T.C.
CANAKKALE ONSEKiZ MART UNIVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU
YUKSEK LISANS TEZI

APOMIKT BOECHERA HOLBOELLII (HORNEM.)
A.LOVE & D.LOVE ANTER GELIiSIMINE
KATILAN BAZI GEN iIFADELERININ
BELIRLENMESI
Hakan CAM

BiYOLOJI ANABILIMDALI
Tezin Sunuldugu Tarih: 20.07.2009

Tez Damismani:

Yrd. Do¢. Dr. Kemal Melik TASKIN

CANAKKALE



YUKSEK LIiSANS TEZi SINAV SONUC FORMU

Hakan CAM, tarafindan Yrd. Do¢. Dr. Kemal Melik TASKIN yonetiminde
hazirlanan “APOMIKT BOECHERA HOLBOELLii (HORNEM.) A.LOVE &
D.LOVE ANTER GELISIMINE KATILAN BAZI GEN I{FADELERININ
BELIRLENMESI” baslikli tez tarafimizdan okunmus, kapsami ve niteligi agisindan bir

Yiiksek Lisans tezi olarak kabul edilmistir.

Yrd.Doc¢.Dr.KemalMelikTaskin

Y Onetici

Doc.Dr.CiineytAKI Doc.Dr.UsurGOZEL

Jiiri Uyesi Jiiri Uyesi

Tez Savunma Tarihi:..... [ocoid.oo....

Prof.Dr.NesetAYDIN
Midiir

Fen Bilimleri Enstitiisi

Hazirlanan bu Yiiksek LisansTUBITAK-Temel Bilimler Arastirma Grubu tarafindan
1040558 ve (BAP) tarafindan 2008-33 no'lu projeden desteklenmistir.



INTIHAL (ASIRMA) BEYAN SAYFASI

Bu tezde gorsel, isitsel ve yazihi bicimde sunulan tiim bilgi ve sonu¢larin akademik ve
etik kurallara uyularak tarafimdan elde edildigini, tez icinde yer alan ancak bu
calismaya 0zgii olmayan tiim sonug¢ ve bilgileri tezde kaynak gostererek belirttigimi

beyan ederim.



TESEKKUR

Calismalarimin  her asamasinda, sahip oldugu bilgi, beceri ve tecriibesini
paylasmaktan kagmmmayan; manevi yardimi, destegi ve fedakarligi esirgemeyen ve bana
her zaman yol gosterip cesaret veren ¢ok degerli Danigsmanim Saym Yrd. Dog¢. Dr. Kemal
Melih TASKIN’a;

Calisma kapsaminda kurgu ve degerlendirmeler konusunda yardimlarini esirgemeyen
Saym Ars.Gor. Sibel YILMAZ’a;

Calisma siiresince yanimda olan ve manevi destegini hi¢ eksik etmeyen arkadasim
Elvan GUVEN’¢;

Biitiin yasamim boyunca maddi-manevi her tiirlii destegi esirgemeyen annem Emine
CAM, babam Fikri CAM, Abim Ibrahim CAM ve ailesine, Kardesim Ozlem
KURSUZ ve ailesine;

Sonsuz Tesekkiirlerimi sunarim.

Hakan CAM, 2009



SIMGELER VE KISALTMALAR

pl Mikrolitre

bg Baz cifti

cDNA Komplementer DNA

CLF CURLY LEAF

DDM1 Decrease in DNA Methylationl

DEPC Diethylpyrocarbonate

dH>O Distile su

DME DEMETER

DMSO Dimethylsulfoxide

DNA Deoksiribo Niikleik Asit

DNaz Deoksiriboniikleaz

Ez) Enhancer of Zeste

EDTA Etilendiamin tetraasetikasit

EMB173 EMBRYO DEFECTIVE 173

EMF EMBRIONIC FLOWER

ESC Extra Sex Combs

FA jel Formaldehyde Agaroz jel

FIE FERTILIZATION INDEPENDENT ENDOSPERM
FIS? FERTILIZATION INDEPENDENT SEED?2
g Gram

GADPH Glyceraldehyde-3-Phosphate Dehydrogenase
GUS p-glucuronidase

m Maternal

M Molar

MAH Megaspor Ana Hiicresi

\%



MEA

MEO
METIla/s

ml

MOPS
MSI1
ng

°C

OD

PAH
PcG
PCR
PHE
pRB
R.E

RNA

RNaz
rpm

RT-PCR

SUz)12
SWN
TAE
trxG

U.V.

VERN

MEDEA

MEIDOS

Antisense Methyltransferase

Mililitre

3-[N-morpholino]propanesulfonicacid

MULTICOPY SUPRESSOR OF IRAI

Nanogram

Santigrat derece

Optik Densite

Paternal

Polen Ana Hiicresi
Polycomb Group

Polimeraz Zincir Reaksiyonu

PHERES

Retinoblastoma Protein
RestriksiyonEndoniikleaz

Ribo Niukleik Asit

Riboniikleaz

Rotation per minute (Devir/dakika)

Reverse Transcription PCR

Suppressor of Zestel2

SWINGER
Tris EDTA Asetat

Trithorax Group

ultra violet

VERNALIZATION

Vi



OZET

APOMIKT BOECHERA HOLBOELLIii (HORNEM.) A.LOVE & D.LOVE ANTER
GELISIMINE KATILAN BAZI GEN iFADELERININ BELIRLENMESI

Hakan CAM
Canakkale Onsekiz Mart Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dali Yiiksek Lisans Tezi
Danigsman: Yrd. Do¢. Dr. Kemal Melik TASKIN
20.07.2009, 56 sayfa

Bu ¢alismada, apomikt Boechera holboellii (Hornem.) A.Love & D.Love bitkisinde
PHERES] (PHEI) gen ortologunun yapist ve ifadesi ortaya ¢ikarilmistir. Boechera
anterleri déllenme 6ncesi ve sonrasinda karpellerinden PHEI ¢cDNA’s1 RT-PCR araciligi
ile elde edilmistir. PHEI tipl MADS MADS-box proteini kodlar ve tohum gelisimini
tesvik eder. Ayrica, tek bir allelden ifade olan PHEI anneye 0zgii suskun, babaya 6zgii
ifade olacak sekilde etiketlenmis bilinen tek bitki genidir. Arabidopsis bitkisinde, PHE1
geni  bitki Polycomb grup kompleksi 2 olarak da bilinen FERTILIZATION
INDEPENDENT SEED (FIS) kompleksi tarafindan baskilanir. FIS kompleksi Arabidopsis
thaliana bitkisinde dollenme 6ncesinde endosperm gelisimi baskilar ve dollenmeyi takiben
endosperm gelisimini kontrol eder. Buna karsin, apomiktlerin endosperm gelisimini
diizenlenmesinde ana gametlerin mayoz eksikligi nedeniyle ortaya ¢ikan ebeveyn genom
dengesizligi iistesinden nasil geldigi bilinmemektedir. Bu nedenle, A .thaliana bitkisinin
yakin akrabasi olarak triploid apomikt Boechera tiirleri pseudogamik apomiktlerde PHE I
geni fonksiyonunu arastirmak icin cazip bir imkan saglar. Biiyiikligi 310 b¢ olan
Boechera PHEI transkripti AtPHEI geni ile homoloji gosterir. Filogenetik analizler
Boechera PHEI geninin AtPHE1 ile yakin benzerlik gosterdigini ortaya ¢ikarmustir. Dogal
apomikt Boechera bitkisinde PHE geninin tohum gelisimi sirasinda ifade sekli ana PHE1

alellin de dollenme dncesinde karpellerde ifade oldugunu gostermistir.

Anahtar sozciikler: Apomiksi, PHERES1, MADS-box, Endosperm sorunu, Genetik

etiketleme

Vii



ABSTRACT

IDENTIFICATION OF SOME GENE EXPRESSION DURING ANTHER
DEVELOPMENT IN APOMICT BOECHERA HOLBOELLII (HORNEM.)
A.LOVE & D.LOVE

Hakan CAM
Canakkale Onsekiz Mart University Graduate
School of Science and Engineering Chair for
Biology Thesis of Master of Science Advisor:
Yrd. Dog. Dr. Kemal Melik TASKIN
20.07.2009, 56 pages

Here we report the structure and expression patterns of orthologs for PHERESI
(PHEI) gene in the apomict Boechera holboellii. The PHE1 cDNAs were obtained by RT-
PCR from Boechera anthers and carpels before and after fertilization. PHE! encodes a
type 1 MADS box protein and promotes seed growth. Also, PHEI! shows monoallelic
expression is the only plant gene known to be paternally express and maternally silenced
imprinted gene. In Arabidopsis, PHEI repress by the FERTILIZATION INDEPENDENT
SEED (FIS) complex, also known as plant the Polycomb group complex 2. The FIS
complex represses endosperm development in Arabidopsis thaliana prior to fertilization
and plays an important role in regulating the development of endosperm following
fertilisation. However, it is not known how apomicts have adjusted endosperm
development to deal with parental genome imbalance due to non-reduction of maternal
gametes. Therefore, the triploid apomictic Boechera species, as a close relative of 4.
thaliana, provide an attractive opportunity to investigate PHE function in pseudogamous
apomicts. The 310 bp cDNA fragment of Boechera PHEI transcript showed homology
with A¢tPHE. Phylogenetic analyses revealed that Boechera PHEI is closely related to A.
thaliana. The expression patterns of PHE! in natural apomict Boechera during seed
development were also revealed that the maternal BAPHE] allele is also expressed before

fertilization in carpels.

Key words: Apomixis, PHERES 1, MADS-box, Endosperm problem, Imprinting
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BOLUM 1
GIRIS

Angiospermlerde erkek gametofit (polen), cicegin anter dokusunda bulunan Polen
Ana Hiicresinden (PAH) koken alir. PAH (2n) mayoz bolinme ile mikrosporlart (n)
olusturur. Tek niikleusa sahip olan mikrospor asimetrik bir mitoz bolinme gegirerek
vejetatif (biiylik) ve generatif (kiiglik) niikleuslar1 meydana getirir. Ardindan generatif
niikleus ikinci bir mitoz boliinme ile sperm niikleuslarmi olusturur (Mascarenhas, 1989;
Bedinger, 1992). Disi gametofit (embriyo kesesi) ise pistilde bulunan ovaryum i¢indeki
integliment dokularindan kdken alan Megaspor Ana Hiicresinden (MAH) meydana gelir.
MAH (2n) mayoz boliinme ile 4 tane megaspor (n) meydana getirir. Bunlardan sadece bir
tanesi embriyo kesesi olarak gelisirken digerleri dejenere olur. Embriyo kesesini verecek
olan megaspor arka arkaya 3 mitoz boliinme gegirir ve bunun sonucunda 8 haploid niikleus
meydana gelir. Bu niikleuslarin {i¢ tanesi embriyo kesesinin kalazal kutbuna go¢ eder ve
antipodal hiicreleri olusturur. Ug tanesi mikropolar kutba gd¢ ederek yumurta ve sinerjit
hiicrelerini olusturur. Diger ikisi ise embriyo kesesinin ortasinda kalarak merkezi hiicreyi
(2n) meydana getirir (Robinson-Beers ve ark., 1992; Drews ve ark., 1998; Schneitz, 1999;
Yadegari ve Drews, 2004).

Angiosperm tiirlerinin biiylik cogunlugunda tohum, polen tanesinin tasidig1 iki sperm
niikleusunun (n) embriyo kesesindeki yumurta (n) ve merkezi hiicreler (2n) ile birlesmesi
sonucunda meydana gelir. Boylelikle siras1 ile embriyo (2n) ve endosperm (3n) olusur.
Sonugta embriyoda ebeveynler arasindaki genom oranlar1 Im:1p (1 maternal (ana): 1
paternal (baba) ) iken endospermde 2m:1p olur (Nowack ve ark., 2006). Cift dollenme
olarak isimlendirilen bu mekanizma ilk kez birbirinden bagimsiz olarak 1898°de Sergius
Nawashin ve 1899’da Lion Quinard tarafindan kesfedilmistir (Dumas, 1984).
Endospermde goriilen 2m:1p orani tohum gelisimi i¢cin son derece dnemlidir. Bu oranin her
iki yonde de bozulmasi embriyolarin gelisimini engellemekte ve tohum kayiplarmma sebep
olmaktadir (Nowack ve ark., 2006).

Angiospermelerin bir kismin da ise aseksiiel bir iireme sekli olan apomiksi
goriilmektedir. Apomiksi, ilk kez 1841 yilinda J. Smith tarafindan Alchornea
(Euphorbiaceae) bitkisinde tanimlanmistir (Asker ve Jerling, 1992). Gilinlimiize kadar
400°den fazla angiosperm tiirli ve 40’dan fazla familyanin apomiktik olarak {iredigi
bildirilmistir (Carman, 1997). Bunlardan en yaygin olanlar1 Gramineae, Compositae,

Rosaceae ve Rutaceae familyalaridir (Luo ve ark., 1999; Koltunow ve ark., 1995).
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Apomikside diger aseksliel iireme sekillerinden farkli olarak bitki tohum
olusturabilmektedir. Buna karsin tohumlar dollenme olmaksizin meydana geldigi ic¢in
olusan yeni bireyler ana bitki ile genetik olarak 6zdestir.

Bu giine kadar calisilan apomikt bitkilerde sporofitik (adventif embriyoni) ve
gametofitik apomiksi olmak iizere iki farkli mekanizma tanimlanmistir (Asker ve Jerling,
1992; Koltunow ve ark., 1995). Sporofitik apomikside adventif emriyolar, oviil gelisiminin
gec¢ safthalarindaki olgun oviillerin nusellar ya da integiiment dokularindan farklilagirlar.
Adventif embiryoni, Citrus tiirleri basta olmak iizere Buxaceae, Cactaceae, Euphorbiceae,
Myrtaceae ve Ochidaceae familyalarinda da gorilmektedir (Gustafson, 1946-47).
Gametofitik apomiksi ise oviil gelisiminin erken sathalarinda baglar. Diplospori ve
apospori olmak iizere iki tip gametofitik apomiksi tanimlanmustir. Her iki tipte de
embriyolar mayoz ge¢irmemis bir megagametofitden meydana gelmesine karsin,
diplosporide embriyolar MAH farklilastigi anda meydana gelirken, aposporide MAH
farklilastiktan sonra olusurlar (Sekil 1.1) (Koltunow, 1993; Savidan, 2000; Grimanelli,
2001).

Apomikt bitkilerde meydana gelen embriyo kesesi, mayoz bdlinme olmaksizin
olustugu i¢in kromozom sayisi yariya indirgenmez. Sonugta diploid (2n) bir yumurta
hiicresi ve tetraploid (2n+2n) bir merkezi hiicre igeren embriyo kesesi meydana gelir.
Tohum gelisimi bagladiginda, yumurta hiicresi dollenme olmaksizin mitotik bdliinmeler
gecirmeye baslar ve seksiiel yollarla meydana gelen embriyolarin gelisim asamalarmi
gecirerek bir embriyo meydana getirir. Partenogenetik olarak gelisen bu embriyolara,
polenden bir gen aktarimi s6z konusu olmadigi i¢in ana bitki ile tamamen genetik olarak
0zdes tohumlar meydana gelir (Koltunow, 1993).

Endosperm ise otonom apomikt olarak bilinen bitkilerde, dollenme olmaksizin
merkezi hiicrelerin 4n hali ile mitoz boliinmeler ge¢irmesi sonucunda olusur. Buna karsin
pseudogamik apomikt olarak adlandirilan bitkilerde endosperm gelisiminin baglatilmasi
icin dollenme meydana gelmesi sarttir. Bu bitkilerde merkezi hiicre 4n oldugu i¢in
dollenme sonucunda eger sperm hiicresi hoploid ise ebeveyn genom oranlart 4m:1p
olacaktir. Buna karsin genomlar arasindaki 2m:1p oranindan sapmalar tohum ve embriyo
gelisimini olumsuz etkiledigi i¢cin kayiplara sebep olmaktadir. Pseudogamik apomikt

bitkiler bu endosperm probleminin ¢c6zmek i¢in farkli mekanizmalar gelistirmiglerdir.



BOLUM 1-GiRiS Hakan CAM
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Sekil 1.1. Apomikt iireme mekanizmalar1 (Spielman ve ark., 2003 ’ten uyarlanmustir).

Apomiksinin goriildiigli bazi tiirlerde embriyo kesesi 8 yerine 4 niikleus igerir.
Boylece merkezi hiicre seksiiel tiirlerdeki gibi 2n olur ve déllenme sonrasinda 2m:1p orani
bozulmaz. Diger bir tiirde ise 2n olan merkezi hiicreler dollenmeden O6nce birlesmez.
Boylece iki tane ayr1 2n merkezi hiicreye sahip olurlar. Bunlardan biri ya dejenere olur ya
da her ikisi de bir sperm ile dollenir. Boylece dollenme sonucunda iki tane 2m:1p orani
olan endosperm onciil hiicresi olusur ve oran bozulmamis olur. Uciincii grupta ise 4n
merkezi hiicre her iki spermle birden dollenir. Boylece 6n (4m:2p) bir endosperm olusur ve
2m:1p oran1 bozulmaz (Nogler, 1984; Spielman ve ark., 2003).

Seksiiel tireme ve gametofitik apomiksi arasinda {i¢ temel farklilik bulunmaktadir. (i)
Sekstiel tiremede MAH mayoz bolinme ile kromozom sayisint yariya indirir apomikt
bitkilerde ise MAH’de mayoz boliinme normal siireclerle devam edemez ve bu sebeple
kromozom sayis1 yariya inmez (apomayoz), (ii)seksiiel bitkilerde polen tanesinin tasidigi
iki spermden birisi yumurta hiicresini doller ve diploid zigot geliserek embriyoyu

olusturur. Apomikt bitkilerde ise embriyo dollenmeden partenogenetik olarak olusur ve bu

3



BOLUM 1-GiRiS Hakan CAM

sebeple sadece disi ebeveyne ait genom tasir. (iii) Seksiiel bitkilerde polenin diger sperm
hiicresi embriyo kesesindeki diploid merkezi hiicreyi doller ve bunun sonucunda triploid
endosperm olusur. Fakat apomikt endosperm ya dollenerek (6n) ya da dollenmeden (4n)
meydana gelebilir (Koltunow, 1993; Koltunow ve ark., 1995).

Seksiiel ve apomikt lireme mekanizmalart birbirinden son derece farkli olmasina
karsin, 4. thaliana bitkisinde goriilen baz1 mutant karakterlerin, apomikt tohum olusturma
mekanizmalarina benzerlik gosterdigi kaydedilmistir. Mutant Arabidopsis bitkisinin
oviillerinde, merkezi hiicrelerin déllenme olmaksizin diploid hali ile mitotik bdliinmeler
gecirdigi ve otonom bir endosperm gelisimini baglattig1 bildirilmistir. Ayrica bu diploid
endosperm gelisiminin tohum kabugu farklilasmasimni ve otonom embriyo gelisimini de
destekledigi belirtilmistir. Buna karsin mutant tohumlarda gelisen otonom endosperm
hiicresellesememektedir. Ayrica partenogenetik embriyolar da ancak erken globiiler
asamaya kadar gelisebilmektedir (Ohad ve ark., 1996; Chaudhury ve ark., 1997, 1998;
Grossniklaus ve ark., 1998; Luo ve ark., 1999). Mutasyona sebep olan genler karakterize
edilmis ve FIS (FERTILIZATION-INDEPENDENT SEED:DOLLENME-BAGIMSIZ
TOHUM) genleri olarak isimlendirilmislerdir (Ohad ve ark., 1996; Chaudhury ve ark.,
1997, 1998; Grossniklaus ve ark., 1998; Luo ve ark., 1999). Bugiine kadar; MEA
(MEDEA/FISI/VEMBRYO DEFECTIVE 173), FIS2, FIE (FIS3, FERTILIZATION
INDEPENDENT ENDOSPERM), MSI1 (MULTICOPY SUPRESSOR OF IRA, MEDICIS)
ve BGA (BORGIA) olmak tizere bes FIS geni tanimlanmistir (Kiyosue ve ark., 1999; Ohad
ve ark., 1999; Danilevskaya ve ark., 2003; Kohler ve ark., 2003a; Guitton ve ark., 2004).

FIS genlerinin dollenme Oncesinde gosterdikler fenotipe ek olarak, ddllenen mutant
ovilllerin  gelisimlerini tamamlayamadigi ve tohum kayiplarma sebep oldugu
gozlemlenmistir. Buna karsin yabanil tip FIS alleli tasiyan oviillerin mutant fis polen ile
dollenmesi sonucunda olusan heterozigot (F1S/fis) tohumlarin gelisimlerini tamamladig: ve
normal bir fenotip gosterdigi bildirilmistir (Ohad ve ark., 1996; Chaudhury ve ark., 1997,
1998; Grossniklaus ve ark., 1998; Luo ve ark., 1999). Boylece FIS genlerinin asil
fonksiyonlarmin maternal oldugu, bu genlerin paternal olarak suskun oldugu belirtilmistir.
Bu sonuglar dogrultusunda FIS grubu genlerin genetik etiketlemeye (imprinting) maruz
kaldig1 bildirilmistir (Berger, 2004).

Genetik etiketleme, bazi genlerin hangi ebeveynden ddllere aktarildigina bagli olarak
ifade seklinin belirlenmesidir. Bu durum pek ¢ok mekanizma ile kontrol edilebilir. Bu
mekanizmalardan olan DNA metilasyonunun iizerinde siklikla ¢alisilmaktadir. Metil grubu

takilmis genlerin ifadesinin susturuldugu 6nceki calismalarla belirlenmistir (Finnegan ve
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ark., 1996; Genger ve ark., 1999). Ozellikle embriyonik gelisim sirasinda ifade olan
genlerin biliylikk ¢ogunlugunun maternal kaynakli oldugu, paternal genomun embriyo
gelisiminin ilk asamalarinda suskun oldugu gosterilmistir (Adams ve ark., 2000;
Grossniklaus ve ark., 2001; Gutierrez-Marcos ve ark., 2003). FIS genlerinin ebeveynlere
gore diferansiyel ifadesi de DNA metilasyonu ile saglanir (Vielle-Calzada ve ark., 1999;
Adams ve ark., 2000; Jullien ve ark., 2006; Baroux ve ark., 2007).

FIS genlerinin ve proteinlerinin molekiiler karakterizasyonlar: sonucunda bu genlerin
Polycomb group (PcG) proteinler kodladiklar1 bildirilmistir. PcG proteinler memelilerde,
boceklerde ve bitkilerde gen ifadesinin diizenlenmesinde gorev alir ve evrimsel siiregte
korunmusluk gosterirler (Tie ve ark., 2001; Chanvivattana ve ark., 2004; Guitton ve
Berger, 2005; Wang ve Ma, 2007). PcG proteinler gen ifadesini diizenlemede baskilayici
olarak rol oynarlar. Hedef genlerin metilasyon ya da histon modifikasyonlar1 ile ifade
olmasint engellerler (Jenuwein ve ark., 1998; Miiller ve ark., 2002; Yeates, 2002). FIS
proteinleri de MEA, FIS2, FIE VE MSII’den olusan dortlii bir tetramer yapi ile hedef
genlerinin ifadesini baskilarlar. Olusturduklar1 bu kompleks Polycomb Repressive
Complex2 (PRC2) olarak adlandirilmaktadir ve bugiline kadar farkli canli tiirlerinde de
benzer kompleksler tanimlanmistir. Arabidopsis bitkisinde otonom endosperm gelisiminin
baskilanmasi FIS (PRC2) kompleksi tarafindan baglatilir (Chaudhury ve ark.,1997;
Grossniklaus ve Vielle-Calzada, 1998; Guitton ve ark., 2004; Kohler ve ark., 2003a;
Kiyosue ve ark., 1999; Luo ve ark., 1999; Ohad ve ark., 1996, 1999; Makarevich ve
ark.,2006; Wang ve ark., 2007).

fis mutantlarinda goézlemlenen otonom endosperm gelisiminden dolayr bu PcG
proteinlerin endosperm gelisimini tesvik edici genlerin maternal olarak baskilanmasinda
gorev aldig1r disiinilmiistiir. FIS genlerinin ifadesine polende rastlanmadigi icin hedef
genlerin erkek gametofitte ifadesinin miimkiin oldugu rapor edilmistir. Ardindan,
Arabidopsis bitkisinde yapilan caligsmalarla FIS proteinlerinin hedef geni karakterize
edilmis ve PHERESI (PHE1/AGL37:AGAMOUS LIKE 37) olarak adlandirilmigtir (Kohler
ve ark., 2003b, 2005). PHEI tipl MADS-box gendir. Dollenme sonrasinda endosperm
gelisiminin baglatilmasinda gorev alir ve dollenme Oncesinde disi gametofitte ifade
olmazken polende ifadesine rastlanmistir (Sekil 1.2). PHEI, paternal olarak ifade olurken
maternal olarak suskun oldugu bilinen tek bitki genidir (Makarevich ve ark., 2008).
Doéllenmemis pistillerde PHE! geninin ifadesi FIS protein kompleksi ile baskilanir. fis
mutant1 bitkilerin oviillerinde PHE! geninin maternal ifadesine rastlanmistir ve bdylece

otonom endosperm gelisimini destekledigi ileri siiriilmiistiir (Kohler ve ark., 2005).
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Bugiine kadar bitkilerde tanimlanan gametofitik mutasyonlardan sadece phel
mutasyonu paternal kaynaklidir. Tohum kayiplarma sebep olan diger gametofitik
mutasyonlarin kokeni ise maternaldir. Bu durum, genetik etiketlenmeden dolay1 paternal
allellerin dollenmeden sonra uzun bir siire suskun kalmasi olabilecegi seklinde
yorumlanmistir (Adams ve ark., 2000; Grossniklaus ve ark., 2001; Gutierrez-Marcos ve

ark., 2003).

DISI GAMETOFIT
BASKILAMA VAR
MEA+FIS2+FIE+MSIT - )| PHET
(IFADE OLUR) (IFADE OLMAZ)
ERKEK GAMETOFIT
MEA+FIS2+FIE+MSl1 CEEA00 4 oy
(IFADE OLMAZ) (IFADE OLUR)

Sekil 1.2. Disi ve erkek gametofitte PHE [ geninin ifade olma bigimleri.

Doéllenme sonrasinda ise PHEI geni paternal olarak ifade edilmekte, maternal
kopyast tohum gelisiminin erken agamalarinda suskun kalmaktadir (Guttion ve Berger,
2005; Kohler ve ark., 2005). Paternal PHE! allelinin ifadesi polen tiiplinde, mikropolar
kutupta ve dollenmeden hemen sonra endospermde goriilmiistiir. En yiiksek ifadesi ise
dollenmeden dort giin sonra endospermde belirlenmistir. Buna karsin maternal allelin
ifadesi ancak dollenmeden 2 giin sonra endospermde diisilk oranda goriilmektedir
(Makarevich ve ark., 2006, 2008 ).

PHE] geninin diferansiyel ifadesinin DNA metilasyonu ile ilgili olduguna dair kesin
kanitlar bulunmamaktadir. Yapilan ¢aligmalarla DNA metilasyonu diisiiriilmiis bitkilerin
polenlerinde PHE! ifadesinin azaldigini gosteren sonuglar bulunmaktadir. Buna karsin bu
azalma PHE] geninin direkt metilasyonla iliskili oldugunu gostermemekte, FIS genlerinde
meydana gelen ifade profilindeki degisiklikten kaynaklandigi diistindiirmektedir
(Makarevich ve ark., 2008).

A. thaliana bitkisinde izole edilen disi gametofit etkili diger bir mutasyon GLAUCE
(GLC) geninde meydana gelmistir glc mutantlarinin mea mutantlarinda goriilen otonom
endosperm gelisimini baskilayarak mea ile epistatik etkilesimde oldugu gosterilmistir.
Ayrica GLC geninin PHE’in ifadesinin diizenlenmesinde de gorev aldigi bildirilmistir

(Quy A. Ngo ve ark., 2007).
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Kohler (2003) PHEI ile yiliksek oranda homololji gosteren (%72 amino asit
benzerligi) bir gen tanimlamis ve PHE?2 (AGL38) olarak adlandirilmistir. Ayrica bu genin
1. kromozom iizerinde yer aldigin1 ve PHE e 10 kb uzakta oldugu belirlenmistir. Yabanil
tip tohumlarin gelisimi sirasinda PHE2 geninin PHEI’e benzer sekilde ifade oldugunu
buna karsin 8 kat daha az ifade oldugunu belirtilmistir. PHE2 geninin de PHE1 gibi, FIS
mutantlarinda daha erken ifade olmaya basladig1 da bu ¢alismada gosterilmistir.

Bu c¢alismada daha once, seksiiel yollarla tohum olusturan 4. thaliana bitkisinde
karakterize edilen PHEI (AtPHEI) geninin triploid pseudogamik apomikt B. holboellii
bitkisindeki ortologu (BhPHEI) karakterize edilmistic. B. holboellii Brassicaceae
familyasinda yer alr ve bir¢cok molekiiler genetik uygulamasinin miimkiin oldugu A4.
thaliana ile yakm akrabadir (Koch ve ark., 2003; Dobes ve ark., 2004). Buna karsin iki
tiirlin tireme mekanizmalar1 son derece farklidir. Bu sebeple Boechera tiirleri apomiksinin
molekiiler mekanizmasmin ve seksiiel {lireme ile apomiksi arasindaki molekiiler
farkliliklarin belirlenebilmesi i¢in model bitki olarak kullanilmaktadir.

Sekstiel bitkilerde endosperm gelisiminde 6nemli bir rolii olan PHEI geninin
apomikt bitkilerdeki fonksiyonlar1 heniiz belirlenmemistir. Endosperm gelisimi ise normal
tohum gelisimi i¢cin 6nemli bir kriterdir. Bu sebeple PHE geninin apomikt bitkilerde,
endosperm gelisimindeki fonksiyonlarinin belirlenmesi dnem tagimaktadir. Bu anlamda,
PHEI genini apomikt bitkilerde de karakterize edilmesi bu genin fonksiyonunun

belirlenmesi i¢in bir temel olusturacaktir.
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BOLUM 2
ONCEKI CALISMALAR

Maheshwari ve ark., (1950) yilindaki makalelerinde, apomiksiyi tekrarlanan ve
tekrarlanmayan apomiksi olmak tizere ikiye ayirmustir. Tekrarlanan apomiksinin vegetatif
iremeyi ve agomospermiyi kapsadigini belirtmiglerdir. Buna karsin tekrarlanmayan
apomiksiyi, mayoz sonucu meydana gelen haploid embriyo kesesindeki yumurta veya
diger hiicrelerin déllenme olmadan embriyo halinde gelismesi olarak tanimlamislardir.
Fakat ikinci tipindeki gelisim mayoz boliinme igerdigi icin apomiksinin i¢ine dahil
edilemeyecegini 6nermisler ve gergcek apomiksi de mayoz ve singami olmamasi gerektigini
belirtmislerdir.

Rosenberg ve ark.(1970) apospori ise Eski literatiirde “somatik apospori” olarak
gecen apospori ilk olarak Hieracium’un bazi tiirlerinde gozlenmistir. Aposporide,
apomayotik hiicre oviil icinde MAH disindaki bir hiicreden gelisir. Bu hiicre genellikle
MAH’ye, diata veya megaspora kalaza tarafindan komsu olan somatik bir hiicredir.
Nadiren kalazanin daha derinlerinde, hatta i¢ integlimentte yer alan bir hiicre de olabilir.
Her tohum taslaginda genellikle sadece bir koken hiicre olusur. Cok hiicre ortaya ¢iksa bile
genellikle bunlardan sadece biri aposporik embriyo kesesi halinde olgunlasir.

Kohler ve ark., 2003 yilindaki ¢alismalarinda, MEA ve FIE proteinlerinin PHE]
geninin promoter bdlgesi ile direkt etkilesimde olmasindan dolayr bu genin FIS genleri
tarafindan diizenlendigini bildirmislerdir. Heterozigot mea ve fie mutantlarinin ve yabanil
tip kontrol bitkisinin transkripsiyonel profilini ¢ikarmiglar (mRNA profili) ve {i¢ 6rnek
arasindaki farkliliklar1 incelemisler. Izole edilen RNA’larm higbirinde {i¢ bitki drnegi
arasinda bir azalma olmamis. Fakat iki prob sinyalinde mutant bitkilerde artis gézlenmis.
Bunlarin tipl MADS-box transkripsiyon faktdrii ve S phase kinase-associated
proteinl(Skpl) oldugunu belirtmisler mitolojik bir hikayeden esinlenilerek bu genler
sirastyla PHE1 ve MEO (MEIDOS) olarak isimlendirilmis. PHEI in ifade ornekleri:
dollenme Oncesinde disi gametofitte ifade olmadig1 déllenme sonrasinda ise (1-2. giinde)
preglobular embriyo ve endospermde ifade oldugunu bildirmislerdir. Embriyo globular
asamaya geldiginde PHE ifadesi kalazal kistte siirli kaldigini ve kalp asamasina kadar bu
kistte ifadesi devam ettigini bildirmislerdir. Vejetatif ya da floral organlarda ifade
gerceklesmedigini bildirmislerdir. Northern blot analizleri ile ve revers transkripsiyondan
sonra real-time PCR uygulayarak PHE/in ifade olan drneklerini incelemisler. Yabanil tip

bitkide PHE! ifadesi dollenmeden sonra 2-3. giinde (preglobular-embriyo) baglar ve
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sonraki gelisim asamasinda (3-4.giin/gec¢-globular asama) azalirken fis sinifi heterozigot
mutantlarda PHE] ifadesi daha 6nce baglar (dollenmeden hemen sonra). 2-3. giinde PHE1
ifadesi mutant mea yabanil tipten 3 kat fazla, fie den 11 kat ve fis2 den 9 kat fazla ifade
oldugu , 3-4. giinde tiim 6rneklerde PHE seviyesi azalmig fakat mutantlardaki bu azalan
deger yabanil tipteki PHE! ifadesini en fazla oldugu zamandakinden (2-3) yinede daha
yiikksek bulunmus. Normalde dollenme oOncesinde PHE [ ifadesi olmamasi gerektigini
PHEI baskilanmast ortadan kalkmistir ve otonom endosperm gelisimini (3. giinde)
dollenme sinyaline ihtiya¢ duymadan baglatmistir. Yapilan diger bir ¢aligma ise homozigot
ddml mutantlar1 ile mea fenotipi hayatta kalmasi saglanabilmesi i¢in, metilasyon
seviyesinin degismeden MEA nin hedefi genlerin ifadelerinin hem yabanil bitkideki
fenotipini hemde mutant mea fenotipinde incelemigler ve yabanil tipte ve mutant
bitkilerde hayatta kaldigini bildirmislerdir. Bu ¢aligma i¢in mutant mea ve ddml
homozigot bitkilerdeki PHE ifadesini mea i¢in homozigot mutant olan fakat DDM] i¢in
yabanil tip olan bir bitkinin PHE! i¢in ifade olan 6rnekleri ile karsilastrmuglar. Sonugcta
ddml mutasyonu tasiyan bitkideki PHE! ifadesinin digerine gore son derece azaldigi ve
yabanil tip ifade olan Orneklerine benzedigi bildirmislerdir. Busonuglara gore PHE [
geninin mea mutantlarindaki embryo hayatta kalmasmi engellenmesinden sorumlu
olabilecegini ileri siirmiiglerdir.

Autran ve ark. (2005), Genomik etiketlenmenin epigenetik modifiye uygun boliinme
dollenmeyi takiben ana bitki ve baba bitkideki genomun esit olmayan fanksiyonladaki
sonucu oldugunu bildirmislerdir. Cicekli bitkilerde ana ve baba bitkiye bagli ¢alismalar
bircok genden sadece ana bitkiden aktarilan allelerin ifade oldugunu Arabidopsiste
MADS-box geni PHERES1  deki ifadesi boyunca tohum gelisimini diizenlenmesi
polycomp grup protein MEDEA ile gergeklestigini ve annedeki MEDEA aktivasyonu
icin DEMETER fonksiyonu gerekli oldugunu bildirmisler. Caligmada ebeveyne bagh
kalitimin daha Onceleri sadece anne tarafindan bilindigini fakat bu ¢alimada Oedipus
kompleksi de babadan gelen allelerinde katildiginida belirlemisler.

Hui-Chun Li ve ark. (2005), PIKLE(PKL) geni ¢imlenme boyunca embiryonik
ifadenin baskilanmasinda rol alir. PKL rabidopsiste biiylime ve gelisiminde ¢ok yonlii rolii
olan CHD3 kromatin remoling foktorii sifreledigi belirtmisler. Yapilan ¢alismada PKL
proteininin gelisimin diizenlenmesinde nerede ve ne zaman rol oynadigini arastirmiglar.
PKL glucocorticoid reseptor (PKL:GR) kullanilarak PKL nin embiryonik 6zelliginin
ifadesinin ne zaman baskilanmasinda rol oynadigini calismiglar. Yapilan c¢aligmada

PKL:GR aktivasyonun ¢imlenmesi boyunca embiryonik 6zelliginde mutant pkl nin 6nciil
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kok fidesinin baskilanmanin yeterli oldugunu ¢imlenmeden sonra ise ¢ok az aktif
oldugunu belirlemisler. Gézlemlerinde MADS box tip I geni PHE! ,yapanil tip bitkilerde
normalde embryogenez Oncesince boyunca ifade oldugunu, ¢imlenme sonrasinda siirekli
ifadesinin baskilanmasinda PKL gerekli oldugunu ileri siirmiislerdir. PKL ~ Arabidopsiste
gen ifadesinde Orneklerin diizenlenmesi ve gelisimi boyunca c¢ok yonli onemli rol
oynadigin1 vurgulamislardir. PHEI ve PHE2 , PKL ye bagh ifadesinin sadece ¢imlenme
sonrasinda giiclii oldugunu belirtmislerdir.

A. Ngo ve ark.(2007,) Arabidopsiste glouce dollenmeden bagimsiz endosperm
gelisimini de babadan gelen kalitsal alel i¢in gerekli iken seksiiel iireyen bitkilerde hem
ana bitkide hemde baba bitkiden gelen genomu gerektigini bildirmislerdir. Embriyo ve
endosperm gelisiminden Once gelisememis yeni bir gametofitik ana bitkiye 6zgli mutant
glc, Arabidopsis DS transpozon hattindaki populasyondan izole edilmis ve glc embriyolar1
globular sahfaya kadar gelistigini endospermde bulunmadigint ve merkezi hiicrenin
dollemesinde sonra ifade olmadiginin goriildiiglinii bildirmislerdir. fis smifi mutant
tohumlarda glc otonom endosperm gelisimini baskiladigini, glc mea ile epistatik
etkilesimde oldugunu ileri stirmiislerdir. ebeveynler biriinde déllenmis tohumdaki fis sinifi
mutantlarindan PHE! in gelisim asamasinda ifade oldugu ve baskilanan hedef genin MEA
‘nin Oncelikli olarak ifade olmasi gerektigini bildirilmistir. Ayrica ana bitkiye 06zgi
GLC'nin gorevinin embriyo ve endosperm gelisimi Oncesinde ana bitkiden gelen GLC
fonksiyonu AMP deamidaz FAC1 geni ve ribozom protein rpSsa genindeki babadan
gelen embriyonik ifadesi i¢in gerekli oldugunu bildirmislerdir. Bu sonuglar gostermistir ki
disi gametofitin aktivitesinden kaynaklanan faktorlerin dollenmis tohumdaki babadan
gelen genomun altkiimesi oldugunu ileri siirmiiglerdir.

Makarevich ve ark. (2008) Genomik etiketlenme ya ana bitkiden ya da baba bitkiden
katilan 2 gendeki alelden sadece birinin ifade edildigi bir olgu oldugunu 6ne stirmiiglerdir.
PHEI geni bitkilerdeki baskilanmasi PHE! alellerin annedeki baskilanma i¢in pcG
kompleksi FIS deki fonksiyonu ¢in gerekli oldugunu ve yapilan calismada PHE [ in
baskilama mekanizmasini arastirilildiginda PcG nin susturulmasmin zorunlu oldugunu
fakat PHEI baskilanmasi i¢in yeterli olmadigini bildirmislerdir.Ana bitkiden gelen PHE!
alelinin susturulmasmin PHE! lokusundaki downstream bdlgesine uzaktan bagli oldugunu
digiinmiiglerdir. Bu bolge PHEI ifadesini garantilemek i¢in metillenmesi gerektigini
ancak PHE] bastirilmast icin metillenmeme olmamasi gerektigini bildirmislerdir. Bu
mekanizma birka¢ genin diizenlenmesine benzedigini memelilerde baskilnan genlerin

diizenlenmesi i¢in benzer evrimsel mekanizmalarin ¢aligtigini ileri stirmiislerdir.
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Josefsson ve ark. (2006), Tiirlesme {ireme bariyerine bagl oldugu ve populasyonlarin
birbirinden ayrimima neden oldugunu bdyle bir ayrilma dozoja bagl etkileri protein sirasi
kopya sayist veya ifade degisikligiyle sonug¢landigini ileri siirmiislerdir. Bitkilerde
Arabidopsis thaliana and A. Arenosa ile yapilan ¢aligmalarda postzigotik bariyeinin siksik
gelismemis melezlerin olustugunu bildirmislerdir. Interpoidi ¢aprazlamalarinda babaya ait
genomu artirdigini ve tiirleri kullanarak hibrit uyusmazligi ve gen suskunlugunu arasindaki
iliskiyi arastirmiglar. Birbirine uymayan caprazlamalar normal olarak susturulan ve
heterokromatik element olan ATHILA baba bitkide ifade oldugunu fakat ana bitkide ifade
olmadigm bildirmislerdir. Ug polycomb diizenleyici genler olan PHEI, MEO ve MEA
tesvik edilmis ve PHEI promotdrii ana bitkiden baskilanmasi engellenmis ve babadan
gelen MEA baskilanmasinin kayboldugu goriilmiis. Hibrit tohumun 6liimciilliigiiniin oran1
babadan gelen genomun dozajiyla orantili oldugu goriilmiis. Kromatin dozajina bagl
diizenlemenin tiirler arasi hibritlerin 6limcilliigiinii etkileyen evrimsel bir olgu oldugunu
sonucun varilabilecegini 6ne stirmiislerdir.

Kohler ve ark.(2005), Son calismalar MEA-FIE kompleksinin PHEI genin
promotor bolgesiyle benzer oldugu ve PHEI ifadesinin direk kontrol ettigini
belirtmiglerdir. MEA nin ana bitki ve baba bitkiden genom oranma bagli PHE!1 ifadesini
etkileyip etkilemedigini arastwrmuslardw. PHEIde DS transpoznlarim1 kullanarak PHEI
spesifik ifadesi analiz edilmis. PHE[ ifadesi promotor-b-glukoridas (PHE-GUS) ile yeri
ve zamani belirlenmeye calisilmis. Reporter transgeni yabanil tip tohumlarla mutant PHE
benzerlik gosterdigi PCR sonuglarinda DS eklenmis bdlgelerin cogalmadig goriilmiis bu
yiizden PHE1/PHE1 caprazlamalarinda mutant anne ile yabanil tip baba arasinda yapilmis
sadece babadan gelen PHE aleli tespit edilmis ve yabanil tip anne ile PHE1 /PHEI1
mutant baba arasinda yapilan ¢aprazlamada sadece anneden gelen PHE aleli belirlenmis.
Bu sonuclara gore PHEI genetik etiketlenmeye maruz kaldigint bidirmislerdir.
Tozlagsmadan sonra 1 ile 4 cii glinler arasinda anneden ve babadan gelen maksimum PHE
transkripsiyon seviyesini 0l¢miisler. Babadan gelen PHE ifadesi anneden gelenden daha
fazla oldugunu , trankripsiyon seviyesi anneden gelen PHE! ifadesinin 2. Gilinde babadan
gelen PHE] ifadesi anneden gelen ifadesininden 6 kat daha fazla oldugu belirlenmis. Diger
bir Caligmada ise babada ifade olan PHEI ifadesinin bagimsizca ortaya ¢ikip ¢ikmadigmi
arastirmiglar. Arabidopsis thaliana accession Columbia ile C24 arasinda ki PHE1 ifadeleri
real time PCR ile incelenmis . 1 VE 4 (DAP) olarak yapilan calismada anneden ve
babadan gelen belirlendigi gosterilmis. Bu ylizden spesifik alellin ifadesi genomik

baskilanmas1  genotipte etkisinin oldugu anne ve baba gametofiti incelediklerinde

11



BOLUM 2- ONCEKIi CALISMALAR Hakan CAM

transgenik bitkilerde PHE1-GUS reporter transgene sahip bitklerde PHE 1-GUS reporter
transgene sahip olduklar1 belirlenmis. Dollenmeden 6nce transgenik bitkilerde disi
gametofitlerde gus ifadesinin bulunmadig1 yabanil tipte ise gii¢lii olarak polen tiiplinde ve
zayif olarak mikropolar tiipte bulundugunu belirtmislerdir. Tohum gelisimi sirasinda
babadan gelen allerin belirlenmedigi anneden gelen kalitsal allerin fazlaca olmas1 babadan
gelen kalitsal allerin ifadesini baskiladigini gdstermislerdir. Onceki ¢alismalarda MEA’nin
baskilandigint PHEI ifade oldugunu ,PHE1 baba ve anneden gelen aller sirasiyla yabanil
tip ve mutant mea ¢aprazlandiginda mea mutantlar1 endosperm ve embriyoda fazla gelistigi
bunun sebebininde molekiiler analizlere gore MEA geni anneden geldiginde aktif babadan
geldiginde sukun oldugudur. MEA disi gametofitte dollenme Oncesi ve dollenme
sonrasinda embriyo ve endospermde ifade olur. Bu sonuclara gore PHEI genini babadan
aktarildiginda aktif olan bir gen oldugunu ve anneden aktarildiginda ise suskun oldugunu
buna karsin anneden aktarilan PHE [ geninin MEA geni tarafindan baskilanmigs durumda
oldugunu bildirmislerdir. anneden aktarilan mutant mea meydana gelen mutayonlarin
PHEI geninin baskilanmasmi ortadan kaldirdigini ve bdylece ddllenme sinyaline gerek
duymadan tohum gelisimini baslatildigin1 bildirmiglerdir. bu sonuglar dogrultusunda PHE I
geninin genetik etiketlenmeye bagli olarak aktarildigini ve parental conflict teoriyi
destekledigini gosterdigini bildirmislerdir.

Kohler ve ark. (2005) Cigekli bitkilerde tohum gelisimi iki disi ile iki erkek gametin
birlesmesi yani yumurta hiiecresi ile merkezi hiicrenin erkek gamet ile birlesmesiyle
sirastyla  embriyo ve endosperm olusturdugunu bildirmislerdir.. Dollenmeden bagimsiz
tohum olusumu siirecinde Polycomb group (PcG) proteini FIS ile baskilandigini ve bu
protein evrimsel slirecte korunmus bir protein icerdigini bildirmislerdir. FIS proteinine
metilenme i¢in histon H3 lizin 27 baskilayici etki i¢in uygulanmis. Buna ek olarak FIS
kompleksi dollenme Oncesinde endosperm gelisimini smirlandirdigint bildirmigler. Bu
fonksiyon hedef genin anneden gelen alellin etiketlenmesini sagladigini ve endospermdeki
etiketlenme sadece FIS kompleksi ile degil DNA metilasyonu ile kontrol edildigini ileri
stirmislerdir. PHE [ lokusu H3lys27 tri-metilasyon isaretleyicisi ile eklendiginde dollenme
oncesinde fazla biriktigini bu yiizden FIS komleksi ile baskilanan PHE! ‘in metilenmis
histon disi gametofitteki ana bitkiden gelen PHE! allelinden gelmesinin olasi oldugunu
belirtmislerdir. Ana bitkiden gelen PHE ifadesini FIS kompleksi ile baskilanmasinin hala
aciklanamadigini1 belirmislerdir. PHEI genetik etiketlenme Ozelliginde olan bir gendir
fakat PHEI transkripsiyon faktorii tohum gelisiminde ana bitkiden gelen kaynagin

fonksiyonu bilinmedigini belirmislerdir. Ayn1 sekilde genetik etiketlenen genlerden olan
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MEA ve FIS 2 ana bitkiden gelen fonksiyonlarmin nasil oldugu bilinmedigini
bildirmiglerdir. Mutant mea ve fis 2 endospermin asir1 gelisimine neden oldugunu
bildirmiglerdir. ana bitki ve baba bitkiden gelen genomun fenotipik olarak etkisini
gostermek icin normal ana bitki ile mutant DNA metilasyonu bulunduran baba bitki ile
caprazlama yapmislar kii¢iik tohum olustugunu , mutant ana bitki ile normal baba bitkiyi
caprazladiklarinda ise biiylik tohum elde ettiklerini bu durmuda ana bitkiden gelen
genomun tohum geligiminde sinirlayici roliiniin oldugunu bildirmislerdir.

Makarevich ve ark. (2006) Polycomb grup (PcG) proteini epigenetiksel kalitimin
aktarilmasi trranskripsiyonel bolgelerin baskilanmasiyla gerceklestigini ileri stirmiislerdir.
PcG’ nin hareket mekanizmasi tamamen anlasilmamig olmasina ragmen histon H3 lizin 27
metilasyonunun transkripsiyonel baskilamanin PcG araciligiyla kurulmus olmasinin
onemli oldugunu bildirmislerdir. Set-domain proteinlerinden MEA yada CURLY
LEAF/SWINGER H3K27 araciligiyla hedef gen PHEI’in diizenlenmesi saglanidigini
ileri strmiislerdir. Yapilan ¢alismada MEA’nin PHEI lokusuna baglanmasinda histon
metilasyonun sebep olup olmadigini test etmek amaciyla (CHIP) analizi yapilmis ve MEA
ile PHE] in ortlisen dizilerin ve Ortiismeyen dizlerinde bulundugu {izerinede 4 bdlgeye(
bolge 1, bolge 2 , bolge 3,bdlge 4) ayrilmis. Denemeler tozlasma oncesi ,tozlasmis agik
cicek, siiliik, tozlagma sonrasi (2-3 , 4-6 giin) olmak lizere 4 farkli parametreye gore
yapilmistir. Calismalar MEA ile PHE] dizlerinin Ortiistiigii bolgeleriyle yapilan ¢aligmalar
dollenme Oncesi tozlagsma sonrasi(2-3)’ e gore yapilmis ve PHE! ile MEA nin en fazla bu
zamanlarda ifade olduklarini, bu sonuglara gére PHEI ile MEA ‘nn RNA diizeyinde
lokuslarinin benzer oldugunu ileri sitirmiglerdir. Yapilan diger bir calismada ise
H3K27me3 VE H3K9me2 olmak iizere farkli histon modifikasyonlarin1i 2. Bdlgede
kullanmislar sonuglara géore H3K27me3 daha fazla ¢ogaldigim1 ve PHE! ile MEA daki en
iyl metilasyon isaretleyicisinin oldugunu bildirmislerdir. sporofitik dokular ile yapilan
analizde PHEI ifadesi CURLY LEAF:CLF ile SWINGER:SWN ifadeleriyle kiyaslanmas1
yapilmistir. CLF ve SWN nin secilme nedeni MEA ile yakin homolog olmalarindan dolay1
oldugunu clf yada swn mutantlarinda yabanil tiptekilerine PHE 1 ifadesinin
gerceklesmedigini clf swn ¢ifti mutanlarinda ise upregulate seklinde ifade oldugu
belirlenmistir. PHEI geninde Okromatin bdlgede bulunan H3K27me3 heterokroatin
bolgede bulunan H3K9me2’ye gore daha etken ve daha fazla gorev aldigi bildirilmistir.
Mutant clf ve swn ile H3K27me3 birlikteliginin PHE] ifadesini artirdigini, bu durumin

MEA ile homolog olarak benzer c¢alistigini ileri stirmiislerdir.
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Adams ve ark. (2000), bitkilerdeki etiketlenme mekanizmasmin DNA metilasyonu
ile olan ilgisini A. thaliana tohumlarindaki ana bitki ve baba bitkiye bagli gen ifadesini
calismislar ve bu mekanizma METHYLTRANSFERASE 1 antisense (METIa/s) transgeni
ile DNA metilasyonu indirgenmis bitkiler kullanarak caprazlamalar yapmiglarak DNA
metilasyonu ile olan ilgisini arastirmislardir. Metilasyon seviyesi indirgenmis transgenic
bitkiler ve yabanil tip diploid bitkiler arasinda yapilan c¢aprazlamalar sonucunda
metilasyonlu seviyesi normal olmasina ragmen ploidi seviyeleri birbirinden farkl bitkiler
arasindaki benzer tohumlar iirettigini gdzlemlemislerdir. yabanil tip 2X bitkilerin de polen
verici olarak ve METIa/s transgenini igeren 2X bitkilerin disi ebeveyn c¢aprazlamanin
sonucunda olusan tohumlar 2Xx4X gibi sonuglar olusturmustir. Bu  sonuglar gore,
bitkilerdeki baskilanma mekanizmasinin DNA metilasyonu ile olan ilgisininin oldugu
kanitlanmis oldugu ve METIa/s geninin bitkideki metilasyon seviyesini diigmesinin
nedeninin diger ebeveynle aktarildigi zaman aktif olan genlerin ifadesine neden oldugu
belirtilmistir. Disi bitki i¢cin olan genlerin endosperm gelisimin aktive ederken erkek bitki
icin endosperm geligimini inhibe edici olan genlerin suskun durumda olan genler oldugu
ileri siirlilmiistiir. parental conflict teori ile bu sonuglarm uyustugu diistiniilmistiir.

Vinkenoog ve Scott (2001), A. thaliana’da ana bitki ve baba bitkideki aktif ve suskun
genlerin endosperm gelisimi {lizerindeki etkilerini ve seksiiel olarak {ireyen bitkilerde
anadan ve babadan gelen genom oranini apomiktik olarak tireyen bitkilerin bu siireci nasil
coziimlediklerini arastirmislardir. Endosperm gelisiminde ana bitkiden(2 maternal),
babadan(1 paternal) 2m:1p oram1 Seksiiel bitkilerde gelisim i¢in anahtar rol oynadigini
bildirmislerdir. Bu orandaki degisimler anormalliklerin olusmasina neden oldugunu ve
siire¢ sonucunda babadan aktarilan genlerin endosperm gelisimini aktiflestirirken anneden
aktarildiginda baskilandigini ve apomiktik bitkilerde ise annede suskun olan, polen ile
aktarildiginda ifade olan genlerlerin endospermin uyarilmasi i¢in anneden gelen genoma
gerekli oldugu belirtilmistir. Sonu¢ olarak endospermin gelisim siirecinde babadan
aktarilacak genoma gerek duyulmadigini bildirmiglerdir.

Rod ve ark.(1998), A. thaliana’da etiketlenmenin tohum gelisimindeki etkilerini ve
interploidi ¢aprazlamalar1 sonucu iiretilen tohumlardaki gelisim siirecini incelemislerdir.
Etiketlenmenin parental conflict teori ile ilgili oldugunu ve ana ve baba bitki arasindaki
gen aktariminda bir rekabet oldugunu belirtmislerdir. Yapilan ¢aligmalarda 2X, 4X ve 6X
bitkiler kullanilmigtir. Normal ploidili 2Xx2X c¢aprazlanma sonucunda embriyonun genom
orant Im:1p iken endospermde 2m:lp seklindedir. Bu oran 4Xx4X ve 6Xx6X

caprazlamalarinda de benzer sonucu sergiledigini 2Xx4X interploidi ¢caprazlamalarinda 3X
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(1m:2p) embriyolar1 olusur ve 4Xx4X gore daha az genom icermesine ragmen olusan
embriyolarin daha biiyiik oldugunu, bunun aksine 2Xx2X caprazlamalarina gére daha fazla
genoma sahip olmasi ragmen 2X embriyolarindan daha kiigiik oldugunu gostermislerdir.
2X ve 6X ile yapilan caprazlamalrda ise benzer durumlarin olustugu ancak gelisimini
tamamlayamamis tohumlara neden oldugu goriilmistir. Bu sonuglart anne bitkiden
fazladan genomun aktarilmasi endosperm gelisimini engelledigi , ge¢ hiicreselesmeye
neden oldugunu ve tohum ile embriyonun daha kiigiik olmasina sebep oldugunu, aksi
durumda ise endospermin iyi gelistigini, ge¢ hiicresellesme oldugunu ve tohum ile
embriyonu daha biiyiik olmasina sebep oldugunu bildirmislerdir. Tohum gelisiminde anne
ve babadan gelen genom oranindaki dengenin ploidi seviyesinden daha 6nemli oldugunu
bildirmislerdir.

Luo ve ark. (2000), Calismada FIS smifi genlerin hangi dokuda, nerede ve ne
zaman ve ifade oldugunu belirleyebilmek i¢in FIS smifi genlerin promoter bdlgeleri ile -
glucuronidase (GUS) ile birlestirilmistir. FIS2 geni, dollenmeden dnce polar niikleuslarda
ifade oldugunu dollenmeden sonra ise FIS2 endosperm olusum siirecinde ve endosperm
nukleusunda yer aldigmi bildirmislerdir. FI/E ifadesini dollenme Oncesinde embriyo
kesesinde ve antesisten dnce polen mikrosporunda oldugunu fakat olgun polende ifade
edilmedigini bildirmiglerdir. MEA ifadesinin niikleuslarin etrafindaki bolgede daha cok
yayilmis oldugunu bildirmiglerdir ayrica FIS2’ye benzer bolgelerde ifade oldugunu
bildirmislerdir. Polenle aktarilan MEA allelinin déllenmeden sonra 48. saate kadar kadar
ifade olmadigini1 48. saatten sonra MEA aktivitesinin kalazal kistte ve bazende embriyoda
oldugunu bildirmislerdir.

Vielle-Calzada ve ark. (1999), A. thaliana’da MEA geninin sadece ana bitki ile
aktarildiginda aktif protein kodladigini ve polenle aktarilanda ise genin embriyo ve
endospermde protein olusumunda olarak suskun oldugunu, bu baskilanmada DNA
metilasyonunun nedenini ve bu denemelerde MEA genin genetik etiketlenme ile ifade
oldugunu gostermek icin Deficient in DNA Methylation 1 (DDM]I) geninde mutasyon
tastyan Arabidopsis ile g¢aprazlamalar yapmusladir. DDM1 geni Arabidopsis’ de DNA
metilasyonunun siirekliligi i¢in dnemli bir gen oldugmu bildirmislerdir. Mutant ddml
yabanil tip bitkiler pollen verici olarak kullanilmiglar ve mutant mea bitkileri ile
caprazlanmalar1 sonucunda tohumlarin mutant mea fenotipi gostermedigini ve neredeyse
tamaminin gelisimlerini tamamladigini bildirrmislerdir. Béylece mutant mea genini ana

bitkiden alan embriyolarin, polendeki MEA allelinin reaktivasyonu ile hayatta kalmig
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olabilecegini bildirmislerdir. Bu durumun MEA’nin genetik etiketlenme maruz kaldigini
ve polendeki suskunlugun DNA metilasyonu ile oldugunu ileri siirmiislerdir.

Grossniklaus ve ark. (1998), MEA genini Arabidopsis thaliana’dan izole ederek
anna ve baba bitkiden gelen MEA’nmn tohum gelisiminde dozaja bagh etkisini
arastrmiglardir . Mutant mea doéllenme Oncesinde diploid otonom endosperm gelisimine
neden oldugunu, MEA/mea heterozigot mutant bitkilerin dollendikleri zaman %350 normal
ve %50 asir1 biiylimiis 6zellikteki embriyolar olustugunu ve bu farkliliginin tohumlarin
antosiyanin biriktirmeleri, torpedo asamasina olusmadan kaybedilmelerinin oldugunu ileri
stirmiiglerdir. Mutantlardaki embriyo hiicre boliinmesi artmasina ragmen endosperm
gelisiminin  yabanil tip bitkilere gore daha yavas oldugunu bu durumun mea’nin
embriyogenesis olusumunda hiicre ¢ogalmasinin kontroliiniin ve morfogenesisin
ilerlemesinde gorev alabilecegini ileri siirmiislerdir. Mutant genin sadece disi ebeveyn
aracilig1 ile dollere aktarildigi zaman anormal fenotipe sebep oldugunu polenle aktarimida
ise tohum gelisimini etkilemedigi bildirmislerdir. calismada MEA geni ile Drasophila’nin
Enhancer of zeste [E 7] geni ile benzer oldugu bildirilmistir.

Kohler ve ark. (2003). Polycomp grup proteinleri MEA,FIE ve FIS2 embriyo ve
endosperm gelisimini kontrol ederek Arabidopsiste tohum gelisimini diizenlemektedir.
FIS smifi proteinlerinin ii¢ii de (MEA,FIE,FIS2) daha once bilinmeyen hedef genleri
epigenetik olarak diizenleyen bir multi protein PcG kompleksin alt uniterleridir. Mads box
geni PHE! in genellikle FIS sinift mutantlarda genlerin diizenleyicisi oldugu gdsterdigini
bildirmiglerdir. Mads box tip 1 e ait olan PHEI evrimsel atasi heniiz hi¢bir bitkide
fonksiyonu belirlenmemistir ve hem mea mutantlarinda hemde fie mutantlarinda PHE]
promotdr bolgesiyle iliskilidir. PHE 1 ifadesi epigenetiksel diizenlenmesi PcG proteinleri
ile saglanir. PHE 1 hem embriyoda hemde endospermde dollenmeden sonra gegici ifade
olur. PHEI de ifade diizeyinde azalmasi mutant mea tohumlarinda gelismemis mea
tohumlarin1 baskiliyabilmekte ve boylece tohum gelisiminin baskilanmasinda PHE
anahtar rol oynamaktadir. PHE] ifadesi mutant medea hattinda yabanil tip Orneklerin
ifadesine benzemektedir. Calismada mutant mea gelismemis tohumu mads box PHE1
geninin ifadesine baghdir. PHEI geni babadan aktarildiginda aktif olan bir gen iken
anneden aktarildiginda ise suskun oldugunu buna karsin anneden aktarilan PHE! geninin
MEA geni tarafindan baskilanmis durumdadir. Chanvivattana ve ark.(2004), A.
thalianan’da FIS kompleksinde bulunana dort PcG protein (MSII, FIE, MEA, FIS2)
Drosophila PRC2 bileseni proteinler gibi bir araya gelerek, tanimlanmamis baska

proteinlerle etkilesebilmekte ve PHE geninin ifade durumunu diizenlemektedir.
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Grossniklaus ve ark. (2001), fis sinifi mutantlarinda ana bitki ve baba bitkiden gelen
genomun tohum gelisiminde genetik fis siifi mutantlarin ortak iki fenotipik sonuc¢larindan
birincisi déllenme olmadan endosperm gelisimini hiicre ¢gogalmasini diizenlemesini kendi
yapmasi, ikicisi ise ddllenme sonrasinda embriyonun gelisememesi oldugunu ileri
siirmiislerdir.

Ohad ve ark. (1996), A. thaliana’da FIE geninin ana ve baba bitkideki genomun
etkisini ¢alismislar. Mutant FIE/fie ve yabanil tip FIE/FIE bitkiler resiprokal olarak
caprazlanmistir. F1E/fie disi ebeveyn ve FIE/FIE erkek ebeveyn olarak kullanildiginda, bir
stiliikteki tohumlarin %50’sinin gelisimlerini tamamlayamadiklarini bildirmislerdir. bunun
nedenini ise fie mutasyonunun disi gametofit ektili bir mutasyon oldugunu ve polenle
aktarilabildigini belirtmislerdir.

Ohad ve ark.(1999), 4. thaliana’da dollenme sonrasindaki yabanil tipte F/E geninin
fonksiyonunu, embriyodaki hiicre ¢ogalmasimin ve morfogenesisin pozitif diizenlenmeden
sorumlu oldugunu 6nermislerdir. Bu genin homeotic genlerin baskilamada gorev alan PcG
proteinlere homolog bir protein kodladigmi ve Drosophila (Esc) ve memelilerdeki (Eed)
WD motifi i¢erdigini bildirmislerdir. Disi gametofitte fie mutasyon meydana geldiginde
merkezi hiicrenin dollenmeden replike oldugunu ve bdylece otonom endosperm gelisimi
baslattigini belirtmiglerdir.

A Daniel Schubert ve ark. (2003), Arabidopsis polycomp grup geni MEA gelisim
oncesinde ve tohumlarda hiicre cogalmasinda genetik etiketlenmeye maruz kaldigini
bildirmiglerdir. bitkilerdeki genetik etiketlenmenin polycomb grup proteinilerinin
aciklanmasinda 6nemli rol oynadigini belirtmislerdir. DME merkezi hiicrede ifade oldugu
MEA’nin merkezi hiicredeki ve endospermdeki ifadesi i¢cin gerekli oldugunu belirmislerdir.
yapilan ¢aligmalarda dme mutantlarinda FIS genlerinden sadece ME4A mRNA’smin ifade
olmadigin1 bunun aksine mea mutantlarinda ise DME’nin ifadesini etkilemedigini bu
sonuglar dogrultusunda DME’nin MEA’nin ifadesi i¢in gerekli oldugunu MEA nin DME
ifadesini etkilemedigi belirtilmis. DME’nin karpelde ifade oldugunu ve anterde ifade
olmadigin1 belirtmislerdir.

FIE geni endospermde pozitif ve negatif diizenleyici olmak iizere iki Onemli
fonksiyonu vardir pozitif diizenleyici de F/E geninde meydana gelen mutasyon nedeniyle
dollenmeye gerek kalmadan ifade olabilmektedir ve bu siire¢ polar niikleuslar sperm
niikleusu ile dollenmeden replikasyon olmasiyla otonom edosperm gelisimini
gerceklestirebilmektedir. Negatif diizenleyici de ise polar niikleuslarin déllenme siirecine

kadar baskilanmastyla endospermin gelisimini engellemis olur.
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BOLUM 3
MATERYAL VE YONTEM

3.1. Bitki Materyalinin Yetistirilmesi

Calismada bitki materyali olarak, Brassicaceae familyasma ait triploid apomikt
Boechera holboellii tirii kullanilmistir (Sekil 3.1.a,b). Bitkilere ait tohumlar Prof. Dr. Rod
J. Scott (Bath Universitesi, Ingiltere)’dan temin edilmistir ve Schranz ve dig. (2005)
tarafindan onerilen yonteme gore yetistirilmistir.

Tohumlar nemli filtre kagidi igeren petri kaplarinda +4°C’de karanlikta 21 giin
vernalize edilmistir. Ardindan tohumlarin ¢imlenmesi igin petriler 21°C sicakliktaki,
fotoperyodu 16 saat aydinlik/8 saat karanlik olan iklim kabinine alinmistir. Cimlenen
fideler, 121°C’de 20 dk. siirede otoklavlanmus torf:perlit (4:1) igeren viyollere sasirtilmig
ve 21°C sicakliktaki, fotoperyodu 16 saat aydinlik/8 saat karanlik olan iklim kabininde 3
hafta siire ile yetistirilmistir. Ardindan fideler daha biiyiik saksilara aktarilmis ve ayni
yetistirilme kosullarinda 1 hafta daha yetistirilmistir. Daha sonra bitkiler es zamanl
ciceklenmeyi tesvik etmek amaci ile fotoperyodu 16 saat karanlik/§ saat aydinlik, sicaklig1
+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.

Sekil 3.1. Calismada kullanilan B. holboellii bitkisi. a; B. holboellii gigeklenme Oncesi
saksidaki goriintiisti, b; B. holboellii ¢igcek yapisi.
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3.2. Sitolojik Cahsmalar

Calismanin bu kisminda, B. holboellii bitkiside anter ve pistillerin gelisim asamalar1
sitolojik olarak incelenmistir.

Anterlerde PAH’lerin gelisim asamalarmi incelemek i¢in biitliin bir ¢icek durumu
kesilmis ve 1,5 ml’lik eppendorf tiipiine almmustir. Orneklerin iizerine FAA
(Formaldehit: Asetikasit: Alkol/ 3:1:7) fiksatifi eklenmis ve Ornegin tamaminin fiksatif ile
kaplanmasma dikkat edilmistir. Ardindan tiipler +4°C’de karanlikta 48 saat inkiibe
edilmigtir. Stire bitiminde Ornekler fiksatiften bir pens yardmm ile alinmis ve %70’lik
etanol bulunan eppendorf tiiplerinde +4°C’de kullanilana kadar saklanmustir.

Anterlerin boyutlarma goére PAH’lerin gelisim evrelerini belirlemek i¢in fiske
edilmis olan tomurcuklar bir lam iizerine alinmistir. Stereo mikroskop (Olympus SZ51)
altinda anterler diger ¢icek kisimlarindan uzaklastirilmis ve mikrometrik okiiler ile
boyutlar1 Sl¢iilmiistiir. Ayn1 boyuttaki anterlerin igerikleri diseksiyon ignesi yardimi ile
cikarilmistir. Kalan anter pargalari uzaklastirildiktan sonra lama 50 pl karmin boyasi
eklenmis ve lamel kapatilarak mikroskopta (Olympus CX31) 100X objektifte
incelenmistir. Elde edilen goriintiiler fotograflanmis (Olympus C-5060) ve anter boyutuna
gore PAH’lerin gelisim sathalar1 belirlenmistir. Bu iglemler farkli boylardaki anterler i¢in
tekrar edilmistir.

Pistil gelisimini incelemek i¢in farkli boyutlardaki taze cicek tomurcuklar stereo
mikroskop altinda acilmig ve pistiler diger cicek pargalarindan ayrilmistir. Pistillerin
boyutlar1 mikrometrik okiiler ile Olgiilmiis ve fotograflanmistir. Boylece ddllenmenin

meydana geldigi pistil boyutu belirlenmistir.

3.2.1. Sitolojik Calismalarda Kullamlan Fiksatif ve Boyanin Hazirlanisi

FAA Fiksatifi: 30 ml %40’k formaldehit, 70 ml %70’lik etanol ve 10 ml %98’lik

asetik asit karigtirilmigtir. Fiksatif karanlikta +4°C’de saklanmustir.

Karmin Boyasi: 45 ml asetik asit ve 55 ml dH,O karistirilmis ve manyetik karigtirict

isiticida 90°C’ye kadar isitilmustir. Igerisine 1 g toz karmin atilmustir ve 1sitilarak
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karistirilmistir. 30 dakika 1sitildiktan sonra 12 saat oda sicakliginda dinlendirilmistir. Stire

sonunda boya filtre kagidindan siiziilmiis ve +4°C’de karanlkta saklanmustir.

3.3. RNA izolasyonu

Calismada RNA izolasyonu, anter ve karpel dokularindan yapilmistir. Oncelikle mix
cicek dokular1 steril bir bistiiri ile kesilmis ve eppendorf (RNaz-DNaz free) tiiplerine
alinmistir. RNA degredasyonunu onlemek i¢in tiiplere RNAlater (Cat#7020) eklenmis ve
tiim dokularin RNAlater ile kaplanmasina dikkat edilmistir. Bu sekilde hazirlanan 6rnekler
bir gece +4°C’de bekletilmis ve ardindan diseksiyona gegilmistir. Uzun siireli saklama igin
ornekler -86°C’de depolanmugtir.

Anter ve karpel diseksiyonu i¢in ¢icek dokular1 alkol ile steril edilmis lam {izerine
alinip tomurcuklar tek tek ayrilmistir. Anterler tomurcuklardan stereo mikroskop altinda
RNAlater soliisyonu igerisinde steril ignelerle disekte edilmistir. Diger ¢igek parcalari
uzaklastirildiktan sonra anterlerin boylar1 mikrometrik okiiler kullanilarak olc¢tilmiistiir.
Anterler sitolojik caligmalar ile belirlenen boyutlara gore li¢ gruba (mayoz dncesi, mayoz
ve mayoz sonrasi) ayrilmis ve RNA/ater iceren eppendorf (RNaz-DNaz free) tiiplerinde
izolasyona kadar muhafaza edilmistir. Izolasyon icin her boyuttan 180 adet anter
toplanmistir. Calismada kullanilan pistil dokular1 da ayn1 yontem ile disekte edilip
boyutlarma gore iki gruba (d6llenme Oncesi ve dollenme sonrasi) ayrilmis ve RNAlater
icinde izolasyona kadar muhafaza edilmistir.

RNA izolasyonundan 6nce, tiiplerdeki RNA/ater mikropipet ile uzaklastirilmis ve
tiipler dokularin donmasi i¢in sivi azotta bekletilmistir. Ardindan eppendorf tiipleri i¢in
kullanilan RNaz-DNaz free havan eli (USA scientific / 1415-5390) ile anter ve pistil
dokular1 toz haline gelene kadar ezilmistir. Daha sonra Total RNA Mini Kit (Favorgen —
FABRK 001-1) kullanilarak dokulardan total RNA izolasyonu yapilmustir. Izolasyonun

ardindan RNA’larin kalitesi agaroz jel elektroforezi ile kontrol edilmistir.

3.4. cDNA Sentezi

Calismada, cDNA sentezi Omniscript Reverse Transcription kit (Qiagen 205113) ile
yapilmistir. Reaksiyon kurulurken filtreli pipet uglar1 (RNase-DNase-free) ve ince cidarli
(200 pl) PCR tiipleri kullamilmustir. Cizelge 3.1°de verilen oranlara gére cDNA reaksiyonu

kurulmustur. Kontaminasyon olmadigint gostermek icin kalip icermeyen bir negatif
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kontrol reaksiyonu da eklenmistir. Tiipler reaksiyonun gergeklesmesi i¢in 37 °C’de 1 saat

inkiibe edilmistir.

Cizelge 3.1. cDNA reaksiyonu bilesenleri ve konsantrasyonlar1

Bilesen Miktar (ul) Final Konsantrasyon
10X Qiagen RT buffer 2 1X

5 mM dNTP mix 2 0,5 mM

10 uM Oligo-dT primer 2 1 uM

10 unit/pl RNase inhibitor 1 0,5 unit
Omniscript Reverse Transcriptase 1 0,2 unit
RNase-free water 9

Kalip RNA 3 0,1 ng
Toplam 20 ul

3.5. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

PHE] geninin PCR ile ¢ogaltilmasinda kullanilan primerler, Primer3 (Baren 2004)
programi kullanilarak A4.thaliana PHE1 (AtPHEI) geni referans alinarak dizayn edilmistir.
Bu primerlerden, 815 bg¢’lik bir DNA bandi beklenmistir. PCR, Proofreading aktivitesine
sahip High Fidelity PCR Enzyme Mix (#Fermentas K0191) ile kurulmustur. Reaksiyon
kurulurken tiim islemler buz iizerinde gergeklestirilmistir ve filtreli pipet uglar1 (RNase-
DNase-free), ince cidarli (200ul) PCR tiipleri kullanilmistir. PHE 1 geninin amplifikasyonu
gerceklestirilmeden 6nce PCR kosullar1 (TM ve MgCl, konsantrasyonu) optimize
edilmistir. Optimizasyon i¢in Cizelge 3.2 ve Cizelge 3.4’te verilen parametreler
kullanilmustir. Cizelgedekilerden farkli olarak primerlerin baglanma sicakligi 63-57°C
olarak ayarlanmis ve MgCl, konsantrasyonu 1, 1,5, 2, 2,5 mM oranlarinda kullanilmustir.
Ayrica kalip olarak kullanilan cDNA’larin kalitesini kontrol etmek amaci ile bitkinin tiim
dokularinda stirekli ifade oldugu bilinen ACTIN2 genine ait primerler ile bir reaksiyon
kurulmustur ve bu primerlerden 270 bg’lik DNA bandi beklenmistir. ACTIN2 geni igin
kurulan reaksiyonda Cizelge 3.2°de verilen konsantrasyonlar kullanilmistir. Bu kontrol
reaksiyonu kurulduktan sonra Cizelge 3.5°te verilen PCR programi uygulanmustir.
Optimizasyon saglandiktan sonra PHE] geninin ¢ogaltimina gecilmistir. PHE geni PCR

reaksiyonu Cizelge 3.2°de verilen oranlara gore kurulmustur. Ayrica kontaminasyon olup
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olmadigin1 gostermek icin kalip cDNA igcermeyen negatif kontrol reaksiyonu da
kurulmustur. PCR i¢in kullanilan primerlerin dizileri Cizelge 3.3’te verilmistir. Reaksiyon
kurulduktan sonra Cizelge 3.4’te verilen dongiilerde PCR gerc¢eklestirilmistir.

Cizelge 3.2. Optimum PCR bilesenleri ve konsantrasyonlari

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

Nuclease-freewater 15,25

High Fidelity PCR Enzyme Mix 0,25 2,5 unit
Toplam hacim 25ul

Cizelge 3.3. PCR’da kullanilan primerlerin baz dizilisleri

Primer Baz dizilisi
PHE] forward 5’GGGGGAAGATGAAGTTATCG’3’
PHE] reverse 5’AGGAGCACAAACATCAGTGG3’
ACTIN?2 forward 5’TGGTGAAGGCTGGATTTGC 3’
ACTIN? reverse 5S’TCGGTAAGAAGAACAGGGTGC3’

Cizelge 3.4. PHE i¢in kullanilan optimum PCR programi

Segment Sicakhik (°C) Siire (dak.) Dongii sayisi
[Ik Denatiirasyon 94 3 1
Denatiirasyon 95 1

Primerlerin Baglanmasi 62 1 36

Uzama 72 1

Final Uzama 72 10 1
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Cizelge 3.5. ACTIN?2 i¢in kullanilan PCR programi

Segment Sicaklik (°C) Siire Dongii sayisi
[Ik Denatiirasyon 94 3 dk 1
Denatiirasyon 95 1 dk

Primerlerin Baglanmasi 56 1 dk. 36
Uzama 72 30 sn.

Final Uzama 72 10 1

3.6. Agaroz Jel Elektroforezi

PCR iirlinleri %1°lik agaroz jel elektroforezi ile ayrilmistir. 0,5 g agaroz (sigma
A5093) 50ml 1XTAE tampon i¢inde 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 karigmasi saglanmistir. Ardindan, icerisine tarak yerlestirilmis
olan jel tepsisine dokiilmiistiir. 30 dakika jelin katilagmasi 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 yiikleme tamponu ile karistirilarak
kuyucuklara yiiklenmistir. Elektroforezde kullanilan markerin haritas1 Sekil 3.2°de
verilmigtir. Jel 6,5V/cm’de 80 dakika yiiriitiilmiistiir. Ayrisan PCR iiriinlerinin resimleri
ultra violet transilluminator (UV) tablasinda Olympus C-5060 marka fotograf makinesi ile

gorlintiilenmistir.

3.6.1. Elektroforezde Kullanilan Tamponlarin Hazirlanmasi

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

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

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

tamamlanmistir. Oda sicakliginda saklanmstir.
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Sekil 3.2. Calismada kullanilan marker haritasi.

3.7. PCR Uriinlerinin Temizlenmesi

PCR iiriinleri UV tablasinda goriintiilenmis ve beklenen DNA bantlar1 steril bir
bisturi ile kesilerek jelden alimmistir. Daha sonra ilgili PCR iirtinleri DNaz-RNaz free
eppendorf tiiplerine alinmistir. Ardindan izolasyon kiti (Promega wizard SV Gel and PCR
Clean-up, A9281) kullanilarak iiretici 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.

3.8. DNA Dizi Analizi

Jelden saflastirilan DNA’larin dizi analizleri i¢in Macrogen firmasindan hizmet alimi

yapilmistir (Www.macrogen.com).

3.9. Bioinformatik Caliymalar (Filogenetik Analizler)

Filogenetik analizler, i¢in Boechera PHE1 proteininin amino asit sekansi
homologlar1 Basic Local Alignment Search Tool (BLAST) program ile elde edilmistir
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). Ayrica daha once A. thaliana bitkisinde
tanimlanmis olan tip I MADS-box genler kullanilmistir. Filogenetik analizler PHYLIP
(PHYLogeny Inference Package) kullanilarak yapilmistir. Sekans verilerinin filogenetik
analizlerinin degerlendirilmesi ve birbirleri ile olan benzerliklerinin yorumlanmasi, 1000

degerlendirmesine gore yapilmis ve bunun icin SEQBOOT programu kullanilmustir.

24


http://helpdesk.agri.huji.ac.il/news/gppage.htm
http://www.macrogen.com/
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi

BOLUM 3-MATERYALVE YONTEM Hakan CAM

Agaclar1 yapmak icin PRODIST ve NEIGHBOUR ile hesaplanan mesafe matriksi
kullanilmistir.  Dizilerin  birbirleri olan yakinliklar1 CONSENSUS programi ile
olusturulmustur ve agaglar DRAWTREE programi ile ¢izilmistir. Motif incelemeleri The
Conserved Domain Server ile arastirilmigtir (http://www.ncbi.nlm.nih.
gov/Structure/cdd/wrpsb.cgi) ve protein sekanslar1 ClustalW ile varsayilan parametreler
kullanilarak siralanmustir (http://www.ebi.ac.uk/Tools). Korunmus bolgeyi iceren MADS

domaininin sonuc¢lanmis siralar1 aga¢ yapmak i¢in kullanilmastir.
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BOLUM 4
ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4.1. Bitki Materyalinin Yetistirilmesi

Calismada kullanilan bitki materyali Schranz ve ark. (2005) tarafindan Onerilen
yonteme gore yetistirilmistir. Tohumlar, ilk vernalizasyonun ardindan iklim kabinine
alinmig ve 2 giin icerisinde ¢imlenme baslamistir. Cimlenen tohumlar 5 giin sonra viyollere
aktarilmistir. 3 hafta sonra bitkiler daha biiyiik saksilara aktarilmis ve es zamanli
ciceklenmeyi tesvik etmek i¢in ikinci kez vernalizasyona alinmistir. Vernalizasyonun
bitiminde bitkiler tekrar uzun giin kosullarinda yetistirilmeye alinmistir. Bu sartlar altinda
bitkilerde 1 hafta i¢inde c¢iceklenme baglamistir ve ¢igeklenme 3 ay boyunca devam

etmistir.

4.2. Sitolojik Cahsmalar

Anter boylarina gore PAH’lerin gelisim asamalarini belirlemek icin ¢icek ornekleri
FAA fiksatifi ile muamele edilmis ve takibinde anterler sterio mikroskop altinda boyutlar1
Olctildiikten sonra disekte edilmistir. Ardindan karmin ile boyanarak preparat haline
getirilen 6rnekler mikroskopta 100X objektifte fotograflanmstir. Incelemeler sonucunda
PAH’lerin gelisiminde ii¢ farkli asama goriilmiistiir. Anterler 0,5 mm’den daha kiiglik
oldugu zaman PAH heniiz gozlenememistir. Anter boyutu 0,5 mm ve 0,65 mm arasinda
iken siklikla monad gozlenmistir (Sekil 4.1. a ve d). Anter biiyiikliigi 0,65 mm ve 0,85 mm
arasinda oldugu zaman ise diad olusumu goriilmiistiir (Sekil 4.1. b ve ). Polen olusumu ise
ancak anterler 0,85 mm’den biiylik oldugunda goézlemlenmistir (Sekil 4.1. ¢ ve f). Elde
edilen sonuglar dogrultusunda, anterler 0,5 mm ve 0,85 mm arasindaki biiytikliikklerde iken
mayoz boliinmenin gergeklestigi belirlenmistir.

Pistillerin dollenme asamalarin1  belirlemek igin taze ¢igek tomurcuklari
kullanilmistir. Farkli boyutlardaki tomurcuklar sterio mikroskop altinda ac¢ilmig ve
boyutlar1 mikrometrik okiiler ile Ol¢iilmiistiir. Yapilan incelemeler sonucunda pistillerin

yaklagik olarak 2,3 mm iken dollendikleri goriilmiistiir (Sekil 4.2. a ve b).
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Sekil 4.1. Anter boyutlarina géore PAH gelisimi. a; Monad, b; Diad, c¢; Olgun polen, d;
Monad igeren anter (0,60 mm), e; Diad igeren anter (0,75 mm), f; Olgun polen igeren anter

(0,88 mm). Bar (a,b,c): 5 um.

Sekil 4.2. Pistil gelisimi. a; Dollenmis geng baklalar, b; Déllenmemis pistil. Bar: 0,5 mm.
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4.3. RNA lzolasyonu ve cDNA Sentezi

Sitolojik ¢aligmalarla gelisim asamalar1 belirlenen anter ve pistil boyutlar: referans
alinarak, cicek dokular1 disekte edilmistir. Dokular izolasyona gegilene kadar RNA
degredasyonunu onlemek i¢in RNAlater i¢inde saklanmistir. RNA izolasyonu i¢in mayoz
oncesi, mayoz ve mayoz sonrasi olmak iizere ii¢ farkli boyda anter (0,5 mm’den kiigiik,
0,5-0,85mm ve 0,85mm’den biiyiik) ve iki farkli boyda (ddéllenme sonrasi ve dollenme
oncesi) pistil (2,3mm’den biiyiik ve 2,3mm’den kii¢giik) disekte edilmistir. Bu dokulardan
total RNA izole edilmis ve RNA’larin kalitesi agaroz jel elektroforezi ile kontrol edilmistir
(Sekil 4.3). Jel goriintiileri sonucunda izole edilen RNA’larin cDNA sentezi i¢in uygun

oldugu belirlenmistir.

Sekil 4.3. Total RNA’nin agaroz jel elektroforezi goriintiisii. Hat1;0,5mm’den kii¢lik anter,
Hat2;0,5mm-0,85mm aras1 anter, Hat3;0,85mm’den biiyiik anter, Hat4; 2,3mm’den biiytik
(dollenme sonrasi) pistil, Hat5;2,3mm’den kii¢iik (dollenme 6ncesi) pistil (Her kuyucuga 3

ul 6rnek yliklenmistir).

Izole edilen total RNA’lar kalip olarak kullanilmis ve oligodT primerleri ile cDNA
sentezi yapilmistir. Sentezin basarisi agaroz jel elektroforezi ile kontrol edilmistir (Sekil
4.4). Ayrica PHEI geninin ¢ogaltiminda kullanilacak olan tiim c¢cDNA’larin kalitesi
ACTIN2 geni primerleri ile test edilmistir. Bu reaksiyondan 270 bg¢’lik PCR iriini
beklenmistir. ACTIN2 primerleri ile kurulan PCR’1n iiriinleri agaroz jel elektroforezi ile
ayrilmistir (Sekil 4.5). Elde edilen sonuglara gore tiim ¢cDNA’larin PCR igin kalip olarak

kullanilabilecek kalitede oldugu belirlenmistir.
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Sekil 4.4. cDNA’larin agaroz jel elektroforezi goriintiileri. Hat1;0,5mm’den kiiciik anter,
Hat2;0,5mm-0,85mm aras1 anter, Hat3;0,85mm’den biiyiik anter, Hat4; 2,3mm’den biiyiik
(dollenme sonrasi) gen¢ bakla, Hat5;2,3mm’den kiiclik (déllenme Oncesi) pistil (Her

kuyucuga 3 pl 6rnek yiiklenmistir).

1000 S—"— 1 2 3 4 5 6
750 .
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Sekil 4.5. ACTIN2 primerleri ile kurulan PCR iiriinlerinin agaroz jel elektroforezi
goriintiisii. Hat1; negatif kontrol, Hat2;0,5mm’den kiiciik anter, Hat3;0,5mm-0,85mm aras1
anter, Hat4;0,85mm’den biiylik anter, Hat5; 2,3mm’den biiyiik (dollenme sonrasi) geng
bakla, Hat6;2,3mm’den kiiciik (dollenme Oncesi) pistil (Her kuyucuga 3 pl Ornek
yiiklenmistir).

4.4. PCR Optimizasyonu

PHEI genini PCR ile ¢ogaltmak i¢cin Oncelikle primerlerin baglanma sicakligi
optimize edilmistir. Bunun i¢in Gradient PCR yapilmistir. PCR programmin tiim
segmenteleri Cizelge 3.4’te verildigi gibi kurulmustur. Primerlerin baglanma sicakligi i¢in
63-57°C aralig1 se¢ilmistir. Kalip olarak 0,5-0,85mm arasindaki anterlerden elde edilen
cDNA kullanilmistir. PCR iirlinleri agaroz jel elektroforezi ile ayrilmig ve goriintiilenmistir
(Sekil 4.6). Elde edilen sonuglara gore; 57, 58 ve 59°C’lerde primerlerin kalip ¢cDNA’lara
baglanamadig1 goriilmiistiir (Sekil 4.6, Hat: 5-7). Primerlerin kaliba baglanmasi 60°C’de
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baslamistir (Sekil 4.6, Hat: 4). Buna karsin beklenenden daha kiiclik istenmeyen PCR
tirlinlerinin olmasi1 ve diisiik miktarda iiriin elde edilmesi sebebi ile 60°C’nin PCR i¢in

uygun bir sicaklik olmadigma karar verilmistir. 63 ve 61°C’lerde (Sekil 4.6, Hat: 1-3)
primerlerin baglanmasinin dogru oldugu fakat elde edilen iirtin miktarinin diisiik oldugu

gozlenmigtir. Optimizasyon c¢alismasinda en iyi baglanma sicakligi, elde edilen iiriin

kalitesi nedeni ile 62°C (Sekil 4.6, Hat: 2). olarak belirlenmistir ve daha sonraki PCR

caligmalarinda bu sicaklik tercih edilmistir.

Sekil 4.6. PHE gradient PCR sonuglarmin agaroz jel elektroforezi gortintiisii. Hat1;63°C,
Hat2;62°C, Hat3;61°C, Hat4;60°C, Hat5;59°C, Hat6;58°C, Hat7;57°C (Her kuyucuga 3ul
ornek yiiklenmistir).

PHE]I geninin PCR ile ¢ogaltimi i¢in ikinci kriter olarak MgCl, konsantrasyonu
optimize edilmistir. PCR bilesenlerinin tiim konsantrasyonlar1 Cizelge 3.2°de verildigi
gibidir. MgCl, konsantrasyonlar1 i¢in 1,0, 1.5, 2 ve 2.5 mM olmak iizere dort farkl deger
test edilmistir. PCR’da kalip olarak, 0,5- 0,85mm arasindaki anterlerden elde edilen cDNA
kullanilmistir. PCR programi ise Cizelge 3.5’te verilen degerlere gore kurulmustur. PCR
iriinleri agaroz jel elektroforezi ile ayrilmis ve UV tablasinda goriintiilenmistir (Sekil 4.7).
Elde edilen sonuclara gore; 1,0 ve 2,5mM olarak kullanilan MgCl, konsantrasyonlarinda
beklenilen biiyiikliikte iiriin elde edilememistir (Sekil 4.7, Hat: 1 ve 4). Ayrica bu
konsantrasyonlarda istenmeyen PCR {iriinlerinin olusumu da goézlenmistir. 1,5 ve 2,0mM
MgCl, konsantrasyonlarinda ise beklenmeyen PCR iiriinleri goriilmemistir ve beklenilen
iirtinlerin kalitesi ileriki analizler i¢in uygun bulunmustur (Sekil 4.7, Hat: 2 ve 3). Buna
karsin 2,0mM MgCl, konsantrasyonunda daha fazla miktarda iiriin elde edilmesi nedeni ile

daha sonraki analizler i¢cin bu konsantrasyon uygun goriilmiistiir.
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Sekil 4.7. MgCl, optimizasyonu PCR sonuclarinin agaroz jel elektroforezi goriintiisii.
Hatl; 1,0 mM, Hat2; 1,5 mM, Hat 2,0 mM, Hat4; 2,5 mM (Her kuyucuga 3ul 6rnek
yiiklenmigtir).

Optimizasyon caligmas1 sonrasinda PHE geninin B. holboelli bitkisinden g¢ogaltim1
igin 62°C primer baglanma sicakligi ve 2,0 mM MgCl, konsantrasyonu kullanilmasina

karar verilmistir.
4.5. PHE1 Geninin Boechera Anter ve Pistil Dokularindan PCR ile Cogaltim

PHEI geni i¢cin uygun PCR kosullar1 belirlendikten sonra farkli gelisim
asamalarindaki anter ve pistil dokularinda ifadesi incelenmistir. Kalip olarak B. holboelli
bitkisinden disekte edilen ii¢ farkli boydaki anter (<0,5 mm, 0,5mm-0,85mm ve >0,85mm)
ve iki farkli boydaki (dollenme sonrasi ve dollenme oncesi) pistillerden (>2,3mm ve
<2,3mm) elde edilen cDNA’lar kullanilmistir. PCR bilesenleri i¢in Cizelge 3.2°de verilen
konsantrasyonlar kullanilmistir. Reaksiyon kurulduktan sonra Cizelge 3.4’teki PCR
programi uygulanmistir. PCR {iriinleri %1°lik agaroz jel elektroforezi ile ayrilmig ve UV
tablasinda goriintiilenmistir (Sekil 4.8).

Bu sonuglara gore, apomikt B. holboellii bitkisinde PHE I gen ifadesine boyutlar1 0.5
mm’den kiiciik ve 0.85 mm’den biiylik anterlerde rastlanmamustir (Sekil 4.8. Hat: 2 ve 4).
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Sekil 4.8. PHE] geninin farkli gelisim asamalarindaki anter ve pistillerden ¢ogaltimu.
Hatl; negatif kontrol, Hat2;0,5mm’den kii¢iik anter, Hat3;0,5mm-0,85mm anter,
Hat4;0,85mm’den biiylik anter, Hat5; 2,3mm’den biiyiikk (dollenme sonrasi) pistil,
Hat6;2,3mm’den kiigiik (dollenme Oncesi) pistil (Her kuyucuga 3 pl 6rnek yiiklenmistir).

Sitolojik arastwrmalar, boyutu 0,5mm’den kiigiik anterlerin monad boyutu 0,85
mm’den biiylik anterlerin ise gen¢ polenleri tasidigini géstermistir (Sekil 4.1. a, ¢, d, f). Bu
sonuglara gore apomikt B. holboellii tiirinde PHEI geninin mayoz Oncesinde ve geng
polenlerde ifade olmadig1 ortaya c¢ikmustwr. PHEI gen ifadesine sadece mayoz
asamasindaki anterlerde (0,5-0,85mm) rastlanmigtir (Sekil 4.8. Hat: 3). Seksiiel
mekanizmalarla iireyen bir bitki olan A. thaliana ile yapilan ¢calismalarda ise PHEI geninin
polen ve polen tiipiinde ifade oldugu bildirilmistir (Hennig 2004). Buna karsin, bizim
sonuclarimiza gore apomikt B. holboellii bitkisinde PHEI geni ifadesine gen¢ polen
tastyan anterlerde (>0,85mm) rastlanmamustir.

PCR c¢alismalar1 sonucunda B. holboellii bitkisinde, PHEI geninin dollenme
oncesinde pistillerde ve dolleme sonrasinda geng baklalarda ifade oldugu belirlenmistir
(Sekil 4.8, 5-6 nolu hatlar). Buna karsin, 4. thaliana ile yapilan onceki ¢aligmalarda
pistillerde (dollenme Oncesi) PHEI gen ifadesine rastlanmadigi, PHEI geninin genetik
etiketleme ile idare edildigi ve sadece baba ebeveyne (paternal) ait alelin ifade oldugu
bildirilmistir (Kohler, 2003a). A. thaliana geng baklalarinda (dollenme sonrasinda
dordiincii giiniine kadar) ise PHEI gen ifadesinin sadece paternal kaynakli oldugu GUS
analizleri ile gosterilmistir (Kohler, 2005).

Bu sonuglara gore, pseudogamik apomikt B. holboellii bitkisinde PHEI gen

ifadesinin dollenme Oncesi disi gametofitde de goriilmesi A. thaliana bitkisinde yapilan
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onceki ¢aligmalardan farklilik gostermektedir. Bu nedenle, bu c¢aliymadan elde edilen
sonuclara gore apomikt Boechera bitkisinde PHEI gen ifadesi, farkli bir mekanizma ile
kontrol edilmektedir. Bununla birlikte, PHEI gen ifadesi B. holboellii bitkisinde A.

thaliana ile benzer sekilde geng baklalarda (déllenme sonrasi) bulunmustur.

4.6. BhPHE1 Geninin Sekans Analizleri

BhPHEI geninin sekans analizi i¢in hizmet alimi yapilmistir. PCR oOrnekleri
gonderilmeden Once ilgili bantlar Promega wizard SV Gel and PCR Clean-up kit
kullamilarak agaroz jelden izole edilmistir. izole edilen iiriiniin kalitesini ve konsantrasyonu
agaroz jel elektroforezinde kontrol edilmistir (Sekil 4.9). Agaroz jel UV tablasinda
gorintiilenmis ve PHEI geninin konsantrasyonu Gelpro3 programi ile 55ng/ul olarak
belirlenmistir. Elde edilen sonuglara gore saflagtirilmis iirlinlerin sakans analizi i¢in uygun

olduguna karar verilmistir.

1000

750 - —
500 .
250

L

Sekil 4.9. PCR iiriinlerinin jelden saftastirma sonuglar1 (Marker ve Ornekten jele 1pl

yiiklenmistir).

4.7. PHE1 Geninin Biyoinformatik Analizleri

A.thaliana bitkisinde MADS-box I familyasina dahil edilmis PHERESI, FIS PcG
kompleksinin hedef geni olarak bilinir (Kohler 2003). FIS genleri bitkilerde, hayvan
Polycomb Repressive Complex 2 (PRC2) homologu proteinlerini kodlarlar (Folter 2005).
Bu kompleks DNA’y1 lizin 27 ve histon H3 bolgelerinden metiller (Kohler 2006). PHE

cDNA’smin 840 p¢ uzunlugunda oldugu ve 279 amino asitten olusan bir protein kodladig1
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bildirilmistir (Kohler 2003). MADS-box genleri ise ¢igek, meyve, yaprak gelisimde ve
kontroliinde kritik rol oynamaktadir (Parenicova 2006). Bununla birlikte, PHEI geni
A.thaliana disinda az sayida bitkide ¢aligmistir. Bu nedenle bu ¢alisma, PHE! genin diger
bitki tiirlerindeki fonksiyonlarinin belirlenmesi amaciyla 6nem kazanmaktadir.

Bu calismada, triploid apomikt B. holboellii dokularindan A. thaliana PHEI
primerleri araciligi ile 815 b¢ uzunlugunda bir PCR iiriinii elde edilmistir (Sekil 4.8). RT-
PCR caligmalar1 ile elde edilen bu DNA bandinin PHE! genine ait oldugu ilgili bandin
jelden izolasyonu ve DNA dizi analizleri ile arastirilmistir. Dizi analizi sonrasinda elde
edilen kromotagramlar Sequencher program ile analiz edilmis ve 310 b¢ uzunlugunda
temiz bilgi elde edilmistir. Bu nedenle, calismada PHEI cDNA bir kismi elde edilmistir.
BLAST programi bu PCR iiriiniiniin 4. thaliana PHEI geni ile %93 (Sekil 4.10) ve PHE?2
geni ile %84 (Sekil 4.11) benzerlik gosterdigini isaret etmistir. Bu sonuclara gore,
Boechera dokularindan ¢ogaltilan DNA dizisinin, A. thaliana PHEI geni ile yliksek oranda
benzerlik gdstermesi nedeniyle elde edilen tiriine BAPHE adi verilmistir. Kismi BAPHE
cDNA’smin kodladig1 muhtemel polipeptid 103 amino asitten olusmaktadir ve A. thaliana
PHEI1 proteini ile %71 oranda benzerlik gostermektedir (Sekil 4.12).

ubject Seguence:
ing Cransoripr

Score = 926 Dics Expect = 0.0

r d-3

<42 TOETL
L3S

=42 TOELL
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242TOTESL
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Z4ZTOE3L
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. ZA4ZTOSTL
Sues G ATCCTTATTEREGAR 435
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Fejee Z4ZTOSTO CRATGGTGITATTCGTAGGET TGRGARTCCTT ARGER 242TOS11
Qaery 436 : I CTGE 455

FoJ) St LdZ2TOSLO CGGTIG TC I=AT = : T = \JII'\JI'\J'\J.‘-I.I'\_- <4Z2TO045L
ey 49& 1 I lGT_GTATG;lLTT'TMGATTf}.A;\F.G’T_‘T_Ar&?«. TCRARACTAC 554
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L O k1
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Sekil 4.10. Calismada elde edilen DNA sekansinin AtPHE] dizisi ile %93 benzerligini
gosteren BLAST sonucu.
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Fastures in ':h!.- Pazt of subject FeguUEnce:
PHES FHERES - A Binding Transcription TaocTtor

Score = 53 bitwe (331), Expesct = Je=160
ITdanetizias —52L1515¢841>,Gup- - IR /E1LE (3%)
SrrandeDluas /Plus

Quazy 19 ARCATTC—-CC-ARRACCARC-ARACCCATCAT HMGMAT"C'J\CCGAGCTAGTEAC TCTATE 76
FERDLEE T tdpdnean REERERREY FRESSEOD 0 BORDBRBREBDDNDERENVLY
fojoc I4IHBE4E MCATTCRECMMGEMGWGC—GRTGJ\E"MCMACT-;ACCCRC—FIE G—TC.T\{.TICTAT'; 24258704

FusEy TE& TEETETT G\RCCCHI'_TGGGGTCRT CCC—TAE COCETACAACTICGATCCCGREAGECIIEECT L3G
FEREREDRIL ddnannna | IianinanRiEEbNNERIRELLl
Soayow Z4A4258T0E TEET G—TT«.«MCCJ-TGTECGGTCG—T CTATAGTCCCTTCMGTCGRTCG CEEARECITEECOT Z4Z258764

A A AT AT T CCARAT I TATCCACSTITICCETSITECACSSE 198
FORL BHRRBbRpdranqndnenng BRERERDBORLTITEI
AR AT TE T CCARAATITATCCACTICICCSTSITEGACCS 242880824

Suea sy iA3E ATCAACCCSAAGEOET
FPRERE BRI RONE
Sbict 24250768 CICAAGGLGAAGGCGS

Quaxy 196 GACE‘MGMMTGGIG"ATCMGAGAET'.I.'TITTACGICWGGATEGCCMM"LGI 265
rbrrbtrrbrrernnaea R R eRERrEbELL| L) frirtannennniepRbbbrtrll 11
Sbhjer 242658825 GACCAAGCAACATGCCIGCCEATCAACAGACTITTATARGTCARMSCAT ccccmwcn FEFE-1-1-F-1 1

ey 256 AC—GTCTC«_AM'IACGTGIET G\AmtC_IMTICTChGhTTCG\J\G\ATTTMI GTITTE 314
Lol e n e g e R e iR ERRENr pepranpnnannnrn k8 BUNLERDLE
Seaaes Z242509085 l:C?&G—WG-l'aFMGETF\CQTGATGAQMCCNTMT-C-GnGATTCGG—GRGTTMTGﬁ-G 24258943

Fuscy 315 STT GT'.TTCWGGAG.H.GGTGMCGT GICTCATCITCATGERAGREATCITCITIGEATITER 374
FUUEERLIIRRAD RO (] I b rtrt tnnnenen npnnnpl Frrirni

Shict I4T58I44 GTTGTE‘TE‘M’MAGRCMT CIGTATAATCTITGATGSARASSGATCTICAASATIICAN I43855003

guezy 3ITE ATCTATTI TCTTAACARCTATCTCAATCET G-TTATTC-‘.: TAGSSTITGASCATCCITATIGCAGA 434

Pl 1t orenppRRr BEERREEOBIET MMM o teRRpRReRRREEEEILIELY
SEh3jcE 242595004 GTTTJLTATATTC:A.:AAG"ATETTMTE:-::-".l‘I‘:TTA.'.‘:I-..GC..-L"‘.-L‘.‘-RTT::A:‘;ATI‘.CTTATT-"'AGA ZATESDIES

Query +435 ACSETITEACTCTITCTITCATCTET ACCTCCTC CTATTG"' T"'C AACTC CTACTGCTGCORGEAT 453
FRERBREI PP RGApanannan I0REkR} |35 TR | i I
Sbsjee 24263064 ACCCTICACTCTITICTITICATCTIT TJ\.\'_"E'T =T TCEIAT'I!'."IT"EGM TGE’—L —ZCToC—AC Z4Z255117

Puazy 494 lT-ITATl.Tl' GTCECMTCETTTTFGAT EETCGTATEATICAAGAT CARAAGOCCAAATCAARADTA H53

i ERRRENL ERBL BRRAR dmRD RR B O BREREE ]
SFeiotr FI4ISPLLE —Cﬂ———GTCE-F\ T——TT———GAT GETCCTATETI I TCARATATCATAATCAARARATCAGOAR F4IHILET
fuexy 5564 CAGCCGGTTT'ER.F\TTC*:RRTAC'TI"E-FTI:J\TTJ\TFI-F\T WTI'TRTMTI:J\TJ\TTCFI.-\TTF\.R &5L3

PEPERLEY TPt anag & LN U | paen ey 11
EBjct 24253168 MGC‘CE:-E:-TT—CMT"‘ECA.ATRTE‘AGGC‘TI':'.l".[".l'A‘.l‘“AT"‘!‘TTATGATE‘AG\ATTCCMAGM ZRISDIITE

Eue=y €14 SCTTCATSATTITTAR E£28
FEREEL Eaddn
EFoijor 24253227 AATTCATEETITITITAA Z4ZE3IZ41

Sekil 4.11. Calismada elde edilen DNA sekansinin AtPHE?2 dizisi ile %84 benzerligini
gosteren BLAST sonucu.

Score = 132 bits (331), E=xpect = 4e-36, Method: Compositional matrizx adjust.
Identities = &9/97 (71%}, Positives = 71/97 (73%), Gaps = 4/97 (4%)

Query 4 ETTFTEREEGMXERFTELVILCGVDACAVEX SPYNSIPEAWPSEEGVEXVMSEFMEXSVL 63
+TITFTEEEEGM EEF ELVILCGVDACAV SFEYNSI E WESEEGVE VMSEFME 5SVL
Sbjet 17 RITFTERERGMLERFNELVTLCGVDACAVIRSPYNSIQEPWESREEGVEEVMSEFMEFSVL 76

Query &4 DRTEFMVDQETFEFTSEDRQENRTSPEATEPFSDSEFN 100
DETEFMVDQETE RQR E + D )
Sbjct TT ORTERMVDQETFL-——-RQRIARETERLOELEDENEN 109

Sekil 4.12. Calismada elde edilen protein sekansinin AtPHE1 proteini dizisi ile %71

benzerligini gosteren BLAST sonucu.

BhPHE1 proteini Conserved Domain (CD) araci (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/

Structure/cdd/wrpsb.cgi) ile incelenmis ve N-terminal bdlgesinde 46 amino asitten olusan
bir SRF-benzeri/Type I MADS domain bulunmustur. Bu domain igerisinde ayrica DNA
baglanma, dimerizasyon ve protein interaksiyon bdlgelerinin de oldugu gézlenmistir (Sekil

4.13).
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T TS 1) T 0 ] a0 70|
Query seq,
DNR binding site Q44 A 1Y putative phosphorylation site §
dimerization interface § 4 Ad 4 4 A A A A A A Y -y Y
protein interaction site r
Specific hits MADS_SRF _like

Non=-specific
hits

MADS
MADS

l
l
| SRF-TF
l

Superfanilies

MADS superfamily

Sekil 4.13. Calismada elde edilen protein dizisinin SRF-benzeri/Type | MADS domain

haritasi.

BhPHE1 muhtemel amino asit dizileri kisa olmasina karsin korunmus bolge igcerdigi
icin Arabidopsis Tip I MADS-box gen bilgilerini tasiyan bir bilgi seti ile filogenetik agac
kurulmustur. Bu sete ayrica, A. lyrata ve A. halleri gibi A. thaliana bitkisinin yakin
akrabalarindan elde edilen PHEI ve PHE2 homologlar1 da eklenmistir. Calismada
oncelikle, ClustalW programi orijinal parametreleri ile amino asit dizileri siralanmistir.
Swralama sonucunda diziler arasinda biiylik bosuklar gdzlenmis olmasma karsin Tip I
MADS-box proteinlerinin korunmus MADS-box bolgeleri tasidiklar1 bulunmustur. Bu
nedenle, calismada bu proteinlere ait orijinal dizilerden korunmus bolgeler ¢ikarilmis ve
filogenetik agacm eldesinde kullanilmistir. Dendogram Tip I MADS-box genlerinin daha
once bildirildigi gibi 3 ortak ata olusturdugunu gostermistir (Sekil 4.14). Bu gruplardan
bazilar istatistiksel olarak diisiik seviyede giivenilirlige sahip olmasina karsin bazi dallarin
Bootstrap degerlerinin yiliksek oldugu bulunmustur. AtPHE1 ile AtPHE2 ve Agamous-Like
MADS-proteinlerini i¢eren I nolu ortak ata (clade) farkli iki grup proteinden olusmaktadir.
Bununla birlikte ortak ata grubu II 19, ortak ata grubu III ise sadece 9 protein igermektedir.
Bu sonuglara gore, BAPHE geni A. lyrata ve A. halleri ortologlar ile birlikte AtPHE1
proteinin de dahil oldugu ortak ata I igerisinde yer almistir. Bu ¢alismada ayrica, BhnPHEI
dizilerinin A. lyrata ve A. halleri ile karsilastirildiginda 4. thaliana ile benzerliginin daha

yiiksek oldugu ortaya ¢ikmaistir.

36



B

LUM 4-ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

prem— 1413145300

130

Mg

AtGRRI
AT1GO1530/
466500/

A5G0

51

Aigazsa
APHE11:5
1!-"."1PHE:-1..1

1P HE 1

m

14 wj’mﬂ-?"i'-
amn

APHEZNE
| E? LyrataPHED
k‘l:ﬂr?l{l{;‘

ASg26650

AtSa2TOEN
4:5592

87 g 26Ea0

AyigH 183

Agisey

ALSGaBaTIN

S ki

AL3USRE

= A0

= Arocousm
o

LE ATSGSEEI0
L -
AIgaTTEN
AT2GIN

Ar20B060
761
AT1G18750/
AT
1780
= ATEGZT 1Y

L= Rogaaron
ALig4100/

Sekil 4.14. A. lyrata ve A. halleri gibi A. thaliana bitkisinin yakin akrabalarindan elde

81

L.E Al1gZBd6N
30 cnase
AT2G248400
ATEGEO0
168 = AniGesaEn

AlIGRASE
L e

Es?a\-. 19720500
.&‘.'.q*.‘:n-}-

17 AllgdEns

A IgBOBAN
NE\ gB0ARN

188 AtSigIBBR0
Atbgdgdo

28! 3?3.594942{&'
ALSO4B40

edilen PHE] ve PHE2 homologlar1 gosteren filogenetik agag.

Hakan CAM

Cladel

Clade3

Clade2

37



BOLUM 5-SONUCLARVE ONERILER Hakan CAM

BOLUM 5
SONUCLAR VE ONERILER

Bu calismada, triploid apomikt B. holboellii bitkisinde AtPHEI geni ortologu
karakterize edilmis ve ifade modeli arastiridmistr. Tip I MADS-box PHEI geni,
Arabidopsis bitkisinde, maternal olarak suskunken paternal olarak ifade oldugu bilinen tek
gendir (Kohler ve ark., 2005; Makarevich ve ark., 2008). Maternal PHE] alleli disi
gametofitte F1S PcG kompleksi ile baskilanirken, sadece paternal PHE! alleli dollenmeden
sonra endospermin kalazal domaininde ifade olur (Kohler ve ark., 2005; Villar ve ark.,
2009). Bu sebeple BhPHEI ortologlari, pseudogamik apomikt bitkilerde endosperm
probleminin iistesinden gelmek icin genetik etiketlemenin modifiye edilip edilmedigini
arastrmak i¢in onemli bilgiler saglamaktadir. Ayrica triploid apomikt Boechera tiirlerinde
genetik olarak etiketlenmis diger genlerin ifade profillerini ve sekanslarini da
arastrmaktayiz. Pseudogamik apomikt bitkilerde genetik etiketlenme sistemlerinin
modifikasyonlar1 ile ilgili sonuglarimiz, apomiksinin {riin bitkilerine transferinin
basarilmasi i¢in imkanlarin gelistirilmesini saglayacaktir.

Sekstliel mekanizmalarla {ireyen bir bitki olan 4. thaliana ile yapilan c¢alismalarda
PHE] geninin polen ve polen tiiplinde ifade oldugu bildirilmistir (Hennig 2004). Buna
karsin, bizim sonuglarimiza goére apomikt B. holboellii bitkisinde PHEI geni ifadesine
geng polen tasiyan anterlerde (>0,85mm) rastlanmamustir.

PCR c¢aligmalar1 sonucunda B. holboellii bitkisinde, PHEI geninin dollenme
oncesinde pistillerde ve dolleme sonrasinda gen¢ baklalarda ifade oldugu belirlenmistir .
Buna karsm, A. thaliana ile yapilan onceki calismalarda pistillerde (dollenme Oncesi)
PHE] gen ifadesine rastlanmadigi, PHEI geninin genetik etiketleme ile idare edildigi ve
sadece baba ebeveyne (paternal) ait alelin ifade oldugu bildirilmistir (Kohler, 2003a). 4.
thaliana geng baklalarinda (dollenme sonrasinda dordiincii giiniine kadar) ise PHEI gen
ifadesinin sadece paternal kaynakli oldugu GUS analizleri ile gosterilmistir (Kohler, 2005).

Calismada, A4. thaliana PHE gen dizilerine 6zgli primerler aracilifi ile B. holboellii
tiirtinde RT-PCR sonucunda beklenen biiyiikliikte (815 bg) DNA bantlar1 elde edilmistir.
Bu bandlar jelden izole edilmis ve dizi analizi gerceklestirilmistir. Elde edilen dizi analizi
sonucunda ile BAPHE geninin AtPHE ile %93 oraninda benzer oldugunu gostermistir. Dizi
analizlerinin biyoinformatik c¢alismalar1 ile BAPHEI olarak isimlendirdigimiz genin

AtPHE] geni ile ortolog oldugu ispat edilmistir.
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Ticari dneme sahip seksiiel siireclerle iireyen bitkilerinde dollenme sonucu meydana
gelen genetik agilimlardan dolay: iiriin kayiplar1 yasanmaktadir. Apomikt bitkilerde ise
embriyolar, dollenme olmadan meydana geldigi i¢in ana bitki ile genetik olarak 6zdestir.
Bu sebeple apomiksinin sekstiel siireclerle iireyen bitkilere aktarilabilmesi tarimsal agidan

biiylik 6neme sahiptir. Buna karsin apomikt iireme silire¢lerinin molekiiler diizeydeki

mekanizmasi heniiz aydinlatilamamaistir.
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