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OZET

APOMIKT BOECHERA HOLBOELLI{i (HORNEM.) A.LOVE & D.LOVE
TURUNDE DYAD GEN ORTOLOGUNUN KAREKTERIZASYONU

Fatih SEZER
Canakkale Onsekiz Mart Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dali Yiiksek Lisans Tezi
Danigsman: Yrd. Dog. Dr. Kemal Melik TASKIN
05.07.2009, 48

Bu caligsmada, apomikt ve seksiiel Boechera tiirlerinde DYAD gen ortologunun yapisi
ve ifadesi ortaya ¢ikarilmistir. Boechera ¢igek tomurcuklarindan DYAD cDNA’s1 RT-PCR
araciligr ile elde edilmistir. SWITCHI1/DYAD geni kardes kromatid kohezyonu, mayotik
kromozom organizasyonundan sorumlu bir gen olarak tanimlanmistir. Ayrica diploid
gametlerin olusumuna yol a¢masi sebebi ile apomiksi siirecinde etkili bir gen oldugu
diistiniilmektedir. Bitkilerde eseysiz tohum olusumu anlammma gelen apomiksi, genetik
olarak birbirinin ayni, anasal kopyalardan olusan nesillerin olusumuna yol agar.
Apomiksinin zirai bitkilere aktarilmasi bitki yetistiricili§inde heterozigotlugun
sabitlenmesi, hibrit 6zelliklerinin korunmasi ve hibritlerin nesiller boyunca
cogaltilabilmesine olanak taniyacak olmasi nedeni ile gelecek vaat eden bir konudur.
Apomiksinin altinda yatan molekiiler etmenler tam olarak bilinmiyor olsa da DYAD geni
iizerinde yapilan ¢alismalar bu gendeki mutasyonlarin apomiksinin 6nemli bir asamasi olan
apomayoza yol acabildigini gostermistir. DYAD geni seksiiel bir tiir olan Arabidopsis
thaliana bitkisinde tanimlanmis ve bu gene ait mutant Arabidopsis hatlarinda yapisi ve
fonksiyonu ortaya konmustur. Bu ¢aligma ile dogal apomikt ve seksiiel Boechera tiirlerine
ait protein dizileri Arabidopsis SWITCHI/DYAD geni ile yliksek oranda benzerlik
gostermektedir. Filogenetik analizler Boechera SWITCHI/DYAD geni ortologuna ait
muhtemel protein dizisinin 6 farkli tiire ait proteine benzerlik gosterdigini ortaya
koymustur. Boechera muhtemel proteinleri bir fosfolipaz C domaini ve niiklear
lokalizasyon sinyali igermektedir.

Anahtar sozciikler: Apomiksi, Apomayoz, SWITCHI, DYAD
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ABSTRACT

CHARACTERIZATION OF DYAD ORTHOLOGS IN APOMICT BOECHERA
HOLBOELLIi

Fatih SEZER
Canakkale Onsekiz Mart University
Graduate School of Science and Engineering
Chair for Biology Thesis of Master of Science
Advisor: Assistant Prof. Dr. Kemal Melik TASKIN
05.07.2010, 48

Here we report the structure and expression patterns of orthologs for DYAD gene in
the apomict Boechera. The DYAD c¢DNAs were obtained by RT-PCR from Boechera
flower buds. Dyad is a mutant allele of SWI1 gene characterized as a required gene for
meiotic chromosome organization and female meiotic progression in Arabidopsis. DYAD
gene causes formation of two diploid cells instead of expected 4 haploid gametes. It is
reported that this function of DYAD gene leads to functional apomeiosis in Arabidopsis
thaliana. Apomixis is a reproduction way 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. Sexual reproduction is a process involves gametes formed by meiosis and
double fertilization. However in apomictic process, many of these steps are either bypassed
or modified. In apomict species; chromosome number in male and female gametes are not
reduced (apomeiosis), nevertheless embryo sac and pollen formation continues.
Furthermore, the apomeiotic egg cell spontaneously forms the embryo (parthenogenesis).
Therefore, apomixis leads to clonal reproduction by seeds. Although, introduction of
apomixis from natural apomicts to culture plants haven’t been achieved by hybridization
methods. In this work, sturcture of DYAD gene which leads A. thaliana plants to
apomeiosis is investigated with RT-PCR method in apomict plants for the first time. We
have isolated a 1243 bp long transcript of DY AD gene in Boechera showed high similarity
with Arabidopsis thaliana DYAD. Phylogenetic analysis revealed six similar protein

sequences from various species.
Keywords: Apomixis, apomeiosis, DYAD, SWITCH
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BOLUM 1

GIRIS

Bitkilerin yasam dongiilerinde haploid (gametofit) ve diploid (sporofit) nesiller
birbirini takip eder. Bu dongiide kromozom sayisi haploid (n) sporlar mayoz sonrasinda
olusur. Gametofitler sporlardan mitoz ve farklilasma ile meydana gelir. Angiospermlerde
gametofit ¢icek dokular1 (lireme organi) ile ortiilmiis az sayida hiicreden olugsmaktadir. Disi
gametofit Embriyo kesesi veya megagametofit olarak da bilinir ve ovaryum igerisinde
oviillerde gelisir (Drews ve ark., 1998; Yadegari ve Drews, 2004). Erkek gametofit ise
anter ad1 verilen organlarda bir vejetatif hiicre ve iki sperm tasiyan polen tanesinden

ibarettir (McCormick, 1993).

Anterlerde mayoz ile meydana gelen sporlar (n:lpaternal: 1p) asimetrik mitoz
bolinme ile “vegetatif” ve “generatif” hiicreleri olusturur. Misir bitkisinde bu siirecin
hemen ardindan generatif hiicre ikinci bir mitoz gegirerek sperm hiicrelerini olusturur.
Ancak bunun aksine bir¢cok angiosperm tiiriinde generatif ¢ekirdek boliinme siirecini polen

tiipliniin stigma igerisinde uzamaya basladig1 donemde tamamlar.

Angiospermlerde seksiiel iireme polen tanesinin anterlerden stigmaya taginmasi ile
baslar. Stigmaya ulasan polen igerisindeki vejetatif ¢ekirdek c¢imlenerek polen tiipilini
olusturur. Polen tiipii stilus boyunca oviillere ve dolayis1 ile embriyo kesesine dogru geligir

(Mascarenhas, 1989). Bu sayede spermler (n: 1p) embriyo kesesine taginmaktadir.

Embriyo kesesi ise megaspor ana hiicresinden mayoz ile olusmaktadir. Bu siiregte
mayoz boliinmenin {iriinii olan dort haploid megaspordan ii¢ tanesi dejenere olurken sadece
bir tanesi fonksiyoneldir. Fonksiyonel megaspor ana hiicresi arka arkaya {ic mitoz ile 8
niikleuslu embriyo kesesini meydana getirir. Angiospermlerin ¢ogunda ii¢ antipod hiicresi,
iki sinerjit hiicre, bir merkezi hiicre (2n: 1maternal + 1 maternal: 2m) ve bir yumurta
hiicresi (n: 1m) igeren polygonum tip embriyo kesesi goriiliir (Yadegari ve Drews, 2004;
Drews ve ark., 1998; Russell, 1993). Bu siireglerin sonunda polen tiipii ile embriyo
kesesine ulagan sperm hiicrelerinden biri yumurta hiicresini digeri ise merkezi hiicrelerle
birleserek ¢ifte dollenmeyi gergeklestirir (Drews ve ark., 1998). Sonugcta bir diploid zigot
(2n: Im + 1p) ve triploid endosperm dokusu (3n: 2m + 1p ) olusur (Schneitz ve
ark.,1995).
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Angiospermlerde oldugu gibi diger Okaryotlarda da mayoz iiremede merkezi rolii
olan bir siirectir. Mayoz tek bir replikasyon sonrasinda birbirini takip eden iki sitokinez
(hiicre boliinmesi) sonucunda olusan dort haploid hiicrenin meydana gelmesi ile mitozdan

ayrilmaktadir (Hamant ve ark., 2006).

Mayoz, mayoz I ve mayoz II olmak iizere birbirini takip eden sitokinez asamalar1 ile
tamamlanan iki siirecten olusur. Mayoz I; profaz, metafaz, anafaz ve telofaz sathalarindan
olusur. Mayoz I profaz safhasi ise, leptoten, zigoten, Pakiten ve diakinez asamalarindan
olusur. Sitolojik olarak mayoz leptoten asamasinda kromozomlarin yogunlasip etraflarinda
axial elemanlarm birikmeye basladiklar1 donemde ilk olarak belirlenebilmektedir. Zigoten
evresinde homolog kromozomlar bir araya gelmeye baslar. Bu evreden pakiten evresine
kadar homolog kromozomlar birlesip sinaps yapilarini olustururlar. Pakiten sinaps ve
rekombinasyon siireclerinin son hallerine ulastig1 evredir. Bu siireclerde dort alt tiniteden
olusan kohezin protein kompleksi homologlarin bir arada tutulmasinda rol almaktadir.
Diploten evresinde, zigoten evresinde kromozomlar arasinda olusturulan sinoptonemal
kompleks dagilir ve homologlar ayrilmaya baglar. Buna ragmen homologlar metafaz I
evresine kadar kiazmalar sayesinde bir arada tutulmaktadir. Kiazmalar par¢a degisimi
(krossing over) yolu ile homologlar arasi rekombinasyonun meydana geldigi bolgelerdir.
Geg¢ diploten ve diakinez asamalarinda hiicrelerde kromozomlar bivalentler halinde
organize olmuslardir. Diakinez asamasinda kromozomlar daha da yogunlasarak kisalip
kalinlasir ve niikleus zar1 kaybolmaya baslar. Arabidopsis thaliana bitkisinde, metafaz |
asamasinda bes bivalent halinde organize olmus homologlar metafaz tablasinda dizilir.
Anafaz [ asamasinda kiazmalar acilir ve homolog kromozomlar birbirinden ayrilir (Hamant

ve ark., 2006; Armstrong ve Jones, 2001, 2002; Nasmyth, 2001; Hirano, 2000).

Ikinci mayotik boliinme kromozomlar1 kardes kromatidler halinde ayirir ve haploid
gametleri olusturur. Disi gametlerin sonrasinda erkek gametlerle dollenmesi ile diploid

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

Yukarida agiklanan siireclere karsilik bazi angiosperm tiirleri aseksiiel yollarla
iremektedirler. Tohumlarin déllenmeye ihtiya¢ duymadan gelistigi bu tip lireme apomiksi
olarak bilinmektedir. Bu terim de -miski “karigtrma eylemi” ve apo “olmaksizin”
anlamindadir. Giliniimiizde apomiksi daha ¢ok angiosperm tiirlerde goriilen eseysiz tohum
olusumu ifade edecek sekilde kullanilmaktadir. Dolayis1 ile apomiksi tohum olusumu

yoluyla gerceklesmesi bakimindan diger eseysiz iireme yollarindan ayrilmaktadir. Ayrica
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tohumlarin ddllenme olmaksizin meydana gelmesi ve ana bitkiyle ayn1 genotipe sahip
bireylerin olusumuna yol agmasiyla ise eseyli liremeden ayrilmaktadir. Bu anlamiyla ilk
kez 1841 yilinda J. Smith Alchornea (Euphorbiaceae) bitkisinde apomiktik gelisimi rapor
etmistir (Asker ve Jerling, 1992).

Apomiksi ile bitkiler mayoz ve dollenme gerceklesmeden ana bitki ile genetik
olarak es tohumlar iiretir (Bicknell ve koltunow, 2004). Apomiktik tireme 400’den fazla

angiosperm tiirii ve 40’dan fazla familyada bildirilmistir (Carman, 1997).

Gilintimiizde sporofitik apomiksi (adventif embriyoni), ve gametofitik apomiksi
olmak iizere iki farkli apomiksi mekanizmasi tanimlanmistir (Koltunow, 1993). Adventif
embriyonide embriyo oviil gelisiminin ge¢ asamalarinda dogrudan embriyo kesesi
disarisindaki sporofitik hiicrelerden gelismektedir. Bunun aksine gametofitik apomikside
embriyo kesesi mayoz geg¢irmemis Onciil hiicrelerden olugsmakta ve yumurta hiicreleri
partenogenetik olarak gelismektedir. Gametofitik apomiksinin embriyo kesesini olusturan
hiicre tipine gore iki farkli tipi goriilmektedir. Diplosporik tiplerde embriyo kesesi
mayozun yarida kesilmesiyle megaspor ana hiicrelerinden gelisirken, aposporik tiplerde
mayoz gecirmemis embriyo kesesi oviil icerisindeki somatik hiicrelerden koken alir (Asker

ve Jerling, 1992; Bicknell ve Koltunow, 2004; Spielman ve ark., 2003; Koltunow, 1993).

Apomiktik embriyolar erkek gamet olmaksizin yumurta hiicresinden (partenogenez)
dretilirken, merkezi hiicreler kendiliginden (otonom) ya da dollenme (pseudogami) ile

endospermi gelistirirler (Asker ve Jerling, 1992; Koltunow, 1993).

Gametofitik apomiksinin iki tipi de genel olarak ii¢ asamadan olusmaktadir. Ilk
asamada mayoz gecirmemis gamet (2n) olusumuna yol agan apomayoz, ikinci agsamada ise
diploid gametlerden embriyo olusturan partenogenez goriilmektedir. Uglincii asamada ise

fonksiyonel endosperm ya kendiliginden ya da dollenme ile olugsmaktadir.

Gametofitik apomiksi mekanizmalar1 arasinda kuskusuz en ilgi ¢ekici olan siireg
apomayozdur. Buna karsin, dogal apomikt tiirlerde apomayoza sebep olan genetik
mekanizmalar heniiz aciklanamamistir. Buna ragmen mutasyon caligsmalar1 ile seksiiel
tiirlerde apomayoza benzer sekilde diploid gametlerin olusumuna yol agan bazi genler

tanimlanmistir (Ravi ve ark., 2008; Pawlowski ve ark., 2008).

Bir model organizma olan ve seksiiel siireclerle tohum olusturan Arabidopsis

thaliana tiirtinde mayoz siireglerini kontrol eden genler iizerine yiiriitillen bir ¢alismada

3
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DYAD/SWITCHI (AT5G51330) geninin, mayozda kromozom organizasyonu diizenledigi
bildirilmistir (Motamayor ve ark., 2000; Siddiqi ve ark., 2000; Cai ve ark., 2001). Bununla
birlikte, AT5G51330 geninde baska bir mutasyonun ise apomayoza benzer sekilde 2
diploid (2n) gametin olusumuna yol ag¢tigmi bildirilmistir (Ravi ve ark., 2008). Bu
calismada ilgili mutasyonun sadece disi mayozda etkili oldugu gosterilmistir. Bu mutantlar
az sayida da olsa triploid tohum olusturmaktadir. Caligmada, triploid tohumlarin mayoz
gecirmemis (2n) disi ve haploid (n) erkek gametlerin birlesmesi araciligi ortaya ¢iktigi
belirtilmistir. Bu giine kadar, AT5G51330 genine ait dort farkli Arabidopsis mutant hat
(swil.l, swil.2, dyad ve dsyl0) incelenmis ve karakterize edilmistir (Motamayor ve ark.,
2000; Siddiqi ve ark., 2000; Cai ve ark., 2001; Mercier ve ark., 2001). Bunlar arasinda
daha 6nceden tanimlanmis swi/.2 mutantinda disi ve erkek gametler kisirdir (Mercier ve
ark., 2001). Bu mutantlarda disi mayositlerde apomayoza benzer bir sekilde 5 bivalent
yerine 10 univalent meydana getirdigi icin tetrad yerine dyad olusturur. Swil./ mutant
Arabidopsis hatlarinda ise erkek mayoz normal iken disi mayozda metafaz I asamasinda
sinaps ve bivalentler gozlenmez (Motamayor ve ark., 2000). Dyad mutantlarinda ise disi
mayositlerde sinaps olusmamis dolayisi ile metafaz I asamasinda beklenen 5 bivalent
yerine 10 univalent gozlendigi bildirilmistir (Siddiqi ve ark., 2000; Agashe ve ark., 2002;
Ravi ve ark., 2008). Bu mutantlarda erkek mayoz siireci ise normaldir. Dsy/( mutant
hatlarinda ise disi ve erkek mayozda profaz ve metafaz I asamalarinda bivalentler

gozlenememistir (Cai ve ark., 2001; Boateng ve ark., 2008).

Yukarida tanimlanan mutant hatlar ¢ogunlukla mayoz II sonucunda kromozomlar1
esit dagilim gostermeyen hiicreler olustugu icin kisirdir. Buna ragmen AT5G51330
mutantlarinda az sayida da olsa triploid tohum olusmasi bu mutantlarin fonksiyonel
gametler iretebildigini isaret etmistir. A75G51330 mutantlarinda gozlenen bu durum
apomiksinin bir par¢asi olan apomayoza benzerlik gostermektedir. Tek bir gende meydana
gelen bir mutasyonla apomayoza benzer bir fenotipin ortaya ¢ikmis olmasi apomiksinin
seksiiel tiirlere aktarilmasinda gelecek vaat eden bir gelismedir. Buna ragmen dogal

apomikt tiirlerde bu genin yapis1 ve fonksiyonu incelenmemistir.

Dogal apomikt ve seksiiel tiirleri barindiran Boechera tiirleri ile yapilan ¢caligmalarla
polen ana hiicrelerinin gelisim asamalar1 ortaya konmustur. Apomikt ve seksiiel Boechera
tiirlerinde polen ana hiicresi mayoz siireci incelenmistir (Taskin ve ark., 2009). Profaz |
asamasinda niikleus igerisinde kromozomlar uzun iplikler seklinde kalinlasmaya baslar.

Sonrasinda bivalent ve trivalentlerin olusumundan anlasildig: tizere homolog kromozomlar

4
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ortaya c¢ikar ve tam olarak eslesmelerini gerceklestirirler. Niikleolus ve niiklear membran
hemen ardindan kaybolmaya baglar. Takip eden metafaz 1 asamasinda, homolog
kromozomlar ekvatoryal diizlemde organize olmaya baslar. Anafaz ve telofazda
yogunlagmis kromozomlar normal mayoz siirecinde gozlenenin aksine iki es grup olarak
ayrilmamakta ve sonu¢ olarak kromozom sayis1 yarilanmamig bir niikleus olusur. Bu
durum ayrica diger apomikt bitkilerde mayozun atlanmasi yani apomayoz olarak
bilinmektedir (Grimanelli ve ark., 2001; Noyes, 2005). Ardindan yarilanmamis niikleus,
kalloz duvari ile ¢evrili dyadlar1 olusturmus ve tek bir sitokinez asamasi ile takip edilen tek

bir mitoz gegirir (Taskn ve ark., 2009).

Bu caligmada, seksiiel yollarla tohum olusturan A. thaliana bitkisinden karakterize
edilen AT5G51330 geninin dogal apomikt Boechera tiirlerindeki ortologu karakterize
edilmistir. Boechera tiirleri Brassicaceae familyasinda yer alir ve bircok molekiiler genetik
uygulamasinin miimkiin oldugu 4. thaliana ile yakin akrabadir (Koch ve ark., 2003; Dobes
ve ark., 2004). Buna karsn iki tiirlin iireme mekanizmalar1 son derece farklidir. Bu sebeple
Boechera tiirleri apomiksinin molekiiler mekanizmasinin ve seksiiel iireme ile apomiksi
arasindaki  molekiiler farkliliklarin  belirlenebilmesi  igin  model bitki olarak
kullanilmaktadir. Bu nedenle, bu calismada apomikt ve seksiiel Boechera tlirlerinde
AT5G51330 homolog geni genomik DNA ve cDNA dizileri ile elde edilmistir. Boechera
AT5G51330 genine ait bu diziler, diger tiirlerde tanimlanmis A75G51330 geni homologlar1

ve benzer protein dizileri ile biyoinformatik araglarla karsilastirilmistir.

AT5G51330 geninin apomikt bitkilerdeki fonksiyonu heniiz belirlenmemistir. Bu
nedenle, dogal apomikt tiirlerde bu genin ortologunun tanimlanmasi, bu genin apomiktik

ireme stireglerindeki rollerini aydinlatmada yararl olacaktir.
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BOLUM 2

ONCEKIi CALISMALAR

Dogal apomikt ve seksiiel tiirleri barindiran Boechera tiirleri ile yapilan ¢caligmalarla
polen ana hiicrelerinin gelisim asamalar1 ortaya koymustur (Taskimn ve ark., 2009). Triploid
apomikt B. holboellii tiiriinde polen ana hiicresi mayoz silireci incelenmistir. Profaz 1
asamasinda, niikleus ve niikleus zar1 halen kaybolmamis iken, niikleus igerisinde
kromozomlar uzun iplikler seklinde kalinlagmaya baslar. Sonrasinda bivalent ve
trivalentlerin olusumundan anlasildig1 tizere homolog kromozomlar ortaya ¢ikar ve tam
olarak eslesmelerini gergeklestirirler. Niikleolus ve niiklear membran hemen ardindan
kaybolmaya baslar. Takip eden metafaz I asamasinda, homolog kromozomlar ekvatoryal
diizlemde organize olmaya baslar. Bu asamada her bir polen ana hiicresi yogunlasmis
kromozomlarin anafaz ve telofazda iki es grup olarak ayrilamamis ve sonugta
yarilanmamis bir niikleus olusturur. Bu durum ayrica diger apomikt bitkilerde mayozun
atlanmasi yani apomayoz olarak bilinmektedir. Ardindan yarilanmamis niikleus, kalloz
duvari ile gevrili dyadlar1 olusturmus ve tek bir sitokinez asamasi ile takip edilen tek bir

mitoz gecirir.

Hieracium tiiriinde delesyon haritalama metodu ile bu tiirde apomayoz ve
partenogenezle iligkili oldugu goriilen iki locus tanimlanmistir. Bunlardan bir tanesi
apomayozun engellenmesi, digeri ise dollenme (partenogenez) ile 1ilgili stireglerle
alakalidir. Bu calismada elde edilen loal mutanti daha sonra daha ayrintili olarak

incelenmistir (Catanach ve ark., 2006).

Okada ve ark. (2007), ¢alismasinda apomayozla alakali oldugunu gosterdikleri “loss
of apomeiosis 1”7 mutantin1 arastirmiglardir. Bu mutant somaklonal varyasyon sonucu
olusmus ve apomikt tohum {iiretme Ozelligini kaybetmis bir hat olarak elde edilmistir.
Calismaya konu olan Hieracium tiirii aposporik bir apomiksi stireci gostermektedir. Loal
mutantlarinda bu siirecte aposporik Onciil hiicrelerin olugsmadigr ve olusan az sayida
tohumun normal mayoz siireciyle olustugu gosterilmistir.  Bu apomiksi tiirlinde

indirgenmemis embriyo kesesi oviil icerisindeki somatik hiicrelerden mitoz bdliinmelerle
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olusmaktadir. Bu bitkilerde indirgenmemis sporlarin meydana gelmesi apomayoz olarak

adlandirilmasina ragmen diplosporik apomikside goriilen apomayoz siirecinden farklidir.

Albertini ve ark. (2004), Poa pratensis tirinde cDNA-AFLP metodu ile bu tiiriin
seksiiel ve apomiktik genotiplerinde apomiksinin ilk asamalarinda ifade olan 2248
transkript elde edilmistir. Bu transkriptlerden sekstiel ve apomikt bitkilerde farkli ifade
olan 179 sekans elde edilmistir. U¢ EST ifade 6zellikleri ve blast sonuglarina gore daha
iler1 molekiiler karakterizasyon ¢aligsmalar1 i¢in se¢ilmistir. Bu diziler RAB1-benzeri, b-
catenin-benzeri ve Ankyrin protein kinaz benzeri genlere karsilik gelmektedir. Bu
transkriptlerin dizileri RACE yontemi ile elde edilmistir ve daha ileri ¢calismalar i¢in hedef

olarak gosterilmislerdir.

Albertini ve ark. (2005), yilindaki ¢alismalarinda Poa pratensis tiiriinde apomiksi ile
alakali oldugunu 6nerdikleri SERK ve APOSTART genlerini tanimlamislardir. Bu genlerin
ifadelerinin seksiiel ve apomikt bitkilerde farkli oldugunu ve hiicre sinyal iletiminde
muhtemel rollerini ortaya koymuslardir. SERK geninin bu tiirde nusellar hiicrelerde
embriyo kesesinin olugsmaya baslamasinda bir anahtar gérevi gérdiigiinii rapor etmislerdir.
Poa tiiriinde aposporik apomiksi goriilmektedir ve Boechera tirlerinde goriilen diplosporik

apomiksinin aksine embriyo kesesi oviillerdeki somatik hiicrelerden kaynaklanmaktadir.

Motamayor ve ark. (2000), calismalariyla A75G51330 genine ait ilk mutant alel olan
swil-1 alelini tanimlamislardir. Bu mutasyonun etkilerinin megasporogenez siirecinde
etkili oldugunu ortaya koymuslardir. Bu mutant hatlarda megaspor ana hiicreleri fazladan
mitoz boliinmeler gegirerek mayoz boliinmeyi geciktirmektedirler. Ayrica bu hiicrelerde
hiicre kutuplagsmasinda anormallikler gozlenmistir. Swi/-/ mutant Arabidopsis bireylerinde
erkek mayoz normal iken disi mayotik siliregte metafaz I asamasinda sinaps olusumu
goriilmemis ve metefaz tablasinda bivalentler yerine univalentler goézlenmistir. Bu
sonuglara dayanilarak SWII geninin hiicre kutuplagsmasinda, mitoz ve mayoz boliinme

arasinda geciste rol aldig1 diistiniilmiistiir.

Siddiqi ve ark. (2000), yilinda AT5G51330 geninin dyad mutantini rapor etmislerdir.
Bu mutantlarda oviiller embriyo kesesi yerine iki biiyiik hiicre icermektedir. Bu iki hiicre
megaspor ana hiicresinin daha sonraki gelisiminin gerceklesmedigi tek bir boliinmenin
driinleridir. Arastiricilar bu boliinmenin mitoz veya mayoz bdliinme siirecini ge¢irdigini

ortaya koymak icin megaspor ana hiicrelerinde normal kosullarda mayoz siirecinde ifade
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olan iki mayotik marker gen incelemistir. Sonug¢ olarak megaspor ana hiicrelerinin mayoz
boliinmeye basladig1 ancak tamamlamay1 basaramadigi ortaya konmustur. Bu hiicrelerin
cogunlugunda mayoz [ sonunda siire¢ kesilmektedir. Kromozomlar dogrudan
incelendiginde metafaz asamasinda ayrigmanin esit bir sekilde gerceklesmedigini ortaya
koymustur. Bunun yaninda polen olusumu ve erkek fertilitesi normaldir. Bu sebeple

AT5G51330 geninin disi mayotik siiregte gerekli bir gen oldugu rapor edilmistir.

Mercier ve ark. (2001), Arabidopsis thaliana bitkisinde mayoz boliinmede kardes
kromatid kohezyonu ve bivalent olusumu i¢in gerekli bir geni (475G51330) karakterize
etmislerdir. Bunun i¢in A75G51330 geninin mutant bir aleli olan swil.2 genini mutagenez
yaklagimi ile elde edip karakterize etmislerdir. Bu mutantlar hem erkek hem de disi
sporogenez ve gametogenez asamalarinda defektli ve sonugta sterildir. Disi mayositlerin
mayoz yerine mayoza benzer bir boliinme gec¢irdigi ve sonugta 4 haploid gamet yerine 2

diploid hiicrenin olustugu bildirilmistir.

Cai ve ark. (2001), yilinda grubun daha 6nceden elde ettigi erkek steril Arabidopsis
hatlar1 icerisinde 7219 numarali mutant hattin ayrintili sitolojik bir analizi yapilmistir. Bu
mutasyon ¢ogunlukla sinaps olusmamasina sebep olmaktadir. Bu hiicrelerde metafaz I
asamasinda on kardes kromatid gozlenmektedir. Homolog kromozomlar diploten
asamasina kadar normal gozlenirken bu evreden sonra ayrilmaya baslamakta ve diakinez
asamasinda on univalent goézlenmektedir. Kromozomlar bu asamalarda sentromer

bolgelerinden normal olarak baglanmis durumdadirlar.

Agashe ve ark. (2002), Arabidopsis thaliana bitkisinde mayotik kromozom
organizasyonu ve disi mayotik siirecte gerekli olan A75G51330 genini karakterize
etmislerdir. A75G51330 geninin mutant bir aleli olan AT75G51330 geninin mayotik profaz
asamasinda kromozom kohezyonunun bozulmasina dolayisiyla metafaz I asamasinda 5
bivalent yerine 10 univalentin goriilmesine neden oldugu bildirilmistir. 4A75G51330
RNA’smin mayoz Oncesi interfaz ve mayotik profaz sirasinda ovul ve anterlerdeki

mayositlerde var oldugu gosterilmistir.

Mercier ve ark. (2003), yilinda AT5G51330 geninin kardes kromatid kohezyonunun
olusumunda rol aldigini1 rapor etmislerdir. Mayotik kromozomla iliskili proteinlerin
immiinolokalizasyonunu da iceren sitolojik yOntemlerle SWI1 proteininin aksial

elementlerin olusumu i¢in gerekli oldugu ortaya konmustur. Elde edilen sonuglara gore
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swil-2 mutasyonu mayotik profazda RADS51 proteini fonksiyonu gibi bazi mayotik
mekanizmalarm etkilendigi gozlenmistir. Bu bilgilere dayanilarak A75G51330 proteininin
mayotik rekombinasyonun baslatilmasindan sorumlu olabilecegi rapor edilmistir.
Immiinolokalizasyon ¢alismas1 bu genin mayotik S ve G1 siireclerinde ifade oldugunu
gostermistir. Sonu¢ olarak SWI1 geni kardes kromatid kohezyonu, rekombinasyon ve
aksial element olusumunda rol alan bir gen olarak tanimlanmustir.

Ravi ve ark. (2008), Arabidopsis thaliana bitkisinde mayotik kromozom
organizasyonunun bir diizenleyicisi olan A75G51330 geninde bir mutasyonun apomayoza
yani mayoz bdliinme olmadan gamet olusumuna neden oldugunu bildirmislerdir. Sekstiel
bir bitki olan A. thaliana bitkisinde bu mutasyonun polen olusumunu etkilemedigi ancak
disi mayositlerde mayoz normal ger¢eklesmediginden disi steril bir mutant oldugu
gosterilmistir. Buna ragmen az da olsa tohum olusumunun gerceklestigi ve bu tohumlarin
neredeyse tamaminin triploid oldugu bildirilmistir. Bu tohumlarin diploid disi gametle
haploid erkek gametin birlesmesi ile olusmus olmasi gerektigi one siriilmiistiir. Ayrica
bitkilerde tohum ve ¢icek biiyiikliikleri acisindan poliploidi derecesine gore degisen
farkliliklarin oldugu gosterilmistir. Bu farkliliklar genetik etiketlenme denilen maternal
(anasal) ya da paternal (babasal) etkiden kaynaklanabilecegi bildirilmistir. Calismada tek
bir gendeki bir degisimle seksiiel bir bitkide dogal apomikt bir bitkidekine benzer sekilde
apomiksinin 6nemli bir adimi1 olan fonksiyonel bir apomayozun ortaya c¢ikabilecegi
bildirilmistir.

Boateng ve ark. (2008), daha 6nceden disi ve erkek steril ve sinaps olusumunun
anormal oldugu bir mutant olarak tanimlanmis dsylO0 mutantinin molekiiler analizini
gerceklestirmislerdir. Bu mutant hatlar A75G51330 geninin ii¢lincii ekzonunda bir t-dna
insersiyonu icermektedir. Bu mutasyon swil-1 ve dyad mutantlarinin aksine erkek ve disi
mayoz siirecini etkilemektedir. Mayoz silirecinde swil-2 alelinin kesilmis bir formu
mayositlerde ifade olmaktadir. Bunun aksine dsyl0 mutant1 tam bir fonksiyon kaybina
sebep olmaktadir. Bu sebeple iki mutant arasinda erkek mayozda kardes kromatid
kohezyonunun erken kaybi ve aksial elementlerin olusumunda farkliliklar gézlenmistir.
Ayrica Dsyl0 mutant bitkilerde disi ve erkek mayozda diploten ve diakinez asamalarinda
10 univalent gbzlenmistir. Bu sonuglara gore dsyl0 mayotik kromozomlarin bir araya gelip
ciftlesmesi ger¢eklesmemektedir. Buna ragmen sentromer bolgelerinde birlesme
gerceklesmektedir. Ayrica kardes kromatid kohezyonu bu mutantlarda mayoz II siirecine

kadar korunmaktadir. Diger calismalarla birlikte elde ettikleri sonuglara gére AT5G51330
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genini mayotik kromatin organizasyonu kardes kromatid kohezyonu, ¢iftlesme, sinaps ve

rekombinasyon siireclerinde etkili bir gen olarak tanimlamiglardir.

Pawlowski ve ark. (2009), AMEIOTICI geni misir bitkisinde klonlanmis mayoz
boliinmenin baglatilmasindan sorumlu bir gen olarak tanimlanmistir. Bu gene ait
ameioticl-1 (aml-1) mutant hatlarda erkek ve disi mayositler mayoz bdliinme yerine mitoz
boliinmeler ge¢irmektedir. Bu mutantlarda homolog kromozomlar bir araya gelmemekte ve
kardes kromatid kohezyonu gerceklesmemektedir. Yapilan ¢alisma AMI geni aktivitesinin
mayoz spesifik genlerin ifadesinin diizenlenmesi, mayotik kromozom yapisinin
olusturulmasi, mayoz spesifik telomer yapismmin meydana gelmesi, mayotik
rekombinasyon, homologlarin c¢iftlesmesi, sinaps olusumu gibi mayotik olaylarin
gerceklesmesinde gerekli oldugunu ortaya koymustur. Misir bitkisine ait bu gen sonug
olarak AT5G51330 geni mutantlarinda goriilen mayoz yerine mitoz benzeri boliinme ile
benzer fenotipler gostermektedir. Bunun yaninda AMEIOTICI proteinit AT5G51330 geni
ile %30 oraninda bolgesel bir benzerlik gostermektedir. Bu bilgiler bu genlerin yiiksek

ithtimalle fonksiyonel homolog genler olduklarini géstermektedir.

Mercier ve ark. (2009), yilinda Arabidopsis bitkisinde ii¢lii mutant bir hatta
apomayoza benzer sekilde disi ve erkek mayositlerin mayoz bolinme yerine mitoz
boliinme gecirdiklerini ve sonugta fonksiyonel diploid gametlerin olustugunu rapor
etmiglerdir. OsdI-1, Atspoll-1 ve Atrec8 mutantlarindan olusan {iclii mutant bu genotipe

“mayoz yerine mitoz” anlamina gelecek sekilde MiMe adin1 vermislerdir.

Bu calismayla birlikte ilk kez karakterize edilen OSDI geninin mayoz I’den Mayoz
II’ye gecisi diizenledigi gosterilmistir. Mutant hatlarda kendisi ve yabanil tiple yapilan
caprazlama deneyleri osd1 mutantlarinin %100 oraninda erkek, yaklasik %85 oraninda disi
indirgenmemis diploid gametleri olusturdugunu ortaya koymustur. Bu hatlarda mayoz |
sireci yabanil tipten farksizken, c¢alismada mayoz II silirecinde mayositler
gozlemlenmemistir. Dolayis1 ile mayoz boliinmenin mayoz I sonras1 mayoz Il ile devam
etmedigi ve diploid iki gametin meydana geldigi gosterilmistir. Mayoz I siirecinin normal
gelismesi sonucu olarak osdl mutantlarinda rekombinasyon yabanil tip bitkilerde
goriildigi haliyle meydana gelmektedir. Bu anlamda olusan gametler ana bitki genotipi ile
birebir 6zdes degildir. Ayni grubun daha oOnceden tanimladigi atspoll-1/atrec8 gifte

mutantlar1 mitoz benzeri bir mayoz I gdstermis olmasma ragmen, ikinci mayoz boliinme
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siirecinde esit olmayan kromozom dagilimlar1 sebebi ile sterildir. A¢spoll-1 mutantlari
mayotik profaz I asamasinda homolog kromozomlarin bir araya gelmesini engellemekte ve
dolayis1 ile rekombinasyonun gerceklesmesini onlemektedir. ATRECS geni ise anafazda
mayotik homolog kromozomlarin kutuplara ayrilmasini1 diizenlemektedir ve bu sebeple
atrec8 mutantlar1 mayotik anafaz yerine Mitotik anafaza benzer sekilde es bir bicimde
homolog kromozomlar yerine kromatidlerin ayrilarak kutuplara ¢ekilmesini saglamaktadir.
Aragtiricilar bu ozelliklerden faydalanarak atspol 1-1/atrec8 ¢ifte mutantinin mitoz benzeri
mayoz | fenotipini mayoz II’nin gerceklesmedigi osdl mutantiyla bir araya getirmis ve
sonu¢ olarak mayoz yerine tek bir mitoz boliinme gegiren tliclii mutant Arabidopsis hatti

elde etmislerdir.

Mercier ve ark. (2008), yilinda A4tPSI geninde meydana gelen mutasyonlarin
Arabidopsis bitkisinde diploid polen tanelerinin olusmasina sebep oldugunu rapor etmistir.
Bu mutantlarda erkek gametofitlerde canli polen tanelerini olusturabilen diploid erkek
sporlar meydana gelmekte ve bir sonraki nesilde kendiliginden triploid bitkiler
olugsmaktadir. Erkek mayoz incelendiginde mutant 4¢PS/ hatlarinda mayoz II’de anormal
iplik¢iklerin olustugu ve sonugta 4 takim yerine 2 takim kromozom grubunun olustugu
anafaz II evresi gozlenir. Bunun yaninda metafaz Il evresine kadar mayoz yabanil tipten
farksizdir. Disi mayotik siire¢ bu mutasyondan etkilenmemis dolayisi ile disi gametler

yabanil tipte oldugu sekliyle tiretilmektedir.
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BOLUM 3

MATERYAL VE YONTEM

3.1. Bitki Materyalinin Yetistirilmesi

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

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

saat karanlik olan iklim kabininde yetistirilmistir.

3.2. Genomik DNA izolasyonu

Yaprak dokularindan (100 mg) DNA izolasyonu (Edwards ve ark., 1991) 6nerildigi
yonteme gore yapilmistir. Bitki dokusu porselen havan iginde sivi azot ile ezilerek
homojenize edilmistir. Ardindan bir spatiil yardimi ile 1,5 ml lik eppendorf tiipiine
aktarilmistir. Ornegi iceren eppendorf tiipiine 400 pl ekstraksiyon tamponu eklenmistir.
Homojenat vortekslenip, oda sicakliginda 2 dk bekletilmis ve 13.000 rpm de 1 dk santrifiij
edilmistir. Stipernatant kismi1 temiz bir tiipe alinmais, siipernatani igeren eppendorf tiipii

iizerine esit miktarda Phenol:chloroform:izoamylalcohol (25:24:1) eklenip, tiip birka¢ defa

12



BOLUM-3 MATERYAL VE YONTEM Fatih SEZER

alt tist edilmis ve 13.000 rpm de 1 dk santrifiij edilmistir. Olusan iist faz (slipernatant) yeni
bir tiipe almip, 500 pl %96 lik soguk ethanol eklenmis ve tiip altiist edilerek 2 dk oda
sicakhiginda bekletilmistir. Ornek 13.000 rpm de 5 dk santrifiij edilmis ve alkol dokiilerek
uzaklastirilmistir. Pellet %70’lik alkolde yikanmus, tiipler kapagi acik sekilde oda
sicakliginda alkol uzaklasincaya kadar bekletildikten sonra 50 pl steril dH2O iginde

¢ozdirilmiistir. DNA ornekleri kullanima kadar +4 °C’de muhafaza edilmistir.

3.2.1. Genomik DNA izolasyonunda kullanilan Tamponlarin Hazirlanmasi
Ekstraksiyon tamoponu (100ml)

2,4228 g TrisHCI (pH:7.5) 90 ml dH»O i¢inde ¢bzdiiriiliip ve 1N HCI ile pH:7.5 e
ayarlanmistir. 1,461 g NaCl eklenmis ve ¢ozdiiriildiikten sonra 0,9306 g EDTA eklenmis
ve ¢ozduriilmistiir. 0,25 g SDS eklenip ve ¢ozdiiriildiikten sonra son hacim dH,O ile 100

ml ye tamamlanmstir.

3.3. RNA izolasyonu

Calismada RNA izolasyonu, gelisimlerinin erken asamalarindaki tomurcuklardan
yapilmistir. Oncelikle sterio mikroskop altinda diseksiyon igneleri kullanilarak cicek
tomurcuklar1 steril bir bistiiri ile kesilerek ayirilmig ve boyutlar1 dlciilerek 15 mm’den
kiiciik tomurcuklar eppendorf (RNaz-DNaz free) tiiplerine almmistir. RNA
degredasyonunu 6nlemek icin tiiplere RNAlater (Ambion - #AM7020) eklenmis ve tim
dokularin RNAl/ater ile kaplanmasina dikkat edilmistir. Bu sekilde hazirlanan 6rnekler bir
gece +4°C’de bekletilmis ve ardindan uzun siireli saklama i¢in Ornekler -80°C’de
depolanmustir.

Dokularin diseksiyonu i¢in ¢igek dokular1 toplu olarak alkol ile steril edilmis lam
iizerine alinip tomurcuklar tek tek ayrilmistir. Uygun boyuttaki tomurcuklar stereo
mikroskop altinda RNAlater soliisyonu igerisinde steril ignelerle disekte edilmistir. Diger
dokular ve uygun boyutta olmayan tomurcuklar uzaklastirildiktan sonra tomurcuklarin
boylar1 mikrometrik okiiler kullanilarak 6lgtilmiistiir.

RNA izolasyonundan once, tiiplerdeki RNAlater mikropipet ile uzaklastirilmis ve
tiipler dokularin donmasi i¢in sivi azotta bekletilmistir. Ardindan, ¢igek tomurcuklari
eppendorf icerisinde pestil yardimiyla iyice ezilmistir. Daha sonra Purelink RNA Mini
Kit (Invitrogen — 12183-018A) kullanilarak dokulardan total RNA izolasyonu yapilmustir.

Izolasyonun ardindan RNA’larin kalitesi agaroz jel elektroforezi ile kontrol edilmis
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icerdigi RNA miktar1 florometrik yontemle ( Invitrogen Qubit Fluorometer ) belirlenmistir.

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

3.4. cDNA Sentezi
cDNA sentezi RevertAid First Strand cDNA Synthesis kit ( Fermentas - #K1621 ) ile

gerceklestirilmistir. Bu kite ait iiretici firma tarafindan saglanan reaksiyon bilesenleri ve
kullanilan miktarlar Tablo 3.1° de gdsterilmistir. Reaksiyon (RNaz-DNaz free) pipet uglari
ve ince cidarli 200 pl’ lik PCR tiiplerinde gerceklestirilmistir. Oncelikle kalipp RNA,
oligo(dT)18 primer ve DEPC-uygulanmis su tiiplere konularak 65°C’ de 5 dk. Inkiibe
edilmistir. Ardindan, 5x reaksiyon tamponu, RiboLock RNase Inhibitor ve 10mM dNTP
mix son olarak da M-MuLV Reverse Transcriptase eklenerek 42°C” de 60 dk. inkiibe
edilmistir. Reaksiyon 70°C* de 10 dk. sicaklik uygulamasiyla sonlandirilmigtir. Tiim
inkiibasyon islemleri yukarida belirtilen sicaklik ve siirelere ayarlanmis bir Thermal cycler

cihazinda (BIO-RAD) gergeklestirilmistir.

Cizelge 3.1. cDNA reaksiyonu bilesenleri ve konsantrasyonlari

Bilesen Miktar
5X Reaction buffer 4 ul
10 mM dNTP mix 2 ul
100 uM Oligo-dT primer Il
20 unit/pl RNase inhibitor 1 ul
RevertAid M-MuLV Reverse Transcriptase 200u/ pl 1 ul
DEPC-treated water 6 ul
Kalip RNA Sul
Toplam 20 ul

3.5. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

AT5G51330 geninin PCR ile ¢ogaltilmasinda kullanilan primerler, Primer3 (Baren
2004) ve NCBI primer blast (primer desinging tool;
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/index.cgi) programi kullanilarak
A.thaliana AT5G51330 geni referans almarak dizayn edilmistir. PCR, proofreading
aktivitesine sahip High Fidelity PCR Enzyme Mix (#Fermentas KO0192) ile
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gerceklestirilmistir. Reaksiyon kurulurken tiim islemler buz {lizerinde gerceklestirilmistir ve
filtreli pipet uglar1 (RNase-DNase-free), ince cidarli (200ul) PCR tiipleri kullanilmistir.
AT5G51330 geninin amplifikasyonu gergeklestirilmeden once PCR kosullar1 (TM ve
MgCl, konsantrasyonu) optimize edilmistir. Optimizasyon c¢alismalarinda primerlerin
baglanma sicakligi 50-65°C araliginda Gradient PCR ile test edilmis ve farkli
reaksiyonlarda MgCl, konsantrasyonu 1, 1.25, 1.5, 1.75, 2, 2.5, 3, 4 mM denenmistir.
Ayrica 3ug ve Sug araliginda farkli cDNA miktarlari ile reaksiyonlar kurulmus ve PCR
icin kullanilacak cDNA miktar1 optimize edilmistir. Optimizasyon sonucunda Cizelge 3.2
ve Cizelge 3.5’te verilen parametreler optimum kosullar olarak belirlenmistir. Ayrica kalip
olarak kullanilan cDNA’larin kalitesini kontrol etmek amaci ile bitkinin tiim dokularinda
stirekli ifade oldugu bilinen ACTIN2 ve GAPDH genine ait primerler ile birer reaksiyon
kurulmustur ve bu primerlerden sirasiyla 270 ve 250 bg¢’lik DNA bandi beklenmistir.
ACTIN2 ve GAPDH geni i¢in kurulan reaksiyonda Cizelge 3,2’de verilen konsantrasyonlar
kullanilmistir. Bu kontrol reaksiyonu kurulduktan sonra Cizelge 3,6’te verilen PCR
programi uygulanmistir. Optimizasyon saglandiktan sonra A75G51330 geninin
cogaltimina gegilmistir. A75G51330 geni PCR reaksiyonu Cizelge 3,2°de verilen oranlara
gore kurulmustur. Ayrica kontaminasyon olup olmadigmi gostermek i¢in kalip cDNA
icermeyen negatif kontrol reaksiyonu da kurulmustur. PCR i¢in kullanilan primerlerin
dizileri ve beklenen DNA bantlar1 biiyiikliikleri Cizelge 3,3 ve Cizelge 3,4’te verilmistir.
Reaksiyon kurulduktan sonra Cizelge 3,5’te verilen dongiilerde PCR gerceklestirilmistir.

Cizelge 3.2. Optimum PCR bilesenleri ve konsantrasyonlari

Bilesen Miktar (ul) Final Konsantrasyon
10X High Fidelity PCR Bufter 2,5 1X
25mM MgCl, soliisyonu 2.5 2 mM
2mM dNTP mix 2,5 0,2 mM
10pmol/ul reverse primer 1 0,4 pmol
10pmol/ul forward primer 1 0,4 pmol
Kalip cDNA 2,5

Nuclease-freewater 12,75

High Fidelity PCR Enzyme Mix 0,25 2,5 unit
Toplam hacim 25ul
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Cizelge 3.3. PCR’da kullanilan primerlerin baz dizilisleri

Primer Baz dizilisi

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

D2 Right 5’-GTCACCAAGCTTCCAACCAG-3’

D2 Left 5’-TCAAGTGGGGAAGGAGATTG-3’

D3 Right 5’>-TGTCTCTGTTGAGTCTGGCTTT-3’

D3 Left 5’-AGGCCAGAGTTGAGGTCAGA-3°

D4 Right 5’-TGCATCAGTTTCCAGTGACAA-3’

D4 Left 5’-CAAAATTGAGGACCAGCTAGTGA-3’
D5 Right 5’-CTTGTAGGGAAAGTAAGATCTGATGC-3’
D5 Left 5’-GGAGGAACGAAGATTATCGAG-3’
Actin 2 Left 5> TGGTGAAGGCTGGATTTGC 3°

Actin 2 Right 5> TCGGTAAGAAGAACAGGGTGC 3°
GAPDH Lett 5> TGTCCACTCTATCACTGCTACTC 3’
GAPDH Right 5> TTTGCCTTCAGATTCCTCC 3’

Cizelge 3.4 Kullanilan Primer ¢iftlerinden beklenen pcr tiriinii uzunluklar

Kullanilan primerler

Primer ¢ifti Pcr iirlinti uzunlugu
Left primer Right primer
Dl DI Left DI Right 684 baz ¢ifti
D2 D2 Left D2 Right 650 baz ¢ifti
D3 D3 Left D3 Right 540 baz ¢ifti
D4 D4 Left D4 Right 519 baz ¢ifti
D5 D5 Left D5 Right 1997 baz ¢ifti
D6 DI Left D2 Right 1243 baz cifti
D7 D2 Left D5 Right 1910 baz ¢ifti
D8 D3 Left D5 Right 1413 baz cifti
D9 D2 Left D3 Right 1489 baz cifti
Actin2 Actin2 left Actin2 Right 270 baz ¢ifti
GAPDH GAPDH Left GAPDH Right 270 baz cifti

16



BOLUM-3 MATERYAL VE YONTEM Fatih SEZER

Cizelge 3.5. AT5G51330 i¢in kullanilan optimum PCR programi

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

Primerlerin 60 30 sn.

Baglanmasi 3
Uzama 72 2.50 dk.

Final Uzama 72 10 dk. 1

Cizelge 3.6. ACTIN2 ve GAPDH i¢in kullanilan PCR programi

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

Primerlerin 60 30 sn.

Baglanmasi 3
Uzama 72 2.50 dk.

Final Uzama 72 10 dk. 1

3.6. Agaroz Jel Elektroforezi

PCR fiiriinleri %1’lik agaroz jel elektroforezi ile ayrilmistir. 0,5 g agaroz (sigma
A5093) 50ml 1XTAE tampon iginde 120°C’de eritilmis ve 55°C’ye ulasincaya kadar
sogutulmustur. Daha sonra igerisine 10 mg/ml Ethidium bromide stok ¢ozeltisinden 5 pl
eklenmis ve homojen olarak karigsmasi saglanmistir. Ardindan, icerisine tarak yerlestirilmis
olan jel tepsisine dokiilmiistiir. 30 dakika jelin katilagmas1 beklenmistir. Daha sonra tarak
cikartilmis ve jel IXTAE tampon bulunan elektroforez tankina yerlestirilmistir. Jelin 1cm
iizerinde olacak sekilde tanka 1XTAE tamponu eklenmistir. Ornekler ve marker
(Fermentas 1kb DNA ladder #SMO0311) 6X vyiikleme tamponu ile karistirilarak
kuyucuklara yiiklenmistir. Elektroforezde kullanilan markerin haritas1 Sekil 3.2°de
verilmistir. Jel 6,5V/cm’de 80 dakika yiriitiilmiistiir. Ayrisan PCR iiriinlerinin resimleri
ultra violet transilluminator (UV) tablasinda Olympus C-5060 marka fotograf makinesi ile

goriintiilenmistir.
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3.6.1. Elektroforezde Kullanilan Tamponlarin Hazirlanmasi

10XTAE tamponu: 48,44 g tris base, 3,72 g EDTA 900ml dH,O icinde
¢cOzdiirtilmiis ve tamponun pH’1 asetik asit (12 ml) ile 8,0’e ayarlanmistir. Tamponun son
hacmi dH,O ile 1 L’ye tamamlanmis ve oda sicakliginda saklanmuistir.

Ethidium bromide stok cozeltisi: 0,1 g ethidium bromide 10 ml dH,O i¢inde
karistirilarak ¢ozdiiriilmiistiir. Sisenin etrafi aliminyum folyo ile kaplanip karanlikta oda
sicakliginda saklanmustir.

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

tamamlanmistir. Oda sicakliginda saklanmastir.
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Sekil 3. 1 Calismada kullanilan marker haritasi.

3.7. PCR Uriinlerinin Temizlenmesi

PCR firiinleri UV tablasinda goriintiilenmis ve beklenen DNA bantlar1 steril bir
bisturi ile kesilerek jelden alimmistir. Daha sonra ilgili PCR f{iriinleri DNaz-RNaz free
eppendorf tiiplerine almmmustir. Ardindan Purelink PCR Purification kit (Invitrogen —
K3100-01) kullanilarak tretici firmanin 6nerdigi yonteme gére DNA bantlar1 jelden izole

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

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

belirlenmistir.
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3.8. DNA Dizi Analizi

Jelden saflastirilan D6 primer cifti ile elde edilmis 1243 baz ¢ifti biiylikliiglindeki
PCR fiirtinii i¢cin D1 Left, D1 Right, D2 Left, D2 Right primerleri ile ayrica Boechera
Stricta tiirii genomik DNA’s1 lizerinden D1 primer ¢ifti ile elde dilen PCR iirlinii D1 Left,
D1 Right, D7 cifti ile elde edilen PCR iiriinii D2 Left, D2 Right, D3 Left, D3 Right ve D8
ise D4 Left, D4 Right, D5 Left, D5 Right primer ciftleri ile dizi analizleri lontek

firmasindan hizmet alimi1 yoluyla yapilmistir.

3.9. Bioinformatik Cahsmalan (Filogenetik Analizler)

Filogenetik analizler i¢in elde edilen Boechera AT5G51330 geninin mRNA dizisi
Basic Local Alignment Search Tool (BLAST) programi ile dogrulanmistir
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). Elde edilen mRNA dizisine ait muhtemel Protein
aminoasit dizileri Transeq  DNA sequence translation tool kullanilarak elde edilmistir
(http://www.ebi.ac.uk/Tools/emboss/transeq/). Bu diziler NCBI protein blast programi
kullanilarak B. gunnisoniana AT5G51330 genine ait protein dizisi dogrulanarak elde
edilmistir. Ayrica B. gunnisoniana AT5G51330 genine ait protein blast sonuglarina gére bu
gene benzer proteinler ortaya ¢ikarilmis ve sekiz protein dizisi sonraki filogenetik calisma
icin se¢ilmistir. Filogenetik analizler PHYLIP (PHYLogeny Inference Package)
kullanilarak yapilmistir. Sekans verilerinin birbirleri ile olan benzerliklerinin analizi, 1000
degerlendirme sonucglarma gore yapilmis ve bunun i¢cin SEQBOOT programi
kullanilmistir. Agaci elde etmek i¢gin PRODIST ve NEIGHBOUR ile hesaplanan mesafe
matriksi kullanilmistir. Dizilerin birbirileri ile olan yakinliklar1t CONSENSUS programu ile
hesaplanmis ve agaclar Treeview programu ile ¢izilmistir.

B. stricta tiirinde DY AD homologuna ait genomik DNA dizi analizi sonucu Bio-Edit
programu ile birlestirilmistir. Elde edilen bu dizinin A75G51330 geni genomik DNA dizisi
ile benzerligi Basic Local Alignment Search Tool (BLAST) programu ile dogrulanmigtir
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). B. stricta DYAD homologuna Genomik DNA
dizisi GENSCAN (http://genes.mit.edu/GENSCAN.html) programi ile incelenmistir.
Program Arabidopsis tiriine ait parametreler kullanilarak calistirilmis ve muhtemel

transkript ve protein dizisi elde edilmistir. GENSCAN programu ile elde edilen B. stricta
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muhtemel protein dizisi Myhits Motif SCAN programi (http://myhits.isb-sib.ch/cgi-

bin/motif scan) ile incelenmis ve bilinen protein domain bolgelerinin varligi arastirimistir.

20



BOLUM-4 ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA Fatih SEZER

BOLUM 4

ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4.1. Bitki Materyalinin Yetistirilmesi

Calismada kullanilan Boechera gunnisoniana ve B. stricta tirleri Schranz ve ark.
(2005) tarafindan Onerilen yonteme gore yetistirilmistir. Tohumlar, ilk vernalizasyonun
ardindan iklim kabinine alinmig ve 3 giin igerisinde ¢imlenme baslamistir. Cimlenen
tohumlar 9 giin sonra viyollere aktarilmistir. 3 hafta sonra bitkiler daha biiyiik saksilara
aktarilmis ve es zamanli ¢igeklenmeyi tesvik etmek igin ikinci kez vernalizasyona
alimmustir. Vernalizasyonun bitiminde bitkiler tekrar uzun giin kosullarinda yetistirilmeye
almmustir. Bu sartlar altinda bitkilerde 1 hafta i¢inde ¢igeklenme baslamistir ve ¢iceklenme

3 ay boyunca devam etmistir.

4.2. Genomik DNA izolasyonu
Yaprak dokularindan (100 mg) DNA izolasyonu (Edwards ve ark., 1991) onerildigi

sekilde yapilmistir. Elde edilen DNA’nin safligi Agaroz jel elektroforezi ile kontrol
edilmistir (sekil 4.1). Sonu¢ olarak genomik DNA’larin miktar ve safligmin PCR

reaksiyonlari i¢in uygun oldugu goriilmiistiir.

Sekil 4. 1 B. gunnisoniana ve B. stricta genomik DNAlarma ait agaroz jel elektroforezi
gortintiileri. Hat 1 B. stricta, Hat 2,3 B. gunnisoniana (6rnekler her kuyucuga 5’er
mikrolitre yliklenmistir).
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4.3. RNA izolasyonu ve cDNA Sentezi
Calismada RNA izolasyonu, 15 mm’den kiigiik ¢icek tomurcuklarindan yapilmistir.

Oncelikle stereo mikroskop altinda diseksiyon igneleri kullanilarak cicek tomurcuklar
steril bir bistiiri ile kesilerek ayrilmis ve boyutlar1 dlgiilerek 15 mm’den kiiciik tomurcuklar
eppendorf (RNaz-DNaz free) tiiplerine alinmistir. RNA degredasyonunu 6nlemek icin tiim
dokularm RNAlater ile kaplanmasina dikkat edilmistir. Agaroz jel elektroforezi ile RNA
orneklerinin kalitesi kontrol edilmis ve yogunlugu florometrik yontemle belirlenmistir.
Sonug olarak RNA orneklerinin cDNA sentezi i¢cin uygun oldugu belirlenmis (Sekil 4.2) ve
orneklerin 2ug/pl total RNA igerdigi hesaplanmustir. izole edilen total RNA’lar kalip
olarak kullanilmis ve oligodT primerleri ile cDNA sentezi yapilmistir. Sentezin basarisi
agaroz jel elektroforezi ile kontrol edilmistir (Sekil 4.2). Ayrica AT5G51330 geninin
cogaltiminda kullanilacak olan tiim cDNA’larin kalitesi ACTIN2 (At3g18780) ve GAPDH
(At1gl13440) genlerine ait primerler ile test edilmistir. Bu reaksiyonlardan 270 baz cifti
uzunlugunda PCR firiinii beklenmistir. ACTIN2 ve GAPDH primerleri ile kurulan PCR
iirlinleri agaroz jel elektroforezi ile incelenmistir (Sekil 4.3). cDNA sentezi i¢in 5 pg (2.5
ul) total RNA kullanilmasinm PCR f{iriinlerinin elde edilebilmesi i¢in uygun oldugu

goriilmiistiir.

» L] Qb-’--
“« % vl s
A

Sekil 4. 2 B. gunnisoniana bitkisine ait total RNA ve cDNA agaroz jel elektroforezi jel
gortntiileri. Hat 1-4 cDNA, Hat 5 1kb marker, Hat 6 RNA. (Her kuyucuga 5 pl 6rnek
yiiklenmistir).
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1000 b.c. — 1 2 3 4

500 b.c.

250 b.g. - -

Sekil 4. 3 Pozitif kontrol olarak kullanilan ACTIN2, GAPDH genlerine ve Negatif kontrol
reaksiyonlarma ait PCR iiriinlerinin jel goriintiileri. Hat1-3 negatif kontrol, Hat2 ACTIN2,
Hat4 GAPDH

4.4. PCR Optimizasyonu

4.4.1 AT5G51330 Geni Boechera Homologunun Genomik DNA’dan
cogaltilmasi

Calismada, apomikt B. gunnisoniana ile seksiiel B. stricta tiirlerine ait genomik DNA
izole edilmistir. Bu tiirlere ait genomik DNA’larin kalip olarak kullamildigi PCR
reaksiyonlarinda Boechera tiirlerinde AT5G51330 geni homologunun ¢ogaltilmasi
amaglanmistir. Bir model organizma olan A4. thaliana tiiri genomunda AT5G51330 geni
3006 baz ciftlik bir alam1 kapsamaktadirr. Bu nedenle AT5G51330 geni Boechera
homologlar1 sonrasinda dizi analizi yapilacagi icin 5 farkli primer ¢ifti (Cizelge 3.4)

kullanilarak ¢cogaltilmistir.

B. gunnisoniana ve B. stricta genomik DNA’s1 iizerinden yapilan PCR
reaksiyonlarinda Cizelge 3.2’te belirtilen reaksiyon bilesenleri ve ¢izelge 3.4’te belirtilen
kosullar kullanilmistir. Elde edilen {irtinler agaroz jel elektroforezi ile goriintiilenmis
AT5G51330 geninin Boechera tiirlerinde varligi ve primerlerin baglanma verimi kontrol

edilmistir (Sekil 4.4, 4.5).
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Sekil 4. 4 Boechera gunnisoniana Genomik DNA PCR iirlinlerine ait agaroz jel
elektroforezi gorintiisi. Hat 1-2 D1, Hat 3-4 D2, Hat 5-6 D4, Hat9 ACTIN2 (Her
kuyucuga 15 mikrolitre 6rnek yiiklenmistir)

1500 W 1 g T oot 7
1000 -

- . . .- -

500 |

250

Sekil 4. 5 B. stricta Genomik DNA PCR iirlinlerine ait agaroz jel elektroforezi goriintiisii
(Hat 1-3 D1, Hat 2-4 D2, Hat5-6 D3, Hat 7 ACTIN2). (6rnekler 5 mikrolitre yiiklenmistir)
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Sekil 4. 6 B. Stricta genomik DNA D7 primer ¢ifti ile farkli annealing sicakliklarinda
gerceklestirilen gradient PCR reaksiyonlarina ait Agaroz Jel elektroforezi goriintiisii. ( Hat
1: 50.0 °C, Hat 2: 51.7 °C, Hat 3: 54.3 °C, Hat 4: 56.0 °C, Hat 5: 57.4, Hat 6: 60.0 °C)

(6rnekler 5 mikrolitre yiiklenmistir)
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Sekil 4. 7 B. Stricta genomik DNA D8 ve D9 primer ciftleri ile gerceklestirilen PCR
reaksiyonlarina ait Agaroz Jel elektroforezi goriintiisii. (Hat 1-6: D8, Hat 7-12: D9) (Hat 1,
7:50.0 °C, Hat 2, 8: 51.7 °C, Hat 3, 9: 54.3 °C, Hat 4, 10: 56.0 °C, Hat 5, 11: 57.4, Hat 6,
12: 60.0 °C) (6rnekler 5 mikrolitre yiiklenmistir)

B. gunnisoniana PCR sonuglarma gore D1, D2, D3, D4 ve D5’ten sirasi ile beklenen
1190 baz cifti, 737 baz ¢ifti, 992 baz cifti, 762 baz ¢ifti uzunlugunda iiriinler elde edilmistir
(Sekil 4.4). B. stricta tiirline ait sonuclarda ise aymi sekilde D1, D2, D3 ve D4 primer
ciftlerinden beklenen iiriinler elde edilmis, buna ragmen D5 primer ¢iftinden beklenen 762

baz c¢ifti uzunlugundaki iiriin elde edilememistir (Sekil 4.5).

B.stricta tiiriine ait PCR sonuglar1 D7 primer ¢iftine aittir ve reaksiyondan 1910 baz
¢ifti uzunlugunda iiriin beklenmistir. Sicakhigm 50 °C ve 51.7 °C oldugu 1 ve 2. hatlarda
beklenmeyen boyutta nonspesifik iirlinlerin olustugu goériilmiistiir. Bunun yaninda 54-57.4
°C annealing sicakliklar1 araliginda beklenen boyutta iiriinler olusmus, buna ragmen ayni
zamanda beklenmeyen iriinlerde olusmustur. 6. hatta gorilen 60 °C sicakliginda
gerceklestirilen PCR reaksiyonunda ise beklenen 1910 baz ¢ifti uzunlugunda iiriin olusmus
ve herhangi bir nonspesifik iirlin olusmamistir. Bu sebeple bu reaksiyon kosullari bu

primer cifti i¢in uygun goriilmiistiir (Sekil 4.6).

B. stricta tiirtinde gradient PCR reaksiyonlarinda D8 primer ¢iftinden beklenen 1413

baz ¢ifti uzunlugunda iiriin ancak 50 °C ve 51.7 °C sicakliklarinda elde edilebilmistir. Buna
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ragmen her iki reaksiyonda da beklenmeyen boyutta PCR {iriinleri olusmustur. D9 primer
cifti ise tiim sicakliklarda beklenen boyutta {iriinleri olusturmus ve beklenmeyen

nonspesifik iirlinler gozlenmemistir (Sekil 4.7).

4.4.2 AT5G51330 Geni Boechera Homologunun RT-PCR ile ¢cogaltilmasi
Calismada apomikt B. gunnisoniana tiiriine ait ¢icek tomurcuklarindan total RNA

izole edilmistir (Sekil 4.2). B. gunnisoniana RNA’s1 kalip olarak kullanilarak cDNA
reaksiyonu kurulmustur. cDNA kaliplarindan PCR reaksiyonlar1 ile A475G51330 geni
homologuna ait transkriptin ¢ogaltilmas1 hedeflenmistir.

AT5G51330 transkriptinin ¢ogaltilmast i¢in ilk asamada Arabidopsis AT5G51330
genine ait referans dizilere gore dizayn edilmis primer ¢iftlerinden B.gunnisoniana
AT5G51330 cDNA kalibma baglanip PCR iirtinleri olusturabilecek primer ciftleri

belirlendi.

—
_— ] 2 3 4 S e
—
— —
E————
——
1000 b.c. — -
750 b.c. [N
500 b.g. —
250 b

Sekil 4. 8 AT5G51330 geni i¢in bes primer ¢ifti ile yapilan PCR sonuglari. (Hatl D1, Hat2
D2, Hat3 D3, Hat4 D4, Hat5 DS5.)
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1500 b.g.

1000 b.c.
750 bog.

Sekil 4. 9 D6 primer c¢ifti ile elde edilen 1243 baz ¢ifti uzunlugunda pcr iriinii agaroz jel
elektroforezi goriintiileri.

Sekil 4.8’de sonuclar1 goriilen PCR reaksiyonlarinda kullanilan D1 primer ¢iftinden
684 baz cifti, D2’ten 650 baz ¢ifti, D3’ten 540 baz ¢ifti, D4’dan 519 baz cifti, D5 primer
ciftinden i1se 1997 baz cifti uzunlugunda PCR iiriinii beklenmektedir. Buna ragmen
beklenen PCR iirlinleri denemelerin higbirinde elde edilememis, bunun yaninda
beklenmeyen boyutlarda PCR {iriinleri olusmustur.

D6 primer cifti ile Cizelge 3.2°te belirtilen reaksiyon bilesenleri ve ¢izelge 3.4’te
belirtilen PCR kosullarinda gerceklestirilen PCR sonucunda beklenen 1243 baz c¢ifti
biiytikliglinde bant elde edilmistir. Bu sonuglara goére D6 primer ¢ifti daha sonraki
optimizasyon ve gen dizisinin ¢ogaltilma ¢aligmalarinda kullanilmastir.

AT5G51330 genini PCR ile ¢ogaltmak i¢in D6 primer c¢iftinin baglanma sicakliklar1
optimize edilmistir. Optimizasyon galismasinda 60°C primer baglanma sicakligi, elde
edilen iiriin kalitesi nedeni ile uygun bir deger olarak belirlenmistir ve daha sonraki PCR
calismalarinda bu sicaklik tercih edilmistir.

AT5G51330 geninin PCR ile c¢ogaltimi i¢in ikinci kriter olarak MgCl,
konsantrasyonu optimize edilmistir. PCR bilesenleri Cizelge 3.2°de verildigi gibidir.
MgCl, konsantrasyonlar1 i¢in 1, 1.25, 1.5, 1.75, 2, 2.5 ve 3 mM olmak iizere yedi farkli
deger test edilmistir. PCR programi Cizelge 3.5’te verilen degerlere gore kurulmustur.
PCR iiriinleri agaroz jel elektroforezi ile ayrilmig ve UV tablasinda goriintiilenmistir (Sekil
4.5). Elde edilen sonuglara gore; 1.25 ve 1.5 mM olarak kullanilan MgCl,
konsantrasyonlarinda beklenilen biiyiikliikte iiriin elde edilememistir (Sekil 4.7, Hat: 2 ve

3). Ayrica 1.0, 1.75, 2.5 ve 3mM MgCl, konsantrasyonlarinda ise beklenmeyen PCR
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irlinleri goriilmemistir. (Sekil 4.7, Hat: 1, 4, 6 ve 7). 2mM MgCl, konsantrasyonunda
beklenen boyutta iriin elde edilmesi nedeni ile daha sonraki analizler icin bu

konsantrasyon uygun goriilmiistiir.

5123456!
= ._

- -
2000 b.o| -

L

| | L EREIER

— W -
1500 b.c.|
. .y
1000 b.g. | —
- -
- .
L w

‘_'*-- -_

Sekil 4. 10 D6 primer c¢ifti i¢in yapilan optimizasyon ¢alismasi agaroz jel elektroforezi
gortintiileri.

Optimizasyon c¢alismast sonrasmmda A75G51330 geni Boechera homologunun
cogaltimi igin 60°C primer baglanma sicakligi ve 2,0 mM MgCl, konsantrasyonu
kullanilmasina karar verilmistir.

AT5G51330 geni Arabidopsis bitkisinde mayoz oncesi S ve G1 siireclerinde disi ve
erkek mayositlerde ifade olmaktadir (Agashe ve ark., 2002; Mercier ve ark., 2003).
Boechera tiirleri ile yapilan bu g¢alisma ile elde edilen RT-PCR sonuglar1 Arabidopsis
bitkisine benzer sekilde mayoz Oncesi c¢icek tomurcuklarinda ifade oldugunu

gostermektedir.

4.5. BgDYAD Geninin Sekans Analizleri

Calismada elde edilen PCR iirlinlerine ait diziler hizmet alimi yolu ile yapilmistir.
Calismada, PCR iirlinleri Purelink PCR Purification kit kullanilarak agaroz jelden izole
edilmistir. izole edilen iiriiniin kalitesi ve konsantrasyonu agaroz jel elektroforezi ile

kontrol edilmistir (Sekil 4.6).
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Sekil 4.11 D6 PCR iirlinliniin jelden izole edilmis sonuglarini gosteren agaroz jel
elektroforezi goriintiisii. (kuyucuklarda 5'er ml 6rnek yliklenmistir.)

2000 b.c. 1 2 3 4 5
P— -
1500 b.g.
L —
1000 b.c ——
750 b.c.

Sekil 4. 12 B. stricta genomik DNA PCR f{iriinlerinin jelden izole edilmis sonuglarini
gosteren agaroz jel elektroforezi goriintiisti. ( Hat 1: D6, Hat 2-3: D1, Hat 4 D7, Hat 5: D9,

kuyucuklara 5'er ml 6rnek ytliklenmistir.)

4.6. AT5G51330 Geninin Biyoinformatik Analizleri

Calismada, mayoz asamasindaki ¢icek dokularindan elde edilen cDNA’larin kalip
olarak kullanildigi RT-PCR c¢alismalarinda, Boechera tirlerinde AT5G51330 gen
homologlarinin ¢ogaltilmasi amaclanmistir. RT-PCR reaksiyonlar1 AT5G51330 genine ait
dizilerine gore se¢ilmis 5 farkli primer ¢ifti ile kurulmustur. Buna karsin, sadece B.
gunnisoniana tiriine ait cDNA’larin kalip olarak kullanildigi PCR reaksiyonlarinda D6
primer ¢ifti beklenen biiyiikliikte {iriin (1243 bg) olugsmustur. Ayni kaliplarin kullanildigi
diger primer ciftlerinde ise herhangi bir iiriin elde edilememistir.

D6 primer cifti agaroz jelde beklenen biiytlikliikkte 1243 b¢ uzunlugunda bir PCR
iirtinii olusturmustur. Bu {iriin jelden izole edilmis ve dizi analizi gerceklestirilmistir. Dizi
analizi 1L, 2R, 1R ve 2L primerleri ile gerceklestirilmis bu sayede 1243 baz cifti

uzunlugundaki PCR iirliniiniin tamammin dizisi 4 par¢a halinde elde edilmis ve

birlestirilmistir.
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Cizelge 4.1 B. gunnisoniana AT5G51330 genine ait kismi cDNA dizisi

TTTGTCACCCAAGGTTCCAACCAGGTGGAGGCGTCCAGTAAGGATCTTCAACT
CCTGCTTCTTTCCTTATGTGAATCAAATCAGAACTCTCCAACCAATACTCCATT
GCCCCATCTGCATTGTGCTTTCTCATAAACCTATCTTGACCTCCAGGAGCCACC
TTACCTGCCATGTGCTTAAGCATATGGTCTAAAAGACCAGTGTCACCGATCAG
CTTCCTTGCTTCTGACCTTAACTGTGACCTGAGTATGGAGTTGCCAAACACTGC
ATTTTTCTCCTTCATCACTTTTAACATGTTCCTCTCAGCTAGTTTGTACCTATCA
ACAGACCATCTGTCAATGAATTTCTTCTCTGCTCTTCTCTTATAGACCACGATTT
GATTTTCCTTCTTCTGATCATAAACCTTAGCCCTCTGAGCGAGTCTCTCAGTACT
GGATTCAATCAGCTTTCTCTTACGATTTCCATCAGTCATCTCGTTTGCAATCTGT
TTAGTCTCTTCTGTTTCATTCCCATCATCATCATCATCTTCTTTCTCAATCTCTTC
TTTGCAAACCCCTCCCTCCTTCACTCCAGAACTCTCCTTACCTTCCGTATTCTTC
TTACAATCAATATGCCGACTCTTGTACTGCACACGCAATCTCCTCCCCCACTTA
ATCATTTCTCCAGATCGCAGCTCAGACCAACATTTTCCCTCCGGTGAAGCCGCG
CGACCGAGCCTAGTATTGTACGCCGGTTGAGAAATCATCTTGTTCCTGCGAGA
AGAAGCAGAAGAAACCCAGAAACTCCACGAATTTCTGTTCATAGAAACTTCAT
GAGGTGCGATTCTTCTGTAGAGCAAATCTCCAGCTAGCTCCGAAACCATCACA
TGGCTCTCGTCAAAAAGAGGAAGAAGACCACCACCACTCCTCTTCTTCAAAGG
TTTATTCCGGTTCATCCTGCTGCAATCGAAATGCGATCGGAGTGAGTACATGCT
TGGGTATCGGAGAGACACGTCGCTCGCCGTGATTTTGCTCACCATGACGACTCT
AATCGATTTAAGGTTCTCCGGCGATCTCTGAGGAAGAATCGAAGAATCGACTT
CGTAATACGATCCAACTCTTATATGCGCGACTGCAACATTCACAGTCGATGAC
GATGGCGAAGAGTTTTTTCCGGCGGAGATTTCTCTAATCGGATTCCGTTTCACG
AACATCGTTCCGCTCATGATTTTTGCTCTCGATATCCTTTCGTTCCA

Dizi analizi sonucunda elde edilen dort dizi Bio-edit programi ile birlestirilmistir.
Elde edilen konsensus dizi Blast (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) programi ile
incelenmistir (Sekil 4.12). BLAST sonucuna gore, bu DNA dizisinin 475G51330 genine
ait mRNA dizisi ile yiiksek benzerlik (%89) gosterdigi ortaya ¢ikmustir (Sekil 4.7). Bu
nedenle, elde edilen kismi (partial) cDNA dizisine BgDYAD adi verilmistir (Sekil 4.8).

BgDYAD genine ait kismi cDNA dizisine karsilik gelen muhtemel polipeptid dizisi

Transeq programi (http://www.ebi.ac.uk/Tools/emboss/transeq/) kullanilarak elde
edilmistir (Cizelge 4.2). Transeq programi 6 cerceve okuyacak sekilde diizenlenmistir.
Elde edilen muhtemel polipeptid dizileri PROTEIN BLAST  programi
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(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) ile protein veri tabaninda taranmistir. PROTEIN
BLAST programi 6 farkli olasilikla elde edilen muhtemel polipeptid dizileri arasinda
anlamli olanin se¢ilmesini saglamistir. Buna gore, i¢lerinden 411 amino asit uzunlugundaki
BgDYAD_2 (Cizelge 4.2) Mycobacterium tirine ait 4 protein ile benzerlik gosterirken,
sadece 412 amino asit uzunlugundaki BgDYAD_5 (Cizelge 4.2) polipeptid zinciri
AT5G51330 proteini ile yiiksek oranda benzerlik (%85) gostermistir. Protein blast
sonucunda BgDYAD kismi protein dizisi Arabidopsis tiirlinde 21, Populus trichocarpa
tiirtinde 14, Vitis vinifera tiiriinde 13, Oryza sativa tiliriinde 15 ve Zea mays tiiriinde ise 2
protein dizisi ile benzerlik gostermektedir. BgDY AD proteini ile yiiksek oranda benzerlik
gosteren proteinler ¢izelge 4.3’te listelenmistir.

Cizelge 4.2 Transeq programi ile elde edilen BgDYAD genine ait muhtemel protein

dizileri

>BgDYAD 1 1234 bases, 8539 checksum.
FVTQGSNQVEASSKDLQLLLLSLCESNONSPTNTPLPHLHCAFS*TYLDLQEPPYLPCA*AYGLKDQCHRSAS
LLLTLTVT*VWSCQTLHFSPSSLLTCSSQLVCTYQQTICQ*ISSLLFSYRPRFDFPSSDHKP*PSERVSQYWI
QSAFSYDFHQSSRLQSV*SLLFHSHHHHHLLSQSLLCKPLPPSLONSPYLPYSSYNQYADSCTAHAISSPT*S
FLOIAAQTNIFPPVKPRDRA*YCTPVEKSSCSCEKKQKKPRNSTNFCS*KLHEVRFFCRANLQLAPKPSHGSR
QKEEEDHHHSSSSKVYSGSSCCNRNAIGVSTCLGIGETRRSP*FCSP*RL*SI*GSPAISEEESKNRLRNTIQ
LLYARLQHSQSMTMAKSFFRRRFL*SDSVSRTSFRS*FLLSISFRSX

>BgDYAD 2 1234 bases, 8539 checksum.
LSPKVPTRWRRPVRIFNSCFFPYVNQIRTLQPILHCPICIVLSHKPILTSRSHLTCHVLKHMV*KTSVTDQLP
CF*P*L*PEYGVAKHCIFLLHHF*HVPLS*FVPINRPSVNEFLLCSSLIDHDLIFLLLIINLSPLSESLSTGF
NOQLSLTISISHLVCNLEFSLFCFIPIIIIIFFLNLFFANPSLLHSRTLLTFRILLTINMPTLVLHTQSPPPLNH
FSRSQLRPTFSLR*SRATEPSIVRRLRNHLVPARRSRRNPETPRISVHRNFMRCDSSVEQISS* LRNHHMALV
KKRKKTTTTPLLQRFIPVHPAAIEMRSE*VHAWVSERHVARRDFAHHDDSNRFKVLRRSLRKNRRIDFVIRSN
SYMRDCNIHSR*RWRRVFSGGDFSNRIPFHEHRSAHDFCSRYPFVP

>BgDYAD 3 1234 bases, 8539 checksum.

CHPRFQPGGGVQ*GSSTPASFLM* IKSELSNQYSIAPSALCFLINLS*PPGATLPAMCLSIWSKRPVSPISFL
ASDLNCDLSMELPNTAFFSFITFNMFLSASLYLSTDHLSMNFFSALLL*TTI*FSFEF*S*TLAL*ASLSVLDS
ISFLLRFPSVISFAICLVSSVSFPSSSSSSEFSISSLQTPPSFTPELSLPSVFFLOQSICRLLYCTRNLLPHLIT
SPDRSSDQHFPSGEAARPSLVLYAG*EIILFLREEAEETQKLHEFLFIETS*GAILL*SKSPASSETITWLSS
KRGRRPPPLLFFKGLFRFILLQSKCDRSEYMLGYRRDTSLAVILLTMTTLIDLRFSGDL*GRIEESTS*YDPT
LICATATFTVDDDGEEFFPAEISLIGFREFTNIVPLMIFALDILSEX

>BgDYAD 4 1234 bases, 8539 checksum.
GTKGYREQKS*AERCS*NGIRLEKSPPEKTLRHRHRL*MLQSRI*ELDRITKSILRFFLRDRRRTLNRLESSW
*AKSRRATCLSDTQACTHSDRISIAAG*TGINL*RRGVVVVFFLFLTRAM*WFRS*LEICSTEESHLMKEL*T
EIRGVSGFLLLLLAGTR*FLNRRTILGSVARLHRRENVGLSCDLEK*LSGGGDCVCSTRVGILIVRRIRKVRR
VLE*RREGFAKKRLRKKMMMMMGMKQKRLNRLOQTR*ILMEIVRES* LNPVLRDSLRGLRFMIRRRKIKSWSIRE
EQRRNSLTDGLLIGTN*LRGTC*K* *RRKMQCLATPYSGHS*GQKQGS*SVTLVF*TICLSTWQVRWLLEVKI
GL*ESTMOMGOWSIGWRVLI*FT*GKKQELKILTGRLHLVGTLGDK

>BgDYAD 5 1234 bases, 8539 checksum.
WNERISRAKIMSGTMEFVKRNPIREISAGKNSSPSSSTVNVAVAHIRVGSYYEVDSSILPQRSPENLKSIRVVM
VSKITASDVSLRYPSMYSLRSHFDCSRMNRNKPLKKRSGGGLLPLFDESHVMVSELAGDLLYRRIAPHEVSMN
RNSWSFWVSSASSRRNKMISQPAYNTRLGRAASPEGKCWSELRSGEMIKWGRRLRVQYKSRHIDCKKNTEGKE
SSGVKEGGVCKEEIEKEDDDDDGNETEETKQIANEMTDGNRKRKLIESSTERLAQRAKVYDQKKENQIVVYKR
RAEKKFIDRWSVDRYKLAERNMLKVMKEKNAVEFGNSILRSQLRSEARKLIGDTGLLDHMLKHMAGKVAPGGQD
RFMRKHNADGAMEYWLESSDLIHIRKEAGVEDPYWTPPPGWNLG*QX

>BgDYAD 6 1234 bases, 8539 checksum.

ERKDIESKNHERNDVRETESD*RNLRRKKLFAIVIDCECCSRAYKSWIVLRSRFFDSSSEIAGEP*ID*SRHG
EQNHGERRVSPIPKHVLTPIAFRLOQODEPE*TFEEEEWWWSSSSF*REPCDGFGASWRFALQKNRTS*SEFYEQ
KFVEFLGFFCFFSQEQDDEFSTGVQY*ARSRGFTGGKMLV*AAIWRND*VGEEIACAVQESAY*L*EEYGR*GE
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FWSEGGRGLQRRD*ERR* ** *WE*NRRD* TDCKRDD*WKS*EKAD*IQY*ETRSEG*GL* SEEGKSNRGL*EK

SREEIH*QMVC**VQTS*EEHVKSDEGEKCSVWQLHTQVTVKVRSKEADR*HWSFRPYA*AHGR*GGSWRSR*
VYEKAQCRWGNGVLVGEF*FDSHKERSRS*RSLLDASTWLEPWVTX
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Edit and Resubmi  Save Search Strateqies P Fomating options  »Courload
Contigf0o03] 1234 bases, 8339 checksum,

QueryID [d[21677 Datahiase Name
Description Contig[0003] 1234 bases, 8539 checksum. Description Al GerBank+EMBL+DDBI+POR sequences (but no BT, ST,
Molecule type rucleic acid (55, emvirormental samples or phase 0, 1 or 2 HIGS sequences)
Query Length 1234 Program BLASTN 2.2.23+ bCitation

Other reports: »3earch Summary [Taxonomy reparts] [Distance tree of reguiks]

¥ Graphic Summary
Distribution of 3 Bast its on the Query Sequence &)
Mouse-gver ta show define and scares, click to shaw dignments
Colorkey for alignment scares
<40 4040 BO200 =200
Query
I I I I I I I
0 200 400 600 800 1000 1200
¥ Descriptions

Lagend for ks o ofher resources; [0 icere 3 o0 B e Bl st Map Viewer

Sequences producing significant alignments;
Accession I Description I Max score I Total score I Query coverage

_Ewe | Harident | Liks |

N 1245127 Arzbidopsis thaliana SW11 (SWITCH1); phospholipase C (SWIL) mANA, 1578 1576 9% 0 1% ﬂm
AF458153.1  Arahidapsis thaliana DYAD (DYAD) mRNA, complets cde 1568 1368 09% 00 B9% EE
AF3R200LE  Arabidopsis haliana SWITCHE splice vamant L (SWI1) mRNA, partial d 1533 1533 96% 0l 3% EE
AF38200%1  Arahidapsi thaliana SWITCHA splice variant 3 (SWI1) mRNA, complete 1280 1280 % 04 8% m
480236211 Arahidapsis thaliana genamic ONA, chromasome 5, PI clong:NFG13 i 1363 96% 00 0% E
ACI33576.0  Brassica rapa subsp, pekinensis clong KEr3010113, complete sequence. 332 3% X% 1e-107 B9%

Sekil 4. 13 Boechera DY AD kismi cDNA dizisinin blast analizi sonuglar.
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}[]refiHE 268757.2] [!lEi SWI1 (SWITCH1); phospholipase C [Arabidopsis thaliana)
Length=639

GENE ID: 835207 SWIL | SWI1 (SWIICHL); phospholipase C [Arabidopsis thaliana)
(10 or fewer PubMed links)

Score = 682 bits (1761), Expect = 0.0, Method: Compositional matrix adjust.
Identities = 344/404 (85%), Positives = 372/404 (92%), Gaps = 6/404 (13)

query 11  MSGTMEVKRNPIREISAGKNSSPSSSTVNVAVRAHIRVGSYYEVDISILPQRIPENLKSIR 70
M3 TMEVERNPIRE +AGK 55P33 T+NVAVAHIR GSYYE+D+SILPQRSPENLESIR
Sbjet 1  MSSTMEVERNPIRETTAGKISSP3SPTLNVAVRAHIRAGSYYEIDASILPQRSPENLKSIR &0

Query 71  VWMVSKITASDVSLRYPSMYSLRSHFDCSRMVRNKPLKKRSGGGLLPLEDESHVMVEELA 130
VVMVSKITASDVSLRYPSM+3LRSHFD SRMNRNKP+KKRSGRGLLP+FDESHVY SELA
Sbjct 61  VVMVSKITASDVSLRYPSMFSLRSHFDYSRMNRNKPMKERIGGGLLEVELDESHVMASELA 120

Query 131 GDLLYRRIAPHEVSMNRNSWSFWVISAISRRNE-—--MISQPAYNIRLGRARIPEGKCW 185
GDLLYRRIAPHE+3MIRNSW FWV33 5S5RRNK ++3QPAYNIRL RAASPEGKC

Sbjet 121 GOLLYRRIAPHELSMNRNSWGEWV3S-3SRENKFPRREVVSQPAYNTRLCRAASPEGKCS 179

Query 186 SELRSGEMIKWGRRIRVQYKSRHIDCKENTEGKESIGVKEGGVCKEEIEKEDDDDDGNET 245
SEL+3G MIKWGRELEVQY+3RHID +KN EG+ES5 VE+  +EE+EKE+DDDDGNE
Sbjet 180 SELKSGGMIKWGRRLEVQYQSRHIDTRENKEGEESSRVEDEVYKEEEMEKEEDDDDGNEI 239

Query 246 EETKQIANEMIDGNRKRKLIESSTERLAGRAKVYDOKKENQIVVYKRRAEKKFIDRKSVD 303
TEQ B E+T+GNRERKLIESSTERLAQHRKVYDOKEE QIVVYERHE+KFIDRWSV+
Sbjct 240 GRIKQEAKEITNGNRERKLIESSTERLAQKAKVYDOKKEIQIVVYKRESERKFIIRNSVE 299

Query 306 RYKLAERNMLKVMEEKNAVFGNSILRSQLRSEARKLIGDTGLLDHMLKHMAGKVAPGGRD 363
RYKLAERNMLKVMEERNAVEGHSILR +LRSEARKLIGDTGLLDA+LKHMAGKVAPGGRD
Sbjct 300 RYKLAERNMLEVMKERNAVFGNSILRPELRSEARKL.IGDTGLLDHLLKMMAGKVAPGEQD 339

Query 366 REMRKHNADGAMEYWLESSDLIHIRKEAGVEDPYWIPPPGWNLG 409

REMREHNADGAMEYWLE SSDLIHIRKEAGV+DEYWTFEPGR LG
Sbjct 360 REMREMNADGAMEYWLESSDLIHIRKEAGVEDPYWIPPPGWELG 403

Sekil 4. 54 BgDYAD geninin Arabidopsis AT5G51330 geni ile benzerligini gosteren blast
analizi sonucu
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Sequences producing significant alignments:
Accession ‘ Description ‘ Max score ‘ Total score ‘ Query coverage ‘_‘-. E value ‘

NP 558757.2 SWIL (SWITCH1); phosphalipase C [Arabidopsis thaliana] 682 682 08% 0.0
SFGNE.1 Recame: Full=Protein OYAD: Altheme: Full=Protein SWITCH 1 =gb|AAL738E  E76 675 95% 0.0
AALLT2331 SWITCHL splice variant 5 [Arabidapsis thaliana) a3 i3 82% 2e-161
XP 002510986.1 | conserved hypathetical protein [Ricinus communis] »ob|EEFS1588.1| consery 318 38 B3% Te-83
XP 0023034851 | predicted protein [Populus trichocarpa] =ob|EEE78464.1 predicted protein [F 313 35 B3% fe-04
AP 002272383.1  PREDICTED: hypothetical protein [Vitis vinifara] 288 288 8% Te-T6
CBI87LL unnamed protein product [Vitis vinifera] 287 27 8% 2e-75
CANB965E.1 hypothetical pratein [Vitis vinifera] 283 285 8% fie-75
EECT5837.1 hypthetical protein OsI_12821 [Oryza sativa Indica Group] »gb|EEESO603 220 20 92% 28-53
AAXDES3LL Bpressed protein [Oryza sativa Japonica Group) »gb|ABFS7915.1| meiosisp 220 20 92% 28-53
NP 001050785.L  (s03g0A50400 [Oryza sativa (jananica cultivar-group)] =ab|AAXS3530.1] Ex 20 20 92% 28-55
NP 001139538.1  amelotic | [Zea mays] »qb|ABGS7250.1) ameiatic 1 [Zea mays] 43 13 89% 2e-53
XP D02466738.L  hypothetical protein SORBIDRAFT 019013215 [Sorghum bicolor] »gb|EERS3; 210 210 89% 2e-52
CBI23546.3 unnamed protein product [Vits vinffer] 17 17 26% 2845
XP 0023266071 | predicted protein [Populus trichocarpa] =ob|EEE72406.1 predicted protein[F 178 17 24 Te-d3
ABF37916.1 mei0sis protein, putative, expressed [Orvza sativa (Japonica cultivar-group)) i 177 69% 242
AP 002518005.1  conserved hypothetical protein [Ricinus communis] =gb|EEF4523.4| consery 110 17 52% Je-40
XP 002268155.1 | PREDICTED: hypothetical protein [Vitis vinifera] 160 160 5% k0]
CANEO782.1 hypothetical protzin [Vitis vinifera] 160 160 26% de-37
CBI27653.3 unnamed protein product [Vitis viniferg] 15 159 25% dg-37
KP 0023304511 predicted protein [Populus trichocarpa) »gb|EEF08004.1| predicted protein [P~ 133 15 29% Be-3
KP 00232572681 predicted protein [Populus trichocarpa] »gb|EEFO0110.1| predicted protein [P~ 151 il 2% 23
ABAS419.1 hypothetical pratein LOC_0s12042830 [Oryza sativa (japonica cultivar-grop. 150 150 7% I3
EAZNI269.1 hypothetical protein 0s]_36921 [Oryza sativa Japanica Graup] 150 150 7% de-34
ACU24617.1 unknown [Glycine max] 14 149 25 be-34
ABASG41E.1 hypothetical protein LOC_0s12042820 [Oryza sativa (japonica cultivar-group. 148 143 0% Te-3
EECA3705.1 hypothetical pratein Osl_38173 [Orvza sativa Indica Group] 148 149 2% B34
NP 0010318312 unknown pratein [Arabidopsis thalianz] Ul 141 2% 2e-3
NP 1877513 unknown protein [Arabidopsis thaliana] u 141 9% 3l
BAAGT233..  unnamed protein product [Arabidopsis thaliana) 4 14 9% 2e-31
KP 0017795180 predicted protein [Physcomitrellz patens subsp. petens] »ab|EDQ33Z35.1 pr - 140 140 % de-31
P 0017728521 predicted protein [Physcomitrellz patens subsp. patens] =gb|EDQ82254.1 | pr 138 13 7% ae-3t
XP 002442569.1  hypothetical protein SORBIDRAFT 080022080 [Sorghum bicolar] »gb|EES1R¢ 133 139 4% fe-31
AP 001784005, predicted protein [Physcomitrellz patens subsp. patens] =gb|EDQS1173. | pr 132 133 2% fe-30
AAWB0879.1 At5023610 [Arabidopsis thalizna) 1 122 1% Te-26
BATTO435.1  AtSg23610 [Arabidopsis thalizna] 1 122 A% Te-dh
CANE4013.1 hypothetical protzin [Vitis vinifera] 8.3 £9.3 10% Be-10
AAGE1303.1 PHD-finger protein, putative [Arabidopsis thalianz] 43 478 2% 0.002
NP 1767912 MMD1 (MALE MEIOCYTE DEATH 1); ONA binding / protein binding / zincionbi -~ 42,8 47.8 25% 0.002
NP 178290.1 PHD finger family protein [Arabidopsis thalizna] =qb|AAD12714.1] hypathetic 474 474 15% 0,003

Sekil 4. 15 BgDYAD proteine Benzer protein dizilerini igeren blast analizi sonucu
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Cizelge 4.3 Protein blast sonuclarina gore BgDYAD geni ile benzer diziler

Organizma Protein dizisi

Arabidopsis thaliana SWI1 (SWITCHI1); phospholipase C

Ricinus communis conserved hypothetical protein

Populus trichocarpa predicted protein

Vitis vinifera PREDICTED: hypothetical protein

Oryza sativa 0s03g0650400

Zea mays AMEIOTIC 1

Sorghum bicolor hypothetical protein SORBIDRAFT 01g013215

Arabidopsis thaliana At5g23610

BgDY AD proteinin muhtemel bir niiklear lokalizasyon sinyali igeren bolge icerdigi
Myhits Motif SCAN programi ile ortaya ¢ikarilmistir.

Summary

Original output prf.

Matches map
(features from
query are above the
ruler, matches of
the motif scan are Legerds: 1, prf:WL3 BF [?7].
below the ruler)

2o 4 en g0 100 120 tde g 1de 2le 22o 2do 280 2de sho sdo 3o ade ade 4o
D

List of matches FT MYHIT 282 298 prf:NLS BP [?]

Match details
match detail match score ‘motif information
Status: 2 rnis_pp

pos.: 282-296 Bjpartite nuclear
raw-score = 3 [pcalization signal

N-score = profile.
3.000 |: entr!l,: :|
RKENDTVAYK-—RRAER E-value = [ graphics ]
2.1e+04

2 image ”

MyHits © 2003-2010 Question or comment about this page.

Sekil 4. 16 BGDY AD Proteini fonksiyonel bolgelerinin ortaya ¢gikarilmasi amaciyla Motif
SCAN programu ile gerceklestirilen analiz sonuglari

BgDYAD protein dizisine benzer ¢ok fazla bilinen protein olmamasma karsmn bu
calisma ile BgDYAD ile benzerlik gosteren protein dizileri ile bir filogenetik agac
kurulmugstur. Bu dizilere ayrica AM1 geninin A75G51330 geni disinda ikinci bir homologu
oldugu rapor edilmis At5g23610 geni de eklenmistir. Calismada Oncelikle, ClustalW
programu orijinal parametreleri kullanilarak aminoasit dizileri swralanmistir. Diziler elde
edilen kismi protein dizisine gdére hizalanmis ve elde edilen protein dizileri filogenetik
agacin elde edilmesinde kullanilmistir. Bu diziler phlylip programi yardimi ile bir

filogenetik aga¢ seklinde diizenlenmistir (sekil 4.15). Elde edilen sonuglara gore BgDYAD
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dizisi Arabidopsis AT5G51330 genine yiliksek oranda benzemektedir. Bunun yaninda
Ricinus communis ve Populus trichocarpa bitkilerine ait diziler diger dizilere goére daha
yiiksek oranda benzerdir. Elde edilen bilgiler benzer diger genlerin kendi aralarinda

siniflandirilmasma ya da fonksiyonlar1 hakkinda yorum yapilmasma imkan

tanimamaktadir.
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ameiatic
SORBIDRAFT
1000 0 sativa
//
Atog23610
g / 1000
o
036
V vinifera
167
1000 Sl
1000
R communis B Gunnison
P trichoca

Sekil 4. 17BgDYAD geni i¢in filogenetik analizler sonucu olusturulan filogenetik agac
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4.7. BsDYAD Geninin Sekans Analizleri

Calismada B. Stricta yaprak dokularindan izole edilen genomik DNA’lar ile
gerceklestirilen PCR caligmalar1 ile B. stricta tiirlinde 475G571330 geni homologunun
cogaltilmas1 amaglanmistir. Yapilan biyoinformatik caligmalarla genomik A75G51330
geni homologu dizisi kullanilarak muhtemel transkript ve protein dizileri ortaya
cikarilmistir. Elde edilen Genomik DNA ve protein dizileri blast analizleri sonuglar1 bu
dizilerin AT5G51330 geni ile benzer oldugu gostermistir (Sekil 4.15, 4.16). Blast
sonuglarina gore elde elden dizi AT5G51330 geni genomik dizisinin %77 sini kapsamakta

ve %88 benzerlik gostermektedir. Bu sebeple bu gen BsDY AD olarak adlandirilmistir.

Sequences producing significant alignments;

Accession | Description | Max score ‘ Total score ‘ Query coverage |  Evalue ‘ Max ident | Links |
AB0256211  Arabidopsis thaliana genomic DNA, chromasome 5, P1 done:HFG13 189 76 7% 00 5% E
AC232576.1 Brazsica rapa subsp. pekinensis clone KBr3010113, complete sequencs 1018 1541 57% 0.0 85%

NM 1245127 Arabidopsis thaliana SWIT (SWITCH1); phospholipase C (SWIL) mRNE 625 1854 56% be-175 95% m
AFA66153.1 Arabidopsis thaliana DYAD (DYAD) mRNA, complete cds 625 193¢ 6% fie-175 95% m
AP362002.1 Arabidopsis thaliana SWITCHI splice variant 5 (SWI1) mANA, complet. 625 1952 56% fie-175 95% m
AF362001.1 Arabidopsi thaliana SWITCHI splice variant L (SWIL) mRNA, partial o 625 1832 6% fie-175 95% EE
A 002865808.1  Arabidapsis lyrata subsp. lyrata hypathetical protein, mRNA 963 1853 0% 2e-156 %% E
AM 0023285711 | Populus trichocarpa predicted protein, mRNA 28 284 12% %71 T E
XM 002303445.1 | Populus trichocarpa predicted protein, mRNA 268 268 12% 2e-67 75% E
XM 002510940.1 Ricinus cammunis conserved hypothetical protain, mRNA 260 260 11% Je-65 76% E
A 002883308.1  Arabidopsis lyrata subsp. lyrata predicted pratein, mRNA 199 199 4% Te-d7 89% E
A445786.1 \itis vinifera contig VV/78X220028.10, whole genome shotqun sequensr 181 181 11% Ze-d1 1%

XM 002272553.1 | PREDICTED: Vitis vinifera hypothetical protein LOC100254386 (LOC10. 176 17 11% Ge-4) 7% G
[1149692.1 Daucus carata subsp, sativus clanz BAC COD3N2 genomic saquence 125 125 7% le-24 2%

APO10330.0 | Lotus japonicus ganomic DNA, chromosome 1, lone: LjT17012, THIZE 351 %51 6% 2l 70%

AM4d414.2 Vitis vinifera contig VW78X165164.22, whole genome shotgun sequenci 6.0 86.0 % le-12 66%

XM 002268118.1 | PREDICTED: Vitis vinifera hypothetical protein LOC100247650 (LOC10. 842 84.2 %% fe-12 66% E
A 001772800.1  Physcomitrella patens subsp. patens predicted protein (PHYPADRAFT £ 824 2.4 7% le-11 6% E
BT099458.1 Soybean clone JCVI-FLGM-28P16 unknown mRNA L6 716 6% Je-08 68% m
BT036020.1  Soybean clone JCVI-FLGM-2508 unknown mRNA L6 716 &h 08 2% m
XM 002330425.1 | Papulus trichocarpa predicted protein, mRNA 69.8 69.8 %% Be-08 65% EE
A 001775886.1  Physcomitrella patens subsp. patens predicted protein (PHYPADRAFT ¢ B5.2 69.8 7% 9e-08 b6% E
XM 002325630.1 | Populus trichocarpa predicted protein, mRNA 68.0 68.0 6% 07 68% E
AC019012.4 Genomic Sequence For Arabidapsis thaliana Clone T2J11 From Chromt 544 f4.4 2% de-08 78%

AC002341.3 Arabidopsis thaliana chromosome 2 clone T14G11 map TEn3, complete 508 60.8 4% 5e-03 2% E
XM 002317958.1 Ricinus communis conserved hypothetical protein, mRNA 58.0 59.0 6% 2e-04 86% E
A 0024666331 Sorghum bicolor hypothetical pratein, mRNA arl 72 7% fe-04 65% E
Al434456.2 \itis vinifera contig VV78X232639.8, whole gename shotqun sequence 334 354 2% 0.002 8%

WM 114458.4  Arabidopsis thaliana unknown protein (AT3G43900) mANA, complete ¢ 334 554 0% 0.002 100% M
AKZ28121.1 Arabidopsis thaliana mANA for hypothetical protein, clone: RAFLI4-59- 354 554 0% 0.002 100% EE

Sekil 4. 18 BsDYAD geni Genomik DNA dizisi blast analizi sonuglari.
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)-Dre:'IHP 568757.2] EE SWI1 (SWITCH1); phospholipase C [Arabidopsis thaliana]
Length=639

GENE ID: 835207 3WI1 | SWI1 (SWITCHL); phospholipase C [Arabidopsis thaliana]
(10 or fewer PubMed links)

Score = 748 bitas (1930), Expect = 0.0, Method: Compositional matrix adjust.
Identities = 3956/546 (72%), Positives = 440/546 ([80%), Gaps = a0/546 (10%)

Query 1 MEINKPLEKRIGGELVELFDESHYVMVSELAGDLL.YRRIAPEEVSMNENSRSFWVSSASSE €0
M NEP+EER3GGGL+P+FDESHVM SELAGDLLYRRIAPHE+SMNENSW FWVS3 53R
Sbjet 91 MNBRNEPMEERSGESLLEVFDESHVMASELAGDILYRRTAPHELSMNENIWGFWVI53-35R 149

fuery 61  BNE—-— MISQPAYNTRICRAASPEGKCWSELRSGEMIKWGRRLEVYKSRAMMEIEVDG 115
RNE ++5SQPRYNTRLCRRRSPEGEC SEL+5G MIEWGERLEV(Y+3
Sbject 150 ENEFPRREVVSQPAYNIRLCRAASPEGKCSSELKSGEMIEWGERIBVOYOS ———————- 200

Query 116 YKSEHIDCEENIEGHKESSGVE-EGGVCEEEIEEEDDDDGNETEETKQIANEMIDGNREEE 174
EHID +EN EG+ESS VK E +E +EEDDDDGNE = TEQ A E+T+GNEKRE
Sbjet 201 ---RHEILTRENEEGEESSRVEDEVYKEEEMEKEEDDDDGHNEIGGTEQEAKEITHGNREEE 237

Query 173 LIESSTERLAQRAKVYDOKKENQIVVYERRAEEKFIDRWSVIR-———--—————-——————- 217
LIESSTERLAQ+AKVYDOEEE QIVVYERH+E+KFILERSV+E
Sbjct 258 LIESSTERLAQHRKVYDQEEETQIVVYKRKSERKFIDRWSVERYKLAERNMIEVMEEENZ 317

Query 218 -————-— SQLESEARKLIGDTGLL.DHMLKHMAGEVAPGEEDRFMEKHNADGAMEYWLES 269
+1BSEARKT.IGDTGLLDH+ LEHMAGKEVAPGG+ DR FMEEHNADGAMEYWLES
Sbjct 318 VEGNSILRPFELRSEARKLIGDTGLLDHLLEHMAGKVAPGGQURFMEKHWADGAMEYWLES 377

Query 270 SOLIHIRKEAGVEDFYWIEFFPGRELGCONFIQDEVCAGEIREIREELASTKRELEKT.ASKE 329
SDLIRTREEAGVHDEYWI FEPGRELGON P+ DFVCAGE IR+ IREELASTKREL+KT.ASKE
Sbjct 378 SDLIHIRKEAGVHDEYWI FPEGWELGONESQDFVCAGEIRDIREELASTRRELKETRASKE 437

Query 330 EEEELIIVITENSCVISQNVDHONLITPAREIYADLLEEMYRIEDQLVIIGETLCEMEFS 389
EEEEL+I+ITENSCVISQN DML TPARETYADLIEKEEYRTEDQLVIIGETL KME

Sbjct 438 EEEELVIMITENSCVISON-—-DNLMTPRAEETYADLIKERYRIEDQLVIIGETLEKMEED 494

Query 390 LYILCATLLVMNDESSGEGDCHWILMQQSESSATFSVLEDSFIMETLEGEVEEVNEGNQL 449
+ L. I+ LE+ ++ +5+ TF +LEDSF ++TLEGEVE VNEGNQI

Sbjct 435 MGWLEKIV----LEN--------- YPKEPLSTETFLLLEDSPRIQTLEGEVEVVNKGNQL 541

Query 450 TESPONREKCKEHDQQERSFLSLISNTGFRICEFVGIFAWFELPALARATODTVLSNSIAK 509
TESPQNEEE +EHDOQUERSPLSLISNTGFRICEPVGHFAWP+LPATARATDT 5+ +

Sbjct 542 TESPQNREEGREHDQUERSPLSLISNTGFRICREVGMFAWPQLPALARATORTNASSESHR 601

Query 510 ELASSE 515
+ 5B

Sekil 4. 196 BSDYAD proteinin AT5SG51330 ile benzerligini gosteren blast analizi
sonucu.

BsDYAD genine ait protein dizisi Gzerindeki fonksiyonel bolgelerin ortaya ¢ikariimasi
amaciyla Motif SCAN programi ile analiz gerceklestirilmis ve iki muhtemel fonksiyonel
bolge icerdigi ortaya cikarilmistir. Bu bolgeler bir niklear lokalizasyon sinyali ve

Phosphatidylinositol-specific phospholipase X-box domain bélgesidir.
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Original output prf.
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Sekil 4. 20 BSDY AD proteini fonksiyonel bdlgelerinin ortaya ¢ikarilmasi amaciyla motif
SCAN programu ile gergeklestirilen analiz sonuglar1
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BOLUM 5

SONUCLAR VE ONERILER

Dogal apomikt ve seksiiel tiirleri barindiran Boechera tiirleri ile yapilan ¢caligmalarla
polen ana hiicrelerinin gelisim asamalar1 ortaya konmustur. Apomikt ve seksiiel Boechera
tiirlerinde polen ana hiicresi mayoz siireci incelenmistir (Taskin ve ark., 2009). Ancak
dogal apomikt tiirlerde apomayoza sebep olan genetik mekanizmalar tam olarak
bilinmemektedir. Buna ragmen seksiiel tiirlerde mutant hatlarla yapilan ¢aligmalarla
apomayoza benzer sekilde diploid gametlerin olusumuna yol acan bazi genler
tanimlanmistir (d'Erfurth ve ark., 2008; Ravi ve ark., 2008; d'Erfurth ve ark., 2009;
Pawlowski ve ark., 2009). Bu genler; apomayoza benzer sekilde indirgenmemis diploid
gametlerin olusumuna yol agtig1 bildirilen A75G57330 geni (Ravi ve ark., 2008), misir
bitkisinde mayoz boliinmenin baglatilmasindan sorumlu bir gen olan AMEIOTICI geni
(Pawlowski ve ark., 2009), apomayoza benzer sekilde disi ve erkek mayositlerin mayoz
boliinme yerine mitoz boliinme gecirdikleri ve sonugta fonksiyonel diploid gametleri
olusturan OSD1, AtSPO11 ve AtRECS genleridir (d’Erfurth ve ark., 2009).

Apomiksi siireciyle alakali genlerin ortaya ¢ikarilmasinda genetik haritalama tabanli
calismalar c¢esitli apomikt tiirlerde gerceklestirilmis olmasma ragmen giiniimiize kadar
apomiksi siireciyle alakali bir gen bu yontemle tanimlanamamistir. Bunun muhtemel
sebebi apomiksi siireciyle alakali genlerin rekombinasyon agisindan baskilanmis olmasidir
(Spillane ve ark., 2001). Bu sebeple bu siirecle alakali etkenler beraber kalitilmakta ve
haritalama c¢alismalarmi zorlastrmaktadir. Bu amagla yapilan bir ¢alismada Hieracium
tiirlinde delesyon haritalama metodu ile bu tiirde apomayoz ve partenogenezle iliskili
oldugu goriilen iki locus tanimlanmistir (Catanach ve ark., 2006). Ayn1 grubun bir sonraki
calismasinda apomayozla alakali oldugunu gosterdikleri “loss of apomeiosis” mutantini
arastirmislardir (Okada ve ark., 2007). Buna ragmen c¢alismaya konu olan Hieracium tiirii
Boechera tiiriinden farkli olarak aposporik bir apomiksi siireci gostermektedir.

Haritalama caligmalarmin bu zorluklar1 sebebi ile apomayoz siireci ile ilgili
arastirmalar seksiiel tiirlerde benzer fenotiplere yol agan mutant hatlarla yiiriitiilmektedir.
Bu calismaya konu olan A75G51330 proteini kardes kromatid kohezyonunda rol aliyor
olmasina ragmen bilinen proteinlerle ¢ok az veya hi¢ benzerlik gostermemektedir (Agashe

ve ark., 2002). Kohezin proteinleri, SC proteinleri ile birlikte c¢alisarak homolog
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kromozomlar arasinda lokalize olmakta ve kromozomlarin bir arada tutulmasmi ve
sonrasinda salinmasini saglamaktadir. Buna ragmen BgDYAD proteini bu genlerle

benzerlik gostermemektedir.

AT5G51330 geni genomik DNA {izerinde 5. kromozomda 3006 baz ciftlik bir
bolgeden olusmakta ve biri digerinden 57 aminoasit daha kisa protein olusturan iki
transkripti vardir. Uzun transkript 1997 baz ¢ifti uzunlugundadir ve 639 amino asit
uzunlugunda protein dizisini kodlamaktadir. Bu dizi 639 aminoasitlik tam protein dizisinin
412 aminoasit uzunlugunda bir bolgesini kapsamaktadir.

BGDYAD ve BSDYAD kismi protein bolgeleri niiklear lokalizasyon sinyal bolgeleri
icermektedir. Proteinlerin niikleusta ulastirilmasi oldukga secici bir iglemdir ve proteinler
son yapilarinda niikleusta birikmelerini saglayacak sinyal bolgeleri icermelidir (Dingwall
ve ark., 1986). MotifSCAN programi ile ortaya konulan “bipartite nuclear localization
signal” niiklear hedefleme sekansi, model olarak gosterilen SV40 large T antigen
proteininden elde edilen niiklear lokalizasyon sinyali modelininden farkli olarak bir
konsensus motif olarak tanimlanmistir (Dingwall ve ark., 1991). AT5G51330 proteini
mayozun erken basamaklarinda niikleusta lokalize olmaktadir. Seksiiel ve apomikt
Boechera tiirlerinde bu bolgelerin varligr bu tirlerde A75G57330 homologlarinin
AT5GS51330 genine benzer sekilde niikleusta bulundugunu ortaya koymaktadir. Bunun
yaninda Boechera tiirlerinde AT5G51330 homologlarinin ifade profilleri incelenmelidir.
Boylece AT5G51330 homologlarinin hangi doku ve anatomik siireclerde ifade oldugu
ortaya c¢ikarilip, Boechera tirlerindeki fonksiyonu ortaya ¢ikacaktir.

Niiklear lokalizasyon sinyalinin yani sira BsDYAD proteini A75G51330 geni ile
benzer sekilde Phosphatidylinositol-specific phospholipase X-box (PI-PLC) domain
bolgesi icermektedir. Bu bdlgeler sinyal iletimi siireclerinde rol almakta ve diizenleyici
baz1 proteinlerce kontrol edilmektedir (Rhee ve ark., 1992). Bu sonuglar AT5G51330
geninin mayoz siirecinde sinyal iletimi yolu ile diger mayoz siirecinde rol alan proteinleri
etkileyerek fonksiyonunu gergeklestirdigini diigiindiirmektedir. Buna ragmen A75G51330
geninin diger mayotik genler iizerine olas1 etkileri incelenmemistir.

BgDYAD geni Blast sonuglar1 ¢ogaltilan DNA dizisinin 475G51330 genine ait
mRNA dizisi ile yiiksek oranda benzerlik gostermektedir. Elde edilen muhtemel protein
dizisine ait blast sonuglar1 yedi protein dizisi ile benzerlikler i¢erdigini ortaya koymustur
(Sekil 4.14, Cizelge 4.3). Dolayisi ile bu diziler daha sonraki biyoinformatik ¢aligmalar
icin secilmislerdir. Ayrica Arabidopsis thaliana At5g23610 geni musir bitkisine ait
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Ameioticl geninin AT5G51330 geninin yaninda ikinci bir homologu olabilecegi rapor
edilmistir (Pawlowski ve ark., 2009). Bu sebeple elde ettigimiz BgDYAD dizisi ile de
benzerlik gosteren At5g23610 geni bioinformatik ¢alismalar i¢in kullanilan genler arasina
eklenmistir.

AMEIOTICI geni BgDYAD kismi protein dizisine %36 oraninda, AT5G51330 genine
ise %30 oraninda benzemektedir. AMEIOTICI geni misir bitkisinde mayoz siirecine girisi
kontrol etmektedir. 4m/ Mutant hatlarinda erkek ve disi mayositler mayoz boliinme yerine
mitoz boliinmeler gézlenmektedir (Pawlowski ve ark., 2009). AT5G51330 geninin Mayoz
I siirecinde islev goérmesi, mutantlarinda am/ mutantlarina benzer sekilde diploid
gametlerin olusumuna yol agmasi ve protein dizilerindeki benzerlikler bu genlerin
fonksiyonel homolog genler olabilecegini gostermektedir.

Bunun yaninda BgDYAD genine benzerlik icerdigi goriilen diger protein dizileri
Genomik dizilerden muhtemel transkript ve protein dizilerini ortaya g¢ikaran sistemlerle
elde edilmistir. Bunun yaninda bu genlerin islevleri bu bitkilerde arastirilmamustir.

Bu calisma ile apomiksi siirecinin énemli bir adimi olan apomayozun kontrolii i¢in
aday olarak rapor edilmis A75G51330 geni ilk kez bir apomikt bitkide karakterize
edilmistir. Boechera ve Arabidopsis bitkilerinin ayni bitki ailesi i¢inde bulunmasi bu
calismay1r miimkiin kilmistir. Yakin akraba olan bu iki tiire ait AT5G51330 ve BgDYAD
genleri %89 oraninda benzemektedir. A75G571330 geniyle alakali apomikt tiirlerde daha
ileri tekniklerle yapilacak ¢aligmalar apomiksi siirecinin anlasilmasinda faydali olacaktir.
Ayrica apomikt ve seksiiel Boechera tiirlerinde A75G51330 geninin ifade profilini ve
sekanslarm1 da arastrrmaktayiz. Fonksiyonu belirlenmemis ve BgDYAD geni ile
benzerlikler gosteren diger genlerin fonksiyonlarinin arastirilmasiy, AT75G571330 geninin
muhtemel homologlarinin ortaya cikarilmasi ve bu genin tiirler arasinda fonksiyonunun

anlasilmasi a¢isindan 6nemlidir.
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