmıĢ ve 3 gün içerisinde 

çimlenme baĢlamıĢtır. Çimlenen tohumlar 9 gün sonra viyollere aktarılmıĢtır. 3 hafta sonra 

bitkiler daha büyük saksılara aktarılmıĢ ve eĢ zamanlı çiçeklenmeyi teĢvik etmek için 

ikinci kez vernalizasyona alınmıĢtır. Vernalizasyonun bitiminde bitkiler tekrar uzun gün 

koĢullarında yetiĢtirilmeye alınmıĢtır. Bu Ģartlar altında bitkilerde 1 hafta içinde 

çiçeklenme baĢlamıĢtır ve çiçeklenme 3 ay boyunca devam etmiĢtir. 

 

ġekil 4. 1. ÇalıĢmada kullanılan Boechera türleri. a) B. holboellii. b) B. stricta. d) B. 

gunnisoniana. d) B. divaricarpa.
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4.2. Genomik DNA Ġzolasyonu 

Yaprak, sülük ve çiçek dokularından (100 mg) DNA izolasyonu (Edwards ve ark., 

1991) önerildiği Ģekilde yapılmıĢtır. Elde edilen B. gunnisoniana,  B. divaricarpa ve B. 

stricta türelerine ait genomik DNA‟nın saflığı agaroz jel elektroforezi ile kontrol 

edilmiĢtir. Parlak ve temiz bantlar elde edilmiĢtir (ġekil 4.2.a). 

4.3. RNA Ġzolasyonu ve cDNA Sentezi 

ÇalıĢmada RNA izolasyonu, genç çiçek tomurcuklarından yapılmıĢtır. Öncelikle 

stereo mikroskop altında çiçek tomurcukları steril bir bistüri ile kesilerek RNAlater 

solusyonu içerisinde ayrılmıĢ ve disekte edilen genç tomurcuklar eppendorf (RNaz-DNaz 

free) tüplerine alınmıĢtır. RNA degredasyonunu önlemek için tüm dokuların RNAlater ile 

kaplanmasına dikkat edilmiĢtir. Agaroz jel elektroforezi ile RNA örneklerinin kalitesi 

kontrol edilmiĢ ( ġekil 4.2.a ) ve yoğunluğu florometrik yöntemle belirlenmiĢtir. Sonuç 

olarak RNA örneklerinin cDNA sentezi için uygun olduğu belirlenmiĢ ve örneklerin 2μg/μl 

total RNA içerdiği hesaplanmıĢtır.  

Ġzole edilen total RNA‟lar kalıp olarak kullanılmıĢ ve oligodT primerleri ile cDNA 

sentezi yapılmıĢtır. Ayrıca tüm cDNA‟ların kalitesi ACTIN2 (AT3G18780) genine ait 

primerler ile test edilmiĢtir (ġekil 4.2.b). Bu reaksiyonlardan 270 baz çifti uzunluğunda 

PCR ürünü beklenmiĢtir. ACTIN2 primerleri ile kurulan PCR ürünleri agaroz jel 

elektroforezi ile incelenmiĢtir (ġekil 4.2.b). cDNA sentezi için 5 μg (2.5 μl) total RNA 

kullanılmasının PCR ürünlerinin elde edilebilmesi için uygun olduğu görülmüĢtür. 
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ġekil 4. 2. Ġzole edilen DNA, RNA ve ACTIN2 genine ait PCR ürünlerine ait agaroz jel 

görüntüleri. Örnekler kuyucuklara 5 μl yüklenmiĢtir. 1 KB DNA Ladder (SM0311) marker 

olarak kullanılmıĢtır. a) Boechera türlerine ait genomik DNA: Hat 1, B. gunnisoniana, Hat 

2,3 B. stricta, Hat 4, B. divaricarpa b) Pozitif kontrol olarak kullanılan ACTIN2 genine ait 

PCR ürününün agaroz jel görüntüsü. c) B. gunnisoniana, B. holboellii ve B. stricta türlerine 

ait total RNA agaroz jel elektroforezi görüntüleri. Hat 1, B. gunnisoniana, Hat 2, B. 

holboellii, Hat 3, B. stricta. 

4.4. PCR Optimizasyonu 

4.4.1 AT5G51330 geninin Arabidopsis Genomik DNA Kalıbından Çoğaltılması 

AT5G51330 geni A. thaliana 5 no‟lu kromozomunda bulunmaktadır ve uzunluğu 

3006 baz çiftidir. ÇalıĢmada, AT5G51330 Boecheraortologlarının dizi analizini 

kolaylaĢtırmak için her biri yaklaĢık 600 bç. olan ürünler oluĢturacak beĢ primer çifti 

dizayn edilmiĢtir (Çizelge 3.11.). Bu primerlerin doğruluğu A. thaliana genomik DNA 

kalıpları kullanılarak kurulan PCR reaksiyonlarıile kanıtlanmıĢtır. Elde edilen ürünler 

agaroz jel elektroforezi ile görüntülenmiĢtir (ġekil 4.3.). 
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ġekil 4. 3. Arabidopsis thaliana bitkisine ait genomik DNAdan çoğaltılan PCR ürünleri. 1 

KB DNA ladder marker olarak kullanılmıĢtır. a) Hat 1, 2, D1 (1990 bç.), Hat 3, 4, D2 (737 

bç.), Hat 5, 6,  D3 (992 bç.) b) Hat 1, 2 D4 (763 bç. ), Hat 3, D5 (3006 bç.). 

 

4.4.2. AT5G51330 Geni Boechera Ortologlarının Genomik DNA Kalıplarından 

Çoğaltılması 

Arabidopsis thalianaAT5G51330 genine göre dizayn edilen D1, D2, D3, D4, D5 

primer çiftleriyle ( ġekil 3.2 ) Arabidopsis genomik DNA kalıbından istenilen boyuttaki 

PCR ürünlerinin elde edilmesine ( ġekil 4.3 ) karĢın Boechera türlerinde 50
0
C– 60 

0
C 

sıcaklıkları ve 1 – 4 mM MgCl2 ve DNA kalıbıkonsantrasyonları ile yapılan optimizasyon 

çalıĢmaları sonucunda istenilen ürünler elde edilememiĢtir. Buna karĢın, farklı primer 

kombinasyonları ile kurulan PCR reaksiyonları olumlu sonuç vermiĢtir. 

B. gunnisoniana (ġekil 4.4), B. divaricarpa (Ģekil 4.6) ve B. stricta (ġekil 4.8) 

türlerine ait genomik DNA kalıplarından D7, D8, D9,D10, D11 VE D12 primer çiftleri ile 

beklenilen boyuttaki PCR ürünü elde edilmiĢtir. 
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ġekil 4.4. B.gunnisoniana genomik DNA kalıbından AT5G51330 ortoloğunun 

çoğaltılmasında kullanılan primer çiftleri (D7, D12, D8, D9). 

B. gunnisonian türüne ait genomik DNA kalıbından D7, D12, D8, D9 primer 

çiftleri (ġekil 4.4) kullanılarak PCR gerçekleĢtirilmiĢ ve bu primer çiftlerinden sırası ile bu 

primer çiftlerinden 1830 b.ç., 1190 b.ç., 1489 b.ç., 784 b.ç. ürün beklenmiĢtir. PCR 

ürünleri %1‟ lik agaroz jelde yürütülmüĢ (ġekil 4.5.) ve beklenen büyüklükte oldukları 

anlaĢılmıĢtır.  
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ġekil 4. 5. B. gunnisoniana türüne ait genomik DNA kalıbından elde edilen PCR 

ürünlerine ait agaroz jel görüntüsü. PCR ürünleri kuyucuklara 20 μl yüklenmiĢtir. Marker 

olarak 1 KB DNA Ladder kullanılmıĢtır. a) Hat 1, D7 (1830 bç.), Hat 2, D8 (1489 bç.), Hat 

3, D9 (784 bç.) b) Hat 1, 2, 3, 4, D12 (1190 bç. ). 

Boechera divaricarpa türüne aitgenomik DNA kalıbından farklı primer 

kombinasyonları kullanılarak (D1L-D2R, D1L-D1R ve D4L-D5R)  D7, D8, D9 olarak 

adlandırdığımız primer çiftleri (Çizelge 3.6. ) ile PCR gerçekleĢtirimiĢ ve sırası ile bu 

primerlerden 1830 b.ç. , 1489 b.ç. ve 784 b.ç. ürünler beklenmiĢtir. PCR ürünleri % 1‟ lik 

agaroz jelde yürütülmüĢ ve beklenen büyüklükte oldukları anlaĢılmıĢtır (ġekil 4.7).  
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ġekil 4.6. B. divaricarpa genomik DNA kalıbından AT5G51330 geninin çoğaltılmasında 

kullanılan primer çiftleri ( D7, D8, D9 ). 

 

ġekil 4. 7. B. divaricarpa türüne ait genomik DNA kalıbından elde edilen PCR ürünlerine 

ait agaroz jel görüntüsü.PCR ürünleri kuyucuklara 20 μl yüklenmiĢtir. Marker olarak 1 KB 

DNA Ladder kullanılmıĢtır. a) Hat 1, 2, 3, 4, D7 (1830 bç.), Hat 5, 6, 7, 8, 9, 10, D8 (1489 

bç. ) b) Hat 1, 2, 3, 4, D9 (784 bç.). 

B. stricta türüne ait genomik DNA kalıbından D7, D10 ve D11 primer çiftleri 

(ġekil 4.8.c) ile PCR reaksiyonu gerçekleĢtirilmiĢtir. PCR reaksiyonu 60 
0
C primere 

bağlanma sıcaklığı ve 4 Mm Mg2Cl2 koĢulları altında optimize edilmiĢtir. Kullanılan 

primer çiftlerinden sırasıyla 1830 b.ç., 1910 b.ç, 1413 b.ç, büyüklüğünde ürün 

beklenmiĢtir. PCR ürünleri %1‟ lik agaroz jelde yürütüldüğünde beklenen ürünlerin elde 

edildiği anlaĢılmıĢtır.(ġekil 4. 8.a,b). 
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ġekil 4. 8. B. stricta türüne ait genomik DNA kalıbından D7, D10 ve D11 primerleri ile 

elde edilen PCR ürünlerine ait agoroz jel görüntüsü.a) Hat 1, D7 (1830 bç. ), Hat 4, D10 ( 

1910 bç. ). b) Hat 1- 2, D11 (1413 bç. ). C) B.stricta genomik DNA kalıbından 

AT5G51330 geninin çoğaltılmasında kullanılan primer çiftleri ( D7, D10, D11 ). 

4.5. AT5G51330 B. gunnisoniana Ortoloğuna Ait Transkriptin RT- PCR ile 

Çoğaltılması 

B. gunnisoniana türüne ait genç tomurcuk dokularından RNA izolasyonu 

yapılmıĢtır. Elde edilen RNA kalitesi agaroz jelde kontrol edilmiĢtir ( ġekil 4.2.c ). RNA 

miktarı 2 ug/ul olarak belirlenmiĢtir ( RNA Quant-iT RNA assay Kit ). RNA 

izolasyonucDNA sentezi takip etmiĢtir.Bu kalıplardan AT5G51330 cDNA dizileri referans 

alınarak dizayn edilen primerler (Çizelge 3.5.) kullanılarakPCR reaksiyonu kurulmuĢtur. 
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Bu PCR reaksiyonlarında kullanılan D1 primer çiftinden 684 baz çifti, D2 primer 

çiftinden 650 baz çifti, D3 primer çiftinden 540 baz çifti, D4 primer çiftinden 519 baz çifti, 

D5 primer çiftinden ise 1997 baz çifti uzunluğunda PCR ürünü beklenmektedir (Çizelge 

3.6.). Bu primerler kullanılarak B. gunnisoniana türüne ait genomik DNA kalıplarından 

beklenen PCR ürünlerin elde edilmesine karĢın cDNA kalıplarından bu primerler 

kullanılarak transkript çoğaltılamamıĢtır (Ģekil 4.9). 

 

ġekil 4.9. AT5G51330 geni için beĢ primer çifti ile yapılan PCR sonuçları. (Hat1, D1, Hat 

2, D2, Hat 3, D3, Hat 4, D4, Hat 5, D5.) 1 KB DNA ladder kullanılmıĢ ve 5 µl PCR ürünü 

kuyucuklara yüklenmiĢtir. 
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ġekil 4.10. a) B. gunnisonianaAT5G51330 geni transkriptinin çoğaltılmasında için 

gerçekleĢtirilen PCR reaksiyonları ve kullanılan primer çiftleri. b) D 6 primer çifti 

kullanılarak elde edilen 1243 b.ç PCR ürününü gösteren agaroz jel görüntüsü. 

Daha sonra, çalıĢmada farklı primer kombinasyonları ( D1L – D2R ) 

denenmiĢtir.(ġekil 4.10.a). D6 (D1 left-D2 right)olarak adlandırılan primer çiftinden 1243 

bç. PCR ürünü elde edilmiĢtir (ġekil 4.10.b). Buna karĢın, AT5G51330 gen anlatımı sadece 

mayozun erken safhalarında olmaktadır( Agashe ve ark., 2002 ) dolayısıyla PCR ürün 

miktarı az olmuĢtur.ürün miktarının arttırılması için bu PCR ürünü 0, 25 µl, 0,50 µl, 1 µl 

ve 2 µl miktarlarında kalıp olarak nested PCR için kullanılmıĢtır ve 0, 50µl kalıp 

kullanılarak daha belirgin bantlar elde edilmiĢtir ( ġekil 4.11.). 

Nested PCR ekspresyon miktarı düĢük mRNA‟nın özgül çoğaltılmasında kullanılan 

bir PCR çeĢididir. Bu PCR‟da iki çift primer kullanılır ve iki PCR yapılır. Ġlk PCR ürünü 

ikinci PCR „da kalıp olarak kullanılır (Park ve ark., 2004). Yapılan bu çalıĢmalar 

sonucunda yeterli miktarda ürün elde edilmiĢtir (ġekil 4. 10. a).  
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ġekil 4.11. B. gunnisoniana türünde D6 primer çiftiyle elde edilen PCR ürününe (1243 

b.ç.) ait agaroz jel görüntüsü. Kuyucuklara 20 µl PCR ürünü yüklenmiĢtir. 1 KB DNA 

Ladder kullanılmıĢtır. B. gunnisoniana türüne ait farklı DNA konsantrasyonlarının kalıp 

olarak kullanıldığı PCR ürünlerine ait agaroz jel görüntüsü. Hat 1,  0, 25 µl, Hat 2, 0,5  µl, 

Hat 3, 1 µl, Hat 4, 2 µl PCR ürününün kalıp olarak nested PCR reaksiyonunda 

kullanılmıĢtır.  

4.6. AT5G51330 B. holboellii OrtoloğunaAit Transkriptin RT- PCR ile 

Çoğaltılması 

 AT5G51330 geni Arabidopsis bitkisinde mayoz öncesi S ve G1 süreçlerinde diĢi 

veerkek mayositlerde ifade olmaktadır (Agashe ve ark., 2002; Mercier ve ark., 

2003).Boechera türleri ile yapılan bu çalıĢma ile elde edilen RT-PCR sonuçları 

Arabidopsisbitkisine benzer Ģekilde mayoz öncesi çiçek tomurcuklarında ifade 

olduğunugöstermektedir. Bu sebepten B. holboellii türüne ait genç tomurcuk dokularından 

RNA izolasyonuyapılmıĢtır. Elde edilen RNA kalıbı kullanılarak cDNA sentezi 

gerçekleĢtirilmiĢtir. PCR reaksiyonunda bu cDNA kalıplarından transkriptin çoğaltılması 

için aynı cinse mensup olan B. gunnisoniana türünde de kullanılan D6 primer çifti tercih 

edilmiĢtir (ġekil 4.12.c.). Elde edilen PCR ürünleri birleĢtirilip jelde tekrar yürütülmüĢtür 

ve tüpten saflaĢtırılmıĢtır (Purelink PCR Purification Kit-K3100-01). Nested PCR 

reaksiyonu kurulmuĢ ve jelden izole edilen PCR ürünü kalıp (0,25 µl) olarak kullanılmıĢtır. 

Bu PCR reaksiyonunda D1, D6 ve D2 primer çiftleri kullanılmıĢtır. Elde edilen ürünler 

agaroz jelde yürütülmüĢ ve görüntülenmiĢtir. D2 primer çiftleri beklenen 650 bp. PCR 

ürününü çoğalmıĢtır (ġekil 4.12.b.). 
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ġekil 4.12. B. holboelii türünde ait AT5G51330 geni PCR ürünlerini gösteren agaroz jel 

görüntüleri. a) B. holboelii türünden D6 primeriyle elde edilen PCR ürününe ait agaroz jel 

görüntüsü (1KB DNA Ladder kullanılmıĢtır.) Hat 1, D6, Hat 2 negatif kontrol, Hat 3 

pozitif kontrol (ACTIN2) b) B. holboellii türünde D6 primeriyle elde edilen 1243 bp. PCR 

ürününe ait kalıptan D2 Left ve D2 Right primeri ile elde edilen 650 bç. boyutundaki PCR 

ürünlerine ait agaroz jel elektroforezi görünütüsü. Hat 1 D1, Hat 2 D2, Hat 3 D6. (SM0633 

marker kullanılmıĢtır.). c) B. holboelii türünde gerçekleĢtirilen PCR reaksiyonları ve 

kullanılan primer çiftleri. (I. PCR‟da D6 primer çifti, II. PCR‟ da D2 primer çifti 

kullanılmıĢtır. 

4.7. AT5G51330 Geni Ortoloğunun Boechera stricta Türünde RACE- PCR ile 

Çoğaltılması 

B. stricta türüne ait genç tomurcuk dokularından RNA izolasyonu yapılmıĢtır (ġekil 

4.2.a). 5‟RACE için yapılan cDNA sentezinde kalıp olarak izole edilen RNA 

kullanılmıĢtır. cDNA sentezi için spesifik D4 right primeri kullanılmıĢtır. Protokolde 

önerildiği gibi (ġekil 4.13) cDNA saflaĢtırılmıĢtır. Daha sonra cDNA 3‟ ucuna 

recombinant Terminal Transferaz ve dATP kullanılarak homopolimerik A- kuyruğu 
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bağlanmıĢtır. PCR reaksiyonunda cDNA 3‟ ucuna bağlanmıĢ olan A- kuyruğuna özgü 

primer (PCR anchor primer) ve spesifik D4 right primeri kullanılmıĢtır.  

PCR ürünleri agaroz jelde yürütülmüĢ ve görüntülenmiĢtir fakat beklenen 1403 bp. 

ürün elde edilememiĢtir. Bu ürün kullanılarak nested PCR yapılmıĢtır. PCR reaksiyonunda 

çeĢitli primerler (D1, D2, D3, D4, D5, D6) transkriptin çoğaltılması için denenmiĢtir. D1 

primer çifti ile 684 bç. PCR ürünü elde edilmiĢtir. Buna karĢın PCR ürün miktarı düĢük 

olduğundan bu ürünü jelden izole edilip aynı primer (D1) çiftinin kullanıldığı PCR 

reaksiyonunda tekrar çoğaltılmıĢtır(ġekil 4.16). 

 

ġekil 4.13. B. stricta türünde AT5G51330 geni transkriptinin çoğaltılması için 

gerçekleĢtirilen 3‟RACE reaksiyonu ve kullanılan primerler (D4, D1 ). 
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ġekil 4.14. B. stricta türüne ait RACE ürünlerini gösteren agaroz jel görüntüleri. Her üç 

deneyde de 1 KB DNA Ladder kullanılmıĢtır. a) B. stricata türünde nested PCRdan D1 

primer çiftiyle elde edilen 650. bp. PCR ürünü jelden izole edilip D1 primer çiftinin 

kullanıldığı PCR reaksiyonu sonucuna ait agaroz jel görüntüsü. b) B. stricta türünde D4 

right ve PCR anchor primerlerinin kullanıldığı 5‟ RACE – PCR ürünü ve pozitif kontroller. 

Hat 1, Beklenen 1974 bp. PCR ürünü elde edilememiĢtir, Hat 2, cDNA purifikasyonu 

kontrol PCR ürünü (157 b.ç.), Hat 3, Tailing kontrol PCR ürünü (293 b.ç.). c)B. stricta 

türünde RACE – PCR raksiyonunda PCR anchor primer ve D4 right primer ile elde edilen 

PCR ürünün (1974 b.ç) kullanıldığı 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 ürünler sırasıyla 687 b.ç., 1243 b.ç., 573 

b.ç., 1576 b.ç., 1974 b.ç., 1384 b.ç., 970 b.ç., 1974 b.ç. uzunluğundadır.). 
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4.8. AT5G51330 Geninin B. stricta, B. gunnisoniana ve B. holboellii türlerine ait 

farklı dokulardaki anlatımı 

B. gunnisoniana, B. holboellii ve B. stricta türlerine ait yaprak, sülük ve çiçek 

dokularından RNA izolasyonu yapılmıĢtır. Elde edilen RNA kalıplarından cDNA sentezi 

yapılmıĢtır. Bu farklı tür ve dokulara ait cDNA kalıpları kullanılarak D4 primeri 

kullanılarak PCR reaksiyonu kurulmuĢtur. PCR ürünleri agaroz jelde yürütülmüĢ ve 

görüntülenmiĢtir. Sonuç olarak bu üç türe ait yaprak, sülük ve çiçek dokularından 

AT5G51330 genine ait transkript çoğaltılamamıĢtır. Boechera türlerine ait genomik DNA 

kalıplarından ürün elde edilmesine karĢın gen anlatımıelde edilememiĢtir. Arabidopsis 

thaliana bitkisinde yapılan çalıĢmalar DYAD geninin mayozun erken safhalarında ifade 

olduğunu göstermiĢtir (Agashe ve ark., 2002, Boateng ve ark.,  2008. ). Beklenildiği gibi 

Boechera türlerine ait genç tomurcuk dokularında DYAD ifade olurken olgun aĢamadaki 

çiçek dokusunda ve sülük, yaprak gibi vejatatif dokularda ifade olmamıĢtır. 

4.9.AT5G51330 Boechera Transkriptlerinin Dizi Analizleri 

B. holboelii, B. gunnisoniana ve B. stricta türlerindeki AT5G51330ortoloğugen 

anlatımıbu türlere ait genç tomurcuk dokularından elde edilen cDNA kalıpları kullanılarak 

araĢtırılmıĢtır. Elde edilen PCR ürünleri tüpte saflaĢtırılmıĢtır (Purelink PCR Purification 

kit-K3100-01). Bu çalıĢmalarda elde edilen PCR ürünleri dizi analizi hizmet alımı yolu 

(Refgen firması, Ankara ) ile sağlanmıĢtır.  

cDNA‟sı yaklaĢık 1997 b.ç. uzunluğunda olan AT5G51330 geni 8 ekzona sahiptir 

(Çizelge 4.1, ġekil 3.2 ). Buna karĢın, bu çalıĢmada Boechera türlerinde tam uzunlukta 

AT5G51330anlatımı elde edilememiĢtir fakat AT5G51330 ortoloğuna ait kısmi cDNA elde 

edilmiĢtir.  

ÇalıĢmada, B.holboelii türünden D2 primer çifti ile 650 bç. PCR ürünü elde 

edilmiĢtir. B. gunnisoniana türünden ise D7 primer çiftleri ile 1243 bç. elde edilmiĢtir. Bu 

PCR ürünlerinin dizi analizi D1 Left ve D2 Right primer çiftleri ile gerçekleĢtirimiĢtir. B. 

stricta türünden ise D1 primer çifti ile 684 b.ç. uzunluğunda bir ürün elde edilmiĢtir (dizi 

analizi D1 Left ve D1 right primerleri ile yapılmıĢtır).  

Apomiktik ve seksüel Boechera türlerineait bu diziler Bio-Edit programı ile 

incelenmiĢve karĢılıklı okumalar birleĢtirilerek diziler elde edilmiĢtir ( Çizelge 4.2, 4.3, 

4.4. ). 
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Çizelge 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 

1 ekzon (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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Çizelge 4. 2. B. holboelii AT5G51330 genine ait kısmi cDNA dizisi 

ATACGGAAGGTAAGGAGAGTTCTGGAGTGAAGGAGGGAGGGGTTTGCAAGAAGAGATTGAGAAAGAAGATGATGATGA
TGATGGGAATGAAACAGAAAGACTAAACAGATTGCAAACGAGATGACTGATGGAAATCGTAAGAGAAAGCTGATTGAA

TCCAGTACTGAGAGACTCGCTCAGAGGGCTAAGGTTTATGATCAGAAGAAGGAAAATCAAATCGTGGTCTATAAGAGAA

GAGCAGAGAAGAATTCATTGACAGATGGTCTGTTGATAGGTACAAACTAGCTGAGAGGAACATGTTAAAAGTGATGAAG
GAGAAAAATGCAGTGTTTGGCAACTCCATACTCAGGTCACAGTTAAGGTCAGAAGCAAGGAAGCTGATCGGTGACACTG

GTCTTTTAGACCATATGCTTAAGCACATGGCAGGTAAGGTGGCTCCTGGAGGTCAAGATAGGTTTATGAGAAAGCACAAT

GCAGATGGGGCAATGGAGTATTGGTTGGAGAGTTCTGATTTGATTCACATAAGGAAAGAAGCAGGAGTTGAAGATCCTT

ACTGGACGCCTCCACCTGGTGAG 

Çizelge 4. 3. B. stricta AT5G51330 genine ait kısmi cDNA dizisi 

NNNNGGGGGTCGCATACAGGTCGAAGATATCGAGAGCAGGACGAAGAGTATCGAGAGCAGTGATAAAGTGGACAGAGA
AGAGTTCTAGAGTGAAGGAAGAAGAGTTATATAGTGAATGATGAAAAGTCGATTCTTCGATTCTTCCTCAGAGATCGCCG

GAGATCTTAAATCGATTAGAGTCGTCATGGTGAGCAAAATCACGGCGAGCGACGTGTCTCTCCGATACCCAAGCATGTAC

TCACTCCGATCGCATTTCGATTGCAGCAGGATGAACCGGAATAAACCTTTGAAGAAGAGGAGTGGTGGTGGTCTTCTTCC
TCTTTTTGACGAGAGCCATGTGATGGTTTCGGAGCTAGCTGGAGATTTGCTCTACAGAAGAATCGCACCTCATGAAGTTTC

TATGAACAGAAATTCGTGGAGTTTCTGGGTTTCTTCTGCTTCTTCTCGCAGGAACAAGATGATTTCTCAACCGGCGTACAA

TACTAGGCTCGGTCGCGCGGCTTCACCGGAGGGTAAATGTTGGTCTGAGCTGCGATCTGGAGAATGACT 

Çizelge 4. 4. B. gunnisonianaAT5G51330ortoloğuna ait kısmi cDNA dizisi 

TTTGTCACCCAAGGTTCCAACCAGGTGGAGGCGTCCAGTAAGGATCTTCAACTCCTGCTTCTTTCCTTATGTGAATCAAAT
CAGAACTCTCCAACCAATACTCCATTGCCCCATCTGCATTGTGCTTTCTCATAAACCTATCTTGACCTCCAGGAGCCACCT

TACCTGCCATGTGCTTAAGCATATGGTCTAAAAGACCAGTGTCACCGATCAGCTTCCTTGCTTCTGACCTTAACTGTGACC

TGAGTATGGAGTTGCCAAACACTGCATTTTTCTCCTTCATCACTTTTAACATGTTCCTCTCAGCTAGTTTGTACCTATCAAC
AGACCATCTGTCAATGAATTTCTTCTCTGCTCTTCTCTTATAGACCACGATTTGATTTTCCTTCTGATCATAAACCTTAGCC

CTCTGAGCGAGTCTCTCAGTACTGGATTCAATCAGCTTTCTCTTACGATTTCCATCAGTCATCTCGTTTGCAATCTGTTTAG

TCTCTTCTGTTTCATTCCCATCATCATCATCATCTTCTTTCTCAATCTCTTCTTTGCAAACCCCTCCCTCCTTCACTCCAGAA
CTCTCCTTACCTTCCGTATTCTTCTTACAATCAATATGCCGACTCTTGTACTGCACACGCAATCTCCTCCCCCACTTAATCA

TTTCTCCAGATCGCAGCTCAGACCAACATTTTCCCTCCGGTGAAGCCGCGCGACCGAGCCTAGTATTGTACGCCGGTTGA

GAAATCATCTTGTTCCTGCGAGAAGAAGCAGAAGAAACCCAGAAACTCCACGAATTTCTGTTCATAGAAACTTCATGAGG
TGCGATTCTTCTGTAGAGCAAATCTCCAGCTAGCTCCGAAACCATCACATGGCTCTCGTCAAAAAGAGGAAGAAGACCAC

CACCACTCCTCTTCTTCAAAGGTTTATTCCGGTTCATCCTGCTGCAATCGAAATGCGATCGGAGTGAGTACATGCTTGGGT

ATCGGAGAGACACGTCGCTCGCCGTGATTTTGCTCACCATGACGACTCTAATCGATTTAAGGTTCTCCGGCGATCTCTGAG
GAAGAATCGAAGAATCGACTTCGTAATACGATCCAACTCTTATATGCGCGACTGCAACATTCACAGTCGATGACGATGGC

GAAGAGTTTTTTCCGGCGGAGATTTCTCTAATCGGATTCCGTTTCACGAACATCGTTCCGCTCATGATTTTTGCTCTCGATA

TCCTTTCGTTCCA 

BLAST sonuclarına göre, B. gunnisoniana, B. holboellii ve B. stricta türlerine ait 

cDNA dizilerinin AT5G51330 genine ait mRNA dizisi ile sırasıyla % 89, %91 ve %88 

oranlarında benzerlik gösterdiği ortaya çıkmıĢtır (Çizelge 4.5.). Ayrıca BLAST sonuçlarına 

göre AT5G51330 genine ait diziler karĢılaĢtırıldığında B. gunnisoniana türünde 36 baz, B. 

holboellii türünde 12 baz, B. stricta türünde ise 22 bazlık boĢluk gözlenmiĢtir (Çizelge 

4.6). Bununla birlikte E-value parametreleri bu türlerde 0‟a yakındır(B. gunnisoniana: 0.0, 

B. holboelii: 0.0, B.stricta: 1e-139). Bu sonuçlar da B. gunnisoniana, B. holboellii ve B. 

stricta türlerine ait AT5G51330 dizilerinin yüksek oranda benzer olduklarını 

göstermektedir. Bu yüzden Boechera türlerinden elde edilen kısmi AT5G51330 cDNA 

dizileri B. gunnisoniana, B. holboellii ve B. stricta türleri için sırasıyla BgSWI, BhSWI, 

BsSWI olarak adlandırılmıĢtır. Bununla birlikte, B. gunnisoniana, B. holboellii ve B. stricta 

türlerine ve A. thaliana türüne ait AT5G51330 cDNA dizileri CLUSTALW2 programında 

hizalanmıĢ ve benzer bölgeler ortaya çıkarılmıĢtır. 
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Çizelge 4. 5. B. gunnisoniana, B. holboelii ve B. stricta türlerine ait AT5G51330 geni 

BLAST sonuçlarını gösteren çizelgea)B.gunnisoniana türüne ait BLAST sonucu b) B. 

holboellii türüne ait BLAST sonucu c) B. stricta türüne ait BLAST sonucu 
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Çizelge 4. 6. Boechera türleri ile AT5G51330 geni benzerliğini gösteren blast analizi 

sonucu a) B. gunnisoniana b) B. holboellii c) B. stricta 
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  CLUSTALW2 sonuçlarına göre BgSWI, BsSWI ve BhSWI kısmi cDNA dizileri 

AT5G51330 genine ait dizilerle sırasıyla 995 – 1579, 1 - 597, 650 – 1247 bazları arasında 

hizalanma göstermiĢtir.  

Çizelge 4.7. Boechera türleri ile Arabidopsis AT5G51330 geni benzerliğini gösteren B. 

holboellii CLUSTALW2 sonucu  
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Çizelge 4. 8. Boechera türleri ile Arabidopsis AT5G51330 geni benzerliğini gösteren B. 

stricta CLUSTALW2 sonucu 

 

CLUSTALW2 sonuçlarına göre BgSWI, BsSWI ve BhSWI kısmi cDNA dizileri 

AT5G51330 genine ait dizilerle sırasıyla 995 – 1579, 1 - 597, 650 – 1247 bazları arasında 

hizalanma göstermiĢtir. 

B. stricta, B. gunnisoniana ve B. holboellii türlerine ait cDNA dizilerinden 

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

kullanılarak muhtemel protein dizileri elde edilmiĢtir (Çizelge 4.10., Çizelge 4.11., Çizelge 

4.12.). Bu dizilerin AT5G51330 protein dizileriyle benzerliği BLASTP programı ile 

incelenmiĢtir.(ġekil). BLAST sonuçlarına göre BgSWI, BsSWI ve BhSWI muhtemel kısmi 

peptid dizileri AT5G51330 dizisi ile sırasıyla % 96, % 70 ve % 98 oranında benzerdir. 

 

 

 

http://www.ebi.ac.uk/Tools/emboss/transeq/
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Çizelge 4.9. Boechera türleri ile Arabidopsis AT5G51330 geni benzerliğini gösteren B. 

gunnisonia CLUSTALW2 sonucu 

 

Çizelge 4.10. BsSWI muhtemel kısmi protein dizisi 

XGGRIQVEDIESRTKSIESSDKVDREEFSEGRRVIMMKSRFFDSSSEIAGDLKSIRVV

MVSKITASDVSLRYPSMYSLRSHFDCSRMNRNKPLKKRSGGGLLPLFDESHVMVS

ELAGDLLYRRIAPHEVSMNRNSWSFWVSSASSRRNKMISQPAYNTRLGRAASPEG

KCWSELRSGEL 

Çizelge 4.11. BhSWI muhtemel kısmi protein dizisi 

TEGKESSGVKEGGVCKEEIEKEDDDDDGNETEETKQIANEMTDGNRKRKLIESSTE

RLAQRAKVYDQKKENQIVVYKRRAEKKFIDRWSVDRYKLAERNMLKVMKEKNA

VFGNSILRSQLRSEARKLIGDTGLLDHMLKHMAGKVAPGGQDRFMRKHNADGA

MEYWLESSDLIHIRKEAGVEDPYWTPPPGE 
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Çizelge 4.12. BgSWI muhtemel kısmi protein dizisi 

WNERISRAKIMSGTMFVKRNPIREISAGKNSSPSSSTVNVAVAHIRVGSYYEVDSSL

PQRSPENLKSIRVVMVSKITASDVSLRYPSMYSLRSHFDCSRMNRNKPLKKRSGGG

LLPLFDESHVMVSELAGDLLYRRIAPHEVSMNRNSWSFWVSSASSRRNKMISQPA

YNTRLGRAASPEGKCWSELRSGEMIKWGRRLRVQYKSRHIDCKKNTEGKESSGV

KEGGVCKEEIEKEDDDDDGNETEETKQIANEMTDGNRKRKLIESSTERLAQRAKV

YDQKKENQIVVYKRRAEKKFIDRWSVDRYKLAERNMLKVMKEKNAVFGNSILRS

QLRSEARKLIGDTGLLDHMLKHMAGKVAPGGQDRFMRKHNADGAMEYWLESSD

LIHIRKEAGVEDPYWTPPPGWNLGQX  

B. gunnisoniana, B. holboellii ve B. stricta türlerine ait muhtemel kısmi protein 

dizileri daha sonra AT5G51330 protein dizileri CLUSTALW2 programı ile hizalanmıĢtır. 

CLUSTALW2 sonuçlarına göre BgSWI, BhSWI ve BsSWI dizileri ile AT5G51330 dizileri 

sırasıyla 50 – 405, 215 – 400, 60 – 187 amino asit aralığında hizanlmıĢtır (Çizelge 4.14.). 

Sonuç olarak AT5G51330 geni Arabidopsis bitkisinde mayoz öncesi S ve G1 

süreçlerinde diĢi ve erkek mayositlerde ifade olmaktadır (Agashe ve ark., 2002; Mercier ve 

ark.,  2003). Boechera bitkisi ile yapılan bu çalıĢma ile elde edilen RT-PCR sonuçları 

Arabidopsis bitkisine benzer Ģekilde mayoz öncesi çiçek tomurcuklarında ifade olduğunu 

göstermektedir. Bu sonuçlara göre ( BLAST, CLUSALW2 ) B. stricta, B. holboelii ve B. 

gunnisoniana türlerine ait genç tomurcuk dokularında AT5G51330 geni ifadesi 

doğrulanmıĢtır. 
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Çizelge 4.13. Boechera ortologlarına ait kısmi muhtemel protein dizilerine ait BLASTP 

sonucu a) BgSWI b) BhSWI c) BsSWI 
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Çizelge 4.14. BgSWI, BhSWI ve BsSWI muhtemel kısmi protein dizisi ve AT5G51330 

protein dizisinin CLUSTALW2 sonucu a) BgSWI b) BhSWI c) BsSWI 
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4.10. AT5G51330 Boechera Genomik DNA Dizi Analizleri 

AT5G51330 geni ortoloğunun Boechera türlerinde (B. divaricarpa, B. stricta ve B. 

gunnisoniana) karekterize edilmesi amacıyla A. thaliana referans alınarak dizayn edilen 

primer çiftleri (Çizelge 3.6.) ile PCR yapılmıĢtır. Buna göre, B. gunnisoniana türü genomik 

DNA kalıplarından 2338 bç., B. strictatürü genomik DNA kalıplarından 2998 b.ç. , ve B. 

divaricarpa türü genomik DNA kalıplarından 2424 b.ç. PCR ürünü elde edilmiĢtir (ġekil 

4.5,ġekil 4.7., ġekil 4.8.). Sonrasında, PCR ürünleri jelden izole edilerek dizi analizine 

gönderilmiĢtir. Buradan elde edilen DNA dizileri Bio-Edit programıyla birleĢtirilmiĢtir. Bu 

dizilerin AT5G51330 geni genomik DNA dizisiile benzerliği Basic Local Search 

Alignment Tool (BLAST) programı ile kanıtlanmıĢtır (Çizelge 4.8). Blast sonuçlarına 

göre, elde elden diziler AT5G51330 geni genomik dizisi ile B. stricta türü %92, B. 

gunnisoniana % 87 ve B. divaricarpa türü ise %86 oranında benzerlik göstermekte ve 

AT5G51330 geni genomik dizisinin sırası ile %75, %91, %91‟ ini kapsamaktadır ( Çizelge 

4.9 ). Bununla birlikte BsSWI, BgSWI ve BdSWI dizileri ile AT5G51330 genine ait diziler 

arasında sırasıyla 58, 131 ve 156 bazlık boĢluklar gözlenmiĢtir. Bu türlere ait dizilerin 

hepsi 0.0 E – value değeri vermiĢtir. Bu parametreler Arabidopsis ve Boechera türleri 

AT5G51330 dizileriarasındaki benzerliğin oldukça yüksek oranda olduğunu göstermiĢtir. 
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Çizelge 4. 15. Boechera DYAD geni genomik DNA dizisi blast analizi sonuçları. a) B. 

divaricarpa b) B. gunnisoniana c) B. stricta 
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Çizelge 4.16. Boechera DYAD geni genomik DNA dizisi blast analizi sonuçları a) 

B.divaricarpa b) B. gunnisoniana c) B. stricta 
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Boechera ortologlarına ait genomik DNA dizilerinde açık okuma çerçeveleri (ORF) 

Arabidopsis thaliana AT5G51330 geni (http://www.arabidopsis.org/) refererans alınarak 

algoritmaları farklı programlar kullanılarak gerçekleĢtirilmiĢtir. 

Ġlk olarak, AT5G51330 genine ait referans genomik DNA dizileri FGENESH, Eukaryotic 

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

(http://augustus.gobics.de/) programlarına yüklenmiĢ ve buradan elde edilen sonuçlar 

TAIR (www.arabidopsis.org) verileri ile karĢılaĢtırılmıĢtır (Çizelge 4.17.). TAIR web 

sayfasında AT5G51330geni (NM_124512 ) için uzunlukları sırası ile 37 b.ç., 82 b.ç., 101 

b.ç., 760 b.ç., 374 b.ç., 109 b.ç., 84 b.ç ve 444 b.ç. olan 7 ORF bildirilmiĢtir. 

Bu sonuçlara göre, TAIR bilgileri ile en yakın bilgileri veren programın FGENESH 

olduğu tespit edilmiĢtir ( Çizelge 4.17.). 

B.  gunnisoniana, B. divaricarpa, B. holboellii ve B. stricta türlerigenomik DNA 

dizileri FGENESH programı kullanılarak incelenmiĢtir.  

 Elde edilen ekzon dizileri ve DYAD mRNA dizilerinin benzer olduğu BLAST 

programında tespit edilmiĢtir (Çizelge 4.18) AT5G51330 genine ve Boechera ortologlarına 

ait ekzon dizileri CLUSTALW2 (http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/ ) programı 

kullanılarak sıralanmıĢ (Çizelge 4.19.) ve dizilerin benzer olduğu tespit edilmĢtir.  

Çizelge 4.17. AT5G51330 geni ekzon bölgelerine ait bilgilerin farklı programlardaki 

sonuçları 

         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   

 

 

 

 

 

http://www.arabidopsis.org/
http://opal.biology.gatech.edu/GeneMark/eukhmm.cgi
http://augustus.gobics.de/
http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/
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Çizelge 4.18. FGENESH programından elde edilen Boechera türlerine ait DYAD ekzon 

sekanslarına ait BLAST sonuçları. a) B. divaricarapa b) B. stricta c) B. gunnisoniana 

 

 

Bu çalıĢmalara göre BdSWI 1596 b.ç büyüklüğünde 6 (28 - 2325), BsSWI 1560 b.ç. 

büyüklüğünde 7 (707 – 2756), BgSWI 1488 b.ç büyüklüğünde 6 (88 - 2295) ve BhSWI1941 

b.ç. büyüklüğündeki 7 ekzona (31 - 2719 ) sahiptir (Çizelge 4.20.).  

Blast sonuçlarına göre BdSWI, BsSWI ve BgSWI ekzon dizilerinin AT5G51330 

mRNA dizisiyle sırasıyla % 93, %89, % 96 oranlarında benzer olduğu tespit edilmiĢtir 

(Çizelge 4.18.).   

Ayrıca benzer sonuçlar AT5G51330 ve BgSWI, BhSWI, BdSWI, BsSWI dizilerine ait 

ekzon sekansları CLUSTALW2 programıyla hizalandığında da elde edilmiĢtir. 
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Çizelge 4.19. BdSWI, BhSWI, BgSWI, BsSWI ve AT5G51330 ekzon sekanslarına ait 

CLUSTALW2 sonuçları 
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Çizelge 4.20. FGENESH programından Boechera ve Arabidopsis thaliana türlerine ait 

DYAD genine ait ekzon bilgileri a) B. holboelii b) B. gunnisoniana c) B. stricta d) B. 

divaricarpa e) Arabidopsis thaliana 

 

ÇalıĢmada daha sonra, FGENESH programından elde edilen ORF dizileri 

TRANSEQ (http://www.ebi.ac.uk/Tools/emboss/transeq/) programında Boechera türlerine 

ait muhtemel DYAD protein dizi bilgilerine ulaĢmak için kullanılmıĢtır.  
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TRANSEQ sonuçları B. stricta türünde 519 amino asid (a.a), B. gunnisoniana 

türünde 496 a.a veB. divaricarpa türünde ise 531 a.a uzunluğunda AT5G51330 protein 

dizisi oluĢturmuĢtur (Çizelge 4.21.). Elde edilen protein bilgileri BLASTP programı ile 

incelenmiĢtir (Çizelge 4.22.).  

BLASTP programından edilen sonuçlara göre BdSWI ve BgSWI protein 

sekanslarıyla AT5G51330 protein sekansları arasında % 100 oranında benzerlik tespit 

edilirken BsSWI dizisinde bu oranın % 96 olduğu görülmüĢtür.  

Bunun yanında BLAST sonuçlarına göre BdSWI, BgSWI ve BsSWI protein 

dizilerinin Arabidopsis lyrata, Populus trichocorpa, Ricinus communis, Vitis vinifera, 

Oryza sativa gibi türlere ait protein dizileriyle de benzer bölgelere sahip olduğu tespit 

edilmiĢtir.  

Bununla birlikte BdSWI, BsSWI ve BgSWI protein dizileri Zea mays türünde 

AT5G51330 homoloğu olarak tanımlanan (Pawlowski ve ark., 2008 ) AM1 ve At5g23610 

protein sekanslarıyla da benzerlik göstermiĢtir. Ayrıca Boechera ortologları ve 

AT5G5133O protein dizileri CLUSTALW2 programında sıralanmıĢ ve blast sonuçları 

teyid edilmĢtir ( Çizelge 4.23.).  

AT5G51330 proteini diĢi ve erkek mayozu sırasında kardeĢ kromatid kohezyonu ve 

mayotik kromozom organizsayonu ve mayotik rekombinasyonda gerekli olan daha önce 

tanımlanmamıĢ bir protein kodlar. 639 amino asit olup nukleusta konumlanmıĢtır. 

Fosfolipaz C aktivitesine sahiptir. Posfolipaz C domaini 400 – 471 a.a bölgesinde, coiled – 

coiled ( Ncoiled ) domain motif bölgesi ise 400 – 471 pozisyonunda yer almaktadır. Bu 

bölgeye ait sekansların Boechera ortologlarında da bulunduğu CLUSTALW2 sonucunda 

da gözlenmiĢtir (Çizelge 4.24). Ayrıca Boechera türlerine ait muhtemel peptid dizileri 

Myhits Motif SCAN programında (http://myhits.isb-sib.ch/cgibin/motif_scan) incelenmiĢ 

ve hizalama (alignment ) sonuçları teyid edilmiĢtir (Çizelge 4.25.).  

 

 

 

 

 

 

http://myhits.isb-sib.ch/cgibin/motif_scan
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Çizelge 4.21. TRANSEQ BdSWI, BgSWI ve BgSWI protein dizileri 
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Çizelge 4.22. BdSWI, BsSWI ve BgSWI ile AT5G51330 protein sekanslarının benzerliğini 

gösteren BLASTP sonucu a) BgSWI b) BsSWI c) BdSWI
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Çizelge 4. 23. Arabidopsis ve Boechera türlerine ait DYAD protein sekanslarının 

benzerliğini gösteren CLUSTALW2 sonucu (Fosfolipaz C Domaini ve Domain motifine 

ait bölgeler belirgindir.) 

 

Çizelge 4.24 BdSWI, BsSWI ve BgSWI protein sekanslarına ait domain bölgelerini gösteren 

MOTIF SCAN verileri 
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MOTĠF SCAN programından elde edilen verilere göre BdSWI, BsSWI ortologlarına 

ait protein sekanslarının iki muhtemel fonksiyonel bölge içerdiği ortaya çıkarılmıĢtır. Bu 

bölgeler bir nüklear lokalizasyon sinyali ve Phosphatidylinositol-specific phospholipase X-

box domain bölgesidir. BgSWI proteinin ise nüklear lokalizasyon sinyal bölgesi içerdiği 

ortaya çıkmıĢtır. 
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BÖLÜM 5 

SONUÇLAR VE ÖNERĠLER 

Apomiksinin moleküler biyolojisi hakkında yeterli bilgi mevcut olmamasına rağmen 

son çalıĢmalar apomiksi ile seksüel üremenin benzer moleküler süreçlerle kontrol 

edildiğini iĢaret etmektedir (Tucker and Koltunow, 2009). Bu çalıĢmalar, apomiksi 

süreçlerini kontrol eden genlerin belirlenmesi sayesinde apomiksinin kültür bitkilerine 

aktarılabileceğini göstermiĢtir (d'Erfurth ve ark.., 2009; Koltunow ve Tucker, 2008; Ravi 

ve ark., 2008). Seksüel türlerde mutant hatlarla yapılan çalıĢmalarla apomayoza benzer 

Ģekilde diploid gametlerin oluĢumuna yol açan bazı genler tanımlanmıĢtır (d'Erfurth ve 

ark., 2008; Ravi ve ark., 2008; d'Erfurth ve ark., 2009;Pawlowski ve ark., 2009). Bu 

genler; apomayoza benzer Ģekilde indirgenmemiĢ diploid gametlerin oluĢumuna yol açtığı 

bildirilen AT5G51330 geni (Ravi ve ark., 2008), mısır bitkisinde mayoz bölünmenin 

baĢlatılmasından sorumlu bir gen olan AMEIOTIC1 geni (Pawlowski ve ark., 2009), 

apomayoza benzer Ģekilde diĢi ve erkek mayositlerin mayoz bölünme yerine mitoz 

bölünme geçirdikleri ve sonuçta fonksiyonel diploid gametleri oluĢturan OSD1, AtSPO11 

ve AtREC8 genleridir (d‟Erfurth ve ark., 2009). A. thaliana türünde 

DYAD/SWITCH1(SWI1) geni diĢi ve erkek mayotik hücrelerde ifade olur ve kardeĢ 

kromatidlerin bir araya gelmesi ve sentromer organizasyonundan sorumludur (d'Erfurth ve 

ark., 2009). Benzer Ģekilde OSD1 geni mayoz II geçiĢini kontrol ederken, ATSPO11 

rekombinasyon ve eĢleĢmede, ATREC8 geni ise kromatid segregasyonunda rol almaktadır 

(Chelysheva ve ark., 2005; d'Erfurth ve ark., 2009). 

 Brassicaceae ailesine dahil edilen, apomikt Boechera türleri birçok moleküler 

aracın uygulanabildiği Arabidopsis bitkisiyle yakın akraba olması nedeniyle apomiksi 

araĢtırmalarında model organizma olarak tercih edilmektedir (Schranz ve ark., 2005; 

Schranz ve ark., 2006). Bununla birlikte doğal apomikt türlerde apomiksi ile genlerin 

ortaya çıkarılmasında genetik haritalamaya dayalı teknikler bu türlerde ilgili lokusların 

etrafında rekombinasyonun baskılanması nedeniyle verimli olmamıĢtır (Spillane ve ark., 

2004; Spillane ve ark., 2001). Doğal apomikt Hieracium türlerinde delesyon haritalama 

metodu ile apomayoz ve partenogenez ile iliĢkiliiki lokus tanımlanmıĢtır (Catanach ve ark., 

2006). Benzer Ģekilde, bir Hieracium mutant hattında apomayozun ortadan kalktığı 

gösterilmiĢ ama ilgili gen ya da genler henüz belirlenememiĢtir (Okada ve ark., 2007). 

Fakat Hieracium türlerinde gametofitik apomiksinin bir türü olan apospori gözlenmektedir. 

Apospori, Boechera türlerinde görülen ve tarımsal önemli bitkilerde ifadesi arzulanan 

diplospori ile farklılık göstermektedir. Ayrıca, doğal apomikt yakın akrabalar ile 
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melezleme çalıĢmaları da beklenen sonucu vermemiĢtir. Mısırın yakın akrabası apomikt 

Tripsacum ile melezlemelerden elde edilen hibritlere ait tohumlarda embriyo ve 

endosperm dokularının yeterince geliĢmediği ortaya çıkmıĢtır (Leblanc ve ark., 2009). 

 Apomayoz süreci ile ilgili araĢtırmalar seksüel türlerde apomayozabenzer 

fenotiplere yol açan mutant hatlarla yürütülmektedir. SWITCH1 (SWI1) ilk kez A. thaliana 

bitkisinde izole edilmiĢtir ve bu genin mayoz sırasında kardeĢ kromatidlerin bir araya 

gelmesinden sorumlu olduğu (Mercier ve ark., 2001) ve mayotik S ve G1 süreçlerinde 

ifade olduğu bildirilmiĢtir (Mercier ve ark., 2003). Bu çalıĢmada seksüel seksüel B. stricta, 

apomiktik B. gunnisoniana ve B. holboelii türlerine ait genç tomurcuklarda da AT5G51330 

gen ifadesi tespit edilmiĢtir. Fakat AT5G51330 geni sadece mayozun erken aĢamasındaki 

hücrelerde anlatım yaptığından anlatım oldukça düĢük seviyededir. Bu bakımdan tam 

uzunluktaki AT5G51330 cDNA dizisi elde edilememiĢtir. Bu türlerde RT – PCR ile elde 

edilen AT5G51330 genine ait diziler BLAST programından elde dilen verilere göre 

Arabidopsis AT5G51330 genine ait mRNA dizisi ile yüksek benzerlik göstermiĢtir 

(B.holboellii %91, B.stricta %88, B.gunnisoniana %89). Bununla birlikte bu türlere ait 

çiçek, yaprak, sülük gibi vejatatif dokularda AT5G51330 gen ifadesi gözlenmemiĢtir. 

Arabidopsis thaliana türünde çiçek dokularında AT5G51330 geni ifade olurken yaprak 

dokularındaki ifadesi bazal seviyede gözlenmiĢtir (Agashe ve ark., 2002). Bu çalıĢma ile 

ilk kez apomikt türlerde AT5G51330 geni ifadesi araĢtırılmıĢtır. 

Arabidopsis thaliana türünde tanımlanan AT5G51330 proteininin  kardeĢ kromatid 

kohezyonunda rol aldğı gösterilmiĢtir fakat bilinen proteinlerle çok az veya hiç benzerlik 

göstermemektedir (Agashe ve ark., 2002). Kohezin proteinleri, SC proteinleri ile birlikte 

çalıĢarak homolog kromozomlar arasında lokalize olmakta ve kromozomların bir arada 

tutulmasını ve sonrasında salınmasını sağlamaktadır. AT5G51330 geni genomik DNA 

üzerinde 5. kromozomda 3006 baz çiftlik bir bölgeden oluĢmakta ve biri diğerinden 57 

aminoasit daha kısa protein oluĢturan iki transkripti vardır. Uzun transkript 1997 baz çifti 

uzunluğundadır ve 639 amino asit uzunluğunda protein dizisini kodlamaktadır. Bu dizi 639 

aminoasitlik tam protein dizisinin 412 aminoasit uzunluğunda bir bölgesini kapsamaktadır. 

BgSWI, BhSWI, BsSWI ve BdSWI protein dizileri elde edilmiĢtir. Bu protein dizileri 

nüklear lokalizasyon sinyal bölgeleri içermektedir. Proteinlerin nükleusta ulaĢtırılması 

oldukça seçici bir iĢlemdir ve proteinler son yapılarında nükleusta birikmelerini sağlayacak 

sinyal bölgeleri içermelidir (Dingwall ve ark., 1986). MotifSCAN programı ile ortaya 

konulan “bipartite nuclear localization signal” nüklear hedefleme sekansı, model olarak 

gösterilen SV40 large T antigen proteininden elde edilen nüklear lokalizasyon sinyali 
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modelininden farklı olarak bir konsensus motif olarak tanımlanmıĢtır (Dingwall ve ark., 

1991). AT5G51330 proteini mayozun erken basamaklarında nükleusta lokalize olmaktadır. 

Seksüel ve apomikt Boechera türlerinde bu bölgelerin varlığı bu türlerde AT5G51330 

ortologlarının AT5G51330 genine benzer Ģekilde nükleusta bulunduğunu ortaya 

koymaktadır. Nüklear lokalizasyon sinyalinin yanı sıra Boechera türlerine ait AT5G51330 

ve AT5G51330 proteini ile benzer Ģekilde Phosphatidylinositol-specific phospholipase X-

box (PI-PLC) domain bölgesi içermektedir. Bu bölgeler sinyal iletimi süreçlerinde rol 

almakta ve düzenleyici bazı proteinlerce kontrol edilmektedir (Rhee ve ark., 1992). Bu 

sonuçlar AT5G51330 geninin mayoz sürecinde sinyal iletimi yolu ile diğer mayoz 

sürecinde rol alan proteinleri etkileyerek fonksiyonunu gerçekleĢtirdiğini 

düĢündürmektedir. Buna rağmen AT5G51330 geninin diğer mayotik genler üzerine olası 

etkileri incelenmemiĢtir. 

Dyad genine benzer Ģekilde mısır bitkisinde klonlanan AMEIOTIC 1 geni mayoz 

bölünmenin baĢlatılmasından sorumlu bir gen olarak tanımlanmıĢtır (Pawlowski ve ark., 

2009). Bu gene ait ameiotic1-1 (am1-1) mutant hatlarda erkek ve diĢi mayositler mayoz 

bölünme yerine mitoz bölünmeler geçirmektedir. Bu mutantlarda homolog kromozomlar 

bir araya gelmemekte ve kardeĢ kromatid kohezyonu gerçekleĢmemektedir. AM1 geninin 

mayoz spesifik genlerin ifadesinin düzenlenmesi, mayotik kromozom yapısının 

oluĢturulması, mayoz spesifik telomer yapısının meydana gelmesi, mayotik 

rekombinasyon, homologların çiftleĢmesi, sinaps oluĢumu gibi mayotik olayların 

gerçekleĢmesinde gerekli olduğunu ortaya koymuĢtur. Mısır bitkisine ait bu gen sonuç 

olarak DYAD/SWITCH1 geni mutantlarında görülen mayoz yerine mitoz benzeri bölünme 

ile benzer fenotipler göstermektedir. Ayrıca, AMEIOTIC1 proteini DYAD/SWITCH1 ile 

%30 oranında bölgesel bir benzerlik göstermektedir (Pawlowski ve ark., 2009). Boechera 

türlerinden elde edilen AT5G51330 protein dizileri de AMEIOTIC proteini ile benzerlik 

göstermektedir.  

Bu çalıĢma ile ilk kez seksüel bir tür olan Arabidopsis thaliana bitkisinde mutasyonu 

apamayoza benzer fenotip gösterdiği tespit edilen dyad geninin doğal apomikt B. 

gunnisonaia, B. divaricarpa ve seksüel B. stricta türlerindeki karekterizasyonu yapılmıĢ ve 

B. gunnisoniana, B. stricta ve B. holboelii türlerindeki generatif ve vejatatif dokulardaki 

ifadesi incelenmiĢtir. AT5G51330 geniyle alakalı apomikt türlerde daha ileri tekniklerle 

yapılacak çalıĢmalar apomiksi sürecinin anlaĢılmasında faydalı olacaktır. AT5G51330 geni 

gibi mayoz süresince etkin rol oynayan diğer genlerin apomikt türlerdeki iĢlevinin ve bu 
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genlerin birbirleri ile etkileĢiminin belirlenmesi apomiksinin anlaĢılması açısından önem 

teĢkil etmektedir. 
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